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Prélogo

Como Presidente del Comité Organizador del Il Workshop en Investigacion
Agroalimentaria (WiA 3.14) y Coordinador del Programa de Doctorado en Técnicas
Avanzadas en Investigaciéon y Desarrollo Agrario y Alimentario (TAIDA), me satisface
enormemente ver plasmado en este Libro de actas las excelentes presentaciones
efectuadas por los doctorandos del Programa. Muestran un gran interés cientifico y
reflejan el elevado potencial de los Grupos Investigadores pertenecientes a los
diversos Centros que se integran en el Programa de Doctorado en TAIDA [UPCT, Centro
de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (CEBAS-CSIC) y el Instituto Murciano de
Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA)]. Pretendemos que durante la
celebracién de estas Jornadas se favorezca la convivencia e intercambio de
experiencias entre los doctorandos del Programa, Grupos de Investigacion, profesores,

investigadores, técnicos, etc...

El programa cientifico se ha estructurado en cuatro sesiones: Biotecnologia
Agroalimentaria, Tecnologia e Ingenieria de Alimentos, Tecnologia e Ingenieria de la
Produccion Vegetal e Ingenieria Agroforestal, en funcién de los diversos temas de
interés relacionados con la Agroalimentacion y que son objeto de investigacién por los
Grupos que conforman el Programa. Hemos contado igualmente con tres conferencias
invitadas de caracter general encaminadas a fortalecer los conocimientos que estan
adquiriendo los investigadores en formacion durante esta etapa y consideramos de
mucha utilidad para el resto de investigadores. Desde el Comité Cientifico Organizador
consideramos que es necesario que los doctorandos realicen este tipo de actividades
formativas para adquirir las competencias tipicas de un Doctor entre las que destacan
saber resumir los resultados, resaltar lo importante de los mismos, presentarlos y
darlos a conocer de manera clara y concisa a un publico heterogéneo en un tiempo
limitado, como sucede habitualmente en las presentaciones de trabajos de

investigacion a Congresos cientificos.

Agradecer, en nombre del Comité Organizador, la participacion de los doctorandos y
directores de Tesis, asi como la alta calidad de las ponencias presentadas.

Dr. Francisco Artés-Hernandez
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LAS CLAVES EN LA ESTRATEGIA ESPANOLA DE CIENCIA,
TECNOLOGIA Y DE INNOVACION

Juan Maria Vazquez Rojas

Catedratico de Medicina y Cirugia Animal. Facultad de Veterinaria. Universidad de Murcia.
Vazquez@um.es

RESUMEN

Las nuevas Estrategias Espafiolas de Ciencia, Tecnologia y de Innovacién, aprobada por el Consejo de
Ministros durante el 2013 tras el acuerdo de todas las administraciones nacionales y autondmicas,
contempla a la Universidad y su actividad en el ambito de la formacidn, la investigacién y la transferencia,
como un agente indispensable para llevar a término las politicas cientificas en el periodo 2014-2020, un
periodo que se va a caracteriza por la necesidad de articular con eficiencia todos los programas,
autondmicos, nacionales y europeos en esta materia. Las Estrategias Espafiolas Ciencia, Tecnologia y de
Innovacién se caracterizan por 1) entender que investigaciéon e innovacion deben compartir unos
objetivos comunes; 2) promover la excelencia cientifica, identificando tanto los grandes centros de
investigacién, como la investigacion en red como la de grupos de excelencia distribuidos por todo el pais.
3) facilitar la colaboracion publico privada y en el que la circulacion del conocimiento se establezca del
modo mas flexible posible; 4) incentivar la internacionalizacion del sistema con una estrategia que permite
desarrollar una estrategia conjunta con instrumentos internacionales y, especialmente, con Horizonte
2020. 5) promover la movilidad intersectorial, interdisciplinar e internacional; 6) impulsar la cultura
cientifica, la actitud emprendedora y la creacidn de start-up; 7) desarrollar procedimientos, mas alla de la
financiacién directa, que se extienda desde medidas fiscales incentivadoras, politicas de mecenazgo, de
emprendimiento o de extranjeria; 8) especializar y amortiguar las desigualdades entre regionesy 9) poner
a las personas al frentes de los objetivos de las politicas y priorizar las convocatoria de recursos humanos.

Palabras clave: |+D; movilidad; excelencia; colaboracion; internacionalizacion.
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RETOS DE LA ALIMENTACION Y LA AGRICULTURA EN EL SIGLO XXI

José Maria Garcia Alvarez-Coque

Universitat Politecnica de Valéncia, ETSIAMN, Edificio 3B, Campus de Vera s/n, 46022, Valencia,
Espafia, jmgarcia@upv.es

RESUMEN

El planeta se enfrenta al reto de alimentar a una poblacién creciente en un presente y futuro de limitacién
de recursos, cadenas de valor imperfectas, crisis de alimentos, y poblacién rural vulnerable. Se hace mas
necesaria que nunca una reflexién sobre las alternativas de la agricultura y la alimentacidn, vistas como
solucidn a los desafios socio-econdmicos y ambientales. Una tesis ampliamente aceptada y admitida a
nivel politico es que para alimentar a la poblacién mundial en 2050 se estima que la produccidn agricola
tendra que aumentar en un 60 por ciento. Esta cifra se suele tomar como objetivo normativo cuando se
evalta el crecimiento de la produccidon necesario en las préoximas décadas. A la vez, el objetivo se
transforma en un discurso Util para quienes abogan por un aumento de la produccién como principal
salida del problema del hambre. Sin embargo, no resulta evidente que exista una relacion directa entre la
cantidad de alimentos producidos y el numero de personas que sufre hambre a nivel global. Sobre la
capacidad del planeta de alimentar a la poblacion, existen paradigmas que representan intereses
habitualmente en conflicto. Desde la prevalencia del ambito cientifico, y el reconocimiento de las
consecuencias econémicas y sociales de las decisiones politicas, la ponencia defiende una coexistencia de
paradigmas que permitan aportar soluciones a los problemas de seguridad y soberania alimentarias. Todo
ello desde un enfoque de colaboracién entre distintos enfoques metodoldgicos, el respeto a las mejores
practicas del conocimiento, estén dentro o fuera de la universidad, y un espiritu de provisionalidad.

Palabras clave: Seguridad alimentaria; agricultura mundial; politicas agrarias.

12 | 274




Il Workshop en Investigacion Agroalimentaria — WiA3.14. Cartagena, 12-13 de mayo de 2014

EL USO DE LAS HERRAMIENTAS WEB 2.0 EN LA DIVULGACION DE LA
HORTICULTURA.

Angelo Signore

Dipartimento di Scienze Agro-Ambientali e Territoriali, Universita degli Studi di Bari “Aldo
Moro”. Italia.

RESUMEN

Las herramientas Web 2.0 han entrado en la vida diaria de las personas, y se utilizan para las actividades
mas diferentes. En el dmbito académico son utilizadas de varias formas: para los cursos, para revisar
articulos cientificos y para mejorar las actividades de investigacion y divulgacion. Unas de las herramientas
2.0 mas eficaces es Wikipedia, una enciclopedia libre disponible en la web. Dentro de un proyecto cuyo
objetivo es recuperar la biodiversidad agricola, hemos utilizado Wikipedia para crear (o modificar) algunos
articulos relacionados con diversas especies horticolas (tomate, meldn, brécoli, zanahoria) incluidas en el
proyecto. Igualmente, hemos analizado algunos parametros, en particular la tendencia del nimero de
visitantes en los articulos de Wikipedia, referral de las paginas de Wikipedia hacia el sitio web institucional
del proyecto y la posibilidad de realizar un articulo destacado en Wikipedia. Los resultados mas
importantes fueron los siguientes:
e Wikipedia puede ser un excelente punto de inicio para recopilar, actualizar y compartir
informacion sobre temas agricolas.
¢ Una forma para superar la desconfianza por parte del mundo académico hacia Wikipedia, podria
ser incluir referencias cientificas relativas a los articulos ya publicados en revistas cientificas.
» Wikipedia no es un antagonista de las revistas cientificas. Al contrario, puede ser una herramienta
util para facilitar la entrada de los visitantes hacia el contenido de las mismas.
e La utilidad de Wikipedia para quien busque informacidn cientifica depende de la integridad de la
informacion, de la experiencia de los autores que han escrito la voz y de las referencias.

Palabras clave: |+D; informacion; base de datos; internet; libre acceso.
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Abstract

Thermal processing extends the shelf life of fruits and vegetables by inactivating
microorganisms and enzymes. The efficacy of heating depends on the properties of
the food and mainly on the processing parameters. The microwave (MW) oven offers
several advantages for keeping overall quality and safety of the foods products. A
continuous MW oven is a new tool which can make the cooking process of plant
products shorter. The present work evaluates the effect of a new industrial continuous
MW oven at different heating powers (750, 900 and 1050 W) and times (from 120 to
420 s) on the antioxidant capacity of tomato juice. This treatment was compared to
other tomato juice heated in a conventional MW oven (750 and 900 during 60 to 150
s). As control non heated juice was used. The results showed that the antioxidant
capacity was lowered by the heating. In general, as longer the duration and higher the
power applied the lower antioxidant capacity was found. However, a moderate high
power dose (900 W) combined with shorter duration (120 or 150 s) kept better the
antioxidant capacity than low power MW dose (750 W) combined with high treatment
duration (360 or 420 s). At similar doses (time/power) the industrial MW provided a
slightly lower antioxidant capacity than conventional MW. As main conclusion, when
comparing the efficacy of the continuous MW oven versus the conventional one no
advantage for keeping the antioxidant capacity of tomato juice was found.

Keywords: Thermal treatment; Quality; FRAP

about a number of changes in physical
characteristics and chemical composition of
products [3, 4, 5, 6]. Regarding food quality and
safety some of these changes are undesirable
and must be minimized.

1. Introduction

Fruits and vegetables are very good and cheap
sources of natural bioactive compounds like
antioxidants of interest for the human diet.

These antioxidants include carotenoids,
vitamins, flavonoids, other phenolic The purpose of thermal processing is to extend
compounds, dietary  glutathione, and the shelf-life of food products without

endogenous metabolites [1,2,3]. Tomato is a compromising food quality and safety. In

very popular vegetable and has a great
importance in food by their content in vitamins,
lycopene, and organic acids. All tomato
products (juice, ketchup, sauce, puree, paste
and soup) have antioxidant characteristics
determined by the presence of bioactive
compounds. One of the most popular options
for consuming tomatoes is tomato juice
because is easy to drink, tasty, and filled with
health benefits. Color and flavor are the most
important quality attributes of tomato juice
that influence the consumer’s choice. These are
usually prepared by thermal or dehydration
processing and then packaged and stored.
These thermal processes would certainly bring

addition consumers demand the maximum
preservation of the endogenous sensory,
nutritional and health related qualities of
products they eat. Short microwave (MW)
treatment may be a solution to achieve this
purpose. In comparison with conventional
heating methods, the MW oven offers a rapid
and relatively uniform heating, high energy
efficiency, saving, reduced space utilization,
precise process control, fast start-up, shut-
down conditions and high overall quality and
safety of the final product. MW thermal
processing has been a major processing
technology in the food industry because it gives
the opportunity to have a fast thermal process,
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including in a continuous mode [7]. MW has
been successfully used to heat, dry, pasteurize
and sterilize many food products [8, 9]. High-
quality retention of product and antioxidant
activity has been reported using 915 MHz MW
[8]. Nowadays thermal treatment of plant
derived foods by MW oven is convenient and
very popular all around the world.

The objective of this study was to investigate
the comparative effects on antioxidant activity
of tomato juice heated by mean of a
conventional discontinuous MW oven and an
innovative continuous MW oven. As far as we
know this kind of study is firstly reported here.

2. Materials and Methods
2.1 Plant Material

Canary tomatoes picked in the Region of
Murcia were purchased from a local grocery
store. Fruits free from defects and with a similar
visual appearance were washed; cut into small
pieces, squeezed, milled and filtered using a
steel sieve.

2.2 Microwave Treatment

Tomato juice (200 mL) were filled into a beaker
glass and covered with plastic storage bag.
After that beakers were placed in a
conventional discontinuous commercial MW
oven (SANYO Electric Industrial Co., LTD., UK.,
2450 MHz) or in an innovative continuous
industrial MW oven (SAIREM IBERICA S.L., SI-
MAQO0101, Barcelona, Spain). Conventional
MW ovens have a power rating from 600 to 900
W, while continuous MW ovens can be up to 15
KW. In addition this last MW oven includes a
computer interface and a fiber optic slip ring for
online temperature measurement.
Subsequently the samples were treated with
different powers and times combinations as
reported in Table 1. These combinations were
selected after some preliminary experiments.

Once heating all samples were frozen at -802C
until further analysis.

2.3 Determination of Total Antioxidant Capacity

The Total Antioxidant Capacity (TAC) was
determined by using the ferric reducing ability
of plasma (FRAP) method [10]. This assay
depends upon the reduction at low pH of ferric
tripyridyltriazine complex to the ferrous
tripyridyltriazine by a reductant (antioxidant).
The reagents used for the FRAP assay were: a)

Acetate buffer 300 mM pH 3.6: Weigh 3.1g
sodium acetate trihydrate and add 16 ml of
glacial acetic acid and make the volume to 1000
mL with MilliQ water. b) 2, 4, 6-tripyridyl-s-
triazine: 0.1562 g in 0.166mL HCI. c) FeCI3. 6
H,O: 0.5404 g in 100mL MilliQ water. The
working FRAP reagent was prepared by mixing
a, b and c in the ratio of 10:1:1 just before
testing.

Preparation of samples: 2.5 mL MeOH was
added to 0.5mL (500 plL) tomato juice (the
glasses were covered by foil). The extraction
was carried out in an orbital shaker for 1 hour
at 200xg in darkness inside a polystyrer box
with an ice bed. The samples were filled out in
two eppendorf (by a Pasteur pipette) which
were placed in a centrifuge for 10 min at 4 °C
and 15xrpm.

Determination of TAC: On a cuvette were
added 6uL of sample or standard solution and
198 L of reagent (with at least 3 cells for blank
(6uL MeOH and 198 L of reagent). This cuvette
was kept for 30-40 min at room temperature in
the dark to react. After that the absorbance
was read in a spectrophotometer (Tecan
Infininte M200, Ménnedorf, Switzerland) at
593 nm. All of these stages were carried out in
the ice and dark.

The analysis were carried out before (control)
and after each MW treatment. All analyses
were made by triplicate and results were
expressed as mg ascorbic acid equivalent (AAE)
100 mL? of tomato juice.

2.4 Statistical Analysis

Mean values (n = 3) were subjected to ANOVA
and least significant difference test (LSD) at p <
0.05.

3. Results and Discussion

3.1 Antioxidant Capacity

As expected, the TAC of the tomato juice was
influenced by the time and power parameters
in both MW ovens. According to results
displayed in Table 1, in general, the TAC
significantly decreased by increasing the power
and time of thermal treatment in both MW
ovens. In the conventional MW oven the initial
TAC in control samples was 56.11 mg AAE 100
mL1. The maximum decrease (until 78.56 %)
was found in the highest power and time (900
W and 150 s) treatment. On the other hand, in
the continuous industrial MW oven the control
samples of tomato juice were found to have a
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TAC of 53.18 mg AAE 100 mL™. This initial TAC
level reached the highest decrease (until 56.71
%) under the 1050 W and 150 s treatment
(Table 1). The current results agree with those
of Barrett et al. [11] who reported that
antioxidant components like AA reduced in
microwaved tomato juice. Also Zhang and
Hamauzu [4] and Martinez-Hernandez et al. [3]
reported that antioxidant activity in broccoli
were heavily lost during a conventional MW
cooking process.

A long duration of treatment at low power
reduced the TAC as a short duration treatment
using high power. However, a moderate high
power dose (900 W) combined with shorter
duration (120 or 150 s) kept better the
antioxidant capacity than low power MW dose
(750 W) combined with high treatment
duration (360 or 420 s). At similar doses (750 W
during 120 s or 900 W during 120 and 150 s) the
industrial MW provided a slightly lower
antioxidant capacity than conventional MW
(Table 1).

Table 1. Effect of different microwave
treatments on the total antioxidant capacity
(mg AAE 100 mL?) and of tomato juice.

Dose Conventional Continuous
MW MW
0 (control) 56.11+0.42 a 53.18+0.12a
(100%) (100%)
750w -60s 54.51+0.56a -
(97.15%)
750w -120's 52.24+0.41b -
(93.10%)
750w -210s 50.45+1.06 bc 46.09+0.18b
(89.91%) (86.67%)
750w -300s - 41.02+0.31d
(77.13%)
750w -360s - 38.03+0.09g
(71.51)
750w -420s - 35.06+0.19 h
(65.93)
900w -60s 49.50+1.09¢c -
(88.22%)
900w-120s 45.48 +0.75d 41.90+0.32 ¢
(81.06%) (78.79%)
900w -150s 44.08+0.25d 40.13+0.15e
(78.56%) (75.46%)
900w -180s - 38.97+0.08f
(73.28%)
1050w -120s - 32.11+0.19i
(60.38%)
1050w -150s - 30.16 +£0.25]
(56.71%)

* Data are averages of three replicates + SE.
Values in brackets are the retention percentage
of TAC respect to the control. Different letters

in the same column indicate significant
differences among mean values (p<0.05).

4. Conclusion

MW heating technology reduced the initial TAC
in tomato juice. However, its application in a
continuous way with the equipment used in the
current work was not efficacy enough when
compared to the conventional discontinuous
system.
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RESUMEN

Recientemente, algunos investigadores han estudiado la relacidon existente entre el
estrés oxidativo y el contenido de determinados compuestos presentes en las plantas
denominados fitoprostanos. Las almendras tienen un contenido elevado de acidos
grasos poliinsaturados siendo el mayoritario el acido a- linolénico. En 1998, se
descubrid que los fitoprostanos se generan a partir del acido a- linolénico en una via
no enzimatica, iniciada por una mayor formacién de radicales libres. En este trabajo
se propone la identificacién y la cuantificacién de fitoprostanos presentes en
almendras averiguando si la variedad influye en el contenido de los mismos. Como
resultado se obtuvo que en las cinco variedades de almendra estudiadas, el
fitoprostano 9—F1t-fitoprostano fue el mas abundante aunque también se obtuvieron
otros fitoprostanos en menor concentracidn tipo 9-epi-9E1t-fitoprostano, 9-E1t-
fitoprostano, 16-B1-fitoprostano y 9-L1-fitoprostano. Ademads, la concentracién de
fitoprostanos se vio afectada por la variedad siendo “Ramillete” la que presentd

niveles mas elevados.

Palabras clave: 4cido a- linolénico; ROS; espectrometria de masas; UHPLC

1. Introduccion

A principios de 1990, una serie de
compuestos similares a las prostaglandinas,
fueron identificados por ser producidos en los
mamiferos desde el acido araquiddnico,
independientemente de la via de la
ciclooxigenasa [1], estos compuestos fueron
denominados isoprostanos. Las plantas
superiores no poseen acido araquidodnico
(C20:4) por lo que no sintetizan isoprostanos
ni prostaglandinas. De forma similar al origen
de los isoprostanos en los mamiferos, se
identificé un nuevo compuesto producido en
plantas superiores, denominado fitoprostano
(PPs). PPs son generados desde el acido a-
linolénico en una via no enzimatica, iniciada
por una mayor formaciéon de radicales libres
[2]. Estos compuestos son considerados
marcadores fiables de estrés oxidativo en
plantas superiores [3]. El campo de los PPs fue
descubierto en el afio 2000, cuando estos
metabolitos fueron detectados por Ia
oxidacion no enzimatica del 4cido a-
linolénico [4]. En la actualidad hay como una
veintena de publicaciones sobre este tema, lo

que demuestra que en este campo todavia
gueda mucho por investigar.

El almendro es una especie tipica del paisaje
Mediterraneo, Espafia es el segundo mayor
productor de almendra, después de Estados
Unidos, ademas de ser el mayor consumidor,
ya que las almendras forman parte de nuestra
dieta mediterranea.

El consumo de almendras y nueces ha sido
asociado con la disminucidn de
enfermedades cardiacas coronarias y con el
sindrome metabdlico [5] esto puede estar
relacionado por su perfil favorable de acidos
grasos insaturados (acido linoléico y acido
linolénico) y, por tanto, relacidn con los PPs.

Los primeras investigaciones confirman que
la genética, el tiempo de cosecha, el origen,
condiciones ambientales, la composicién del
suelo, la madurez del fruto afectan a la
composicion de las almendras y de las nueces
[6,7-8]. Por todo lo expuesto, el presente
trabajo tiene como objetivo identificar y
cuantificar la concentracion de PPs presentes
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en almendras y saber si éstos varian segun la
variedad.

2. Materiales y Métodos

2.1 Productos quimicos y reactivos

El hexano fue obtenido de Proquilab
(Cartagena, Murcia, Espafia), Bis-Tris (bis 2-
hydroxyethyl) amino-tris
(hydroxymethylmethane) fue adquirido de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO EEUU) como el
resto de los disolventes necesarios para el
cromatografo de liquidos-masas (LC-MS)
como metanol, acetronitilo y 2,6-di-butil
hidroxi anisol (BHA).

Los cartuchos de extracciéon en fase sdlida
(SPE) que se usaron fueron cartuchos Strata
(Strata X-AW, 100 mg/3mL) adquiridos en
Phenomenex (Torrance, CA, EEUU).

2.2 Preparacion de las muestras

Las muestras fueron molidas en un molinillo
de café hasta conventirlas en un fino polvo, 2-
3 g de peso fresco, fue suspendido en una
disolucién que contenia 10 mL de BHA (10:01
v/v), se agitdé durante 5 minutos y después se
centrifugd (2000 xg durante 10 minutos),
luego se extrajo el sobrenadante y se paso
por un filtro tipo Sep Pack.

2.3 Extraccidn de las muestras.

Los PPs presenten en las almendras fueron
aislados mediante una extraccién liquido-
liqguido (LLE) seguida de una extraccion en
fase sdlida (SPE). La extraccidn LLE se realizo
de acuerdo con el siguiente protocolo: 1 mL
de la muestra filtrada se disolvié en 1 mL de
n-Hexano [9]. La solucién fue diluida en 2 mL
de metanol, se agitd y se volvié a diluir en 2
mL de BIS-TRIS buffer (0,02 M, HCI, pH=7).
Seguidamente, se separd mediante los
cartuchos de fase sdlida, segin el proceso
previamente descrito por Medina y
colaboradores [10]. Previamente, los
cartuchos se acondicionaron con 2 mL de
hexano, 2 mL de metanol y 2 mL de agua
MilliQ. Cada muestra se filtré en un ratio de
alrededor de una gota cada 2 segundos,
después de esto, los cartuchos fueron lavados
con 2 mL de hexano, 2 mL de agua MilliQ, 2
mL de una solucién que contenia agua MilliQ
y metanol (3/1) y 2 mL de acetonitrilo para

eliminar los compuestos indeseados. El
compuesto deseado fue eluctado con 1 mL de
metanol y fue secado usando un evaporador
SpeedVac (Savant SPD121P, Thermo
Scientific, MA, EEUU). El extracto seco fue
reconstituido con 200 pL de A/B disolventes
(90:10, v/v), conteniendo el disolvente A una
mezcla de agua MilliQ/0.01% de acido acético
y una solucién de metanol/0.01% de acido
acético fue usado como disolvente B. A
continuacion, las muestras fueron sonicadas
durante 10 minutos y centrifugadas (1000 xg
durante 10 minutos) antes de ser filtradas por
un filtro 0.45 um (Millipore, MA, EEUU).

Finalmente, 20 pL de esta muestra fue
inyectada y analizada por UHPLC-QgQ-
MS/MS (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany).

3. Resultados y Discusion

Se identificaron 5 PPs cuya concentracidn
dependia del tipo de variedad analizada. El
fitoprostano 9-F1t-fitotoprostano fue el mas
abundante (Tabla 1) aunque también se
obtuvieron otros fitoprostanos en menor
concentracion como 9-epi-9E1t-fitoprostano,
9-Elt-fitoprostano, 16-Bl-fitoprostano y 9-
L1-fitoprostano. Los PPs F1 se encuentran
normalmente en los lipidos de la membrana
como se ha demostrado por los isoprostanos
F2 en los mamiferos [11]. Como se ha citado
anteriormente, estos compuestos son
marcadores fiables de estrés oxidativo en
plantas superiores y el tipo de variedad es un
factor que influye en la cuantificacion de PPs
(Tabla 1). La variedad “Ramillete” presentd
una mayor concentracion de PPs F1 siendo
estadisticamente similar a las variedades
“Marcona” y “Ferrafies”.

4. Conclusiones

En las variedades estudiadas de almendra se
identificaron 5 tipos de PPs siendo el F1, el de
mayor concentracion. Existié una influencia
varietal siendo “Ramillete” la que presento el
mayor contenido en F1.
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Tabla 1. Fitoprostano principal  (9-F1t-
Fitoprostano) en diversas variedades de
almendras

Variedad 9-F1t PhytoP
(ng/100g de peso fresco)
Ramillete 7796,39°
Blanqueta 7016,282°
Guara 6682,42 2b¢
Marcona 5338,31 b
Ferrafies 4464,62

Distintas letras indican diferencias significativas dentro
de cada variedad segun la prueba de Fisher (p<0.05).
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RESUMEN

Cronobacter sakazakii is considered an emerging opportunistic pathogen causing
meningitis, septicaemia and enterocilitis in neonates, related to the use of
contaminated Powdered Infant Formula (PIF). C. sakazakii has an unusual surviving
ability under dry conditions and has been suggested to be one of the most
thermotolerant members of the Enterobacteriaceae. It is necessary to understand the
molecular mechanisms underlying the thermal resistance of C. sakazakii and may
ultimately be useful in the development of control strategies in PIF factories. In the
current study, a transposon mutagenesis approach was used to identify the genes
involved in heat resistance. A total of 23 mutants were found corresponding to 12
different defective genes. Heat resistance of selected mutants were determined with
the use of the thermoresistometer Mastia. Only 2 mutants had a greater sensitivity to
heat compared with the heat resistance of the wild type. Genes identified to be
involved in the cellular response to thermal treatments were Ribosome maturation
protein RimP and Outer membrane Porin L (OmplL). The results suggest that the novo
protein synthesis, and the use of cysteine for the formation of disulfide bonds for
stabilization of proteins against denaturation during thermal treatments are key
processes in the resistance against heat stress.

Palabras clave: C. sakazakii, Heat resistance; Transposon mutagenesis; Heat response;

Weibull distribution

1. Introdution

Cronobacter sakazakii is a gram-negative rod
belonging to the family Enterobacteriaceae. It
is also considered an emerging opportunistic
pathogen causing meningitis, septicaemia and
enterocilitis in neonates, related to the use of
contaminated Powdered Infant Formula (PIF).
Preterm, low-birth-weight or immune-
compromised infants exposed to C. sakazakii
are at particular risk. Mortality rates of 10%-
80% have been described and survivors often
suffer from neurological sequel [1][2]. C
sakazakii has an unusual surviving ability under
dry conditions, but the thermal tolerance of
this microorganism strains may differ [2]. Some
authors suggested that C. sakazakii is one of the
most thermotolerant members of the
Enterobacteriaceae, having a D-value of 4.2 min
at 582C. On the other hand, recent studies
revealed that some C. sakazakii strains do not
show such thermotolerance [3]. Indeed, D-
values at 582C have been reported to range
from 0.27 to 9.87 min [3][4]. Some studies
show that C. sakazakii can survive to thermal

stress (either during manufacture, or when the
PIF is reconstituted) [4][5][6]. At home,
manufacturers recommend to prepare the
formula just before each feeding using boiled
water. The FAO-WHO (2004) recommended
the use of hot water (702-902C) during the
reconstitution of powdered, due the heat
resistance of this microorganism.

A greater understanding of the molecular
mechanisms underlying the thermal resistance
of C. sakazakii is required and may ultimately
be useful in the development of control
strategies in PIF factories. In the current study,
a transposon mutagenesis approach was
employed to identify the genes involved in heat
resistance.

2. Materials & Methods

2.1 Bacterial strain _and culture conditions:
Cronobacter sakazakii DPC6529 strain used in
this study was obtained from the University
College of Cork culture collection. The culture
was routinely grown in Luria-Bertani (LB)
medium.

22| 274




Il Workshop en Investigacion Agroalimentaria — WiA3.14. Cartagena, 12-13 de mayo de 2014

2.2 Screening of a C. sakazakii DPC6529
transposon mutagenesis library: A transposon
mutagenesis library constructed in a previous
study [7] by using the EZ-Tn5<KAN 2>Tnp
transposome kit (Epicentre, Madison, USA) was
tested.

Selection: Thermal resistance determinations
were done at 602C, in an eppendorff heating-
block. Pre-selected mutants, in a previous sep,
were those showing no growth or slow growth
in the pre-selection. Pre-selected mutants were
grown overnight in LB broth + kanamycin and
incubated overnight (~16 h) at 379C. Sterile
eppendorfs with 990 mL of % strength Ringer’s
solution were pre-heated at 602C, were
inoculated with 10 pL of the overnight to reach
a concentration of approx. 10° cells/mL.
Samples were collected at preset times.
Samples were properly diluted and plated in LB
agar + kanamycin.

The transposon insertion sites were identified
by modified single-primer PCR, as done by
Alvarez-Ordofiez et al., 2014. The location of
the transposon insertion was revealed with the
help of BLAST (Basic Local Aligment Search
Tool) analysis (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

2.3 Heat resistance: Heat resistance
determinations were carried out in a
thermoresistometer Mastia [8]. Three separate
experiments per condition were performed.
Viable counts were based on duplicate counts,
from appropriate dilutions in L.B agar for C.
sakazakii DPC6529 and LB agar + kanamycin for
C. sakazakii DPC6529 transposon mutants.
Plates were incubated for 24 h at 372C for C.
sakazakii DPC6529 and for 48 h at 37°C for
transposon mutants.

2.4 Data analysis: Survival curves were
obtained by plotting the logarithm of CFU/mL
vs the treatment time.

Survival curves showed an upward concavity
(presence of a tail). The cumulative form of the
Weibull distribution function, as proposed by
Mafart et al (2002), was used (Eq. 1):

log N, = log Ny — (!/5)P (1)

Where N is the final population, No the initial
population, 6 represents the time for the first
decimal reduction (min), and p is the shape
parameter. A single p value for all survival
curves corresponding to each strain was used
as proposed by Esteban et al. (2013).
Calculations were estimated with the GInaFiT
application (version 1.6) for Microsoft Excel
[10].

3. Results and Discussion

The mutant library used has about 2400
mutants. After the pre-selection 140 mutants
showed some sensitiveness to heat treatment.
From these 140 mutants, the defective gene
can be involved in heat resistance or in growth
or other metabolic functions. Therefore a
selection step was done, in which the heat
resistance of the 140 mutants was compared to
the heat resistance of the wild type strain by
using a simple thermal resistance
determination method. The selection enabled
to shift out the mutants in which the
transposon was inserted in genes involved in
heat resistance, from those that was not. Heat
resistance determinations were primarily
carried out in an eppendorff heating-block due
it quickness and easiness to analyze a large
amount of samples in a short time. The use of
the thermoresistometer mastia to analyze the
selected mutants was due to the higher
accuracy of the thermoresistometer on the
heat resistance determination [11]

After theselection step, 28 mutants were found
to show a significant decrease in the heat
resistance compared to the wild type. From the
28 sensitive mutants 5 were not able to be
sequenced. Transposon insertion sites were
mapped for the rest (Table 1). Using standard
homology searches, the insertion sites were
mapped in the genome of C. sakazakii ES15,
and functions were assigned to the defective
genes.

In the thermoresistometer the thermal
resistance comparisons were done at a
temperature of 582C in LB broth. Survival
curves from the tested mutants showed tailing
phenomena (p<1), except from the mutant 7
that showed a slight shoulder (p>1) (Table 2).
Mutants showed slight differences in thermal
resistance when they were compared to the
wild type, except for mutants 7 and 10, which
showed a greater sensitivity to heat. Table 2
shows the heat resistance values (6 value), the
determination coefficients (r2), and the time
needed for a 5 log cycle reduction, for the wild
type and the mutants. It is necessary 2.25 min
at 582C to reduce 5 log cycles the initial
population of C. sakazakii DPC6529 (wild type),
while only 1.70 and 1.86 min are necessary to
achieve the same level of reduction in the
population of mutants 7 and 10, respectively.

Genes identified for Mutant 7 and 10 were
Ribosome maturation protein RimP and Outer
membrane Porin L (Ompl), respectively (Table
1). RimP has an important function in ribosome
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assembly at high temperature. Nord, Bylund &
Lovgren (2009), reported that in Escherichia coli
the RimP protein facilitates the maturation of
the 30S subunits so that translational
competent. OMPs include integral membrane
proteins as well as lipoproteins that are
anchored to the outer membrane via N-
terminally attached lipid. Nutrients too large to
transverse general porin channels enter
through specific porins [13][14][15]. Outer
membrane porin L (Ompl) protein, allows an
efficient diffusion of low-molecular-weight
solutes such as small sugars and tetraglycine
[16]. Datigalongue, Nikaido & Raina (2000),
showed that OmpL allowed rapid permeation
of cysteine (Cys) and reduced glutathione at
rates expected from the sizes of these
compounds. Cysteine is an essential amino acid
that performs vital functions in the catalytic
activity and structure of many proteins. The
formation of disulfide bonds between cysteine
are needed for proper folding and stability of
some proteins, particularly those found in
extracytoplasmic compartments [17].
Considering the above together with the results
of this study, it can be suggested that C
sakazakii use disulphide bonds to stabilize
proteins against denaturation during thermal
treatments. In the other hand the deficiency of
the RimP protein produces a dearth in mature
30S subunits and an absence of ribosome
assembly at high temperatures, affecting
predicted roles in translation and protein
synthesis, leading the cell unable to recover
from the damage caused by thermal
treatments.

4. Conclusion

Our study sheds light on some of the molecular
mechanisms involved in the cellular response
of C. sakazakii to thermal treatments. Our
findings suggest that the novo protein
synthesis, and the use of cysteine for the
formation of disulfide bonds for stabilization of
proteins against denaturation during thermal
treatments are key processes in the resistance
against heat stress. Further studies are
therefore needed in order to better
characterize the response of C. sakazakii to
thermal treatments
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Figure 1. Thermal resistance of C. Sakazakii
DPC6529 (e), mutant 7 (m) and mutant 10 (A)
at 582C in LB broth
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Wild Type 0.788 0.292 0.921 2.25+0.126
Mutant7 0943 0.293 0943 1.695+0.078

Mutant 10 1.182 0.471 0.966 1.863 +0.023

Table 2. Heat resistance values for C. sakazakii
DPC6529 and sensitive mutants obtained at 58 ¢C in LB
broth, as derived from the Weibull model.
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RESUMEN

Se han evaluado trece especies de plantas silvestres comestibles pertenecientes a
once familias botdnicas consumidas en la dieta mediterranea tradicional. Sanguisorba
minor, Quercus ballota y Sedum sediforme mostraron la mayor actividad antioxidante
total hidrofilica (H-AAT), asi como el mayor contenido en fenoles totales. El andlisis
sensorial indicd que los frutos de Q. ballota podrian considerarse muy dulces y que las
plantas de Crithmum maritimum y Oxalis pes-caprae son muy acidas. Ademas, los
catadores destacaron el sabor salado de C. maritimum, Mesembryanthemum
nodiflorum y Mesembryanthemum cristalinum, el sabor picante de A. ampeloprasum,
y el aroma de F. vulgare. Nuestros resultados indican que debido a sus propiedades
funcionales y sensoriales, podrian utilizarse como nuevos ingredientes para aumentar
la variedad en la dieta modernay en la alta cocina creativa.

Palabras clave: Actividad antioxidante; dieta moderna; propiedades nutricionales;

especies vegetales infrautilizadas.

1. Introduccion

La diversificacion de la produccién y de los habitos
de consumo con el fin de incluir una gama mas
amplia de especies vegetales, podria contribuir de
manera significativa a mejorar la salud, la nutricién,
los medios de subsistencia y la sostenibilidad
ecoldgica. Estudios recientes han resaltado el
interés de las plantas comestibles silvestres como
fuente de nutracéuticos [1] y diferentes estudios
epidemioldgicos sugieren que una ingesta elevada
de alimentos ricos en antioxidantes naturales
reduce el riesgo de padecer algunos canceres asi
como enfermedades cardiacas y degenerativas.

Actualmente, los consumidores valoran la
sustitucion de aditivos sintéticos por aditivos
naturales y, ademas, buscan introducir nuevos
productos en sus comidas. Necesitan nuevos
colores, sabores, texturas e ingredientes [2] y, por
esa razon, muchos cocineros de restaurantes de
alta gama estan interesados en descubrir vy
emplear plantas que hayan sido utilizadas
tradicionalmente [3].

Tanto en Espafia como en otros paises europeos,
las plantas comestibles silvestres han sido
consumidas de forma habitual y han formado
parte de muchos platos tradicionales [4,5]. La
mayoria de estas especies vegetales son buenas
candidatas a ingredientes funcionales y podrian
introducirse en la dieta moderna [6]. Sin embargo,
para que estas plantas silvestres se conviertan en

una alternativa para la industria alimentaria, es
necesario un mayor conocimiento sobre sus
propiedades fisico-quimicas, antioxidantes vy
nutricionales [7]. La industria gastrondmica podria
utilizar estos estudios para conocer su potencial
agro-industrial y promover su uso como aditivos o
ingredientes naturales.

Existen pocos estudios publicados sobre
propiedades nutricionales y funcionales de muchas
plantas silvestres. Dicha informacidon podria ser
valiosa, no solo para determinar los contenidos en
nutrientes que pueden complementar el valor
nutricional de la dieta normal, sino también para
los expertos en medio ambiente implicados en el
disefo de programas de conservacion orientados a
proteger y propagar plantas silvestres con valor
nutricional [3-5].

El objetivo de este articulo es documentar las
propiedades antioxidantes y las caracteristicas
sensoriales de diferentes especies de plantas
silvestres que han sido utilizadas de forma
tradicional en zonas del Mediterraneo o por
cocineros de cocina contemporanea.

2. Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal

Se eligieron diferentes partes de 13 plantas
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comestibles (Tabla 1) consumidas en la dieta
mediterranea segln estudios etnobotanicos
previos [3-5], o utilizadas actualmente en
restaurantes europeos. Las muestras se liofilizaron
tras su recoleccion. Los resultados experimentales
se expresaron como media + error estandar (EE) de
tres réplicas.

2.2 Actividad antioxidante y compuestos fenolicos

La actividad antioxidante total hidrofilica (H-TAA)
se cuantific6 segun [8]. Los resultados se
expresaron como mg de equivalentes de Trolox
100 g'. Los compuestos fendlicos totales se
cuantificaron seguin el método descrito por [9]
utilizando el reactivo Folin-Ciocalteau vy los
resultados se expresaron en mg de equivalentes de
4cido galico 100 g*.

2.3. Atributos sensoriales

Diez catadores entrenados juzgaron tres atributos
sensoriales de forma cuantitativa: dulzor, acidez y
aroma. Para valorar cada atributo se utilizé una
escala de 0 (valor minimo) a 10 (valor maximo). Los
catadores también hicieron una evaluacion
cuantitativa total de cada especie y sefialaron
cualitativamente las propiedades mas destacadas.

2.4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd mediante un
anadlisis de varianza (ANOVA). Se utilizaron los
valores de diferencia minima significativa (LSD,
p<0,05) para comparar las medias.

3. Resultados y Discusion

3.1 Actividad antioxidante y compuestos fenolicos

La actividad antioxidante total hidrofilica (H-AAT)
mas elevada (Figura 1a) se encontré en
Sanguisorba minor, Quercus ballota y Sedum
sediforme, con 1.368,91 + 47,96, 1.186,91 + 109,31
y 588,87 + 35,52 mg equivalentes de Trolox
100 g PF, respectivamente. Estos niveles tan
elevados de H-AAT se encuentran en otros frutos o
partes de plantas utilizadas para usos medicinales
[10], y en otros frutos silvestres, como moras,
arandanos o fresas. Esta capacidad antioxidante
extremadamente alta se ha atribuido a un alto
contenido en fitonutrientes [11]. Otras especies
estudiadas, como Cistus albidus (pétalos) y Malva
sylvestris (hojas), también mostraron una alta
capacidad antioxidante, con valores de
132,14 £ 4,91y 77,92 £ 5,71 mg equivalentes de
Trolox 100 g PF, respectivamente, aunque su

actividad era alrededor de 20 veces menor que la
de S. minor y Q. ballota. Por tanto, la especie S.
minor podria considerarse como un posible nuevo
ingrediente antioxidante para el mercado de los
alimentos funcionales o nutracéuticos. Las demas
especies analizadas y los frutos inmaduros de M.
sylvestris mostraron una capacidad antioxidante
unas 50 veces menor que la de S. minor y Q.
ballota. Aunque esta actividad no es muy alta, es
similar a la de uvas y naranjas, y mayor que la de
otras frutas como tomate, platano, melocotén o
manzana [12].

La planta con los niveles mas altos de fenoles
totales (530,51 + 21,12 mg 100 g PF) fue S. minor
(Figura 1b), con niveles parecidos a los
encontrados en algunos cultivares de Fragaria
vesca, una fruta que tiene niveles elevados de
compuestos fendlicos [13, 14]. De acuerdo con
nuestros resultados, también Vanzani et al. [15]
encontraron niveles particularmente altos de
polifenoles y de capacidad antioxidante en S.
minor. Las especies Q. ballota, C. albidus y S.
sediforme también mostraron altos niveles de
compuestos  fendlicos, 326,91 + 51,05,
269,46 + 21,15 y 191,53 + 13,78 mg 100 g* PF,
respectivamente. Estos valores son parecidos, e
incluso superiores, a los encontrados por
Proteggente et al. [12] en frutas de consumo
habitual que tienen un alto contenido en
polifenoles, como ciruela (320 mg 100 g* PF) o
frambuesa (228 mg 100 g PF)

3.2 Propiedades sensoriales

Desde el punto de vista del consumidor (Tabla 2),
las especies A. ampeloprasum, A. acutifolius, C.
albidusy F. vulgare presentaron un valor medio de
dulzor (entre 6 y 8), mientras que los frutos de Q.
ballota podrian considerarse muy dulces
(8,5 £ 0,37). Estas especies podrian utilizarse como
ingredientes para endulzar ensaladas u otros
platos. Por otra parte, en relacién con la acidez, C.
maritimum y O. pes-caprae mostraron los niveles

maximos, con 7 + 0,58 y 8,75 % 0,14,
respectivamente.
Las plantas mas aromadticas fueron A.

ampeloprasum, A. acutifolius, C. maritimum, F.
vulgare y Q. ballota, con valores por encima de 8.
Ademas, el panel de catadores resalté algunas
caracteristicas de las plantas que las hacen
adecuadas como ingredientes para mejorar el
sabor, el aroma o la textura. Tres especies
destacaban por su sabor salado: C. maritimum, M.
nodiflorum y M. cristalinum, mientras que A.
ampeloprasum podria afiadir un ligero sabor
picante a las comidas, y O. pes-caprae y Q. ballota
podrian contribuir con sabores muy acidos o
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dulces, respectivamente.

Se destacaron los pétalos de C. albidus por su color
rosa y F. vulgare por su aroma, mientras que el
resto de especies (S. sediforme, M. sylvestris, U.
urens) fueron apreciadas por su aspecto, diferente
del de los demas vegetales comerciales. Estas
plantas, al igual que S. minor, podrian utilizarse en
ensaladas. Sin embargo, cuando se evalud la
apreciacion  global, solo cuatro especies
consiguieron una puntuacidn positiva (entre 6 y
10): A. ampeloprasum, A. acutifolius, M.
cristalinum y Q. ballota. Pero debe sefialarse que
estos valores (Tabla 2) son el resultado de las
evaluaciones de cada parametro utilizando
material crudo o cocido. Estas plantas podrian ser
mas apreciadas por el consumidor utilizadas con
condimentos o alifiadas en ensaladas.

4. Conclusiones

Considerando tanto la actividad antioxidante total
como el contenido fendlico de las plantas
analizadas, S. minor, Q. ballota, S. sediforme y C.
albidus podrian utilizarse como suplementos
nutricionales en alimentos funcionales con alta
actividad antioxidante y como antioxidantes
naturales para sustituir a los sintéticos. S. minor y
las flores rosas de C. albidus podrian proporcionar
color y mejorar el aspecto de las ensaladas. Por
tanto, el consumo de las especies de plantas
estudiadas podria aumentar la variedad de
ingredientes en la alta cocina creativa, al tiempo
que aportar beneficios para la salud debido a sus
altos valores antioxidantes.
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Figura 1. (a) H-AAT, actividad antioxidante hidrofilica (mg
eq. Trolox 100 g-1 PF), (b) contenido fendlico total (mg
100 g-1 PF) de diferentes plantas comestibles silvestres.
Los datos son la media * EE. LSD (p<0,05).

Tabla 2. Propiedades sensoriales mas destacadas para la
comestibles silvestres (media * SE).

cocina creativa de distintas plantas

Propiedades mas

Forma de Aceptacion importantes para la
Especies consumo s* Dulzor Acidez Aroma global cocina creativa®
Allium ampeloprasum. Cocida 6,88 £ 0,75 3,13+0,13 8,63 +£0,53 8,13 +0,33  Aroma, sabor picante
Asparagus acutifolius Cocida 7,67+0,17 2,00 +0,58 8,00 + 0,29 9,67 +0,17  Aroma, textura
Cistus albidus Cruda 6,40 £ 0,52 1,20 +0,38 2,40 +£0,33 5,80 +0,38 Color, aspecto
Crithmum maritimum Cocida 4,33+1,01 7,00 £0,58 9,00 £ 0,29 2,01£0,50 Textura, sabor salado
Foeniculum vulgare Cocida 6,38 £ 0,84 3,13+0,57 9,00 + 0,46 5,13+0,78 Aroma
Malva sylvestris (hojas) Cocida 5,20 £ 0,52 1,80 +0,47 4,00 + 0,54 5,01 +0,46  Textura, aspecto
Malva sylvestris.(frutos)  Cruda 5,20 £ 0,59 4,20 +£ 0,99 3,20 £ 0,80 520+0,75 Textura
M. nodiflorum Cruda 2,25+0,72 2,00 £0,78 4,25 + 0,60 5,02+0,24 Textura, sabor salado
M. cristalinum Cruda 2,00 +£0,58 3,00 +£0,85 5,25 +0,49 6,00 +0,24  Textura, sabor salado
Oxalis pes-caprae Cruda 1,75+0,28 8,75+0,14 3,75+0,49 4,00 +0,62  Textura, sabor acido
Quercus ballota Cocida 8,50 + 0,37 0,75+0,14 9,50 £ 0,17 9,25+0,28 Aroma, sabor dulce
Sanguisorba minor Cruda 2,60 +£0,44 3,00 +£ 0,54 2,60 +0,44 48+0,12 Aspecto
Sedum sediforme Cocida 2,00 £ 0,29 4,67 £0,17 7,33+0,17 1,67 £0,17  Textura, aspecto
Urtica urens Cocida 5,25+ 0,86 4,00 +0,75 6,25 + 0,60 5,00+ 0,47 Textura
LSDo,o5" 0,84 0,78 0,65 0,61

®Forma de consumo por parte del panel de catadores (crudas o cocidas).
“Propiedades més relevantes para la cocina creativa que fueron destacadas por el panel de catadores.
°LSD (p<0.05), diferencia minima significativa entre medias de diferentes muestras.
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RESUMEN

La harina de arroz es el cereal mas adecuado para elaborar productos sin gluten, debido a sus
propiedades nutricionales y antioxidantes, y a su alto contenido en y—orizanol. Ademds también
posee propiedades hipoalergénicas y un color y aroma suave. Dado el gran interés del y—orizanol
desde el punto de vista nutraceutico, y a que existen pocos estudios sobre el efecto de la coccion de
alimentos sin gluten (elaborados con harina de arroz) sobre el contenido de y-orizanol, en este trabajo
se estudia el efecto del tratamiento térmico sobre la degradacién del y-orizanol contenido en las
pastas. Este tratamiento se ha realizado mediante diferentes técnicas, habituales en los procesos de
cocinado, como son el horno de vapor ( 120 ° C), el horno de aire caliente a 100 ° C0230°C o
microondas a 650 W o 850 W. Se determiné el contenido de este compuesto antes y después de la
coccién de pasta sin gluten elaborada con harina de arroz (blanco e integral), en estado fresco y
congelado. La determinacidn del y—orizanol se llevé a cabo mediante un método de extraccidn por
Soxhlet y una posterior medida en espectrofotometria. La pasta cruda tenia un contenido de y-
orizanol de 7,63 * 2,34 mg/kg en pasta de arroz blanco, y de 65,60 * 13,05 mg/kg en las pastas de
arroz integral. Los resultados muestran la estabilidad exhibida por este compuesto en los diferentes
tipos de cocinado, con independencia del estado inicial de la pasta (fresca o congelada) o el tiempo
del tratamiento (5 y 15 minutos).

Palabras clave: arroz integral, arroz blanco, antioxidantes, cocinado de pastas.

1. Introduccion

Cada vez se registran mas casos de enfermos
celiacos. La causa de esta enfermedad es la
ingestion de gluten en la dieta, afectando a la
absorcién de nutrientes importantes como el
hierro, acido fdlico, «calcio y vitaminas
liposolubles. Actualmente se estima que
aproximadamente en  Europa  1:200-350
personas, y en EE.UU. 1:250-500 personas sufren
esta enfermedad [1]. El mercado demanda
productos sin gluten, con mayor calidad y menor
precio. La harina de arroz parece ser el cereal mas
adecuado para el desarrollo de estos productos,
ademas de poseer propiedades nutricionales,
hipoalergénicas, y tener un color y un sabor
suave.

El arroz constituye la principal fuente mundial de
alimentos. Se consume cominmente como arroz
blanco, que se obtiene mediante el
descascarillado y molienda del arroz. La
eliminacién del salvado del arroz incrementa el
nivel de almidén en el arroz y reduce los niveles
de lipidos y proteinas [2]. El y—orizanol se
encuentra principalmente en las capas de
salvado, actuando como un antioxidante natural
[3]. Muchos compuestos bioactivos, ademas del
y-orizanol, no existen de manera uniforme en el
grano del cereal , concentrandose en las capas

exteriores y el salvado, por lo que se recomienda
el consumo de granos enteros en las comidas, ya
que proporciona beneficios para la salud mas alla
de la nutricion basica, y reduce los riesgos de
muchas enfermedades crdnicas [4].

El y—orizanol es un compuesto antioxidante,
asociado comunmente con la disminucién del
colesterol, también se ha utilizado para tratar la
hiperlipidemia, trastornos de la menopausia y
para aumentar la masa muscular [5]. A nivel
molecular y celular, los antioxidantes sirven para
desactivar ciertas particulas llamadas radicales
libres. Los radicales libres son subproductos
naturales de muchos procesos metabdlicos
oxidativos en las células. Estos radicales libres
pueden causar dafos a las paredes celulares, en
las estructuras celulares y en el material genético

[5].

Los platos preparados a base de harina de arroz,
elaborados mediante diferentes tratamientos
térmicos de cocinado, pueden cambiar sus
propiedades nutricionales, el contenido en y-
orizanol puede perderse durante el proceso de
coccion. Para recibir los beneficios del y—orizanol,
el compuesto debe ser estable durante los
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procesos de preparacion de alimentos, ya que
puede perderse durante la oxidacion térmica que
se produce durante la coccion de la comida [6].

En este trabajo se ha realizado un estudio del
contenido de y-orizanol en pastas elaboradas
con harina de arroz y se ha analizado la influencia
de los diferentes tipos de cocinado, habituales
para este tipo de platos preparados, sobre el
contenido en este antioxidante.

2. Materiales y Métodos

2.1 Materiales

Harina de arroz blanco y harina de arroz integral
(Emilio Esteban, S.A.), harina fina de maiz
(Maizena, adquirida en supermercado), E-415 y
E-471 (Doscadesa, S.L.), albumina en polvo
(Huevos Inmaculada). Patrén de y-orizanol
adquirido a la empresa Wako Pure Chemical
Industries Ltd., n-hexano calidad HPLC de la
marca Lab-Scan de POCH S.A., y Acetona Panreac
Quimica S.L.U.

2.2 Preparacion de las muestras

Las pastas de arroz fueron elaboradas en
laboratorio mediante la siguiente formulacién:
83.96% de harina de arroz blanco o integral;
11.77% de harina fina de maiz (Maizena); 3.84%
de albumina en polvo; 0.24% de goma xantana;
0.19% de E-471. La proporcidon de agua afiadida
difiere de si la composiciéon contiene harina de
arroz blanco, con un 41.2% de agua con respecto
al peso seco, o con un 33.6% de agua con
respecto al peso seco total de la formulacion
cuando incorpora harina de arroz integral.

Las diferentes formulaciones de pasta fueron
elaboradas en la maquina para la elaboracién de
pastas modelo Dolly (La Monferrina S.R.L.)

Todas las variantes elaboradas, mediante harina
de arroz integral o harina de arroz blanco, se
sometieron a un proceso de pre-coccion en agua
hirviendo durante 3:30 min, con un posterior
enfriado con agua fria durante 30 segundos. La
mitad de las muestras fue congelada (-202C) y la
otra mitad se conservé en refrigeracién (52C).
Todas estas formulaciones se sometieron a
diferentes tratamientos térmicos habituales para
el cocinado de este tipo de productos. Fueron los
siguientes:

Horno microondas (MW) (Whirlpool,
modelo FT 339): 650 y 850 W

Horno a presion de vapor (Vapor
Presién) (Miele, modelo DG 4064):
120°C

Horno conveccién forzada (Aire
Caliente) (Bosch, modelo HBC 36D7.3.):
100y 230°C

Los tratamientos térmicos tuvieron una duracidn
de 5y 15 minutos.

Una vez las muestras recibieron el tratamiento
térmico correspondiente, fueron secadas en una
estufa a 702C hasta peso constante, y
posteriormente molidas hasta obtener una
granulometria homogénea.

2.3 Extraccion y cuantificacion de y-Oryzanol
presente en las muestras

El y-orizanol se ha extraido de las muestras [7]
mediante un equipo Soxhlet de extraccion (de
125mL de Labbox Labware S.L.), durante 3h,
usando hexano como disolvente, sobre una placa
calefactora (Placa Selecta Combiplac 3000156),
después se evapora el extracto usando un
evaporador rotatorio a 302C (Heidolph VV2000,
de tanque de agua WB2000), finalmente, el
extracto es recuperado con acetona.

La medicion del contenido en y-orizanol de las
muestras se realizd mediante
espectrofotometria [2], usando una absorbancia
de 350 nm. Para la elaboracidn de la curva patrén
se uso acetona como disolvente.

2.3 Anilisis estadistico

Los datos (tres repeticiones) se analizaron
mediante el paquete estadistico Statgraphics
Plus. Se llevé a cabo un andlisis de la varianza
(ANOVA) con una significacion de P < 0.05 para
determinar los posibles efectos de los tipos y
tiempos de cocinado sobre el contenido de y-
orizanol en pastas de arroz.

3. Resultados y Discusion

Existe una variacion significativa entre el
contenido en y-orizanol hallado en las pastas
elaboradas con harina de arroz integral (Tabla 1)
y las elaboradas con harina de arroz blanco (Tabla
2). La pasta de arroz integral presenta
aproximadamente un contenido de 65 mg/kg de
y—orizanol mientras que la pasta de arroz blanco
muestra un 7.6 mg/kg de y—orizanol. Es evidente
que el descascarillado y la molienda del arroz
integral para producir arroz blanco supone una
pérdida de un 88% de y-orizanol, que se
concentra en el salvado del arroz. Este resultado
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se explica porque la concentracién de y—orizanol
presente en el arroz depende de la variedad y de
las condiciones ambientales y de cultivo, pero
sobre todo depende de la molienda, ya que se
produce un descenso en la concentracion de
estos compuestos por la pérdida del salvado de
arroz y de las capas mas externas del grano, que
es donde se encuentra la mayor parte del y-
Orizanol [8].

En las Tablas 1 y 2, se muestran los datos
obtenidos para cada uno de los tipos de cocinado
usados, asi como los tiempos de cocinado, en
funcidn del estado inicial de la muestra (fresca o
congelada) y de si estd elaborada con harina de
arroz integral o harina de arroz blanco.

Tanto para la pasta elaborada con harina de arroz
integral (Tabla 1) como para la pasta elaborada
con harina de arroz blanco (Tabla 2) la etapa de
cocinado, en los diferentes tipos de hornos, con
diferentes tiempos, independientemente de si
las muestras se encuentran frescas o congeladas,
parecen no tener influencia en el contenido en y—
orizanol. El proceso de congelacidon previo al
cocinado tampoco parece tener influencia sobre
el contenido en y—orizanol para ninguno de los
tipos y tiempos de coccion estudiados.

En las muestras analizadas en este trabajo no se
ha apreciado una variacidon significativa de
valores que no se pueda atribuir a la
heterogeneidad de la concentracion de y—
orizanol en la harina de arroz empleada en las
pastas, o a las distintas variedades de arroz
empleadas.

4. Conclusiones

El y—orizanol es un antioxidante presente en el
arroz, que es estable térmicamente frente a las
condiciones de cocinado habituales de los platos
preparados, como son el calentamiento en horno
microondas, en horno convencional o en horno a
vapor, para los tiempos de 5 y 15 minutos de
tratamiento, para la pasta fresca o congelada.

El consumo de platos preparados, faciles y
rapidos de cocinar, son cada vez mas frecuentes
en los consumidores, garantizando asi la ingesta
de sus propiedades antioxidantes del mismo
modo que si se elaborase de forma casera.

Las pastas elaboradas a partir de harina de arroz
son productos funcionales, ya que son aptos para
enfermos celiacos, pero ademas poseen el valor
afiadido de contener y—orizanol, un antioxidante

que puede reducir el colesterol, y las
enfermedades del corazén, y que tiene
propiedades anticancerigenas.
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Tabla 1.Contenido de y-Orizanol en pastas elaboradas con harina de arroz integral, antes y después de
aplicar los diferentes tratamientos térmicos (5 y 15 min).

Pastas Elaboradas con Harina de Arroz Integral

Cocinadas Congeladas

Cocinadas Frescas

mg/kg SD mg/kg SD

5' Vapor Presion 120° 69,21 4,12 a Vapor Presion 120° 68,03 2,41 a
MW 850W 60,15 1,46 b MW 850W 51,10 10,33 b
MW 650W 56,71 3,36 b MW 650W 43,06 9,04 cd
Aiire Caliente 230°C 48,36 3,14 c Aire Caliente 230°C 41,82 2,42 c
Aire Caliente 100°C 59,24 7,12 b Aire Caliente 100°C 50,04 2,55 d

15' Vapor Presion 120° 64,11 11,02 ab  Vapor Presion 120° 51,81 32,86 a
MW 850W 7841 4,35 a MW 850W 63,92 5,99 a
MW 650W 68,04 2,50 a MW 650W 57,56 11,60 b
Aire Caliente 230°C 63,72 2,88 ab  Aire Caliente 230°C 68,14 10,57 a
Aire Caliente 100°C 62,84 2,77 b Aire Caliente 100°C 69,99 3,91 a

Cruda antes de cocer lapasta 65,60 13,05 ab 47,58 6,86 bc

Tabla 2. Contenido de y-Orizanol en pastas elaboradas con harina de arroz blanco, antes y después de
aplicar los diferentes tratamientos térmicos (5 y 15 min).

Pastas Elaboradas con Harina de Arroz Blanco

Cocinadas Frescas

Cocinadas Congeladas

mg/kg SD mg/kg SD
5 Vapor Presion 120° 4,11 1,30 a Vapor Presion 120° 3,68 0,50
MW 850W 5,24 195 ac MW 850W 3,38 0,45
MW 650W 2,34 009 b MW 650W 3,14 0,89 ab
Aire Caliente 230°C 6,73 1,98 ac  Aire Caliente 230°C 3,87 212 a
Aire Caliente 100°C 8,48 160 ¢ Aire Caliente 100°C 4,12 1,11 a
15' Vapor Presion 120° 7,92 1,14 ¢ Vapor Presion 120° 3,02 2,11 abc
MW 850W MW 850W
MW 650W 3,45 0,67 MW 650W 6,10 0,57
Aire Caliente 230°C 3,17 0,45 Aiire Caliente 230°C 3,93 0,94 a
Aire Caliente 100°C 3,62 0,91 Aire Caliente 100°C 3,29 1,13 ab
Cruda antes de cocer la pasta 7,63 2,34 ac 6,32 150 ac
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RESUMEN

La nisina y el D-limoneno son compuestos naturales con caracter antimicrobiano.
Durante la ultima década, algunas investigaciones han llegado a la conclusién de que
el empleo combinado de algunos aceites esenciales con la nisina podria presentar
cierto efecto sinérgico. Entre los principales inconvenientes del empleo de estos
compuestos en la industria alimentaria destacan su baja estabilidad debido a su
naturaleza oxidativa, su pronunciado cardcter aromatico y a su caracter hidrofébico.
El objetivo de este estudio fue evaluar el posible efecto sinérgico de nisina y D-
limoneno en Listeria monocytogenes, al aplicarlos mediante una nanoemulsién. Los
resultados evidenciaron un notable efecto sinérgico al emplearse de manera
combinada la nisina con el D-limoneno, siendo este efecto mas evidente al aplicarlos
en forma de nanoemulsion que por medio de la adicidn directa de los mismos. Los
datos mostraron una disminucién de los recuentos en 2 unidades logaritmicas cuando
se aplicaron la nisina y el D-limoneno de manera directa, y de 4 unidades logaritmicas
en el caso de aplicarlos en forma de nanoemulsion. Estos datos ponen de manifiesto
que el empleo de aceites esenciales en forma de nanoemulsidon podria tener
numerosas aplicaciones en la industria alimentaria solventando los problemas
anteriormente mencionados.

Palabras clave: Antimicrobianos naturales, seguridad alimentaria, método CPI,

caracter hidrofdbico.

1. Introduccion

Durante los Ultimos afios, la industria
alimentaria ha favorecido la introduccién, de
antimicrobianos de origen natural en contra de
los de origen sintético, ya que ha quedado
documentado que los de origen natural generan
menores problemas de intolerancias en
humanos e incluso que algunos de los de origen
sintético podrian generar sustancias toxicas y
carcinogénicas en nuestro organismo [1].

Se han desarrollado varios experimentos donde
se ha evaluado el caracter antimicrobiano del D-
limoneno frente a diferentes patdégenos
alimentarios como Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Enterococcus feacalis,
Pseudomonas aureginosa, Escherechia coli,
Salmonella enterica y Saccharomyces bayanus
entre otros [3]. En muchos de estos casos se
obtuvieron resultados satisfactorios. Sin
embargo, la naturaleza hidrofébica de los

aceites esenciales, que los hacen inmiscibles en
agua, la susceptibilidad de los mismos a la
degradacion oxidativa, la cual disminuye
considerablemente su efecto, y su pronunciado
caracter aromatico, ha reducido su empleo por
parte de la industria alimentaria.

Algunos grupos de investigacion han centrado
su atencidn en solventar estos problemas. Bien
por medio de la combinacién de varios aceites
esenciales [4], o la combinacién de los mismos
con otras sustancias con caracter
antimicrobiano como podria ser la nisina [5]. En
estos casos se apreci6 efecto sinérgico, lo cual
aumentd la efectividad de ambas sustancias al
emplearlas conjuntamente. Este efecto
sinérgico paliaria en cierta medida, la
disminucidn del efecto de los aceites esenciales
por la degradacidn oxidativa y, por otro lado,
permitiria disminuir las dosis de los mismos,
disminuyendo el rechazo a usarlos por su fuerte
aroma. Pero no solventaria el problema de la
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inmiscibilidad de los aceites esenciales en medio
acuoso. Para ello, en los ultimos dos afnos, ha
comenzado a aplicarse la tecnologia de
nanoemulsiones, por medio del método de
Inversidn de Fase Catastréfica (CPI). El método
CPI se encuentra entre los catalogados de “baja
energia”. Ademas cuenta con las ventajas de su
escaso coste y el aprovechamiento de la energia
quimica almacenada en el sistema. La
nanoemulsion  presenta dos fases o
componentes, una fase acuosa (A) constituida
por una mezcla de agua y propilenglicol y una
fase oleosa (0), preparada a partir de una
mezcla del aceite que se pretende emulsionar
con Tween 80. Las nanoemulsiones, debido a su
tamafio subcelular, proporcionan un enfoque
eficaz para mejorar la estabilidad fisica de las
sustancias activas encapsuladas y aumentar la
distribucion de los agentes antimicrobianos en
matrices de alimentos donde se encuentran los
microorganismos [6]. Aun habiendo pocos
estudios actualmente, las nanoemulsiones con
aceites esenciales han demostrado que
presentan excelentes propiedades
antimicrobianas contra una amplia variedad de
microorganismos, siendo incluso necesarias
menores cantidades de los mismos para
conseguir un efecto similar o incluso mayor [7].

Tan sélo hay constancia de un estudio,
publicado a finales de 2013, donde se evalu6 el
efecto antimicrobiano de una nanoemulsién
elaborada a partir de los antimicrobianos nisina
y D-limoneno. En el mismo se evalué dicho
efecto frente a bacterias Gram positivas de las
especies S. aureus y Bacillus subtilis, bacterias
Gram negativas de la especie E. coliy hongos de
la especie S. cerevisiage. Para ello se
representaron los datos en forma de
concentraciones  minimas inhibitorias e
imagenes de microscopia electrénica de barrido

[9].

El objetivo principal de este estudio fue evaluar
el efecto antimicrobiano de la adicién conjunta
de nisina y D-limoneno frente a Listeria
monocytogenes en caldo de cultivo TSB (tryptic
soy broth), comparando el efecto de la adicién
directa de los mismos al medio de cultivo, con el
efecto de la adicion de una nanoemulsién
elaborada a partir de estos dos antimicrobianos.
Para ello se prepararon nanoemulsiones
mediante el método CPI (Inversién de Fase
Catastrofica), se desarrollaron curvas de
supervivencia por medio de recuento en placay
curvas de crecimiento por absorbancia a
distintas concentraciones de antimicrobianos.

2. Materiales y Métodos

2.1 Cepas bacterianas y condiciones de
crecimiento

En los experimentos se utilizd la cepa de L.
monocytogenes CECT 4032. Fue suministrada
por la Coleccidon Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT). Las células se hicieron crecer a 37°C en
caldo TSB (Scharlau Chemie S. A., Barcelona,
Espafia) complementado con 0,5% de glucosa
(p/v). Los cultivos se mantuvieron a -80°C en
glicerol al 30% como crioprotector. Para
preparar los indculos se hacia crecer el
microorganismo durante toda la noche en TSB a
37°C.

2.2 Antimicrobianos

La nisina se obtuvo de Sigma Aldrich Chemie,
(Steinheim, Alemania). Fue disuelta en etanol al
50% (v/v) (Panreac, Barcelona, Espafia). La
soluciéon de trabajo fue preparada a una
concentracion final de 30 uM y almacenada en
refrigeracidn hasta su uso. Las concentraciones
ensayadas de nisina fueron 0.075 pM para los
estudios de inactivacion y 0.0375 uM para los de
crecimiento.

El D-limoneno se obtuvo de sigma Aldrich
Chemie (Steinheim, Alemania). Fue disuelto en
etanol al 95% (v/v) (Panreac, Barcelona,
Espafia). La solucién de trabajo fue preparada a
una concentracién final de 100 mM vy
almacenada en oscuridad y en condiciones de
refrigeracién hasta su uso. La concentracion
ensayada de D-limoneno fue 1 mM en todos los
experimentos.

2.3 Preparacién de la nanoemulsidn con
inversion de fase catastrofica (CPI)

Para la elaboracidn de la nanoemulsién de nisina
y D-limoneno se sigui6 el protocolo desarrollado
por Zhang et al., 2013. Con el objetivo de
comprobar la estabilidad de la nanoemulsidn,
los experimentos se hicieron por duplicado y con
una separacion entre experimentos de ocho
semanas, no apreciandose diferencias
significativas.

2.4 Curvas de supervivencia

Para realizar el recuento de formas viables se
partié de un indéculo preparado 24 horas antes
del experimento en caldo TSB e incubado a 37
oC. A continuacion se sembraron tubos con 4 mL
de caldo TSB previamente atemperado a 379C,
presentando éstos una concentracidn inicial de
aprox. 108 ufc/mL. Seguidamente se afiadieron
los antimicrobianos a las concentraciones
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indicadas anteriormente y se incubaron a 379C.
Se tomaron muestras cada 30 min, hasta 90 min.
Posteriormente se realizd la siembra en placa
por duplicado en medio TSA de cada una de las
diluciones adecuadas en agua de peptona
(Scharlau). Las placas fueron incubadas durante
24h a 37°C.

2.5 Curvas de crecimiento

El crecimiento en presencia de los
antimicrobianos es determind mediante
absorbancia en un Bioscreen C (Lab Systems,
Helsinki, Finlandia). Se partié de tubos con 4 mL
de caldo TSB que contenian una concentracién
inicial de 10%® ufc/mL.  Seguidamente se
afiadieron  los  antimicrobianos a las
concentraciones indicadas anteriormente y se
pipetearon 400 pL del cultivo con los
antimicrobianos en cada uno de los pocillos de
la microplaca del Bioscreen. Las microplacas
fueron incubadas a 37°C durante 24 horas,
midiéndose densidades dpticas en intervalos de
15 minutos a un rango de longitudes de onda de
420-580 nm (wideband).

El calculo de los parametros de crecimiento
(duracién de la fase de latencia y velocidad de
crecimiento) se realiz6 mediante el modelo de
Baranyi y Roberts (1993), a través del software
DMFit.

3. Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos en el recuento de
supervivientes, para los casos en los que se
aplicaron los antimicrobianos nisina y D-
limoneno de manera individualizada y directa, a
las concentraciones anteriormente indicadas,
no mostraron diferencias significativas con
respecto al control, no fue asi al aplicar el D-
limoneno en forma de nanoemulsién, donde se
obtuvo una disminucion de la poblacién, a los 90
minutos, de dos ciclos logaritmicos con respecto
al control (Figura 2). Por otro lado, al combinar
los antimicrobianos, se aprecié una disminucion
evidente de la poblacién inicial del
microorganismo; en el caso de la aplicacién
directa de los antimicrobianos se obtuvo una
disminucién de hasta 3 ciclos logaritmicos a los
90 minutos respecto a la poblaciéon inicial a
tiempo 0. Mientras que al aplicar los
antimicrobianos en forma de nanoemulsion, a
los 90 minutos, esta disminucion fue de 4 ciclos
logaritmicos respecto a la poblacién inicial a
tiempo 0 (Figura 1). En ambos casos se partié de
una concentracion inicial del microorganismo de
108 ufc/mL.

Las curvas de crecimiento por medio de
densidades dpticas en el Bioscreen mostraron,
en los casos donde se empled la emulsién de
limoneno de manera individual y la combinacion
de antimicrobianos de manera directa, un
aumento de la fase de latencia con respecto al
control de 10.9 y 10.4 horas respectivamente
(Tabla 1), con velocidades de crecimiento de
0.027 y 0.037 uds D.O. por hora, siendo en este
caso la velocidad de crecimiento del control de
0.120 uds. D.O. por hora. Ademas en ambos
casos se pudo apreciar una menor densidad
Optica final, la cual fue levemente mayor al
emplear los antimicrobianos de manera
combinada. Al ser aplicados en forma de
emulsion, se pudo comprobar la inhibicidn del
crecimiento del microorganismo durante las 100
horas que durd el experimento (Figura 3). En
todos los casos se partié de una concentracion
inicial del microorganismo de 103 ufc/mL.

Si bien no existen muchos trabajos en los que se
haya evaluado el efecto antibacteriano de las
nanoemulsiones, los datos obtenidos en nuestro
experimento coinciden con los datos publicados
[8], lo que indica que la aplicacién de nisina y D-
limoneno en forma de nanoemulsién seria mas
eficaz frente a L. monocytogenes, que cuando
los compuestos son afiadidos directamente al
medio. El empleo de los antimicrobianos en
forma de nanoemulsién da lugar, a priori, a un
producto miscible en medio acuoso, estable a lo
largo del tiempoy, al potenciar notablemente el
efecto antimicrobiano de esta combinacion, se
estaria contrarrestando en cierta medida la
pérdida de eficacia que sufren los aceites
esenciales debida a la oxidacién. Ademas de
conseguir disminuir las  concentraciones
utilizadas hasta limites organolépticamente
aceptados.

4. Conclusiones

Existe un efecto sinérgico al emplear de manera
combinada la nisina y el D-limoneno, frente al
microorganismo objeto de estudio. Este efecto
sinérgico se manifestdé de manera mucho mas
evidente al aplicar los antimicrobianos en forma
de nanoemulsién.

Como futuras pruebas o analisis pendientes de
realizar, seria conveniente realizar un ensayo de
vida util en algln producto alimenticio para
evaluar el efecto de esta nanoemulsién en
alimentos. También se deberia realizar un
analisis organoléptico, por medio de un panel de
catadores, de los productos diana para evaluar
la aceptacién por el consumidor. Otros ensayos
pendientes de realizar serian los relacionados

36| 274




I Workshop en Investigacion Agroalimentaria — WiA3.14. Cartagena, 12-13 de mayo de 2014

con el estudio de la termorresistencia de estos
compuestos en forma de nanoemulsiones, no
solo para evaluar la estabilidad de las mismas al
aumentar la temperatura, sino para comprobar
si existiria cierto efecto sinérgico al emplear
estas dos técnicas de manera conjunta.
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Figuras 1y 2. Recuento de supervivientes durante los primeros 90
minutos tras la adicion de los antimicrobianos. Se partié de una
concentracion inicial de microorganismo de 10° ufc/mL. Se evaluaron
concentraciones de nisina (N) 0,075 uM y D-limoneno (L) y emulsién
de D-limoneno (E) a 1 mM y sus combinaciones.
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Figura 3. Curva de crecimiento de Listeria monocytogenes a 37°C en
caldo TSB. Se partié de una concentracion inicial de microorganismo
de 10° ufc/mL. Se evaluaron concentraciones de nisina (N) 0,12 ppm
(p/v) y D-limoneno (L) y emulsién de D-limoneno (E) a 1 mM.

Tabla 1. Parémetros cinéticos de las curvas de
crecimiento de listeria monocytogenes a 37°Cen
caldo TSB.

E.S.
VEL. (VEL. E.S.
CREC CREC.) LAT. (LAT.)
cT 0.120 0.002 9.726 0.050
20.67
E1mM 0.037 0.001 0 0.087
11.98
L1 mM 0.148 0.003 0 0.065
13.30
N 0.0375 uM 0.125 0.003 0 0.080
N 0.0375 20.10
LimM 0.027 0.001 0 0.173
N 0.0375
E1mM 0.000 0.000 0.000  0.000

*VEL. CREC.: Velocidad de crecimiento (unidades de D.O. por hora).
E. S.: Error estdndar. LAT: Duracion de la fase de latencia en horas.
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R. Ben Amor, E. Aguayo, M.D. de-Miguel
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RESUMEN

El sector del datil tunecino esta afectado por la polilla del datil, Ectomyelois ceratoniae.
Desde hace varias décadas, el bromuro de metilo (BM) ha sido el fumigante mds empleado.
Debido a su efecto nocivo sobre la salud y medio ambiente, su uso esta restringido (PNUMA,
1992) y el desarrollo de técnicas alternativas son de gran interés. En este trabajo se estudia
el efecto de diferentes tratamientos de bafios térmicos (BT) sobre la calidad funcional de
datiles tunecinos variedad “Deglet-Noor”. Se aplicaron tres tratamientos, con diferentes
combinaciones de tiempo y temperatura: Testigo y BT de 502C 10 min, 552C 5 min 6 60 2C
3 min. Tras el enfriamiento de las muestras, se envasaron en tarrinas de polipropileno,
conservandose en atmésfera de aire durante 30 dias a 22C. Los pardmetros mas afectados
por los BT fueron: el contenido de polifenoles totales, la actividad antioxidante y los
azucares totales. El datil “Deglet-Noor” tolerd los BT estudiados presentandose como una
posible alternativa para el control cuarentenario del insecto Ectomyelois ceratoniae.

Palabras clave: Phoenix dactylifera, polifenoles totales, FRAP, azlcares totales, agua caliente,

frigoconservacién.

1. Introduccién: ElI sector phoenicicol
constituye una parte especifica de la economia
agricola de Tunez y contribuye de manera
significativa en el PIB nacional. Ademas, de su
contribucion econdmica, los datiles son una
fuente importante de subsistencia para la
mayoria de la poblaciéon en el sur de Tunez.

Desafortunadamente, la palmera datilera en
Tunez, como principal zona productora y
exportadora de datiles, se enfrenta a varios
problemas técnicos. Entre estas limitaciones, las
plagas y enfermedades que se consideran una
amenaza importante para el sector. La polilla de
datiles, Ectomyelois ceratoniae (Lepiddptera:
Pyralidae), es con diferencia el problema
fitosanitario mas importante de la produccion
de datiles de Tunez. La infestacion de datiles en
campo, durante el embalaje y el
almacenamiento deprecia enormemente la
calidad comercial del producto y pone en peligro
las exportaciones tunecinas, en particular, para
la variedad “Deglet-Noor”. Desde hace varias
décadas, el bromuro de metilo ha sido el
fumigante empleado por excelencia para el
control cuarentenario de una amplia gama de
plagas. Debido a su efecto adverso sobre la salud
humana y el medio ambiente, ya que se ha
identificado como una sustancia destructora de
la capa de ozono por el Protocolo de Montreal
(PNUMA, 1992), su uso esta restringido y resulta

de urgencia el desarrollo de nuevos
tratamientos y técnicas alternativas. Se han
investigado nuevas técnicas postcosecha,
alternativas al bromuro de metilo, como la
irradiacién [1,2], tratamientos con microondas
[3, 4], aceites esenciales [5, 6], ozone (0s3) [4, 7].
Durante los ultimos afios ha habido un interés
creciente en la aplicaciéon de tratamientos
térmicos postcosecha para el control de las
plagas e insectos, evitar la pudricién por hongos
y acelerar la maduracién del fruto [8]. Parte de
este interés surge porque hay una demanda
creciente por la reduccion de productos
quimicos  postcosecha utilizados  contra
patogenos e insectos [9]. Los tratamientos
térmicos pueden proporcionarse mediante
bafios de agua caliente, aire seco o vapor de
agua. Los tratamientos de BT estdn teniendo
éxito en la desinfestacion de insectos [10], ya
que el agua caliente es un medio de
transferencia de calor mas eficiente que el aire
caliente [11], y cuando circula correctamente a
través de una carga de fruta se establece un
perfil uniforme de temperatura en el bafio [9].
Esta técnica proporciona un tratamiento fisico,
no perjudicial y puede sustituir los productos
guimicos, siempre que se encuentre una éptima
combinacién de tiempo y temperatura y no
conlleven una pérdida significativa de la calidad
del datil [9].
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Por todo lo expuesto, el objetivo del presente
trabajo se centra en la aplicacidon de diferentes
tratamientos de agua caliente y su efecto en la
calidad funcional del producto cuando son
conservados durante 30 dias a 2 °C.

2. Materiales y Métodos: Las muestras de
datiles, se adquirieron recién cosechadas de una
plantacién de datiles en el ultimo estado de
madurez “Tamar” en el Sur de Tulnez. El
producto se cosechd en el mes de noviembre del
2011, fue transportado en cajas de plastico a 82C
hasta la UPCT (Cartagena, Espafia), donde se
conservd a 5°C durante 24 horas para su
procesamiento.

La materia prima fue destriada, realizando una
preseleccion visual. Los datiles fueron
agrupados en 4 tratamientos. En los
tratamientos térmicos, se utilizdé un bano de
agua caliente con control de tiempo vy
temperatura.

Las combinaciones de tiempo/temperatura
estudiadas fueron: 50 2C 10 min, 55 2C 5 min y
60 °C 3 min. El testigo no recibié ninguna
inmersién en agua. Tras los tratamientos
térmicos se procedié al enfriamiento de las
muestras hasta alcanzar 23 °C.

Los datiles fueron envasados en tarrinas de
polipropileno, conservandose en atmadsfera de
aire, durante 30 dias a 2 2C. Los parametros
evaluados fueron:

Contenido de polifenoles totales (Folin—
Ciocalteu) [12].

Capacidad antioxidante (FRAP) [13].

Azlcares (Azlcares totales, sacarosa, glucosa,
fructosa) [14].

Analisis estadistico (ANOVA).

3. Resultados y Discusion

3.1. Contenido de polifenoles totales: En la
figura 1, se observa que los BT afectaron
significativamente (p<0.05) al contenido de
polifenoles totales, con wuna reduccidén
considerable en comparacién con el testigo
(80,20 versus 90,09 mg de acido galico/100g).
Conforme aumento la temperatura de los BT, la
reduccién de los polifenoles totales fue mas
pronunciada, alcanzando las muestras de
datiles su contenido minimo (78,26 mg de acido
gélico/100g para el BT de 60 °C 3 min). La
frigoconservacion no afectdé a este parametro.

Reducciones similares se encontraron en un
estudio de BT realizados en mangos (Mangifera
indica L.) [15].

3.2. Actividad antioxidante (FRAP): La actividad
antioxidante de los datiles (figura 2) siguié una
tendencia similar al contenido de polifenoles,
reduciéndose  progresivamente  conforme
aumentaba la temperatura de los BT, con
diferencias significativas (p<0.05) entre las
muestras de datiles sujetas a BT y el testigo
(64,73 versus 73,83 mg de 4cido
ascorbico/100g). El bafio de 60 °C durante 3 min
fue el que mas afectd a la actividad antioxidante
alcanzando los datiles su valor minimo de 62,51
mg de 4cido ascérbico/100g. Contrariamente a
nuestros resultados, estudios sobre granado
(Punica granatum L., cv. Mollar de Elche) [16]
mostraron que BT de 45 9C durante 4 min
aumentaban la actividad antioxidante y el
contenido de polifenoles totales de la granada.
Otros estudios realizados en naranja (Fortunella
japonica Lour. Swingle, cv. Ovale) [17], revelaron
que tanto la actividad antioxidante como el
contenido de polifenoles totales no fueron
afectados significativamente por los BT de 50 eC
durante 2 min aplicados en las mencionadas
frutas, aunque tendieron a una ligera reduccion.

Igualmente, la conservacion refrigerada afecto
de forma significativa (p<0.05) a este
parametro. La actividad antioxidante disminuyd
considerablemente en la muestras almacenadas
30 dias a 2 2C en comparacion con las muestras
del dia 0 (63,78 versus 69,68 mg de acido
ascorbico/100g), estos resultados coinciden con
los obtenidos en naranja [17], en los que la
duracién de la  conservaciéon  redujo
significativamente la actividad antioxidante y el
contenido de polifenoles totales de la fruta.

3.3 Azucares totales: Los azucares totales
(glucosa, fructosa y sacarosa) (tabla 1) fueron
afectados significativamente (p<0.05) por los de
BT, con reducciones en los tratamientos de 50
2C 10 min y 60 2C 3 min en comparacién con el
testigo (50,75 versus 54,40 g/100g). En otros
estudios realizados en naranjas Tarocco [18], se
ha observado que los BT redujeron la fructosa
pero no afectaron al contenido de sacarosa y
glucosa. La duracion de la conservacion
frigorifica no tuvo influencia en las
concentraciones de azlcares totales en las
muestras de datiles.

4, Conclusiones: E| datil “Deglet-Noor” tolera
las temperaturas y duracién de los BT
estudiados permitiendo obtener una vida util de
30 dias. Esta técnica se presenta como una
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posible alternativa a la desinsectacion por
bromuro de metilo aunque afecta de forma
significativa a la calidad funcional del datil
reduciendo el contenido en polifenoles totales,
actividad antioxidante y azucares totales.
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Figura 1. Contenido en polifenoles totales en
ddtiles “Deglet-Noor” tratado o no con bafios
térmicos y conservado en atmosfera de aire 30 d
a 2 °C. Media (n = 3) + ES. El andlisis de varianza
mostro como factor significativo los bafios
térmicos siendo DMS tratamiento= 6,09.
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Figura 2. Actividad antioxidante (FRAP) en
ddtiles “Deglet-Noor” tratado o no con bafios
térmicos y conservados en atmdsfera de aire 30
d a 2 °C. Media (n = 3) * ES. El andlisis de
varianza mostré como factor significativo: bafios
térmicos siendo DMS tratamiento= 3,65 y el tiempo
de conservacion DMS tiempo= 3,65.

Tabla 1. Contenido en azucares totales (g/100g)
de datiles “Deglet-Noor” tratados o no con
bafios térmicos y conservados en atmdsfera de
aire 30 diasa2°C.

Tiempo y de Bafios de agua Azlcares totales
conservacion {g/f 100}
Odias
Testizo 57,55
50 2C 10 min 50,05
E5 2C 5 min 519&
60 EC 3 min 47,85
30 dias
Testigo 5143
50 2C 10 min 48 82
55 8C 5 min 52,78
60 2C 3 min 52,68
TC M5
Bafios (337}
TCxBanos MNE

Media (n = 3) £ ES. El andlisis de varianza mostré como factor
significativo los bafios térmicos siendo DMStratamiento= 3,37.
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Agrupamiento jerarquico de compuestos individuales de
aroma en melon "Piel de Sapo" y la linea casi isogénica SC3-5-1
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RESUMEN

El meldn (Cucumis melo L.), se ha convertido en un sistema modelo debido a que
presenta cultivares con comportamiento fisiolégico climatérico o no climatérico, lo que
lo hace ideal para estudios genéticos relacionados con calidad de fruto. Este trabajo
busca encontrar los aromas diferenciales de un parental no climatérico tipo “Piel de
sapo” —PS- y la linea casi isogénica climatérica SC3-5-1, asi como su agrupamiento en
clusters mediante un andlisis jerarquico. EIl método de cromatografia de gases-masas
tras micro-extraccién de la fase sélida en espacio de cabeza identificd en zumo de meldn
un total de 129 y 111 compuestos volatiles individuales en dos campafias sucesivas, la
mayoria de ellos ésteres acetato o no acetato, aldehidos, alcoholes, y derivados
azufrados Un total de 56 compuestos volatiles individuales diferenciaron a la linea casi
isogénica SC3-5-1 de su parental ‘Piel de Sapo’. Tras el andlisis jerarquico de los aromas
se localizaron un total de 5 y 4 cllsters para la primera y segunda campaia,
respectivamente, con una agrupacion jerarquica asociada a la correlacidn que presentan
los compuestos caracteristicos y diferenciadores de SC3-5-1 y el parental PS para cada
afo, que parecen ser éster acetato o no acetato derivados de distintos amino acidos y
ésteres azufrados con metionina de precursor (predominantes en la linea climatérica) y
aldehidos simples C7 -C9 y otros (para la no climatérica).

Palabras clave: Aromas volatiles; cluster, calidad de fruto; climaterio; cromatografia

de gases-masas; Cucumis melo L.

1. Introduccion

El meldn se ha convertido en un fruto modelo de
interés y esta siendo objeto de investigacion
debido al fenotipo climatérico y no-climatérico
que presenta. Esta caracteristica ayuda a
conocer las diferencias moleculares
responsables de las diferencias en Ia
maduracion regulada por la sintesis de etileno,
la cual provoca cambios en el aroma del meldn

(1)

El aroma del meldén se caracteriza por el
equilibrio de los compuestos volatiles que estan
determinados por combinaciones Unicas vy
complejas determinantes en la calidad del
melén (2). Los andlisis de compuestos
aromaticos en diferentes variedades de melén
son estudiados en variedades climatéricas en las
cuales se ha detectado el predomino de ésteres
(1; 2), derivados de azufrados (3),
sesquiterpenos, norisoprenoides, aldehidos vy
alcoholes (1). En variedades no climatéricas se
reportan presencias de niveles bajos de volatiles
totales, en su mayoria conformados por
compuestos saturados, no saturados (alcoholes
y aldehidos de C9) y ésteres generalmente a
niveles bajos o ausentes (1; 4).

Actualmente estas combinaciones Unicas se
estan estudiando mediante el uso de disefios
estadisticos con un enfoque reduccionista (5; 6).
Este analisis reduccionista se representa
mediante dendogramas de agrupamiento
jerarquico (HCA). Estos andlisis se basan en
correlaciones entre mediciones cuantitativas las
cuales es posible representarlas usando mapa
de calor (6).

Estos estudios reduccionistas se emplean como
parte del anadlisis de su calidad y para estudios
de las interacciones metabdlicas del fruto (5; 7).

En este estudio se ha empleado un método
reduccionista para el andlisis de los resultados
de compuestos volatiles obtenidos de un
analisis comparativo de aromas entre una linea
casi isogénica climatérica y su parental control
no climatérico. El objetivo es agruparlos en
cluster y de este modo poder seleccionar los
mas representativos de cada grupo o una
caracteristica comun definitoria de cada grupo
para analisis estadisticos posteriores.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Material vegetal

Se obtuvieron frutos de meldn (Cucumis melo L.)
del cultivar espafiol T111 del tipo 'Piel de Sapo'
y grupo Inodorus (PS), con comportamiento no
climatérico, y de la linea casi isogénica (NIL) SC3-
5-1 con comportamiento climatérico (8; 9). El
niamero de réplicas evaluadas (n, datos
respectivos para cada campafia) fueron n=8; 9
(NIL SC3-5-1) 0 n=21; 13 (parental PS). El cultivo
y la recoleccidén se realizaron en el Centro de
Investigacion y Experiencias Agrarias CIFEA
(Torre Pacheco, Murcia) y los frutos se
recolectaron segun los indices de madurez
descritos previamente Obando-Ulloa et al. (1).

2.2. Preparacion de la  muestra vy
condiciones de HP-SPME/GC-MS

Las muestras de zumo de meldn para el analisis
de aromas se obtuvieron de pulpa extraida en
cilindros de los frutos. Se prepard una mezcla de
zumo filtrado para andlisis con de 28.5% de
solucion saturada de cloruro calcico, para
posteriormente realizar la extraccion de
volatiles mediante micro extraccidon de fase
sélida del espacio de cabeza (HS-SPME), segln
el protocolo de Obando-Ulloa et al. (1). Las
muestras gaseosas se analizaron mediante un
cromatografo de gases 6890 acoplado al
espectrometro de masas 5975 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) segun el
método de analisis descrito en Dos-Santos et al.
(4). En total se integraron 104 cromatogramas.
La identificacion de los compuestos se realizod
mediante comparacién con la libreria de
espectros del Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia (NISTO5a.L) de EEUU y se validaron
mediante el calculo del indice de retencidn lineal
(LRI) inyectando una serie de n-alcanos (C6-C20)
con el mismo método de andlisis. Los
compuestos identificados se clasificaron en
grupos de compuestos quimicos volatiles del
tipo éster acetato o no acetato, alcoholes,
aldehidos, cetonas, acidos, derivados azufrados,
compuestos alifaticos hidrocarbonados,
terpenos, otros, no identificados cuando la
comparacién de espectros no coincidia, o
compuestos contaminantes o no tipicos de
meldn.

2.3. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se seleccionaron los
compuestos volatiles individuales con una
presencia mayor al 25% en frutos y mayor al 50%
del total de replicas evaluadas. Para identificar
los compuestos volatiles responsables de la
discriminacidn, se realizaron pruebas de andlisis

multivariado de como el analisis discriminante
parcial de minimos cuadrados (PLS-DA) y drboles
de decision aleatorios (datos no mostrados) (1;
4). Los compuestos individuales obtenidos en
cada afio se sometieron a un andlisis de
agrupacion jerarquica (HCA) empleando el
coeficiente de correlacion de Pearson. Se
representaron en conjunto usando mapa de
calor (heatmap) con el fin de asociar la jerarquia
de los compuestos volatiles del fruto del melén
y obtener los grupos de compuestos o cluster.
En cada agrupamiento jerarquico se analizaron
las caracteristicas de los compuestos por su
estructura quimica y ruta biosintética.

Resultados y Discusion

Se identificaron 129 compuestos volatiles
individuales en la primera campaina y 111 en la
segunda.

En la primera campafia se identificé un cluster
denominado C de compuestos volatiles del tipo
aldehidos derivados de acidos grasos como
nonanal, decanal, octanal, heptanal, (Z)-non-6-
enal, (E)-hex-2-enal, (E)-pent-2-enal (Fig. 1, S1).
Para la segunda campania el clister c englobd
entre los aldehidos los 4 primeros citados
anteriormente (Fig. 1, S2; Tabla 1) Este tipo de
agrupamiento jerarquico de aldehidos presenté
una correlacion intermedia en ambas campafias
comprada con los otros grupos de compuestos
altamente correlacionados (Fig. 1 cluster c de S1
y S2). El motivo de identificar mas aldehidos en
la primera que en la segunda campafia pueden
estar relacionado con las mejores condiciones
ambientales para el cultivo del melén en la
segunda campania (4).

Los compuestos que presentaron una alta
correlacidon se agruparon en el clister E o d
(Fig.1, S1-S2), en el que se identificaron
compuestos de tipo éster acetato o no acetato
derivados de distintos amino acidos vy
compuestos azufrados como: metil 2-
metilsulfanilacetato, 3-metilsulfanilpropil
acetato, S-metil butanetioato, S-metil 3-
methilbutanetioato, S-metil propanetioato, etil
3-metilsulfanilpropanoato, que son ésteres
derivados del aminodcido metionina asociado a
la biosintesis de etileno del fruto (3), aunque
alguno podria proceder de la cisteina.

En general, los compuestos volatiles
discriminantes de climaterio debido a una
mayor o Unica presencia en la NIL SC3-5-1 se
identificaron en la zona de mayor intensidad en
el mapa de calor (Fig. 1).
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3. Conclusiones

Un total de 129 compuestos volatiles
individuales se obtuvieron en la primera
campaia mientras 111 en la segunda campaiia.
Los resultados de la jerarquizacién de los
voldtiles individuales En los dendogramas del
HCA indicaron una fuerte correlacién de los
compuestos discriminantes caracteristicos de la
NIL climatérica SC3-5-1 o para PS en las dos
campanias evaluadas.
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Tabla y Figuras

Tabla 1. Numero de compuestos voldtiles que
conforman cada grupo en el agrupamiento jerarquico
(HCA) de los aromas volatiles del parental Piel de
Sapoy la NIL SC3-5-1.

Claster! Grupo clasificacion?

A ALD; KET; NAE; ALC (2*).
B AHA; ALC (2); ALD (2); KET (4); SDC (2).

i
©
5 C ACL; ALD (11); KET (2); NAE.
€ D ACE(4); AHA (2); ALG; NAE (7); SDC (2).
S
E  ACE (23); AHA (2); ACL (9); ALD (7); KET
(3); NAE (11); SDC (9).
A SDC (2); ALC (3)
~ B NAE ALC (4), ALD
©
'§ C ALC, ALD (6), KET (2), NAE (5); ACE (4)
E D ACE(21), AHA (4), ALC(6), ALD (6); KET (5);
o

NAE (12), SDC (9)

L Grupos de compuestos individuales en base
al coeficiente de correlacidn de Pearson.

2 Grupo de clasificacién: ALD, aldehido; KET,
cetona; NAE, éster no acetato; ALC, alcohol;
AHA, alcano o hidrocarburo alifatico; ACE,
éster acetato; SDC, derivado azufrado.
*Numero de compuestos individuales que
pertenecen al mismo grupo de clasificacion.

Figura 1. Dendograma y mapa de calor del analisis
de agrupameinto jerdrquico (HCA) en base al
coeficientes de correlacién de Pearson obtenidos
de los aromas volatiles individuales del parental
Piel de Sapo vy la linea casi isog’énica SC3-5-1. S1y
S2 indican las dos campafias consecutivas de
andlsisis.

Las letras A; a — E;d , indican los cluster
seleccionados del HCA. El mapa de calor a mayor
intensidad del colormayores la correlacion.
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RESUMEN

Las zonas mediterrdneas se caracterizan por su escasez de agua y la poca calidad de la
misma. Tienen una importante produccién de fruta de hueso, en régimen de regadio.
Para mejorar el uso de este recurso, es conveniente recurrir a estrategias de riego
deficitario controlado (RDC) que optimicen su uso agricola y preserven la calidad de
los productos obtenidos. Este trabajo estudia como afecta el estrés hidrico a la calidad
de la nectarina extratemprana “Viowhite 5”, sujeta a dos estrategias de RDC
diferentes, respecto a un testigo regado al 100% de su evapotranspiracion. Ademas,
en los frutos recolectados, se estudio la implementacion de la técnica de curado como
una herramienta para mejorar su calidad organoléptica. La nectarina se conservd
durante 10 dias a 02C seguidos de un periodo de comercializacidn en aire de 3 dias a
1529C. Las nectarinas sometidas a estrés hidrico combinado con un curado postcosecha
presentaron un contenido inicial de SST mayor que los testigos aunque no hubo
diferencias significativas en las evaluaciones posteriores. El curado incrementé las
pérdidas de peso. Respecto a la firmeza, inicialmente y tras el periodo de refrigeracion
las nectarinas presentaban valores muy altos (35 a 32 N) sin diferencias entre
tratamientos. Sin embargo, tras la comercializacidn, los frutos sometidos a curado
redujeron su firmeza hasta un rango éptimo para el consumo. Durante todo el periodo
postcosecha no se registraron dafos por frio. Como principal conclusion, el RDC
combinado con curado proporciond nectarinas con una calidad organoléptica superior
a los testigos, sin afectar negativamente otros parametros fisico-quimicos vy

permitiendo un gran ahorro de agua.

Palabras clave: estrés; danos por frio; firmeza; evaluacién sensorial.

1. Introduccion

El cultivo de fruta de hueso en zonas
mediterraneas se realiza en régimen de regadio,
lo que supone un alto consumo de agua (= 7.000
m3/ha-afio). Su productividad es muy alta pero el
factor limitante es la aridez de la zona y la baja
calidad de los recursos hidricos, base del sistema.
Por ello, se desarrollan estrategias de riego
deficitario controlado (RDC), que permitan
reducir el consumo hidrico del cultivo sin mermar
la produccién y calidad de la cosecha. Se ha
demostrado en melocotdn, almendra vy citricos
[1,2] que una reduccion del riego en ciertas
etapas del cultivo, no deteriora la calidad del
fruto. Para este trabajo se ha seleccionado la
nectarina (Prunus persica var. Nectarina)
extratemprana “Viowhite 5” con elevado valor
comercial y calibre optimo para el mercado

europeo. La aplicacion de RDC tiene mayor
interés en variedades extratempranas ya que sus
maximas necesidades de riego se concentran en
periodos de relativamente baja demanda
evaporativa. Esta variedad se caracteriza por su
temprana floracion (febrero) y recoleccién
(mediados de abril). Como inconveniente
presenta relativamente bajos sélidos solubles
totales (SST), lo cual reduce su aceptacién en
algunos mercados. Por ello se buscan
tratamientos postcosecha que mejoren sus
cualidades organolépticas, con el fin de satisfacer
la exigencia de los consumidores. Entre ellos se
encuentra el “curado” o “curing”, consistente en
exponer el producto a temperaturas
moderadamente altas durante un cierto tiempo,
con el fin de mejorar el color, firmeza, SST o
reducir la acidez. Ademas, se ha demostrado que
contribuye al control de Monilinia spp. [3].
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Por todo lo expuesto, el objetivo de este trabajo
consistio en estudiar la influencia del RDC vy la
técnica de “curado” en la calidad global de
nectarina, conservada 10 dias a 02C seguida de
un periodo de 3 dias a 15°C.

2. Materiales y Métodos

El cultivo de nectarina “Viowhite 5” se realizé en
una parcela en plena produccién sita en Molina
de Segura (Murcia). Se aplicaron tres
tratamientos de riego: testigo, regado al 100% de
la evapotranspiracion (ETc) y dos estrategias de
RDC: RDC; y RDC; (riego durante todo el ciclo
como el testigo excepto el periodo postcosecha,
donde fue de un 84 y 60% del testigo,
respectivamente). Los frutos de cada tratamiento
se trasladaron a la Planta Piloto del Grupo de
Postrecoleccion y Refrigeracion, separando cada
tratamiento de riego en dos grupos: el primero,
se expuso durante 2 h a 502C y el segundo se
mantuvo a 452C durante 3 h. A continuacion, se
almacenaron 10 dias a 02Cy 95% HR, seguidos de
un periodo de comercializacion de 3 dias a 152C.
En los dias 0 (inicial), 10 (fin de conservacién) y
10+3 (fin de comercializacidn) se determinaron
los siguientes parametros:

2.1 Pérdida de peso

Se pesaron 30 frutos de cada tratamiento en el
dia inicial, tras la conservacion refrigerada y al
final de la comercializacion, expresando las
diferencias en porcentaje.

2.2 Firmeza

En dos puntos de la zona ecuatorial del fruto se
midio la resistencia que ofrecia a la penetracion
de una probeta en 10 mm de profundidad (50
mm/min y 8 mm de diametro) (ELIB-5K S.A.E.
Ibertest, Daganzo de Arriba, Madrid, Espafia).

2.3 Atributos quimicos

En zumo extraido (Moulinex, Barcelona, Espafia)
de frutos de cada tratamiento se analizaron los
SST con un refractémetro (Atago N1, Tokio,
Japdn), pH (pH-metro Basic 20 Crison, Barcelona,
Espafia) y acidez titulable (AT) con un titulador
automatico (Metrohm716, DMS Titrino, Suiza).

2.4 Analisis sensorial
Un panel entrenado de 5 personas (3 mujeresy 2

hombres, entre 25 y 65 afios) utilizé una escala
heddnica de 9 puntos para evaluar la apariencia,

olor, sabor y textura: 1 extremadamente malo o,
en la textura, muy blanda; 3, me disgusta o
textura blanda; 5, ni me gusta ni disgusta o
moderada textura (limite de comercializacion); 7,
me gusta o buena textura y 9, excelente textura.

2.5 Darios por frio y podredumbres

Se comprobd el desarrollo de dafios por frio y
podredumbres, evaluando la intensidad y drea de
afeccién.

2.6 Analisis estadistico

En cada lote se calculé la media aritmética y su
error estandar (ES).

3. Resultados y Discusion

3.1 Pérdida de peso

Las pérdidas de peso obtenidas en los
tratamientos de RDC fueron similares al
tratamiento regado al 100% de su ETc tras la
comercializacion (3,60 £ 0,20 %). Sin embargo, el
curado incrementé las pérdidas de peso frente al
testigo no curado (1,97 £ 0,27 vs 3,11 + 0,31 %),
observandose una tendencia creciente con el
tiempo (datos no mostrados).

3.2 Firmeza

La firmeza es un parametro que influye
considerablemente en la aceptacién del
consumidor. En el dia 0 y tras la conservacion
refrigerada, las nectarinas presentaban unos
valores muy altos de firmeza (35 a 32 N). Tras la
comercializacidn, el curado redujo la firmeza de
la nectarina, en particular en el testigo y el RDCy
(Fig. 1), obteniéndose valores &ptimos para
comercializar, considerados entre 13,5y 9 N [5].

3.3 Atributos quimicos

Respecto a los SST, los frutos sometidos a RDC y
curado mostraron un mayor contenido inicial que
las nectarinas testigo (9,43 + 0,14 2Brix vs. 10,30
+ 0,13 y 10,20 £+ 0,20 9Brix, para los frutos
expuestos a 2h 502C vy 3h 45¢C,
respectivamente). Esta diferencia inicial fue
disminuyendo con el tiempo de conservacion, sin
diferencias entre tratamientos al final del
experimento (Fig. 2). Estos resultados coinciden
parcialmente con otros investigadores quienes
no encontraron diferencias significativas en este
pardmetro con el uso Unico del curado aplicado
en nectarinas “Elegant lady” y “Fantasia” [3].
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Segun nuestros resultados, la combinacién del
RDC con el curado proporciond nectarinas con un
contenido inicial en SST préximo a los 11 2Brix,
valor recomendable de consumo segun Crisosto
et al. [7]. Conforme a lo esperado, la AT siguid
una tendencia decreciente y contraria a los
valores registrados de pH. Inicialmente, los frutos
sometidos a RDC y curado presentaron una
menor AT que las nectarinas testigo,
homogeneizandose los valores al finalizar la
conservacion (datos no mostrados). Este
comportamiento refleja el consumo de acidos
organicos como sustrato respiratorio de las
nectarinas [8,9] (Datos no mostrados).

3.4 Andlisis sensorial

La calificacion global obtenida por las nectarinas
sometidas a RDC y curado fue superior a los
testigos, principalmente por la mejor valoracion
obtenida en sabor (mayores SST), aroma y
textura (datos no mostrados).

3.5 Dafios por frio y podredumbres

Durante la conservacién y comercializacién, no se
desarrollaron daios por frio en ninguno de los
tratamientos. Tras la comercializacion se
observaron inicios de  desarrollo de
podredumbres en la zona apical, en mayor
medida en los tratamientos sometidos a curado
pero sin afectar la calidad global del producto
(datos no mostrados). Las condiciones estudiadas
tanto de conservacion como duracion vy
temperatura, impidieron que la afeccidn
evolucionara, manteniéndose por debajo del
periodo de latencia [10].

4. Conclusiones

La combinacién del RDC con la técnica de curado
mejoro la calidad organoléptica de la nectarina
extratemprana “Viowhite 5”, ademas de permitir
con este tipo de estrategias de riego el ahorro de
importantes cantidades de agua.
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Figura 1. Evolucion de la firmeza de la nectarina “Viowhite 5”sometida a RDC y técnicas de curado. Las
barras verticales indican el error estdndar (n = 18 + ES).
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Figura 2. Evolucion del contenido en SST de la nectarina “Viowhite 5”sometida a RDC y
técnicas de curado. Las barras verticales indican el error estdndar (n = 3 + ES).
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RESUMEN

Tradicionalmente, los recubrimientos comestibles se han empleado con el fin de
retrasar la senescencia del producto vegetal, estableciendo una proteccién natural. En
este trabajo, se estudié el efecto de la aplicacion de dos recubrimientos comestibles
sobre la calidad y el contenido de vitamina C durante la vida comercial de brécoli
“Parthenon” minimamente procesado en fresco. El broccoli fue desinfectado con agua
electrolizada neutra (AEN) (ORP= 830 mV; 5 2C; pH=7; tiempo de contacto= 2 min).
Posteriormente, se aplicaron dos recubrimientos comestibles: Naturcover® (5% de
sucroesteres) y alginato de sodio (2 g/100 mL), empleando glicerol como plastificante
(1,5 g/100 mL) y aceite de girasol como emulsionante. El producto fue almacenado
bajo condiciones de atmosfera modificada (AM) durante 15 dias a 5 2C. Brécoli lavado
con agua corriente a 52C fue considerado como testigo. Se estudié la calidad sensorial,
la carga microbiana (mesdfilos, enterobacterias y hongos y levaduras) y el contenido
de vitamina C (acido ascdrbico y dehidroascorbico) de los floretes de brdcoli
‘Parthenon’. La AM de equilibrio se alcanzo a los 3-4 dias de conservacidon y fue de 10-
12 kPa CO, y 5-11 kPa O,. La carga microbiana para los tres tipos de microrganismos
estudiados estuvo situada entre 4 y 7 UFC g* durante el almacenamiento refrigerado.
El contenido de vitamina C el dia inicial varié entre los 914.74 mg/kg materia fresca
del tratamiento NEW y los 555.96 del tratamiento testigo. Como conclusién principal,
el brocoli ‘Parthenon’” MPF tratado con NEW y Naturcover® mostraron una mejor
calidad durante la vida comercial conservando el contenido de vitamina C inicial.

Palabras clave: IV Gama, “Parthenon”, conservacion, acido ascérbico, Brassica

oleracea Grupo ltalica

1. Introduccion

Los habitos de vida saludables cada vez mas
instaurados en la poblacion actual, han
provocado un aumento progresivo de la
demanda de productos frescos, de buena calidad
y que estén listos para consumir como los
productos minimamente procesados en fresco
(PMPF) [1]. Es esencial una desinfeccion eficaz de
los PMPF para poder garantizar la seguridad
alimentaria de los mismos, pues todas las
operaciones que se realizan durante el procesado
provocan un aumento de la carga microbiana de
los productos. Diversos estudios han mostrado al
agua electrolizada neutra (AEN), como un
desinfectante barato, eficaz y con resultados
similares a los presentados por el hipoclorito
sodico [2], desinfectante ampliamente utilizado
por las industrias de PMPF y que ha sido
prohibido en distintos paises europeos debido a

que su empleo favorece la formacion de
compuestos potencialmente perjudiciales para el
ser humano y el medio ambiente [3]. Los
recubrimientos  comestibles se  emplean
ampliamente en las industrias de la IV Gama de
la alimentacion ya que proveen al producto de
una proteccidn natural que retrasa su
senescencia y le permite mantener una calidad
Optima durante un mayor periodo de tiempo. El
brocoli presenta gran cantidad de compuestos
bioactivos en su composicién, como la vitaminas
C vy E, flavonoles, carotenoides y los
glucosinolatos [4].

En este trabajo se realizd un estudio sobre el
efecto de una desinfeccidon con AEN y la posterior
aplicacién de dos recubrimientos comestibles
sobre la calidad durante la vida util y el contenido
de vitamina C de brdcoli “Parthenon” MPF.
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2. Materiales y Métodos

El brécoli “Parthenon’ fue proporcionado por la
Cooperativa Agricola de Produccién Sacoje (La
Hoya, Lorca, Murcia). Una vez recolectado, el
producto fue trasladado con hielo picado en la
superficie a la planta piloto del Grupo de
Postrecoleccion y Refrigeracion de la Universidad
Politécnica de Cartagena y almacenado a 02C en
condiciones de oscuridad hasta el momento del
procesado. El material vegetal fue seleccionado
en un estado de madurez uniforme y desprovisto
de hojas. Las cabezas de “Parthenon" se cortaron
con un cuchillo afilado, dejando sélo los floretes.

Los tratamientos aplicados fueron los siguientes:
TESTIGO: El brécoli fue lavado (2 min) con agua
corriente (5 2C); NEW: El brécoli fue desinfectado
con AEN (100 ppm Cl; libre; pH: 7; 52C; ORP: 830
mV) durante 2 min, seguido de un enjuagado (1
min) con agua corriente (52C); NATURCOVER:
desinfecciéon del mismo modo que en el
tratamiento NEW, seguido de la aplicacién del
recubrimiento comestible comercial Naturcover®
(5% sucroesteres) (Decco, Valencia, Espafa)
durante 1 min, seguido de un secado de 1 min;
ALGINATO DE SODIO: desinfeccion del mismo
modo que en el tratamiento NEW, seguida de la
aplicacién de un recubrimiento comestible
elaborado a partir de alginato de sodio (2 g/ 100
mL) + glicerol (1.5 g / 100 mL), aplicando aceite
de girasol como emulsionante, durante 1 min,
seguido de un secado de 1 min.

Una vez aplicados los tratamientos, 200 g de
brécoli se situaron en barquetas de polipropileno
rigido (PP) de 2 L de capacidad. Las barquetas se
termosellaron con film de PP biorientado de 30
pm de espesor. Una vez envasado, se
conservaron a 52C en oscuridad. Los analisis se
llevaron a cabo el dia de procesado y en los dias
5,9y 15 de conservacién del producto.

2.1 Composicidon atmosférica en el interior de los
envases

Las presiones parciales de O, y CO; en el interior
de los envases se midieron segun los analisis
realizados por Martinez-Hernandez et al. [5].

2.2 Analisis microbioldgicos

Se elaboraron conteos microbianos mediante
métodos estandares realizados anteriormente
por Martinez-Hernandez [5] para aerobios
mesofilos totales (AMT), enterobacterias (E) y
hongos y levaduras (HL). La carga microbiana se
expreso como logaritmo de unidades formadoras
de colonia por gramo (log UFC g1).

2.3 Evaluacion sensorial

El panel consistia en 5 individuos previamente
entrenados de entre 22-67 afos. La escala y el
procedimiento para el analisis sensorial se realizé
de acuerdo a los trabajos previos elaborados por
Martinez-Hernandez et al. [5].

2.4 Contenido de vitamina C

Los andlisis de acido ascorbico (AA) vy
dehidroascorbico (ADHA) se elaboraron segun el
método llevado a cabo por Zapata y Dofour [6]
con ligeras modificaciones introducidas por
Martinez-Hernandez et al. [7].

3. Resultados y Discusion

3.1 Composicion atmosférica en el interior de los
envases

No se apreciaron diferencias entre los distintos
tratamientos para la concentracién atmosférica
en el interior de los envases (Fig 1). Las presiones
parciales de CO, y O, en el equilibrio se
alcanzaron el dia 4 de conservacidon y hasta el dia
15 se mantuvieron en valores de 10-12 kPa y 5-
11 kPa, respectivamente. Estos valores son
ligeramente inferiores para el CO, y superiores
para el O, a los presentados por Martinez-
Hernandez et al. [5] para brdocoli MPF.

3.2 Andlisis microbioldgicos

El dia de procesado no se apreciaron diferencias
significativas entre los distintos tratamientos
para los AMT, asi, la carga microbiana inicial varié
entre los 3,5 log UFC g?! del tratamiento
CONTROLY los 3,1 log UFC g de los tratamientos
NEW y NATURCOVER (Fig 2). Al final de la
conservacion, fueron estos dos tratamientos,
NEW y NATURCOVER, los Unicos que lograron
mantener la carga de AMT por debajo de 5 log
UFC gl. Cabe destacar, el aumento de la carga
microbiana de AMT que se produjo en el
tratamiento ALGINATO, llegando a los 6,6 log UFC
g' (Fig 2) el ultimo dia de procesado,
probablemente debido a la composicion del
recubrimiento, ya que se observé la misma
tendencia tanto en la carga microbiana de E
como en la de HL. La carga microbiana para las E
el dia de procesado se encuentra por debajo de
los 3,5 log UFC g para todos los tratamientos, el
Ultimo dia de conservacién la carga microbiana
de E para CONTROL, NEW, NATURCOVER vy
ALGINATO habia aumentadoenun 47, 31,9, 31,8,
y 67,9 % con respecto de la carga inicial,
respectivamente. El maximo aumento vuelve a
ser para el tratamiento ALGINATO. La carga
microbiana de HL fue mas elevada que la
mostrada anteriormente para la misma variedad
de brdcoli por Martinez-Hernandez [5], tanto en
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el dia de procesado como al final de Ia
conservacion, en la que no se encuentran
diferencias entre los tratamientos aplicados.

3.3 Andlisis sensorial

No se observaron diferencias en el dia 5 de
conservacion entre los distintos tratamientos
(datos no mostrados). En los dias 9 y 15 de
conservacion los que mejores puntuaciones
presentaron fueron NEW vy NATURCOVER,
mientras que TESTIGO y ALGINATO mostraron
valores por debajo de los limites comerciales
(datos no mostrados).

3.4 Contenido de vitamina C

El dia de procesado los tratamientos CONTROL y
ALGINATO con 166,1 y 175,7 mg/kg MF,
respectivamente, presentaron mayores
cantidades de AA que los tratamientos NEW y
NATURCOVER, con 47,2 y 45,6 mg/kg MF.

En la Fig. 3 se observa como el TESTIGO presenta
un contenido de ADHA de 389,8 mg/kg MF,
significativamente menor, que los tratamientos
NEW, NATURCOVER, ALGINATO, 867,5, 741,8,
677,9 mg/kg MF, respectivamente. Esta
diferencia en el contenido de ADHA se puede
deber al estrés sufrido por el brécoli durante la
aplicacién del tratamiento desinfectante asi
como de la aplicacién de los recubrimientos
comestibles.

Los valores de vitamina C total (AA+ADHA) (Fig.
3) en el dia inicial varian de 555,9 mg/kg MF del
tratamiento TESTIGO a los 914,7 mg/kg MF del
tratamiento NEW, valores que estan dentro del
rango de 0,4-1,2 g/kg MF para variedades
convencionales de brdcoli [8,9]. Al final de la
conservacion, no se observaron diferencias; los
valores de vitamina C total oscilaron entre 872,5
mg/kg MF de NEW vy los 722,0 mg/kg MF de
ALGINATO.

4. Conclusiones

La desinfeccion con AEN combinada con un
envasado bajo AM resulté efectiva para
mantener la calidad sensorial y microbioldgica de
brécoli "Parthenon” MPF, asi como el contenido
de vitamina C total durante 15 dias de
conservacion a una temperatura de 5°C.

A su vez, una desinfeccion con AEN combinada
con la aplicacion del recubrimiento comestible
Naturcover® y envasado bajo AM resulté efectiva
para mantener la calidad sensorial vy
microbiolégica de brécoli "Parthenon” MPF, asi
como el contenido de acido ascérbico durante 15
dias de conservacién a una temperatura de 52C.

5. Agradecimientos

Agradecer a la empresa Sakata SEEDS S.L.U. por
la financiacién necesaria para la elaboracion de
esta investigacion, y a la Cooperativa Agricola de
Produccion SACOIJE por la donacion del material
vegetal.

6. Referencias bibliograficas

[1] Artés F., Gomez P., Aguayo E., Escalona V., y
Artés-Hernandez F. 2009. Sustainable sanitation
techniques for keeping quality and safety of
fresh-cut plant commodities. Postharvest Biology
and Technology, 51, 287-296.

[2] Navarro-Rico J., Artés-Hernandez F., Gémez
P., Nufiez-Sanchez M.A., Artés F., Martinez-
Hernandez G.B. 2014. Neutral and acidic
electrolysed waterwater microbial quality and
health promoting compounds of fresh-cut
broccoli throughout the shelf life. Innovative
Food Science and Emerging Technologies, 21, 74-
81.

[3] Rico D., Martin-Diana A.B., Barry-Ryan C,,
Frias J.M., Henehan G.T.M., y Barat J.M. 2008.
Use of neutral electrolysed water (EW) for quality
maintenance and shelf-life extension of
minimally processed lettuce. Innovative Food
Science and Emerging Technologies, 9, 37-48.

[4] Podsedek A. 2007. Natural antioxidants and
antioxidant capacity of Brassica vegetables: a
review. LWT-Food Science and Technology, 40, 1-
11.

[5] Martinez-Hernandez G.B., Artés-Hernandez
F., Gomez P., Artés F. 2013. Comparative
behaviour between kailan-hybrid and
conventional fresh-cut broccoli throughout shelf-
life. LWT- Food Science and Technology, 50, 298-
305.

[6] Zapata, S., Dufour, J. P. 1992. Ascorbic,
dehydroascorbic and isoascorbic and
simultaneous determinations by reverse phase
ion interaction HPLC. Journal of Food Science, 57,
506-511.

[7] Martinez-Hernandez G.B., Artés-Hernandez
F., Godmez P., Artés F. 2013. Induced changes in
bioactive compounds of kalian-hybrid broccoli
after innovative processing and storage. Journal
of Functional Foods, 5, 133-143.

[8] Galgano, F., Favati, F., Caruso, M., Pietrafesa,
A., & Natella, S. (2007). The influence of
processing and preservation on the retention of
health-promoting compounds in broccoli. Journal
of Food Science, 72, 130-135.

[9] Munyaka, A. W., Oey, I, Van Loey, A,
Hendrickx, M. 2010. Application of thermal

52 | 274




I Workshop en Investigacion Agroalimentaria — WiA3.14. Cartagena, 12-13 de mayo de 2014

inactivation of enzymes during vitamin C analysis
to study the influence of acidification, crushing
and blanching on vitamin C stability in broccoli
(Brassica oleracea L. var. italica). Food Chemistry,
120, 591-598.

Tablas y Figuras

8
A

7 4

@

Log UFCg*
o

8
Dias

Log UFC g*

—&—Control Igi de sodio

2 + + + + + + + 1

0 2 a 6 8 10 12 14 16
Dias

Figura 2. Cambios en (A) Aerobios Mesdfilos
Totales, (B) Enterobacterias, (C) Hongos vy

25 +

—6—Control ——NEW —&— Naturcover

Levaduras (log UFC g?) de brécoli ‘Parthenon’
MPF almacenado en condiciones de AM 15 dias a
5¢C.

mg ac. Ascirbico / kg MF

. Mg yitamina € / kg MF

450 e TESTIGO  nflm NEW oy NATURCOVER b ALGINATO

Figura 3. Cambios en (A) Acido ascérbico (mg AA
/kg MF), (B) Acido dehidroascérbico (mg ADHA/
kg MF), (C) Vitamina C total (AA+ADHA) (mg/kg
materia fresca) de brdcoli “Parthenon” MPF
almacenado en condiciones de AM 15 dias a 52C.

——ALGINATO

Figura 1. Composicion atmosférica [O; (-), COz (--)] en el interior de los envases de brécoli
‘Parthenon” MPF almacenado en condiciones de AM 15 dias a 52C.

53| 274




I Workshop en Investigacion Agroalimentaria — WiA3.14. Cartagena, 12-13 de mayo de 2014

Efecto de la temperatura sobre la acumulacion de carotenoides
en frutos de tomate en diferentes estados de desarrollo

V. Hernandez, P. Hellin, J. Fenoll, M.V. Molina, J. Cava, |. Garrido, P. Flores

Equipo de Calidad Alimentaria del Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y
Alimentario (IMIDA), 30150, Murcia. virginia.hernandez5@hotmail.com

RESUMEN

El tomate es un fruto rico en carotenoides, principalmente licopeno, aunque también
contiene concentraciones relativamente altas de B-caroteno, luteina, violaxantina y
de los precursores fitoeno y fitoflueno, todos ellos con un importante efecto
beneficioso para la salud. Su concentracion en el fruto depende de diversos factores
precosecha, entre los que destaca la temperatura ambiental, cuyo aumento por
encima de 32 2C se ha correlacionado con una pérdida de calidad funcional en el
tomate, consecuencia de la inhibicidn de la sintesis de licopeno. En este trabajo se
estudié el efecto del incremento de la temperatura diurna (de 24 2C a 32 2C), impuesto
en diferentes etapas de desarrollo del fruto (desde floracién hasta fruto verde
totalmente desarrollado), sobre la concentracion final de carotenoides en el fruto
maduro (rojo). Desde un punto de vista nutricional, el aumento de la temperatura a
32 oC en frutos totalmente desarrollados, provocé una pérdida de licopeno, fitoeno,
fitoflueno, violaxantina y y-caroteno. Sin embargo, cuando el incremento se impuso
en estadios menos avanzados, las concentraciones de licopeno y fitoeno aumentaron,
mientras que fitoflueno, luteina y B-caroteno no se vieron afectados.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, calidad funcional, antioxidantes, bioactivos

1. Introduccion

Ademas de su gran importancia
socioecondmica, el tomate (Solanum
lycopersicum) es considerado, desde un punto
de vista nutricional, una potente fuente de
vitaminas y compuestos bioactivos, lo que le ha
permitido ser catalogado como alimento
funcional [1]. En concreto, el tomate es rico en
carotenoides, especialmente licopeno y 6-
caroteno (precursor vitamina A), principales
pigmentos responsables de su color rojo
caracteristico y su poder antioxidante [2].
Ademds, el tomate es una fuente importante de
otros carotenoides, entre ellos luteina, que
juega un papel fundamental en la proteccion de
la visiéon [3] y otros menos estudiados como los
precursores fitoeno y fitoflueno, a los que se les
atribuye un papel inhibidor en la progresién de
la arterioesclerosis [4].

Las caracteristicas organolépticas y Ia
composicién nutricional de los productos
horticolas vienen determinadas en gran medida
por factores ambientales, entre los que destaca
la temperatura [5]. El estudio de la influencia de
las altas temperaturas sobre la composicion de
las hortalizas tiene especial relevancia en zonas

calidas y en cultivos bajo invernadero, donde el
incremento de temperatura es muy notable,
sobre todo en los meses de verano. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto del
incremento de la temperatura diurna, impuesto
en diferentes etapas de desarrollo del fruto,
sobre la acumulacién de carotenoides en
tomate.

2. Materiales y métodos

Se cultivaron plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L. cv. Velasco) en camaras de
crecimiento bajo condiciones de temperatura y
humedad controladas, utilizando como sustrato
fibra de coco y perlita (85:15). Las plantas se
cultivaron inicialmente a temperatura éptima
(24/13 °C, dia/noche) hasta que se pudieron
diferenciar seis estadios de desarrollo del fruto
diferentes, momento en el cual la temperatura
se incrementd hasta 32/19 °C (dia/noche). Los
estadios de desarrollo considerados fueron:
floracién (44 dias expuestos a alta temperatura
(DAT)); estadio 1 (@ < 30 mm, 36 DAT); estadio 2
(@ < 40 mm, 27 DAT); estadio 3 (@ < 50 mm, 22
DAT); estadio 4, (@ < 60 mm, 16 DAT); estadio 5
(fruto verde desarrollado, 6 DAT).
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Ademas, un grupo de plantas se mantuvo a la
temperatura inicial hasta el final de Ia
maduracion del fruto (control). Todos los frutos,
los pertenecientes al tratamiento control y a los
seis estadios de desarrollo, se recolectaron en
estado de maduracién de fruto totalmente rojo,
exento de zonas verdes, manchas amarillas y
marrones.

Los carotenoides se extrajeron segun el método
descrito por Bohm (2001). El extracto obtenido
se analizd en un cromatografo liquido Agilent
1200 (Waldbronn, Alemania) equipado con un
detector diodos array (DAD). La cuantificacidn
de los compuestos se realizd mediante
comparacién con estandares externos (DHI LAB,
Hoersholm, Dinamarca) a excepcion de vy-
caroteno, fitoeno, y fitoflueno que fueron
expresados como equivalentes de 8-caroteno.
Los resultados se analizaron estadisticamente
mediante el andlisis de la varianza (ANOVA),
utilizando el programa estadistico SPSS 21.

3. Resultados y discusion

El aumento de la temperatura, impuesto en
frutos verdes totalmente desarrollados (estadio
5), provocé una disminucién de Ia
concentracion de licopeno total (calculado
como la suma de los isémeros all-trans, 13-cis y
5-cis licopeno) en fruto maduro (Figura 1A).
Esta disminucién de licopeno fue paralela a una
disminucién de la concentracién de sus
precursores fitoeno vy fitoflueno, y a un
aumento de luteina (producto) (Tabla 1). En
estadios mds tempranos, el efecto inhibidor de
la temperatura sobre la acumulacién de
licopeno y sus precursores y el efecto
estimulador sobre luteina, disminuyeron de
forma proporcional al tiempo de exposicién a
32 2C, llegando a alcanzar, en el caso de frutos
sometidos a altas temperaturas desde la
floracién, concentraciones de fitoeno vy
licopeno superiores a las del control. Por otro
lado, la concentracidén de B-caroteno no se vio
afectada por el aumento de temperatura en
ninguno de los estadios estudiados. Sin
embargo, las concentraciones de violaxantina y
y-caroteno, disminuyeron de forma
proporcional al tiempo de exposicion al estrés
térmico.

250 4

200 A

150 T T

100 1

Licopeno (ug g™)

50 4

30 4

20 A

10 1

B-caroteno (ug g1)

0 T T T T T T T
control 6 16 22 27 36 44

Dias de exposicion a alta temperatura

Figura 1. Concentracion de licopeno (A) y 8-
caroteno (B) total, en frutos expuestos a alta
temperatura (32 9C) durante diferentes

periodos de tiempo.
Dims de mxposicidn aalta temparaturas
Com puesto 2 § 15 22 F7] 35 ]
Luteina 1z 12z B2t 1B2Y 1345 BT 123
Yiolaxantina 3! 30 25 25 22 18 11
Fitoeno 163 35 89 1na 135 27 234
fitofluzna 78 12 517 sg’ E2 83 67

AiLtrans 004" 78S aaet @3t LLE 107 1436
licopeno

13-sie iz 5.2 65 6.4 71 85 a3
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Ccis 33 19 15 =22 18 23 19
licopeno
Alltrans & S7 2 Ms B2 22 K39 245 s
caroteno

Qi & a6 LT a7 LT a7 a7 o5

camnteno
13-ziz 6 o9 10 13 12 14 L4 13

caratenao
Ajtransy- 3.2 28 28 23 21 18 20

carotena

Tabla 2. Concentracién de carotenoides (ug g
1PF) en frutos de tomate expuestos durante
diferentes periodos de tiempo a alta
temperatura (32 2C).

El estrés causado por altas temperaturas
provoca una alteracién de la composicion del
fruto a través de modificaciones tanto a nivel
fisiolégico como a nivel bioquimico. A nivel de
planta, el aumento de la temperatura modifica
la distribucién de fotoasimilados entre los
diferentes érganos y se produce una mayor
translocacion de biomasa hacia los frutos, en
detrimento del crecimiento vegetativo [6], lo
gue modifica, de forma indirecta, la sintesis de

55| 274




Il Workshop en Investigacion Agroalimentaria — WiA3.14. Cartagena, 12-13 de mayo de 2014

metabolitos en fruto. Ademas, el aumento de
temperatura por encima de los valores éptimos,
puede alterar de forma directa los procesos de
sintesis/degradaciéon de los metabolitos.
[7]1Segun Gautier et al. (2008), el enzima fitoeno
sintasa (PSY), responsable de la formacion de
fitoeno a partir de dos moléculas de
geranilgeranil-difosfato (GGPP), juega un papel
fundamental en la regulacién de la biosintesis
de carotenoides. PSY se inhibe por el aumento
de la temperatura, principalmente a nivel
transcripcional [8,9], y dicha inhibicion podria
explicar la disminucién observada en la
concentraciéon de fitoeno, fitoflueno y su
producto licopeno, en frutos sometidos a alta
temperatura durante un corto periodo (estadio
5). Algunos autores sugieren que la disminucion
de licopeno puede deberse a una degradacion
de este compuesto hacia la formacion de 8-
caroteno [7]. Sin embargo, nuestros resultados
sugieren ademas, una degradacion de licopeno
hacia la formacién de luteina. Con el aumento
del tiempo de exposicidon al estrés térmico,
disminuyeron los efectos de la temperatura
sobre la concentracion de fitoeno, fitoflueno,
licopeno y luteina, lo que sugiere una
aclimatacion de la planta y/o un posible
reestablecimiento de los procesos de sintesis de
carotenoides durante los intervalos de tiempo
en los que disminuye la temperatura a lo largo
del fotoperiodo.

A diferencia de lo que ocurre con licopeno, la
concentracidn de B-caroteno no se vio afectada
por el aumento de temperatura. [10]Segun
Gonord et al., (2010), los mecanismos de
control de retroalimentacidn y canalizacion
metabdlica entre cada rama de la ruta de
isoprenoides, desempefian un papel
fundamental en la concentracién final de cada
compuesto. Asi, el hecho de que Ia
concentracion de [B-caroteno se mantuviera
estable podria estar relacionado por una parte,
con el aumento de la degradacidn de licopenoy
y-caroteno y por otra, con una disminucion del
catabolismo de B-caroteno hacia la formacion
de violaxantina, lo que explicaria la disminucion
observada en la concentracion de este ultimo
compuesto.

Ademds, de estos cambios metabdlicos en la
ruta de biosintesis de los isoprenoides, el estrés
térmico provocé un aumento de la
concentracion de isdmeros 13-cis de B-
caroteno y licopeno. La formacidn de isdmeros
cis a partir de las formas all-trans por efecto del
aumento de la temperatura ha sido descrito en
la bibliografia tanto en productos de tomate
procesados como en frutos de tomate cortados
[11]. Aproximadamente, el 90 % del licopeno

que incorporamos diariamente en nuestra
dieta, esta en la conformacion all-trans, sin
embargo los tejidos celulares contienen
principalmente isdmeros cis. Las formas cis,
aunque son mas inestables [12], presentan
mayor biodisponibilidad que los isémeros trans,
debido a su menor longitud y baja tendencia a
formar agregados, lo que les confiere mayor
solubilidad [13,14].

4. Conclusiones

El aumento de la temperatura durante cortos
periodos de tiempo (6 dias) provocd una
disminucién de la concentracion de licopeno,
principal carotenoide que contiene el tomate, y
de fitoeno y fitoflueno, de cuyas propiedades
funcionales, aunque existen evidencias, se
dispone de poca informacién. También se
produjo una disminucién de la concentracién de
violaxantina y y-caroteno, proporcional al
tiempo de exposicion. Por el contrario, la
exposicién a alta temperatura produjo un
incremento de la concentracion de luteina y no
afectd a la concentracién de B-caroteno. Tras un
periodo de aclimatacién, se restablecieron las
concentraciones de la mayoria de los
compuestos estudiados, excepto la de
violaxantina y y-caroteno, llegdndose a alcanzar
los valores encontrados en los frutos del
tratamiento control e incluso, en el caso de
licopeno vy fitoeno, valores superiores a los del
control. Ademds, el aumento de temperatura
favorecidé, la formacién de isémeros cis de
licopeno y de B-caroteno, mas inestables pero
mas biodisponibles para el organismo que sus
correspondientes  isdmeros  trans.  Estos
resultados muestran la capacidad de la planta
para  aclimatarse al estrés  térmico,
aprovechando los periodos de tiempo en los que
la temperatura disminuye a lo largo del
fotoperiodo, consiguiendo disminuir el efecto
negativo del estrés térmico moderado (32 2C)
sobre la calidad funcional del fruto, en
particular, sobre la  concentracion vy
estereoisomeria cis-trans de compuestos
relevantes para la salud, como es el caso de
licopeno.
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RESUMEN

En la busqueda de alternativas al habitual empleo en la desinfeccidn del hipoclorito
sodico durante el procesado minimo de los productos hortofruticolas, se recurre otros
agentes antimicrobianos, que ademads de inhibir la contaminacién microbiolégica,
sean capaces de actuar como agentes antipardeantes (acido oxalico, didéxido de cloro,
acido ascobico y 4-hexilresorcinol), para inhibir en todo lo posible el pardeamiento
enzimatico que sucede sobre la superficie de las semillas de las habas minimamente
procesadas al finalizar su vida comercial. Este defecto provoca que las semillas sean
no comercializables por su aspecto visual aunque la calidad microbiana sea adecuada.
Para ellos se eligio una variedad de haba y una temperatura de vida comercial de 52C
durante 8 dias. De todos los tratamientos estudiados, el didxido de cloro y el acido
ascorbico fueron los que mejores resultados obtuvieron frente a los demas

tratamientos, controlando el pardeamiento.

Palabras clave: Vicia Faba; acido oxalico; 4-hexilresorcinol; didxido de cloro.

1. Introduccién y Objetivos

Los objetivos de este trabajo consisten
en ensayar nuevos agentes desinfectantes con
capacidad antioxidante para comprobar cémo
se comportan con respecto al testigo que viene
siendo habitual en la Empresa a base de
hipoclorito sédico, tal como permite la
legislacion vigente. Se debera conocer si
consiguen efectos similares al hipoclorito sédico
para inhibir el crecimiento de microorganismos.

Igualmente se pretende conocer el efecto de
estos nuevos agentes en el control del
pardeamiento en las habas.

El mayor problema que tiene la utilizacién del
hipoclorito sddico, es que utilizado en niveles
excesivos puede dar lugar a la formacién de
trihalometanos, compuestos con potenciales
niveles de toxicidad, que incluso se han llegado
a considerar potencialmente cancerigenos [1]
[2]. En efecto, éstos compuestos son
subproductos que se forman en el agua por la
combinaciéon de materia organica y derivados
halogenados como cloro y se han relacionado
con algunos tipos de cancer, como cancer de
pulmén, de pecho en mujeres y de vejiga en
hombres. Por ello serd sin duda interesante

conocer si existe alguna otra sustancia que se
pueda utilizar con los mismos efectos que el
hipoclorito sédico [3] y que pueda constituir una
alternativa a corto plazo, en el caso de que
cambie la legislacién vigente [4] y prohiba su uso
a como ya sucede en otros paises europeos
como Holanda y Alemania. Ademas podria ser
una alternativa comercial, por ejemplo
indicando en el envase que el producto ofrecido
esta libre de cloro.

2. Materiales y Métodos

En este ensayo se utilizardn compuestos que
han mostrado cierta actividad antipardeante y
microbicida con otros productos hortofruticolas
minimamente procesados en fresco, segun la
bibliografia cientifica y que se detallan a
continuacion.

Las habas de la variedad “Granulla” se
transportaron al almacén de la Empresa en El
Estrecho (Fuente Alamo, Murcia) en palox. A su
llegada se dispusieron en una camara frigorifica,
para lograr su enfriamiento hasta unos 5-79C. El
producto elaborado se trasladd a las
instalaciones refrigeradas del GPR-UPCT donde
se observé la evolucién de la calidad tras 8 dias
a 59C para todos los tratamientos ensayados.
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Los tratamientos realizados fueron:

T1: lavado con acido oxdlico (0,02%) + acido
ascérbico (1%) durante un tiempo de 3
minutos.

T2: lavado con Didxido de Cloro (4 ppm)
durante 2 minutos.

T3: (Control) lavado con hipoclorito sédico (150
ppm) + acido citrico (5g/25L) durante 2 minutos
y un enjuagado de 1 minuto

T4: lavado durante 2 minutos con acido
isoascorbico con una concentracion de
0,05mol/L.

T5: lavado durante 3 minutos con 4-
hexilresorcinol en una concentracién al 0,1%.

2.1. Determinacién de la composicion gaseosa

Se determind la concentracién de O, y CO; en el
interior de los envases con semillas de haba bajo
atmoésfera modificada-AM  [5] durante la
conservacion  frigorifica a 52C en los
tratamientos T2 y T4. La toma de muestras se
realizd mediante una jeringuilla del tipo “de
insulina”, con la que se tomaron muestras
gaseosas de 0,5 mL del espacio de cabeza del
envase, y se analizd la cantidad de CO, y de O,
periddicamente en el CG (Thermofinnigan GC,
Milan, Italia) provisto de un detector de
conductividad térmica (TCD. El calibrado vy
comprobacion del funcionamiento de los CG se
realizd mediante botellas de patrones de 02,
CO2 y C2H4 de concentracidon conocidas (Air
Liquide S.A., Murcia, Espafia)

2.2 Analisis sensorial

Para determinar los efectos que tuvieron los
tratamientos aplicados sobre las caracteristicas
organolépticas de las habas en cada salida de
conservacion y al inicio de cada experiencia, se
sometieron a la evaluacion por un panel de
catadores de ambos sexos, compuesto por
miembros del Grupo de Postrecoleccion vy
Refrigeracién de la UPCT, con edades
comprendidas entre 25 y 60 afios, en un numero
nunca inferior a 5 [6].

2.3. Analisis microbioldgicos

Con el objeto de conocer el estado sanitario de
las habas para comprobar que cumplian la
legislacion [7], se tomaron tres réplicas de 30 g
de habas que se introdujeron en bolsas estériles,
junto con 270 mL de una solucién de agua de
peptona. Se llevaron a un digestor (Masticator,
IUL Instruments, Barcelona, Espafia) durante 60
segundos. A partir de esta solucién se preparé

una bateria de diluciones que se sembraron en
placas Petri, disponiéndose en cada una de ellas
20 mL del medio de cultivo adecuado en cada
caso.

Para la determinacién de los microorganismos
mesofilos como flora aerobia, las placas fueron
incubadas en Plate Count Agar (PCA) a 30°C
durante 48 horas. Cuando se estudiaron
enterobacterias se utiliz6 como medio “Violet
Red Bile Dextrose Agar” (Scharlau, Barcelona,
Espafia) incubdndose a 372C durante 24-36 h.

2.4 Andlisis estadistico

Para estudiar el efecto de los tratamientos sobre
los distintos atributos de calidad, se realizé un
ANOVA, vy se establecieron diferencias
significativas a P= 0,01 mediante el test de rango
multiple LSD empleando el programa
informatico Statgraphics plus versién 5.1.

3. Resultados y Discusion

3.1. Composicidn gaseosa

Apenas hubo variacién en la concentracion de
las bolsas (Figura 1) durante los 8 dias que duré
el experimento. La concentraciéon final
alcanzada es de 5 kPa de O, y de unos 20 kPa de
CO, alcanzando el equilibrio a partir del primer
dia como viene siendo habitual y recomendado.

Evoluciin almslérica do kes boksas de habas conliol
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Figura 1.Evolucidn gaseosa tras 8 dias 5°C

3.2 Analisis sensorial

La apariencia visual al inicio (Tabla 1) fue buena
para todos los tratamientos y asi se mantuvo
hasta el dia 6. Tras 8 dias de comercializacion se
observé como el tratamiento de 4-
hexilresorcinol mostré una muy mala apariencia
debido fundamentalmente a pardeamientos.
También se observaron pardeamientos tras 8
dias en el tratamiento testigo a base de
hipoclorito sédico + acido citrico y en el que se
us6 acido oxalico. Estos pardeamientos fueron
suficientemente importantes para en una
apreciacién visual, calificar como no aceptables
los productos.
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Los tratamientos de didxido de cloro y acido
isoascorbico obtuvieron una buena calificacion
de aspecto visual, tras una conservacién de 8
dias, consiguiendo inhibir los pardeamientos
sucedidos en los otros tratamientos.

Estas apreciaciones en la apariencia coinciden
con los datos determinados en el color, ya que
los pardeamientos condicionaron sin duda la
apreciacion visual del producto

Un hecho similar sucedié al evaluar la pérdida de
brillo de las habas, el tratamiento a base de 4-
hexilresorcinol obtuvo una muy grave pérdida
de brillo al 99,9% de probabilidad. El resto de
tratamientos obtuvo una pérdida de brillo entre
leve y moderada, pero que fue calificada como
de aceptable.

Al evaluar los pardeamientos tras 6 dias de
comercializacidon no se observaron
pardeamientos en las habas y todos los
tratamientos fueron comercializables. Pero al
finalizar los 8 dias que los tratamientos que
controlaron mejor el pardeamiento fueron el
dioxido de cloro y acido isoascorbico.

El sabor de las habas, tras 6 dias de
conservacion, todos los tratamientos se
calificaron con sabor de ligeramente bueno a
bueno. Pero al finalizar los 8 dias de
comercializacidon el Unico tratamiento donde se
observaron sabores extrafios comunicados por
el agente utilizado fue en el tratamiento a base
de 4-hexilresorcinol.

La calidad global de las semillas de habas indicé
que los tratamientos 6 dias de conservacién
presentaron un sabor de ligeramente bueno a
bueno, con una gran aceptabilidad. Sin
embargo, tras 8 dias de comercializacidon se
observd como el tratamiento de 4-
hexilresorcinol mostré una apariencia muy mala
lo que ocasiond que se calificara con valores
muy bajos.

Los tratamientos de didxido de cloro y de acido
isoascorbico obtuvieron una buena calificacidon

global.
Tabla 1. Analisis sensorial durante de 8 dias a
59C.
Apariencia Tiempo (dias a 52C)
Inicio 3 6 8
T1 7,4 7 6,3 4
T2 7,4 7,5 6,8 6,5
T3 7,4 7 6 4
T4 7,4 7 7 7
5 7,4 7,25 6,1 2,8
LSD(P<0,01) =0,90
Color Tiempo (dias a 52C)
Inicio 3 6 8

T 7,25 7 6 4,75
T2 7,5 7,25 7 6,25
3 7,25 7 6 4
T4 7,25 7 7 7
T5 7,25 7,25 6,125 2,5
LSD(P P<0,01)= 1,39
Pérdida Brillo Tiempo (dias a 52C)
Inicio 3 6 8
T1 1,5 1 1 2,5
ip) 1,5 1 1 2
T3 1,5 1 1,5 3
T4 1,5 1 1,5 2
T5 1,5 1 1,5 4,75
LSD(P<0,01)= 1,36
Pardeamiento Tiempo (dias a 52C)
Inicio 3 6 8
T1 1 1 1 3
T2 1 1 1 1,75
T3 1 1 1,4 3,6
T4 1 1 1 1
T5 1 1 1,4 4,5
LSD(P<0,01)= 0,88
Sabor Tiempo (dias a 52C)
Inicio 3 6 8
T 8 7,5 6,5 5
T2 7,5 7,5 7 71
T3 7,5 7 6,5 6,5
T4 8 7 7 7,1
T5 8 6,3 6,5 3,7
LSD(P<0,01)= 1,58
cag:;:'lon Tiempo (dias a 52C)
Inicio 3 6 8
T 7,7 7,5 6,5 4
ip) 7,6 7,3 7 6,5
T3 7,6 7 6,5 3,8
T4 7,6 7 7 7
T5 7,6 6,8 6,5 2,5

LSD(P<0,01)= 0,84
Escala de puntuacién organoléptica para
Apariencia, Color, Sabor y Calificacién Global:
1: extremadamente desagradable; 3:
desagradable; 5: moderado; 7: bueno y 9:
excelente
Escala de puntuacion de intensidad de
alteraciones para perdida de brillo,
deshidratacion, pardeamiento y aromas extranos
1: sin dafos o perdidas, 2: leves dafos o perdidas,
3: aceptable como limite de consumo, 4: algunos
dafios o pérdidas, 5: muy dafiado

3.3. Analisis microbiolégicos

El andlisis de enterobacterias (Figura 1) se
mantuvo también dentro de los limites
establecidos por la legislacion correspondiente,
aunque se observa una contaminacién mas
acusada en el tratamiento de oxdlico + citrico.

En el resto de tratamientos alternativos al
empleo de hipoclorito sddico junto con acido
citrico, cabe destacar la nula presencia de
enterobacterias tras 6 dias a 52C aunque los
recuentos registrados al finalizar los 8 dias a 52C
muestran como todos los tratamientos
ensayados como alternativos obtuvieron unos
conteos muy similares con cerca de 2 ufcg?,
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todos ellos por debajo de lo establecido en la
legislacion.

Recuento Enterobacterias

~-T1 - Ac. Ouilico » Ac. Citrico

3 =4=T2 - Digaide Clore
=#=T} - Cloro + Ac. Citrico

~@-T4 - he. moasciebico

-8-T5- 4 Hoxlirosorcingl ”’;/

Dias

Figura 3.Recuento de Enterobacterias tras 8 dias
5ecC

En la Figura 2 vemos el indicador de
vida atil (microorganismo meséfilos) usado para
ver como se comportaban las habas, presenta
en el dia de fabricacién se obtuvieron para todos
los tratamientos conteos de ligeramente
superiores a 2 ufc-g?, y tras 8 dias a 52C de
conservacion, fecha establecida como vida util
del producto, no se superaron las 6 ufc-g

Dias

Figura 2.Recuento de Mesdfilos tras 8 dias 5°C

4. Conclusiones

Como alternativas al hipoclorito sédico en la
fase de lavado y desinfeccion se podria
eventualmente utilizar el didxido de cloro y el
acido isoascérbico ya que controlaron el
crecimiento microbiano y disminuyen los
pardeamientos durante la vida util del producto.
Como barrera a estos posibles tratamientos
alternativos, no encontramos que el precio de
aplicacién es sustancialmente mas alto que el
uso de Hipoclorito.
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RESUMEN

La aplicacion de altas presiones de homogeneizacion (APH) en productos
nutraceuticos es muy reciente, limitada a algunos productos como zumos y leches.
Hasta ahora, nunca se habia utilizado en productos nutracéuticos, donde el
mantenimiento de la calidad sensorial, microbiolégica y, muy especialmente,
funcional durante su periodo de vida util es primordial para el consumidor. En el
presente trabajo se analizo si la aplicacion de APH (80 y 120 MPa) podrian ser un
tratamiento sustitutivo de la pasteurizacion (80 2C, 15 min) de un jarabe funcional rico
en hierro y vitamina C. La evaluacion se efectud sobre los pardmetros previamente
citados después de someter el producto a condiciones de estabilidad acelerada (0, 2,
4y 6 mesesad02Cy 75%HR)y alargo plazo (0, 3, 6,9, 12 y 24 meses a 252C y 60%
HR). Como resultado mencionar que la aplicacién de APH redujo en un 20% las
pérdidas de vitamina C frente a un tratamiento térmico convencional. Sin embargo, el
contenido en hierro fue bastante estable sin verse afectado por la técnica de
procesado utilizada siendo asociadas al periodo de almacenamiento y situdandose
alrededor de un 14%. El empleo de APH logré mantener la calidad funcional del

producto nutraceutico evaluado pudiéndose aplicar a escala industrial.

Palabras clave: jarabe funcional; vida util; degradacion; bioactivos.

1. Introduccion

La alta presién de homogeneizacién (APH) es una
técnica emergente de gran interés en la industria
de alimentos. Se conoce desde finales del siglo
XIX, sin embargo, es en la década de 1980 cuando
se empieza a investigar de forma exhaustiva. En
1986 salieron al mercado los primeros alimentos
presurizados procesados de tipo acido como
zumos y derivados de frutas [1] y en 1995 se
comercializaban mermeladas y salsas. Con el fin
de minimizar la pérdida de calidad, y encontrar
una alternativa a los tratamientos térmicos para
productos de larga vida util, la técnica de APH
adquiere un gran interés. Es una tecnologia de
procesado que combina la alta presién con
minima temperatura, reduciendo la degradacion
de compuestos bioactivos, permitiendo la
formulacién y estabilidad de emulsiones, vy
dependiendo de las condiciones de APH
aplicadas a los alimentos, puede conseguirse una
degradacién microbiana y enzimatica [2,3]. Por
otro lado, en la sociedad actual existe un interés

por el consumo de alimentos bioactivos o
nutraceuticos, que mejoran la calidad de vida de
los consumidores. Estos productos ofrecen
beneficios en la promocién y prevencién de
algunas enfermedades crénicas como
enfermedades cardiovasculares, cancer,
desdordenes del sistema autoinmune, diabetes,
artritis y arritmia.

Basandonos en estos antecedentes, el objetivo
del presente trabajo fue evaluar la calidad
funcional de un producto nutraceutico rico en
hierro y vitamina C, al someterlo a un
tratamiento térmico convencional o APH,
averiguando si las altas temperaturas o presiones
aplicadas causaban pérdidas de ingredientes
bioactivos. Para evaluar la eficacia de la
tecnologia se analizé la vida util a tiempo real
durante 24 meses a 252 C y en condiciones
aceleradas durante 6 meses a 45°C.

2. Materiales y Métodos
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Se utilizd un jarabe comercial (Ferrobine)
caracterizado por contener una fuente de hierro
(1,4 mg/mL) combinada con vitamina C (3
mg/mL), estando indicado para el tratamiento y
prevencion de anemia por deficiencia de hierroy
nutricionales. Se aplicaron tres tratamientos:
Testigo (pasteurizacion a 80 2C, 15 min, 0,1 MPa)
y dos correspondientes a APH: 80 MPa (33 2C, 5
segundos) y 120 MPa (43 °C, 5 segundos)
procesandose de forma continua sin tiempos de
residencia. Una vez tratados los productos, se
envasaron en envases de vidrio de color dmbar
evitando las pérdidas de compuestos funcionales
por efecto de la oxidacién luminica y se
sometieron a estudios de estabilidad en camara
a tiempo real (252 C+22Cy 60+ 5% HR) y en
condiciones aceleradas (6 mesesa402C+22Cy
75 + 5% HR). Para alcanzar la HR mencionada se
utilizé un sistema de humidificacién industrial
(Tecnidex control — TEC H, Valencia, Espafia). Se
utilizaron 3 repeticiones (botes) de 250 mL de
jarabe por tratamiento y dia de andlisis en los que
se determinaron el contenido en hierro y
vitamina C.

2.1 Contenido en hierro

Se empledé la técnica de espectrometria de masas
con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS,
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry),
utilizando un  equipo ICP-MS  (Agilent
Technologies 7500 ce, Japdn). Para cada muestra
se realiz6 una dilucion (1:1000) con agua
desionizada. Se realizd la inyeccién de la muestra
liquida en el equipo citado.

2.2 Vitamina C

Se tomaron 10 mL de muestra y se colocaron en
un tubo falcdn cubierto con papel de aluminio, se
adiciond 10 mL de agua milli-Q y se agit6 en un
vortex. Seguidamente, las muestras se filtraron
con un filtro de nylon de 0,45 pm (Micron
Analitica S.A. Madrid, Espaiia) y se llevé a un vial
para la determinacién por HPLC con detector de
espectrofotometria UV-vis (Water 2695, Alliance,
Singapur). La cuantificacion se llevé a cabo
mediante una curva estandar de L-acido
ascérbico.

Para cada tratamiento y momento de
conservacion se calculé la media aritmética y su
error estandar (ES).

3. Resultados y Discusion

3.1. Contenido en hierro

El contenido en hierro fue bastante estable,
como se puede observar en los resultados
obtenidos tanto en condiciones reales como
aceleradas (Figura 1). No se apreciaron
diferencias significativas entre las muestras
pasteurizadas y las sometidas a APH,
concluyéndose que este tipo de bioactivo no se
vio afectado por el tipo de proceso aplicado,
estando las pérdidas asociadas al periodo de
almacenamiento. Estas reducciones se situaron
en torno a un 13-14 % para ambos tratamientos
(Tabla 1), cumpliéndose los valores que se
proponen para la funcionalidad de este producto
durante una vida util de 24 meses.

3.2 Vitamina C

Destacar la caida significativa a tiempo O de la
vitamina C debido al efecto térmico de la
pasteurizacion siendo la degradacion mucho
menor al utilizar tratamientos de APH (Figura 2).
En la conservacion a largo plazo, la utilizacién de
ambos tratamientos de APH amortigué Ila
reduccion de vitamina C frente a la utilizacién de
la pasteurizacién. Asi, los porcentajes de pérdida
observados fueron desde un 85% de pérdida
total obtenidos en la pasteurizacién frente a los
45% y 48% obtenidos en los tratamientos de APH
(Tabla 2), los cuales estarian dentro de los limites
de tolerancia admitidos para una extension de la
vida util de 24 meses. Estas observaciones
coinciden con las analizadas en el ensayo
predictivo o de estabilidad acelerada (Figura 2),
observandose la tolerancia de esta vitamina a las
APH, no existiendo desintegracién o eliminacién
de la misma, con valores de pérdidade 0,4y 2,3%
para los tratamientos de 80 MPa y 120 MPa,
respectivamente. La APH frente a |Ia
pasteurizacidon permitié una mayor estabilidad
de la vitamina C durante el procesado del
producto. Las pérdidas de vitaminas tras el
procesado de pasteurizacion son en gran medida
dependientes del contenido de oxigeno disuelto.
De esta forma el procesado mediante
homogenizacidén dindmica a AP permite reducir la
incorporacion de oxigeno durante el procesado al
requerir de menor tiempo de mezcla en el
reactor, principalmente por suprimir las etapas
de enfriamiento de 802C a 402C con un tiempo de
15 a 30 minutos y la etapa de homogeneizacién
de 15 a 20 minutos a segundos. Los tratamientos
a APH permiten mitigar factores que afectan
directamente a la sensibilidad de esta vitamina
como son los agentes oxidantes y la temperatura.
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4. Conclusiones

La utilizaciéon de APH frente a un tratamiento
térmico convencional permiti6 un mejor
mantenimiento de la vitamina Cy una mayor vida
util del producto, con una Optima calidad
funcional. La  pasteurizacién  representd
porcentajes de pérdidas de vitamina que quedan
fuera de los rangos de tolerancia admitidos para
periodo minimo de vida util de 24 meses. El
contenido en hierro no se vio afectado por la
aplicacién de APH.
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Tabla 1. Porcentaje de pérdidas de hierro a
tiempo real de un jarabe funcional tratado a
diferentes presiones y sometido a estudio de
estabilidad (24 meses, 252C y 60% HR).

Momento 0,1 MPa 80 MPa 120
MPa

Fin tratamiento

(0d) 1,43 2,14 1,43
Fin conservacion

(24 meses) 13,04 13,52 13,77
Total 14,47 15,66 15,20

Tabla 2. Porcentaje de pérdidas de vitamina C a
tiempo real de un jarabe funcional tratado a
diferentes presiones y sometido a estudio de
estabilidad (24 meses, 252C y 60% HR).

Tiempo 0,1 MPa 80 MPa 120
MPa

Fin tratamiento

0d) 20,27 0,40 2,27
Fin conservacion

(24 meses) 65,22 45,25 45,73

Total 85,48 45,65 48,00
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Figura 1. Contenido en hierro de un jarabe
funcional tratado a diferentes presiones y
sometido a estudio de estabilidad a tiempo real
(25eC + 22 C y 60 + 5% HR) o condiciones
aceleradas (402 C+2 2 Cy 75 + 5% HR).
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Figura 2. Contenido en vitamina C de un jarabe funcional tratado a diferentes presiones y sometido a
estudio de estabilidad a tiempo real (252C + 22 Cy 60 *+ 5% HR) o condiciones aceleradas (402 C+2°Cy

75 5% HR).
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RESUMEN

Las zonas contaminadas por la accibn minera causan graves problemas
medioambientales, en especial las balsas de estériles mineros por sus altas
concentraciones de metales pesados y su susceptibilidad a ser erosionadas por
agentes ambientales. El estudio de la fisiologia de las plantas que crecen de forma
espontdnea en estas zonas degradadas, puede constituir una herramienta de gran
importancia a la hora de plantear técnicas de restauracion de las balsas de estériles
mineros mas eficaces. Zygophyllum fabago es una de las especies que se encuentran,
habitualmente, en las balsas de estériles mineros de la Sierra de Cartagena. Presenta
una alta tolerancia a niveles elevados de metales pesados y una buena adaptacién a
las condiciones edafo-climaticas de la zona, lo que le permite ser de las primeras
especies en colonizar dichos espacios, mejorando las condiciones del suelo para que
otras especies puedan establecerse con posterioridad. En este trabajo se analizan los
niveles de algunos componentes del sistema antioxidante y la capacidad antioxidante
de plantas de Z. fabago pertenecientes a tres poblaciones de la Sierra de Cartagena,
dos de las cuales procedentes de sendas balsas de estériles. Los resultados obtenidos
mostraron que las plantas crecidas en las balsas presentaron niveles superiores de los
parametros citados, sugiriendo que el caracter de planta pionera de Zygophyllum
puede estar relacionado con la activacion de un robusto sistema antioxidante que
minimice el dafio oxidativo provocado por las condiciones desfavorables de
crecimiento.

Palabras clave: Zygophyllum fabago; capacidad antioxidante; tolerancia al estrés

1. Introduccion

La contaminacién ambiental por metales
pesados (MP) estd aumentando de forma
alarmante como consecuencia del incremento
del desarrollo industrial y de la agricultura
intensiva. El aumento de los MP en el medio
junto con su elevada persistencia, favorecen su
bioacumulacion a lo largo de la cadena trofica,
pudiendo alcanzar concentraciones nocivas para
la salud y el equilibrio biolégico. Las zonas
mineras y en concreto las balsas de estériles
mineros presentan niveles muy elevados de MP
y son zonas donde conviene reducir la presencia
de estos contaminantes, recuperando o
restaurando los ecosistemas degradados. Estas
balsas de estériles mineros son areas de dificil
restauracion mediante el uso de plantas, ya que
el establecimiento y supervivencia de las
mismas estdn condicionados por los altos
niveles de MP, pH extremos, bajos niveles de
nutrientes y baja capacidad de retencién de

agua de los suelos [1,2]. No obstante, incluso en
estas balsas se observan islas de vegetacion [3],
lo que sugiere que la revegetacion de la zona
podria llevarse a cabo, y con ello se podria
impedir la erosion del suelo y la consiguiente
propagacién de MP. A las extremas condiciones
edaficas que se presentan en las balsas de
estériles mineros hay que sumar que la zona de
estudio se localiza en la Sierra de Cartagena, en
el SE de Espafia, caracterizada por tener un clima
mediterraneo semidrido, con alta temperatura,
alta irradiancia y escasez de precipitaciones. Por
tanto, las plantas se encuentran sometidas a un
alto grado de estrés, especialmente durante los
meses de verano. La seleccién de especies
adecuadas, que se puedan establecer, crecer, y
colonizar los suelos contaminados con MP, es
importante para la remediacion exitosa de estas
zonas. Durante los ultimos 30 afios, se han
identificado mas de 450 especies de plantas
hiperacumuladoras entre diferentes taxones [4].
Sin embargo, en la practica, existe un interés
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continuo en la busqueda de plantas tolerantes
nativas o naturalizadas, perfectamente
adaptadas al entorno ecoldgico local, como una
estrategia util para alcanzar niveles aceptables
de cobertura vegetal en los procesos de
recuperacion de suelos [5-7]. Con el fin de lograr
la revegetacién autosostenible de las zonas
degradadas, resulta necesario conocer los
mecanismos que determinan la tolerancia de las
plantas a las duras condiciones ambientales, lo
que permitiria poner en marcha programas de
restauracion con mayores probabilidades de
éxito.

2. Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal

En el estudio se utilizaron hojas completamente
expandidas de plantas de Zygophyllum fabago
crecidas de forma espontdnea en tres
localizaciones de la Sierra de Cartagena. Dos de
las poblaciones analizadas procedieron de
sendas balsas de  estériles  mineros
(denominadas “Agustin” y “Mercader”) y la
tercera de una zona localizada a 1 km de
distancia de las anteriores y con niveles de
metales pesados significativamente inferiores a
los de las balsas (ZNA, Tabla 1). Las muestras se
recolectaron en primavera y se transportaron al
laboratorio, refrigeradas, en el menor tiempo
posible. Una vez alli se lavaron bien con agua
destilada, se secaron suavemente sobre papel
de filtro, se congelaron y pulverizaron en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -802 C
hasta su andlisis.

2.2 Determinacién de marcadores de estrés

Los niveles de clorofilas a y b y de carotenoides
totales se determinaron de acuerdo con lo
descrito en [8]. Como marcadores de estrés
oxidativo se midieron los niveles de H,0,, radical
superoéxido, oxidacion de proteinas,
peroxidacion de lipidos y de prolina [8].

2.3 Andlisis de compuestos antioxidantes vy
determinacién de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se midié mediante
tres ensayos espectrofotométricos (métodos
del DPPH, ABTS y FRAP), de acuerdo con lo
descrito en [8]. Como compuestos antioxidantes
se determind el contenido de fenoles solubles
totales mediante el método de Folin-Ciocalteu,
asi como los niveles de acidos hidroxicindamicos,
flavonoides totales y flavanoles. También se
analizaron los niveles de acido ascérbico y de
tioles totales. Todos los analisis se llevaron a
cabo mediante técnicas espectrofotométricas,
de acuerdo con lo descrito en [8].

2.4. Andlisis de sistemas enzimaticos implicados
en el metabolismo de compuestos fendlicos

Las actividades enzimaticas fenilalanina amonio
liasa (PAL) y guayacol-peroxidasa (PRX) se
determinaron espectrofotométricamente [8].

2.5. Analisis estadisticos

Los datos se presentan como la media de tres
muestras de cada zona, con un minimo de
cuatro repeticiones por muestra. Todo los
analisis estadisticos se realizaron con el
software SPSS (versidn 19.0, SPSS Inc., Chicago,
IL, EEUU).

3. Resultados y Discusion

Los niveles de clorofilas disminuyeron
drasticamente en las plantas que crecieron en
las balsas de estériles mineros en comparacion
con las plantas de la zona no afectada (Tabla 2),
aunque la relacion Chl a/b fue bastante
parecida. Esta relacion presenta valores
relativamente bajos, lo que indicaria que incluso
las plantas de la zona no afectada estarian
soportando cierto grado de estrés en el
momento del muestreo.

La peroxidacién de lipidos y la oxidacién de
proteinas se utilizaron como marcadores de
dafio oxidativo a macromoléculas.
Curiosamente, se observd una marcada
disminucién en el contenido de estos
parametros en las plantas crecidas en las balsas
de estériles en comparacion con las de la zona
no afectada (Figura 1). Ademads, los niveles de
H,0, vy de radical superéxido fueron
significativamente menores en las plantas
crecidas en balsas de estériles (Figura 1). En
cuanto a la prolina se observé también como en
las plantas crecidas en las balsas los niveles
descendian considerablemente respecto a las
procedentes de la zona no afectada (datos no
mostrados).

Con el fin de tener una primera evaluacion de la
capacidad antioxidante de extractos
procedentes de las hojas de Z fabago se
llevaron a cabo tres ensayos (DPPH, ABTS y
FRAP). Los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 3, en la que se observa que la capacidad
antioxidante de los extractos procedentes de las
plantas que crecen en las balsas fue mayor,
indicando que los mecanismos de defensa
contra el estrés oxidativo se encuentran
sobreactivados en estas plantas.

En cuanto al contenido fendlico de los extractos
se observd que los niveles de fenoles solubles
totales fueron superiores en las plantas crecidas
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en las balsas de estériles mineros (Tabla 4), al
igual que ocurria con los niveles de acidos
hidroxicindmicos, sin embargo los niveles
observados de flavonoides y flavanoles fueron
similares en todas las muestras (datos no
mostrados).

Los niveles de acido ascérbico fueron también
mayores en plantas crecidas en las balsas, al
igual que ocurrié con los niveles de tioles totales
(Tabla 4). El ascérbico actua como reductor de
muchos radicales libres, minimizando los dafios
causados por el estrés oxidativo y protegiendo,
de esta forma, a las macromoléculas del dafio
oxidativo. La capacidad para donar electrones
en un rango amplio de reacciones enzimaticas y
no enzimdticas hace del acido ascérbico el
principal destructor de especies activas del
oxigeno (EAQ) en fase acuosa. El aumento de los
niveles de ascérbico en las plantas crecidas en
las balsas de estériles mineros podria indicar
que hay una generacion continua de dichas EAO.
Algo similar ocurriria con el glutation, que
reacciona quimicamente con oxigeno singlete,
superoéxido y radicales hidroxilo, y, por tanto,
funciona directamente como un captador de
radicales libres. El glutatidon tiene un papel
central en la defensa antioxidante y, ademas,
tiene la capacidad para regenerar al acido
ascérbico, via ciclo ascorbato-glutation.

En cuanto a las enzimas implicadas en el
metabolismo fendlico, se observé que la PAL,
enzima que cataliza la reaccion que convierte L-
fenilalanina en acido trans-cindmico, disminuia
en las plantas crecidas en las balsas de estériles
(datos no mostrados), esto podria deberse a que
al haber un mayor contenido en compuestos
fendlicos en dichas plantas, se ralentiza la
biosintesis de estos. En el caso de la PRX soluble,
enzima que cataliza la oxidacidon de un amplio
numero de sustratos orgdnicos e inorganicos,
utilizando H,0, como cosustrato, se observo
que los niveles obtenidos en el pantano Agustin
fueron similares a los obtenidos en las plantas
crecidas fueras de las balsas de estériles, y que
los niveles de las plantas crecidas en el pantano
Mercader fueron muy superiores a las
anteriores (datos no mostrados). Estos
resultados indicarian la activacion de un
mecanismo antioxidante por el cual la PRX
oxidaria los compuestos fendlicos utilizando el
H,0, como aceptor de electrones, esto a su vez
explicaria también el hecho de que los niveles de
H,0, en plantas crecidas en las balsas de
estériles mineros fueran inferiores, debido a la
eficaz respuesta de las plantas de Z. fabago para
reducir dichas EAO.

4. Conclusiones

Z. fabago es una de las especies pioneras en la
colonizacién de las balsas de estériles mineros
de la Sierra de Cartagena, gracias, posiblemente,
a la activacibn de un robusto sistema
antioxidante. Los analisis realizados muestran
claras diferencias entre las plantas crecidas
dentro de las balsas de estériles y fuera de este
ambiente. Asi, en lineas generales, las plantas
crecidas en las balsas presentan niveles
superiores de compuestos antioxidantes, lo que
podria indicar el estrés al que estan expuestas
en esas condiciones, de ahi que los extractos de
dichas plantas tengan mayor capacidad
antioxidante para limitar la acumulacién de las
EAO. Aun asi, la inversién de los escasos
recursos disponibles en las balsas en la
activacion del sistema antioxidante, conduciria a
la disminucién en el contenido en pigmentos
fotosintéticos, déficit nutricional y, en suma, a
un peor estado fisiolégico de la planta. Por el
contrario, la sobre-activacion de la defensa
antioxidante llevaria a una disminucion de los
niveles de los marcadores de estrés con
respecto a las plantas de la zona no afectada
(que, posiblemente, también se encontraban
sometidas a condiciones sub-6ptimas de
crecimiento).
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Tablas y Figuras

Tabla 2. Contenido en Clorofilas (ug compuesto/g
PF) (P < 0,05)

Muestra Chla Chl b

ZNA 892.242 701.39°
Agustin 665.05° 657.22°
Mercader 461.84° 357.94¢

Tabla 3. Capacidad antioxidante (P < 0,05)

Muestra DPPH ABTS FRAP
umol eq. 4cido galico /g PF umol Fe (l1)

/g PF

ZNA 2.00¢ 0.63¢ 9.66°¢

Agustin 3.442 1.30° 16.65°2

Mercader 2.78° 1.06° 14.23°

Tabla 4. Compuestos antioxidantes (P < 0,05)

Tabla 1. Caracteristicas de los suelos de las poblaciones

estudiadas (Conesa, comunicacion personal).

Muestra ZNA Agustin  Mercader
pH 7.83 7.17 7.21
%CaCOs3 24.56 10.75 8.62
EC (ds/m) 1.75 2.65 3.46
CO (%) 3.18 0.71 0.57
DOC (mg/kg) 400.33  31.95 18.13
N total (g/kg) 4.29 0.30 0.24
As (mg/kg) 14.75  190.00  414.33
Cd (mg/kg) 8.00 45.33 22.67
Cu (mg/kg) 46.70  69.83 89.67
Mn (mg/kg) 702.75 7923.67 12084.67
Pb (mg/kg) 646.75 3438.67  2620.00
Zn (mg/kg) 546.75 5368.33 3517.33

Muestra Fenoles Ascorbico Tioles
umol eq. acido  umol /g PF umol /g PF
galico /g PF
ZNA 1.34¢ 1.84¢ 299.48¢
Agustin 2.72° 3.14° 410.41°
Mercader 2.11° 2.68° 378.86°
OXIDACION DE PROTEINAS
— INA
p —  AGUSTIN
___ MERCADER

40 |

0

RADICAL
SUPEROXIDO

H,0,
Figura 1. Niveles ae aiferentes marcadores de
estrés: oxidacion de proteinas (nmol de
hidrazona/g PF), radical superdxido (nmol NOy /g
PF), peroxidacion de lipidos (nmol MDA/g PF) y
H,0;, (nmol/g PF) expresados como porcentaje de
la suma total.

70 | 274

PEROXIDACION
DE LiPIDOS




Il Workshop en Investigacion Agroalimentaria — WiA3.14. Cartagena, 12-13 de mayo de 2014
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RESUMEN

En el presente proyecto se planted buscar alternativas en la comercializacion de la
carne de conejo que le den valor afiadido y/o que le abra la puerta a nuevos mercados
y mejore la rentabilidad de las explotaciones ganaderas. Para llevar a cabo el estudio,
se seleccionaron 2.294 conejos a las 8 semanas de edad (machos y hembras, uno de
cada camada) de tres lineas genéticas (Ebro, Grimaud e Hyla), la mitad de cada una de
las lineas se alimentd con un pienso distinto (dieta A y dieta B), hasta que alcanzaron
las 16 semanas de edad que finalizé el ensayo. En el estudio de la linea genética,
observamos que la linea Ebro presentd mejores caracteres de crecimiento sobre todo
por su mejor capacidad de transformacién del pienso en carne. La linea Hyla se reveld
como una linea con menor ritmo de crecimiento. En cuanto a la conveniencia de la
utilizacién de un pienso mas energético y menos fibroso, se observé que mejoraba el
indice de transformacién. Las hembras presentaron muy buenas caracteristicas de
crecimiento, con menor indice de transformacion que los machos. Finalmente, el
momento dptimo al sacrificio resulté las 12 semanas de edad, si bien este resultado
depende del precio del pienso y de la carne. La combinacion mds rentable fue la linea
Ebro alimentada con el pienso mas energético. Si bien, puede buscarse alguna de las
caracteristicas concretas de alguna de las otras lineas que las valorice, y otras

caracteristicas todavia no analizadas pueden tener que ser consideradas.

Palabras clave: linea genética, dieta, crecimiento, eficiencia alimentaria

1. Introduccion

En la produccién comercial de conejo, los costes
de alimentacidén representan alrededor del 70 %
de la producciéon de carne de conejo (Al-Dobaib,
S.N., 2010). Asi en ocasiones, los costes de
produccion superan a los costes de venta del kilo
de carne; lo que hace inviable el sistema. Por ello,
es necesario buscar alternativas que hagan
rentable la produccion.

En un esquema clasico de seleccion de conejos, la
velocidad de crecimiento es el principal criterio
de seleccidn. Pero el principal objetivo es mejorar
la eficiencia alimentaria. Segin Armero y Blasco,
1992, la eficiencia alimentaria es una
caracteristica con mayor valor econémico que la
ganancia de peso diaria. En nuestro estudio
observamos que la eficiencia alimentaria
disminuye radicalmente a partir de la doceava
semana; pero para la elaboracidon de ciertos
productos de valor afiadido (como longaniza,
hamburguesas, bandejas con piezas nobles
troceadas) es necesario obtener canales mas
pesadas de lo habitual. Por tanto, El objetivo

general del proyecto es la optimizacién del
proceso de crecimiento y cebo de conejos
destinados al despiece y a la obtencion de
productos alternativos que abran la puerta a
nuevos mercados. Para ello, se estudié la edad y
peso al sacrificio: la edad al sacrificio estuvo
comprendida entre las semanas 8 y 16, con una
periodicidad de una semana, en las que se
obtuvieron distintos pesos al sacrificio. Se disefid
un programa de alimentacién: se ensayaron dos
tipos de piensos de engorde con distintos niveles
energéticos. Se investigaron tres lineas genéticas
como machos finalizadores: Grimaud, Ebro e
HYLA. Y se estudié la influencia del género: se
engordaron tanto machos como hembras.

2. Materiales y Métodos

2.1 Animales

2294 animales de tres lineas genéticas diferentes
(Grimaud, Ebro e Hyla) fueron los participes de
este proyecto. Desde Noviembre de 2012 hasta
Marzo de 2013, conejos con 7 semanas de edad
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fueron destetados y transportados a jaulas
individuales.

2.2 Dietas

Tras el destete los animales fueron alimentados
con dos tipos de pienso cuya formulacidn viene
indicada en la tabla 1.

2.3. Pardmetros

Cada conejo se pesd semanalmente desde su
destete hasta su sacrificio. Ademas se pesoé el
pienso consumido por comedero. Con estos
datos se han calculado los siguientes parametros:
indice de transformacion. Es el ratio entre los
kilogramos de pienso respecto a los kilogramos
de carne.

Velocidad de crecimiento. Evolucidn del peso en
kilogramos desde el destete hasta el momento
del sacrificio (entre 8 y 16 semanas de edad).

2.4. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados con el
procedimiento GLM (R Statistical, 2009), a partir
del cual se obtuvieron las medias minimo
cuadraticas.

El modelo estadistico fue:

Y = u+LG+D+G+t+LG*t+D*t+G*t+e

Y = variable dependiente

K = media global

LG = Linea Genética (3 lineas = Ebro, Grimaud e
Hyla)

D = Dieta (2 Dietas = Dieta A; Dieta B)

G = Género (1 macho; 2 hembra)

t = edad en semanas (8 - 16)

LG*t = efecto de la interaccion entre Linea
Genética y tiempo

D*t = efecto de la interaccién entre Dieta y
tiempo

G*t = Efecto de la interaccion entre Género y
tiempo

e = error aleatorio

3. Resultados y Discusion

El efecto de la linea genética para caracteres de
crecimiento dio como resultado que el peso de la
linea HY se mantuvo por debajo a lo largo de
todas las semanas analizadas. Este resultado era
esperable dado que la linea HY es una linea de
aptitud maternal que no ha sido seleccionada por
crecimiento, mientras que las lineas EB y GR han
sido seleccionadas a favor de caracteres de
crecimiento. Al final del ensayo la linea HY
alcanzé un peso aproximado de 2800 gramos,
mientras que las lineas GR y EB alcanzaron 3100
gramos (tabla 2).

Por otro lado, en la tabla 3, se observa que el
indice de transformacién oscilé desde 3.68 en la

semana 8 hasta 6.91 en la semana 16; ademas la
linea que obtuvo un mejor IT fue la EB. Respecto
al efecto del tipo de alimentacion, no se ha
observado un efecto del tipo de pienso sobre el
ritmo de crecimiento, sin embargo los conejos
alimentados con el pienso mas energético
presentaron un mejor indice de transformacién
(tabla 3) siendo aproximadamente 0,5 menor con
el pienso mas energético (pienso B).

Por otro lado, el efecto del género para
caracteres de crecimiento en la evolucién del
peso fue muy parecido entre machos y hembras,
si bien al final las hembras pesaron ligeramente
mas que los machos (tabla 2). Al igual que
Lazzaroni et al., (2009) que también encontraron
pequefias diferencias entre machos y hembras en
todos los parametros productivos; asi las
hembras tuvieron una ganancia de peso diaria a
las 16 semanas superior a los machos. Respecto
al IT tendié a ser mas elevado en los machos
(hasta 0.57 mayor en la semana 13), y esta
diferencia fue incrementando en el tiempo como
podemos comprobar en la tabla 3.

4. Conclusiones

Respecto a los caracteres de crecimiento hemos
observado que las lineas de aptitud carnica, Ebro
y Grimaud, alcanzaron un peso final superior que
la linea de aptitud maternal, Hyla. Por otro lado,
no hubo diferencias en la evolucién del peso para
los dos tipos de pienso ensayados, ni entre
machos y hembras.

El indice de transformacion fue una de las
variables mas afectadas por la linea genética, tipo
de alimentacion y género. Asi, el indice de
transformacion fue inferior para la linea Ebro (-
0,5 inferior que GR e HY), para el pienso B (-0,5
inferior que para el pienso A) y para las hembras
(-0,3 inferior que para los machos).
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Tabla 1. Composicion nutricional de los dos tipos de pienso que utilizamos.
Composicion DietaA DietaB
nutricional (%)
Materia Seca 89 89
Proteina Bruta 15 16
Grasa Bruta 2.5 3
Fibra Bruta 25 17
Almiddn 8 12
Fibra Acido Detergente 25 22
Fibra Neutro Detergente 40 35
Cenizas 11 11
Energia Metabolizable 2100 2400
(Kcal/kg)
Tabla 2. Evolucion del incremento de peso (kilogramos) en funcién de la LG, la
formulacién de la dieta y el género.
Semana LG Pienso Género

EB GR HY A B 1 2
LSM SE LSM SE LSM SE LSM SE LSM SE LSM SE LSM SE
49,22 1,1 49,1* 0,9 43,5b 0,9 46,1° 0,8 49,5° 08 483 0,7 47,2 0,7
50,1* 1,1 49,3° 0,9 42,4b 1,0 459 08 48,2 08 48,5 0,7 46,4 0,7
10 44,22 0,9 44,22 1,1 35,2b 1,0 404 09 433 10 41,8 0,8 42,2 0,8
11 43,22 0,9 41,22 11 31,2b 1,1 394 08 397 10 389 08 40,2 0,9
12 38,1 0,9 38,4 1,0 30,3b 08 352 09 364 10 398 09 36,3 09
13 35,4* 0,8 34,5 0,9 26,9b 09 331 10 32,7 1,1 30,7 09 354 09
14 33,22 1,0 32,4 1,1 28,1b 09 308 10 309 1,1 299 10 321 1,0
15 34,22 1,1 31,3 1,2 27,9b 1,2 30,1 1,2 32,1 1,2 28,4 1,2 33,4° 1,2
16 31,22 1,2 31,22 1,2 28,9b 1,3 278 1,1 324 12 264 1,3 314 1,2
1.LSM: Medias Minimo Cuadraticas, SE: Estandar Error
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Tabla 3. Evolucidn del IT en funcién de la LG, la formulacion de la dieta y el género.

Semana LG Pienso Género

EB GR HY A B 1 2

LSM  SE LSM SE LSM SE LSM SE LSM SE LSM SE LSM SE

3,54 0,06 3,66 0,07 3,84° 0,06 3,52*° 0,05 3,83 0,06 3,66 0,05 3,69 0,05

3,34 006 365 006 3,71 006 3,48 005 365 005 350 005 3,63 0,05

10 4,04 0,08 4,16° 0,08 4,48 0,07 4,17 0,07 4,28 0,06 425 007 4,20 0,06

11 443 0,08 4,82 0,10 49 0,10 4,53° 0,08 4,90° 0,08 4,79 0,08 4,65 0,08

12 539 0,12 546 0,12 5,73 0,11 5,51 0,11 5,53 0,08 5,52 0,08 551 0,11

13 6,14 0,15 6,58 0,17 6,49 0,14 6,18 0,13 659 0,12 6,77 0,13 6,13° 0,12

14 6,38 024 7,02 025 6,77 0,16 6,79 0,16 6,64 0,21 7,01 0,17 6,47 0,18

15 64 030 697 030 751 026 7,16 0,22 6,77 0,27 7,57 0,28 6,58 0,19

16 7,03* 0,27 6,72*®* 0,55 7,00° 035 6,92 022 697 051 7,53 021 6,53 0,31

1LSM: Medias Minimo Cuadraticas, SE: Estandar Error
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“lflumxix”: la nueva variedad blanca tardia de uva de mesa

M. Torne, J. Carreio

IMIDA, Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario, C/ Mayor, s/n, 30150

La Alberca, Murcia. Espafia. manuel.tornel@carm.es

RESUMEN

“ltumsix” es una nueva variedad uva de mesa obtenida en Murcia, por el
Departamento de Viticultura del IMIDA y el Convenio con ITUM, S.L. Destaca por ser
una uva apirena de maduracién tardia, conservandose los racimos muy bien en la
planta hasta mediados de diciembre; presenta una buena y constante productividad
con racimos de tamafio medio-grande ligeramente compactos. Las bayas de forma
eliptica larga, color blanco uniforme y sabor neutro, presentan una textura crujiente

muy apreciada por los consumidores.

Palabras clave: Vitis vinifera, apirena, textura

1. Origen

“ltumsix” (Fig. 1), es el resultado de tres
generaciones de cruzamientos realizados por el
Equipo de Uva de Mesa perteneciente al
Departamento de Viticultura del IMIDA vy el
Convenio con ITUM, S.L:, que comenzaron en
1992 utilizando como parental femenino la
variedad Dominga, autdctona de nuestra region;
la uva Dominga es blanca con semillas, bayas de
textura media y sabor neutro, los racimos son
muy grandes pesando alrededor de 1 kg., forma
cilindro-cénica y ligeramente compactos.

El cruzamiento se realizé en 2007, consistiendo
en emascular las flores de 30 racimos de la
planta madre 02-12-97 que se polinizaron con la
variedad apirena Princess, obteniéndose 5.840
semillas, el cruce se denomind “07-362”; en
2008 se plantaron en la finca de ITUM, Blanca
(Murcia), las 3.170 plantas que germinaron. Tres
hibridos del cruce 07-362 se seleccionaron al
obtener las primeras uvas en 2009, todos ellos
de uva apirena blanca crujiente, y se injertaron
sobre patrén 1103-Paulsen en la parcela de
estudio agronémico en 2010.

Destaco el hibrido con codigo “07-362-17,
confirmdndose en 2011 la excelente calidad de
la uva, en el tercer afio de produccion en planta
madre y el primero en plantas injertadas; tras la
campafia 2012 en que se mantiene |la
productividad y buena calidad de racimos, se
registra el hibrido con el nombre “ltumsix”.

La temporada pasada, afio 2013, tras plantarse
en distintas zonas de la Region de Murcia de
forma experimental en las fincas de los socios de
ITUM, S.L., se confirma la buena calidad de esta
variedad en cuanto a produccién, calidad de

racimos y buena conservacién en planta, por lo
gue la hace muy interesante como variedad muy
tardia.

2. Descripcion

La planta de uva ltumsix es de vigor medio-alto,
presentando una buena 'y constante
productividad, medida con el indice de
fertilidad (Tabla 1), que nos indica el nimero de
uvas que lleva cada sarmiento brotado siendo la
media de los cinco afos de produccion de 1,1
uvas por sarmiento.

Tabla 1. Datos de textura de las bayas e indice

de fertilidad
Ao Textura indice
(N) Fertilidad

2009 21,8 0,8
2010 19,7 1,1
2011 22.5 1
2012 21,7 1,2
2013 23,4 1,1

Es variedad de pocos zarcillos y los que tiene son
sencillos; las yemas son pequefias vy
algodonosas. Las hojas son lisas de color verde
oscuro, sin vello, con los senos peciolares
ligeramente superpuestos, de tamafio medio y
pedunculo rojo-verdoso (Fig. 2).

Los racimos suelen nacer entre la tercera y
quinta yema, son de tamafio medio-grande con
un peso de unos 700 g/racimo, ligeramente
compactos y forma coénica.
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Los granos tienen forma eliptica alargada, color
blanco uniforme y sabor neutro alcanzando a su
madurez los 16-182 Brix de azucar. En cuanto al
calibre, medido el didmetro ecuatorial de las
bayas, de forma natural varia entre 16-18 mm,
alcanzando tras los tratamientos con 4cido
giberélico y el anillado un calibre entre 19-21
mm.

Iltumsix presenta bayas con pulpa firme que le
confiere una textura crujiente o crocante, muy
apreciadas por el consumidor, ademas de
aguantar mejor la manipulacion, el transporte y
todo el proceso de comercializacién. Para medir
la firmeza de la pulpa utilizamos un analizador
de textura de alimentos que mide la presién
necesaria (N) para deformar la baya en un
porcentaje de su diametro ecuatorial; Itumsix
presenta una textura media de las bayas de
21,8 N de fuerza, valor similar a Crimson
Seedless (Tabla 1). Al ser una variedad crujiente,
presenta una zona subepidérmica en forma de
anillo de color blanquecino con mucha
consistencia (Fig. 3).

Se conservé bien en cdmara frigorifica con
generador de sulfuroso durante dos meses sin
pardeamientos en bayas.

3. Técnicas de cultivo

3.1 Acido giberélico: aclareo

ltumsix es una variedad ligeramente compacta,
por ello necesitamos aplicar acido giberélico en
floracién para disminuir el porcentaje de
cuajado y por tanto el numero de bayas que
quedan en el racimo. Ello permite que, al quedar
menos bayas, se aumente el tamafio de las
mismas y que no se compacte el racimo. Tras
ensayar diferentes dosis, con aplicaciones entre
0,8-1,5 ppm los racimos quedaron con un buen
cuaje, dependiendo la dosis de la climatologia
en el momento de la aplicacién (temperatura,
humedad, lluvia) y de las condiciones de cultivo.

3.2 Acido giberélico: engorde

En funcién de los factores climaticos, alrededor
de 4 ppm es la dosis de acido giberélico aplicado
una vez finalizado el cuajado de las flores, y
cuando ha terminado la caida de bayas vy
comienza el crecimiento rapido de las mismas
(con diametro de bayas de 4-6 mm)
produciendo un aumento de tamafio de las
bayas; se realizan dos aplicaciones a la misma
dosis con una semana de intervalo.

No se ha observado descenso en la fertilidad de
las yemas para la cosecha siguiente tras mojar la
vegetacion al aplicarle acido giberélico.

3.3 Incisién anular

El anillado o incisién anular consistente en
quitar un anillo de 5 mm de ancho de corteza,
del cambium hacia fuera, que contiene el floema
con los vasos cribosos que transportan la savia
elaborada. Con ello se interrumpe durante unos
10-15 dias el transporte de nutrientes
elaborados (azucares, hormonas etc.) del anillo
hacia debajo, concentrandose en la parte aérea
de la planta y produciendo un incremento en el
tamafio de las bayas de un 10 a 15 %. Esta
operacion se realiza en la uva Iltumsix
coincidiendo con el primer tratamiento de acido
giberélico para engorde de bayas.

3.4 Despunte de racimos

I[tumsix produce algunos racimos demasiado
largos, por lo que conviene despuntarlos, que
consiste en cortar con tijeras al racimo un trozo
del extremo.

4. Referencias bibliograficas
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variedades de uva de mesa mediante el cultivo
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332-338

Figura 1. Racimo de uva Itumsix
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—

Figura 2. Detalle de hoja con pedtnculo

Figura 3. Detalle de baya, corte transversal y
longitudinal
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Introduction

ABSTRACT

PCR products have become a major commodity used to identify organisms based on
polymorphism at the DNA level. One problem arising is that unbiased identification of
organisms takes as working hypothesis that when DNA is extracted from a sample, a
positive signal will be obtained if universal primers are used and DNA quality is suitable
for PCR. As this assumption is not always correct we used a system where large
differences in PCR success have been described to identify where biases appear and
maybe identify solutions. Plants can be identified with at least seven independent
plastid-located loci. These differ in their degree of PCR success and how informative
they are in terms of taxonomically useful sequence polymorphisms. Here we used six
common plastid loci spanning 48 plant species and performed a quantitative analysis
of bias at each step of the identification process. As expected we found important
differences in PCR efficiency within a single species, depending on the barcoding
sequence being amplified. Quantitative PCR revealed that the Ct threshold for various
plastid loci, even within a single species, could exhibit greater than 2000-fold
differences in DNA quantity after amplification. We then performed Next Generation
Sequencing experiments in nine species using equal quantities of three plastid-based
primers and equally-mixed quantities of DNA from multiple species. The result was
significantly biased towards species and specific loci even when using adaptor-specific
primers. Our results caution that Next-Generation Sequencing projects may suffer
dramatic bias, arising largely during DNA amplification steps. Moreover, that
amplification-based Next Generation Sequencing technologies exhibit additional bias
despite using adaptor-specific primers, indicating that amplification success depends
on the DNA fragment. As such, while qualitative analysis of unknown samples are
prone to false negative results if a combination of widely-successful amplicons are not
used, quantitative results should be considered highly suspect, even if all species in
the starting sample are known.

Keywords: meta-barcoding, Next Generation Sequencing, lon torrent, PCR efficiency

promising candidate markers are matK [5] and

DNA barcoding is an important tool in taxonomic
discrimination basing on universal DNA
sequences [1]. These are using in monitoring
species distribution in biodiversity studies and
biodiversity  conservation. The barcoding
approach has become a mainstream technique to
identify species in insects [2], very closely related
plant species or hybrids [3] and bacteria [4].

In plants it is not easy to find a single locus that
can be used as an efficient barcode as it is in
animals or bacteria. Until now the most

the combination of trnH-psbA and rbcL1 [6].

Identification of  environmental samples
comprising more than one species is very
difficult, especially when this kind of analysis aim
to arrive at a quantitative measure of the relative
abundance of the various species in the sample.

There are different types of biases that can
influence results of identification. Some of them
as DNA extraction efficiency, chloroplast copy
number [7], etc. However some other sources of
bias can be used to improve experimental
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approach for a given sample, and/or better
normalize the outcomes.

These biases fall into three categories:
differential barcode amplification success as a
result of the barcode’s universal primers, the
efficiency of the amplification reaction, which
may differ from species to species based on the
sequence composition of their specific variant of
the barcode and biases introduced during the
preparation of DNA libraries for sequencing.

By quantifying these biases and relating them to
the specific sequences being studied, it may be
possible to formulate approaches for post facto
normalization of data to better-reflect the
population make-up.

The present study, therefore, aims to first
quantitatively analyze PCR success and evaluate
amplification efficiency and Ct values as a tool for
predicting amplification success of specific
barcoding markers. In this study, we undertake a
survey of six well-known plant barcoding markers
and apply them to 48 species from 34 different
plant families. In addition, we apply the lon
Torrent sequencing method simultanously for
mixed species PCR products of three barcoding
primers rbcL, rpoB and rpoCl1 starting with equal
amounts of PCR products, to quantitatively
measure the bias introduced by this step of the
metabarcoding study.

2. Materials y Methods

2.1 Plant material, DNA extraction and real-time
PCRPlant material was gathered from the local
fruit market, field sampling, botanical records
and our own collections. Fresh leaf material from
48 plant species belonging to 33 different
families was used for further analysis. Two
independent total genomic DNA samples were
extracted from fresh leaf using the commercial
kit ‘Plant NucleoSpin’ (Machery and Nagel,
Diren, Germany). Single species reactions were
performed from the two independent DNA
extractions with three technical replicas for a
total of six PCR reactions per species using 100
ng/reaction. Real-time PCR reactions were
performed with the Mx3000P QPCR System using
the SYBR Premix ExTagqTM (Takara
Biotechnology, Dalian, China) with ROX as a
reference dye.

Equal amounts of genomic DNA from three
species were used to create the mixed-species
templates. Amplifications were performed using
the same protocol described above, except that
the initial DNA quantity was 150 ng
corresponding to 50ng of each of the three

genomes. Sequencing reactions comprised nine
species.

2.3. gPCR efficiency

gPCR efficiency was computed using gpcR, R
package. Efficiency value (E) was calculated as
EcpD2=F(cpD2)/F(cpD2)-1, in which F is raw
fluorescence at cycle x, and cpD2 is cycle number
at second derivative maximum of the curve [8].

2.4. Determination of relative abundance of
sequences from PCR products of mixed genomic
DNA by semiconductor sequencing

PCR products generated by amplifying,
separately, the chloroplast barcoding sequences
rbcL-a, rpoCl1 and rpoB from mixed genomic
DNAs (100 ng each) were pooled equivalently to
yield a final amount of 100ng. Initial time of
digestion was adjusted to yield 300 bp fragments.
Preparation of samples for library construction
and sequencing were performed using the lon
Torrent Next generation sequencing Kits (Life
Technologies, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. A total of 333,274
reads with a mean read length of 159bp were
computationally analyzed in order to identify
species origin of each fragment. Such analysis
was performed by aligning the reads with a
library of known Chloroplast sequences using
Bowtie2 [9] , and then extracting from the
resulting SAM file a map of reads to the known
chloroplast sequences, using a Perl script from
the mPuma pipeline [10].

3. Results and Discussion

Our first analysis was geared towards an
assessment of PCR success. As expected, it varied
both between barcode markers, and between
the 48 plant species tested. Barcode primers for
the matK gene were the least successful, giving
positive results in only 50% of the tested species,
followed by rbcL which amplified in 82% of
species. The rpoB and rpoC1 genes as well as the
short intergenic spacers trnL —F and trnH - psbA
proved to be the most universally successful
barcoding markers, amplifying in close to 90% of
the investigated species (Fig.1). Thus, although
matK is highly informative in its ability to
discriminate between related taxa, it could cause
major biases.

The second phase of the analysis addressed
whether end point PCR results are the outcome
of PCR efficiency. As shown in Fig. 2, amplification
efficiency during qPCR varied between barcode
markers. The highest average efficiency, based
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on amplification from all species, corresponded
to the markers trnL—F and trnH - psbA followed
by rpoB, rpoC1 and rbcL. The matK barcode
showed the lowest average efficiency among all
species. The efficiencies of matK, rbcL and rpoC1,
but not rpoB and trnH — psbA, were significantly
different from high-efficiency marker trnL-F
(p<0.0001 for matK and rbcL and p=0.0013 for
rpoC1).

Differences in efficiency may be related to
amplification bias among template DNAs in
environmental  samples. We analyzed
abundance of reads after sequencing in order to
address this question.

The identification = of genomic  DNAs
corresponding to different organisms in
environmental samples requires sequencing of
barcode-PCR  products. The result of
simultaneous sequencing of equal amounts of
PCR products from mixed species templates
amplified with barcode markers, rbcL, rpoB and
rpoC1 reveal a strong bias in the number of reads
corresponding to each species contained in the
equimolar starting sample. In the case of marker
rpoB, most reads (95%) corresponded to
Solanum tuberosum and only 0.02 to Zea mays.

Analysis of read numbers also showed a strong
bias in the number of total reads corresponding
to each of the marker. Although equal amounts
of PCR product from pre-amplification were used
to create the amplicon library, only 11.2% of all
reads were identified as rbcL fragments, 36.5% as
rpoB fragments and 52.3% as rpoC1 fragments.
These results are significantly different from an
expected 33.3% per reaction (Chi-square test p<
2.2 e-16).

This work aimed to reveal and quantify the biases
that can occur during metabarcoding analyses.
We executed our analyses using the most widely-
accepted plant universal markers, quantitated
our results using widely-accepted practices such
as gPCR, and followed normal protocols for
library  construction and Next-generation
sequencing. At each stage, we re-normalized the
samples such that we knew the precise quantities
and relative abundances of the input DNA.

Similarity between primer and template [11], as
well as the regional G+C content of a template,
are factors that influence PCR efficiency [12]. The
low PCR success, particularly in case of matK with
50% PCR failure in a screening of 48 species, is
probably due to lack of similarity between primer
and template, since no highly conserved sites
flanking the most variable parts of this marker
exist [6].

Late development towards short barcodes [13]
certainly improve the current situation, but false
negatives still remain an issue. Furthermore,
even an experimental design geared towards
qualitative identification of an environmental
sample of unknown composition could exhibit
numerous false negative results unless multiple
barcode markers are used.

4. Conclusions

Our results reveal that quantitative and even
qualitative interpretation of metabarcoding data
based on read-abundance is fraught with
potential, serious biases. We present, in detail, a
dissection of the degree of bias introduced at
each step in the typical laboratory practice of
sequence analysis from environmental DNA
samples. Careful consideration of pre-
amplification and sequencing methods might
minimize these biases, though we suggest that
they cannot be completely overcome using
current barcoding technologies relying strongly
on PCR amplification.
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Figure 1. Percent PCR success of six barcoding
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Figure 2. Boxplot of PCR efficiency data for six
barcoding markers derived from qPCRs of 48
plant species. The graphic shows only successful
amplification data with an efficiency > 1
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RESUMEN

Siroco 5® es una nueva variedad de paraguayo o melocotén de forma plana para el
mercado de consumo en fresco, que aporta como principales caracteristicas las bajas
necesidades de frio invernal y una fecha de recoleccion muy temprana. Esto lo
convierten en la primera variedad de paraguayo que aparece en el mercado, y que
ademads se puede cultivar en zonas mas cercanas a la costa con menos frio invernal,
gue permite tener unos precios muy interesantes para el productor. Destacan sus
caracteristicas organolépticas de baja acidez y elevados °Brix, que confieren a la fruta

una gran aceptacion por el consumidor.

Palabras clave: Prunus persica; breeding; Low chilling; Flat shape.

1. Origen.

El cruzamiento que originé la variedad se realizé
en 2008, obteniendo los primeros frutos en
campo sobre el arbol original en 2010 en la Hoya
del Campo (Abaran). Ese mismo afio se injertaron
algunos arboles sobre patron Garnem® (GxN 15),
sobre los que se han evaluado las caracteristicas
principales en afios sucesivos. En 2012 se realizan
las primeras plantaciones comerciales en
diversos lugares de Murcia, sobre las que
también se tomaron algunos datos.

2. Descripcién.

Siroco 5® se caracteriza por tener un
requerimiento de frio invernal muy bajo,
adaptandose perfectamente a las condiciones
climaticas del Sureste Espafol y mas
concretamente a las condiciones de la Regién de
Murcia.

El arbol es vigoroso de porte semi-erguido, sin
presentar caida de yemas al inicio de Ila
brotaciéon. La floracién es abundante con una
densidad de flores muy alta, y al menos 2 flores
por nudo. La flor es rosacea (showy) de color rosa
(Figura 1), con abundante polen y autofértil. La
hoja es lanceolada, con bordes crenados, tamafio
medio, y nectarios globosos en nimero de dos o
mas (Figura 2).

El fruto es un paraguayo de coloracién roja
(Figuras 3 y 4) exterior en un 82 % y la carne de
color amarillo. El peso medio de fruto que se ha
conseguido es de 75 g, con unas dimensiones de
62 mm de calibre ecuatorial y 26 mm de
longitudinal (Tabla 1).

En cuanto a los caracteres que determinan la
calidad, la firmeza es de 4,2 kg/cm?, |a acidez es
de 2,65 gr/l expresado en &acido malico y el

contenido en solidos solubles de 11,5 ° Brix (Tabla
1).

La variedad ha tenido muy buen comportamiento
en cuanto a adaptacion, no ha presentado
problemas de caida de yemas o irregularidades
en floracién, presentando ademads un cuajado de
frutos cercano al 100%, sin los problemas tipicos
de caida de frutos que se dan en algunas
variedades de paraguayos al final del
endurecimiento de hueso, o durante el inicio de
maduracidon (conocidas comunmente como
“purga”). En cuanto al rajado propio de los
paraguayos, aunque no consigue una perfecta
terminacién de la zona pistilar, tampoco produce
apenas problemas de rotura de hueso.

El atractivo comercial de la variedad esta basado
en la fecha de recoleccién (Tabla 1), que permite
disponer de paraguayos en el mercado cuando
no hay ninguna otra variedad, lo que permite
obtener precios que son muy interesantes.

Los datos obtenidos en el calculo de necesidades
de frio invernal siguiendo el método descrito por
Tabuenca (1964) [3] nos dio unos resultados que
dejan una horquilla de 170-300 HF < 7 °C que se
correspondieron con 300-450 Unidades Chill de
Richardson (1974) [2] segun el modelo de la
Universidad de Utah, y con 22-28 porciones
segun el modelo de Erez y Couvillon (1987) [3],
muy por debajo de los datos de las otras
variedades segln se puede observar en la Tabla
2.

3. Diferencias con otras variedades.

Las principales variedades cultivadas de
paraguayo de recoleccion mas temprana son la
serie UFO: UFO-2, UFO-3 y UFO-4, obtenciones
italianas (ISF) ya bien conocidas, y las variedades
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Carioca y Samanta de PSB, menos conocidas ya
que son de reciente implantacion y de las cuales
no se cuenta aun con datos propios.

Las principales diferencias de Siroco 5® con las
variedades comerciales citadas son las fechas de
floraciéon y recoleccion. Como se puede observar
en la Figura 5 la floracidn y recoleccién son unos
15 dias antes que UFO-2, mas de 20 respecto a
UFO-3 y mas de 30 antes que UFO-4. Esto lo deja
en una posicion muy diferenciada respecto a
estas variedades a la hora de llegar pronto al
mercado.

Por otro lado las diferencias de necesidades de
frio invernal que se pueden observar en la Tabla
2, le permiten ampliar su cultivo a zonas mas
cercanas a la costa con muy poca acumulacion de
frio invernal, aunque bien es cierto que el
adelanto de floracion limita las zonas de
produccion mas frias donde las heladas
primaverales pueden dafar seriamente la
produccion.

4. Conclusiones

La variedad Siroco 5® puede cubrir el inicio de la
comercializacion de paraguayos tanto para el
mercado nacional como para la exportacién,
aportando el excelente sabor de los paraguayos
en unas fechas en que la fruta que se
comercializa es en general de alta acidez y
moderado contenido en azucar. El poder iniciar la
campafa con una variedad que se diferencia en
el sabor con claridad del resto de frutas de hueso
en el mercado puede ser muy importante para el
desarrollo del resto de la campafia. Por otro lado
la posibilidad de realizar el cultivo de paraguayos
a zonas mas bajas, por sus pocas necesidades de
frio, hara que comience antes su presencia en el
mercado.

La variedad se encuentra en la fase de estudio en
el Registro de Obtenciones Vegetales con NRVP:
20135103.
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Tabla 1. Datos de 2013 de la caracterizacién
pomoldgica y fechas de floracidn y recoleccion de
Siroco 5%, recolectado en la finca de Novamed en
la Hoya del Campo (Abaran).

Ao Floracién | Recoleccién
2011 24/feb 13/may
2012 24/feb 15/may
2013 05/feb 07/may
Laboratorio Media Maximo
% rojo 82 95
Peso (gr) 75 97
Calibre ecuatorial 62 66
(mm) (B:61-67)

I(E)ar:::'zﬁdinal (mm) 26 29
Acidez (meq/I) 2,65 -
SSC (°Brix) 11,5 -
Dureza (kg/cm?) 4,2 5,8

Tabla 2. Necesidades de frio de diferentes

variedades de paraguayo de recoleccion

temprana.

Variedad | Horas | Unidades | Porciones
<7°C Chill

Siroco 5® 170- 300-450 22-28
300

UFO-2 400- 700-800 31-35
500

UFO-3 500- 800-850 40-43
600

UFO-4 500- 800-850 42-45
600
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Figura 3. Frutos de Siroco 5® en finca comercial

...| en Molina de Segura (Murcia) el 02/05/2013.

Figura 1. Caracterizacion de flores de Siroco 5°.

Figura 4. Diferentes imagenes de Siroco 5°.
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Figura 5. Calendario de floracién a recoleccién de
variedades de paraguayo en 2013 en la finca de
Novamed (Abaran-Murcia-Espafia).
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ABSTRACT

The gilthead sea bream (Sparus aurata L.) is one of the most important Sparid farmed
in Europe. However, abnormalities such us lordosis, lack of operculum and failure to
inflate the swimbladder constitute a major problem for aquaculture industry by
decreasing the final value of the fish. The use of stocks from different genetic origin to
produce commercial fish usually cause great variability in the global quality of the end
product. However, strategies that involve the development of selection schemes in
sea bream for these traits of economic interest are scarce. In light of these
circumstances, the effect of the geographical origin on the presence of anomalies as a
measure of fish quality was analyzed. For this purpose a population of farmed gilthead
sea bream obtained from broodstock from three differentiated geographical origin
and reared under common conditions was analyzed from X-ray photograph for the
mayor anomalies present in this species. A posteriori reconstruction of pedigree was
carried out in order to determine genetic parameters for fish anomalies. An effect of
the geographical origin on the presence of skeletal malformation and on the lack of
functional swimbladder was found, being lordosis and lack of operculum the most
common skeletal deformities. Heritabilities were medium for lack of operculum and
lack of functional swimbladder and high for lordosis. A medium genetic correlation
and a positive phenotypic correlation were observed between the lack of functional
swimbladder and lordosis. All these findings could be relevant for the establishment
of successful breeding programs in aquaculture of this species

Keywords: Heritabilities, genetic correlations, phenotypic correlations, lordosis and

lack of operculum.

1. Introduction

The gilthead sea bream (Sparus aurata L.) is one
of the most important Sparid farmed in Europe.
The main producers of this species are Greece
(39.6%), Turkey (22.5%) and Spain (11.2%). Five
Spanish regions share the 100% of gilthead sea
bream production; being Valencia (40.8%) and
Murcia (20.5%) the most important producers [1]

Despite the growth and consolidation of the
gilthead sea bream industry the high level of
body abnormalities appearing in hatchery fish is
an important problem for the development of
this industry. This is often associated with growth
depression, leading to high mortality rates [2].
Their appearance downgrades the biological
performance, the marketing image, the
production cost and the commercial value of the

reared fish since they are clearly evident,
especially in those species such sea bream which
are sold mainly as whole fish [3]. The main
morphological abnormalities in fish can be
grouped into five main categories depending on
the aspect involved: shape, pigmentation, scales,
skeleton, and swimbladder (SB) [4].

Several factors are believed to be the basis of
them: Nutritional (vitamin A, C, D or tryptophan
imbalances), environmental (water temperature,
light, salinity, oxygen, density of eggs, heavy
metal contamination), hydrodynamic conditions
and genetic factor or their interaction [2,5].

Strategies that involve the development of
selection schemes in gilthead sea bream for
these traits of economic interest commented
above are scarce especially due to the biological
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characteristic of this species. Gilthead sea bream
is a protandrous hermaphroditic mass-spawing
species in which individuals are males during the
firth two years of life and then gradually become
females. Mass spawning prevents knowing the
genealogy of fish under culture conditions which
is essential to estimate genetic parameters and
to introduce selection programs. The use of
molecular markers such us microsatellites are a
useful tool for addressing these matters [5].

The use of different rearing systems to produce
commercial fish as well as the different genetic
origin of the stocks usually cause great variability
of the production i.e. in the growth rates and the
global quality of the end product [6]. In light of
these circumstances the goals of this research
were to study the effect of the geographical
origin on the presence of the major anomalies
present in gilt head sea bream (spine and cranial
deformities and lack of functional SB) as a
measure of fish quality and to estimate the
genetic basis of these anomalies in order to be
included in future breeding program.

2. Materials and Methods

2.1 Broodstocks and offspring

Samples of sea bream were captured from wild
populations  from  three  geographically
differentiated origins; Cantabrian Sea (CAN), the
Atlantic Ocean (ATL), and Mediterranean Sea
(MED). From these samples, three broodstock
were established and maintained until their
spawning season. Larvae were obtained from
these mass-spawning. At 84 days post-hatching a
random sample of 2.500 descendents were taken
to the on-growing facilities of the Centro de
Cultivos Marinos de la Regién de Murcia (San
Pedro del Pinatar, Murcia, Spain). In this sample
was proportionally represented the original
geographical origins. Fish were individually
tagged in the abdominal cavity with a Passive
Integrated Transporter (PIT; Trovan Daimler—
Benz), and distributed in 12 tanks of 850-litres in
which they were reared under communal
conditions. At 185 days post-hatching a random
sample of about 300 juveniles from each
geographical origin was slaughter by immersion
in ice cold water. In that way, near to 1.000
samples were obtained which were placed on
their left side in PVC boxes (12.2 x 12.2 cm) and
frozen at -20°2C until anomalies determination.
Fish were radiographed and the X-ray pictures
were used for the skeleton and SB examination.
Skeletal abnormalities in the vertebral column

were identified and classified according to a
malformations catalog. The lack of left
operculum was evaluated by visual inspection

2.2 PCR reaction Genotyping and Parental
assignments

Animals were genetically characterized. For this
purpose, DNA was extracted from the caudal fin
(DNeasy kit QIAGEN®). DNA quality and quantity
were determined using Nanodrop 2.000
spectrophotometer v.3.7 (Thermo  Fisher
Scientific, Wilmington, U.S.A.). We used the
SMsal (Super Multiplex Sparus aurata) [7].
Electropherograms and genotypes were analysed
using GeneMapper software (Applied
Biosystem®). Parental assignments between
breeder and their descendents were determined
a posteriori using their genotypes in the exclusion
method by Vitassing software.

2.3. Analysis data

Deformity and SB scores (0 or 1) for each
individual and each type of deformity were
analyzed by logistic regression, using the SPSS®
software (SPSS, Chicago, IL, USA) to detect the
effects of the origin of the fish. For the
heritability calculation, malformation was
considered as a threshold trait, and was first
analysed on the observed scale (0O=Normal, 1=
Deformed) using VCE software with a univariate
animal model:

Y=X8+Za+¢

where Y is the vector of observations
(malformation), 8 is the vector of fixed effects
(origin), a is the vector of random additive
genetic effects and & the vector of random
residual effects. Then, heritability estimates were
transformed to the underlying liability scale [8].

3. Results and Discussion

The presence of deformities is the second most
economically important trait for the industrial
production of sea bream [4]. The incidence of fish
scored as deformed was lower in juveniles from
CAN in which a 23.4% of examined fish had at
least one or more kinds of deformities while

this incidence was higher (near to 40%) in fish
from ATL and MED (Table 1).

Lordosis was the most common deformity, with
frequencies around 20% in two of the studied
origin, followed by vertebral shortening (Table 1).
Several factors may cause deformities. An effect
of the geographical origin was observed in the
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present research as well. Individuals from CAN
showed lower incidence of lordosis than those
from ATL and MED. Other minor skeletal
deformities such as vertebral fusion (Fig.1) and
kyphosis were also detected although no effect
of the geographical origin was found for them
and their incidence was very low (<3%).

Lack of operculum was the cranial deformity
most frequent in all origins although no statistical
differences were detected (Table 1). The
premaxilla was the only one cranial abnormality
observed in the jaw (Fig. 1) and an effect of the
geographical origin was found. Individuals from
CAN showed the highest frequency followed by
those from MED. Cranial skeletal deformities in
the jaw were not observed in fish from ATL.

Individuals from ATL showed the highest
frequency (>70%) of fish with an uninflated SB
(Fig. 1) followed by those from MED and CAN.

Scarce and conflicting results have been found
about genetic parameters in sea bream.
Heritabilities (table 2) were found to be medium
for lack of operculum and uninflated SB and high
for lordosis in agreement with [2]. Genetic
correlations among skeletal malformation in the
column were high. The genetic correlations
between malformation in the column and in the
jaw were found to be very imprecise. The highest
and positive phenotypic correlation was found
between lordosis and lack of functional SB.

4. Conclusions

We observed an effect of the geographical origin
on the presence of fish deformities which
constitutes relevant information for the
establishment of the broodstock to produce
commercial fish. High heritability for lordosis and
medium for lack of operculum and functional SB,
which are the most common anormalities in this
species, were observed. Moreover, a medium
genetic correlation and positive phenotypic
correlation was found between the lack of
functional swimbladder and lordosis. All this
findings could be relevant for the establishment
of successful breeding programs in aquaculture
of this species
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Table 1: Frequencies (%) of: deformed individuals, skeletal deformities in the vertebral column, cranial
skeletal deformities and lack of an inflated swimbladder in gilthead sea bream from three differentiated

geographical origins

Geographical origin® CAN ATL MED
N 304 282 323
Deformed 23.4? 37.9b 38.7°
Lordosis 6.6 21.6° 19.2°
Vertebral shortening 3.6 7.8° 10.5°
Vertebral Fusion 1.32 1.4° 1.52
Kyphosis 0.7° 0.7° 2.52
Lack of operculum 8.22 9.22 5.92
Premaxillar 3.9 o° 1.8°
Uninflated SB 6.9? 70.9° 32.5¢

1Gepgraphicall origin: CAN=Cantabrian Sea, ATL=The Atlantic Ocean, MED= Mediterranean Sea

apifferent superscripts within each row indicate significant differences among geographical origins (P

<0.05).

Figure 1: Column of sea bream showing V.F =vertebral fusion; S.B = Uninflated swimbladder.

Head of gilthead sea bream showing Pm = premaxillar deformity.

Table 2: Heritabilities + standard errors (in bold on the diagonal), genetic (above diagonal)
and phenotypic correlations (below diagonal) among skeletal deformities and uninflated SB

in gilthead sea bream from three differentiated geographical origins

Lordosis V.Shortening  V.Fusion Kyphosis  Operculum  Premaxillar SB
Lordosis 0.58+0.18 -0.99+0.01  -0.99+0.01 0.99+0.01 -0.03#0.17  0.12#0.53  0.45+0.23
V.Shortening -0.15 0.03+0.06 0.99+0.01 -0.98+0.01 0.99+0.01 -0.98+0.49 -0.69+0.20
V.Fusion 0.04 -0.03 0.05+0.10 0.98+0.01 -0.99+0.01  0.99+0.98 -0.99+0.01
Kyphosis -0.06 -0.04 0.14 0.07+0.14 -0.99+0.01 0.59+0.97 -0.96%0.16
Operculum -0.03 -0.02 0.02 -0.03 0.19+0.13  -0.09£0.03 -0.45+0.43
Premaxillar -0.01 -0.03 -0.01 -0.02 -0.04 0.12+0.22  0.35+0.93
SB 0.31 0.07 0.04 0.06 0.10 -0.06 0.2410.11
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RESUMEN

La viticultura y la vinicultura han sido tradicionales desde la antigliedad en Murcia
(Espaiia), siendo la vid un cultivo de gran importancia econdmica en esta zona. Sin
embargo, las enfermedades causadas por hongos afectan gravemente al rendimiento,
el coste y la calidad de la produccién de la vid. Estas enfermedades se controlan en la
actualidad mediante tratamientos con fungicidas, repetidos durante cada temporada
de cultivo. La obtencién de nuevas variedades resistentes de alta calidad reduce tanto
el coste de produccidn de la vid como el riesgo ambiental. Basandonos Unicamente en
los datos de evaluacién fenotipica, es poco factible conseguir la acumulacion de genes
de resistencia en una nueva linea mejorada. El uso de marcadores moleculares
proporciona una nueva herramienta para los mejoradores y puede ayudar a superar
este problema. En este trabajo, se presentan las actividades de investigacién en el
IMIDA orientadas a establecer una seleccidn asistida por marcadores (MAS) para la
resistencia a las enfermedades por hongos en la vid, mediante cruzamientos de
'Monastrell', una variedad de vinificacion muy bien adaptada a las condiciones secas

del clima mediterraneo, con plantas resistentes a enfermedades fungicas.

Palabras clave: mildiu; oidio; mejora; marcadores; progenies segregantes.

1. Introduccién y Objetivos

La mayoria de las variedades de vid (Vitis
vinifera) en Europa son susceptibles a hongos
patégenos. El oidio y el mildiu, causados por los
hongos patdgenos Uncinula necator (sin.
Erysiphe necator) y Plasmopora viticola,
respectivamente, son un riesgo importante para
la viticultura y pueden reducir sustancialmente
el rendimiento y la calidad. Las enfermedades
fungicas son controladas mediante la utilizacion
de fungicidas aplicados periédicamente durante
el periodo vegetativo. Muchos de los productos
quimicos se emplean constantemente para
evitar las pérdidas en los cultivos y para
garantizar la cosecha de uvas sanas. Podria
lograrse una reduccién del nivel de fungicidas
aplicados mediante el desarrollo de variedades
de vid que combinan una mayor resistencia a
patégenos fungicos junto con una fruta de alta
calidad. Diversas fuentes de resistencia a las
enfermedades flungicas se han identificado en
variedades de Vitis americana, en especies de
Vitis asiatica y también en Muscadinia
rotundifolia. En los programas de mejora, se
puede introducir una resistencia en Vitis vinifera

mediante cruzamientos inter-especificos con
estas especies. Sin embargo, y debido a la baja
calidad de la uva, es necesario incluir cruces
adicionales con variedades de Vitis vinifera para
lograr altas calidades. Por lo tanto, el desarrollo
de una nueva variedad de vid resistente a una
enfermedad fungica es un proceso a largo plazo
y costoso.

Por el momento, distintos programas de mejora
han dado como resultado una gama de
variedades nuevas con caracteristicas de alta
calidad y resistencia a hongos. Las investiga-
ciones recientes han llevado a la identificacion
genética de diferentes loci de resistencia.
También han sido identificados diferentes
marcadores asociados a estos loci de resistencia
(www.vitisgen.org/marker.html; www.vivc.de).
El empleo de marcadores moleculares asocia-
dos a loci que confieren resistencia permite
rastrear la introgresién de los loci correspon-
dientes en las plantas en una etapa temprana de
desarrollo, lo que resulta en una aceleracién del
proceso de mejora [1]. Desde el punto de vista
de la mejora, es altamente deseable combinar
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en una misma linea mejorada tantos genes de
resistencia como sea posible debido a que la
presencia de un Unico locus de resistencia puede
no ser suficiente para una resistencia robusta.
En este sentido, la seleccidon asistida por
marcadores (MAS) permite la seleccién de
genotipos con una resistencia combinada vy
distinguir, ademas, las diferentes fuentes de
resistencia utilizadas [2].

La viticultura y la elaboracion del vino han sido
actividades tradicionales en Murcia. Desde
finales del siglo pasado, se esta llevando a cabo
un programa de mejora de la uva de vinificacién
en el IMIDA (Murcia). El objetivo principal de
este programa es la obtencion de nuevos
cultivares, con la mejor combinacién genética
posible para mantener la competitividad
internacional.

'Monastrell' es un cultivar local de vino espafiol
muy bien adaptado a las condiciones secas del
clima mediterrdneo. Por esta razon, se han
desarrollado cuatro progenies F1: 'Monastrell' x
'Cabernet Sauvignon', 'Monastrel' x 'Syrah',
'Monastrell' x 'Tempranillo' y 'Monastrell' x
'Barbera'. Estas progenies son muy interesantes
para la identificacion de QTL (Quantitative Trait
Loci) responsables de caracteres de calidad.

Recientemente, hemos iniciado un proyecto
cuyo objetivo es la seleccion de hibridos de vid
resistentes a las enfermedades por hongos,
generados por cruces que involucran a
'Monastrell'. Las nuevas variedades de vid
resistentes, permitirdan elaborar vinos de
calidad, reducir el impacto ambiental de los
fungicidas y garantizar una seguridad
alimentaria de alto nivel. Nuestro objetivo es
utilizar marcadores moleculares asociados al
rasgo de resistencia a hongos para ayudar en los
programas de mejora tradicionales,
seleccionando con ello vides mejoradas
portadoras de alelos de resistencia a mildiu y
oidio.

2. Materiales y Métodos

Inicialmente, las investigaciones se llevaran a
cabo en tres progenies F1l: “Monastrell” x
“Regent” , “Monastrel” x “Kishmish vatkana” y
“Monastrell” x “Vitis romanetii” . “Regent” es un
hibrido con resistencia cuantitativa contra
mildiu y oidio [3, 4], obtenido en Alemania en
1996 para uso comercial. “Kishmish vatkana”
(Vitis vinifera), variedad de vid cultivada en Asia
Central, y Vitis romanetii son resistentes al oidio
[5, 6]. Tras la germinacion de las semillas (figura
1), las plantulas se plantaran en campo (figura 2)

con sus propias raices y seran evaluadas para la
resistencia a mildiu y oidio en condiciones de
infeccion natural. El area experimental no sera
tratada con fungicidas para aumentar la presion
y la tasa de infeccién de oidio. La clasificacion de
la susceptibilidad a los hongos en los hibridos
evaluados se realizarda mediante la observacién
visual y se anotaran desde 0 (ausencia de la
infeccion en las hojas) a 5 (una infeccion muy
fuerte), segun la clasificacién de la Organisation
Internationale de la Vigne et du Vin (OIV). Los
marcadores asociados con la resistencia a
patégenos fungicos se utilizaran para la
seleccion de los hibridos mejorados (Tabla 1).
Los hibridos resistentes seleccionados se
replicaran y seran evaluados de nuevo en
condiciones controladas, para su resistencia a
mildiu y oidio.

Actualmente, mantenemos 185 plantas F1 que
proceden del cruce de “Monastrell” x “Regent”
(figura 3), cultivadas sobre sus propias raices en
un campo experimental situado en la finca
Hacienda Nueva (Cehegin, Murcia). Estos
hibridos se evaluaran para ver la resistencia a
hongos este afo, y la presencia o ausencia de los
alelos de resistencia relacionada - transferidas
desde “Regent” (REN3 +, Rpv3 +, Rpv4 +, Rpvll
+). La progenie de “Monastrel” x “Kishmish
vatkana” y “Monastrell” x Vitis romanetii se
desarrollardn en 2014.

La finalidad del programa es seleccionar hibridos
con la presencia de alelos de resistencia
transferidos desde  “Regent”,  “Kishmish
vatkana” y “V. romanetii”. Estos hibridos seran
utilizados como padres en nuevos cruces y
utilizaremos una MAS para hacer un
seguimiento de la acumulacién de genes de
resistencia en una nueva variedad mejorada. El
resultado esperado de este proyecto es el
desarrollo de variedades de vid que combinen
una mayor resistencia a patégenos fungicos y
gue presenten alta calidad de la baya vy
produzcan un buen vino.

3. Resultados y Discusion

Actualmente estamos comenzando con las
extracciones de ADN para evaluar la presencia o
ausencia de los diferentes alelos ligados a
resistencia en “Regent”, y se iniciard la
caracterizacion fenotipica en campo para
sintomas de las enfermedades. Este afio vamos
a comenzar también a realizar los cruzamientos
de Monastrell con los otros parentales.
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Marcadores utilizados para la seleccion de variedades
de vid resistentes a enfermedades flingicas.

Locus Resistance Source References
to
Ren1 Powdery ‘Kishmish 5
mildew vatkana’
Ren3 Powdery ‘Regent’ 3
mildew
Ren4 Powdery V. romanetii 6
mildew
Rpv3 Downy ‘Regent’ 3
mildew
Rpv4 Downy ‘Regent’ 3
mildew
Rpvi11 Downy ‘Regent’ 4
mildew

“Kishmish vatkana” y “V. romanetii” proceden del IMIDRA (El
Encia, Alcala de Henares, Madrid).

“Regent” procede del JKI Institute for Grapevine Breeding
Geilweilerhof (Siebeldingen, Alemania).
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Figural. Germinacion semillas

Figura 2. Trasplante en campo

Monastrell

Figura 3. Racimos de Monastrell y Regent
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RESUMEN

En este trabajo se expone la influencia que ejercen los patrones Adara, Mariana 2624,
Mayor, MaxMa 14, Santa Lucia GF 64, Gisela 5, Gisela 6, Piku 1, Piku 3 y Piku4 en el
crecimiento vegetativo, produccién y calidad del fruto de la variedad de cerezo
NewsStar. Este ensayo se ha realizado en un suelo pesado, calcareo y con alto
contenido en arcilla ubicado en el término municipal de Jumilla. Se han encontrado
diferencias significativas para pardmetros como el vigor, produccidn, tamafio del
fruto, contenido en solidos solubles y firmeza. Las mayores producciones acumuladas
fueron para patrones vigorosos como son Mariana 2624, Mayor y Adara. Los patrones
de menor vigor como Gisela 5 y Piku 1, presentaron una tendencia excesiva al
enanismo. Aquellos patrones peor adaptados a las condiciones edafoclimaticas del
ensayo como Gisela 5, Gisela 6, SL 64, Mayor y Piku 1 presentaron mayor porcentaje

de mortandad.

Palabras clave: Prunus avium L, portainjertos, adaptacion.

1. Introduccion

Diferentes estudios con Prunus sp. han
demostrado que el patrén ejerce una influencia
sobre la variedad injertada sobre ellos. La mayor
parte de los trabajos realizados en cerezo,
ponen de manifiesto que los efectos mas
comunes que el patrdn ejerce sobre la variedad
injertada estan ligados a pardmetros como la
firmeza, tamafio, acidos organicos y contenido
en azlcares, aunque también se han
encontrados diferencias para la eficiencia del
uso del agua, tamafo de la planta, periodo de
floracidn, fecha de recoleccion, supervivencia y
eficiencia productiva [1].

Actualmente existen numerosos patrones para
cerezo. Esto parece estar relacionado con la
gran diversidad de suelos y climas en los cuales
se cultiva. El uso de patrones bien adaptados a
los suelos especificos de las diferentes areas,
permite que se exprese adecuadamente el
potencial de las variedades cultivadas [1,3,4]. A
lo largo de los ultimos 50 afios ha habido una
tendencia al uso de patrones que reducen el
vigor de las variedades. Tal uso ha permitido
aumentar la densidad de plantacién, reducir los
trabajos de poda y acercar la fruta al suelo,
reduciéndose asi los gastos de recoleccién vy
aumentando los beneficios del cultivo [3,5].

El objetivo de este estudio ha consistido en la
evaluacion de diez patrones de cerezo
injertados con la variedad ‘New Star’ para
determinar aquellos patrones mejor adaptados
a las condiciones edafoclimaticas de la Regién
de Murcia.

2. Materiales y Métodos

En Mayo de 2007 se establecieron dos ensayos
de patrones de cerezo en la finca “La Maestra”
en el término municipal de Jumilla. Durante los
afos 2010, 2011y 2012 se han tomado datos de
los siguientes parametros: Seccion de tronco
(em?), produccién (Kg/érbol), calibre (mm), peso
del fruto (g), firmeza (g/mm), contenido en
sblidos solubles (°Brix) y acidez (meq/l acido
malico). Todos los portainjertos se injertaron en
el invierno de 2006 con la variedad autofértil
‘New Star’ y posteriormente se formaron en
vaso de brazos multiples. Se dispusieron con un
marco de plantacién de 5x2 m, 2 emisores de 4
I/h por arbol y se fertirrigarén segun las
necesidades especificas del cultivo.

2.1 Ensayo de patrones de vigor medio a alto.

En este ensayo se han evaluado los patrones
‘Mayor’ (Seleccién IMIDA de hibrido de
melocotonero x almendro), ‘Mariana 2624’ ( P.
cerasifera x P. Munsionana), ‘Adara’ (P.
cerasifera), INRA ‘SL64’ (P. mahaleb) y ‘Maxma
14’ (P. mahaleb x P. avium). Se realizd una
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distribucion de bloques al azar con 16
repeticiones, estando la parcela elemental
constituida por 5 portainjertos con una planta
por patrén. Debido a la incompatibilidad de las
combinaciones entre los cultivares de cerezo y
los patrones ‘Mayor’ y ‘Mariana 2624’, se uso
como intermediario ‘Adara’ (P. cerasifera) para
compatibilizar el cerezo con los anteriores
patrones.

2.2 Ensayo de patrones de vigor medio a bajo.

En este ensayo se han evaluado los patrones
‘Gisela 5’ y ‘Gisela 6’ (P. cerasus x P. canescens),
y ‘Piku 1’ (P. avium x (P. canescens x P.
tormentosa)), ‘Piku 3’ (P. pseudocerasus x (P.
canescens x P. incisa)), ‘Piku 4’ (P. cerasus x P.
kursai), ‘SL64’ y ‘Maxma 14’. Se realizd una
distribucion de bloques al azar, estando
constituida cada una de las 8 parcelas
elementales de las que consté el ensayo de 7
portainjertos con un arbol por patron.

3. Resultados y Discusion

3.1 Ensayo de patrones de vigor medio a alto.

La mayor mortandad registrada durante los
afos estudiados fueron para los patrones ‘SL64’
(63%) y ‘Mayor’ (44%), seguidos de ‘Maxma 14’
(25%), ‘Adara’ (13%) y ‘Mariana 2624’ (6%). Este
resultado parece ser acorde con las
caracteristicas del suelo, pesado con alto
contenido en arcilla, en donde se ubica el
ensayo. Asi, tanto ‘SL 64’ como ‘Mayor’,
prefieren suelos profundos, sin problemas de
asfixia radicular.

En la Tabla 1 se muestra la produccién media,
produccion acumulada y diametros de tronco de
los portainjertos estudiados. Las mayores
producciones medias y acumuladas en el
periodo estudiado se registraron para los
portainjertos ‘Mariana 2624’ y ‘Mayor’. Este
ultimo alcanzd una produccidn maxima de mas
de 40 Kg/planta en 2011. ‘Adara’, usado como
patrén, (Tabla 2), destaco por tamafio de fruto
(8,35 g), mayor concentracion de sélidos
solubles (18,18 °Brix) y mayor firmeza (13,44
g/mm), resultados que coinciden con los
encontrados por otros autores [1] para la
variedad ‘Star Hardy Giant’.

3.2 Ensayo de patrones de vigor medio a bajo.

La mayor mortandad registrada durante los
afos estudiados fue para los patrones ‘Gisela 6’
y ‘Piku 1’ (75%), de los cuales no se muestran
resultados debido al reducido numero de
plantas que quedaron. Se contabilizé un 38 % de
marras en ‘Gisela 5, y un 13 % en ‘SL64’ y ‘Piku
3’. ‘Piku 4’ y ‘Maxma 14’ no registraron bajas.

En la Tabla 3 se muestra la produccién media,
produccion acumulada y diametros de tronco de
los citados portainjertos. Las mayores
producciones medias y acumuladas en el
periodo estudiado se registraron sobre ‘Piku 4’ y
‘SL64’, alcanzandose producciones maximas de
25,1 Kg/arbol y 24,8 Kg/arbol en 2010,
respectivamente. ‘Piku 3’ destacé por los
resultados obtenidos en calidad del fruto (Tabla
4). Dicho portainjerto mostré el mayor tamano
de fruto (9,25 g), la mayor concentracion de
sélidos solubles (19,65 °Brix), la mayor acidez
(9,05 meq/l) y la mayor firmeza (13,96 g/mm) en
el periodo estudiado.

4. Conclusiones

Los resultados de este trabajo muestran que en
las condiciones edafoclimaticas de la Regidn de
Murcia, arboles injertados en patrones de bajo
vigor como ‘Gisela 5 y ‘Piku 1’ tienen una
tendencia excesiva al enanismo. Por el
contrario, un mejor comportamiento
agrondmico tuvieron aquellos patrones mas
vigorosos con mayores cosechas y frutos de
mejor calidad que los menos vigorosos. La
buena adaptacién a las condiciones de cultivo de
arboles injertados en ‘Mariana 2624’ y ‘Adara’
hizo que se obtuvieran buenas cosechas y con
frutos de muy buena calidad, ademds se
adaptaron mejor a las condiciones de asfixia
radicular que otros injertados sobre ‘Gisela 5’,
‘Gisela 6’, ‘SL 64’, ‘Mayor’ y ‘Pikul' que
presentaron una mayor mortandad.
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Tablas y Figuras

Tabla 1: Produccion media y acumulada de los
portainjertos de vigor medio a alto estudiados
durante los afios 2010, 2011 y 2012. Seccion de
tronco alcanzado en invierno de 2012, medido a
25 cm del suelo. Evaluacion realizada a partir de
5 plantas/portainjerto. En cada columna, letras
diferentes indican diferencias significativas con
P< 0,05, test de Duncan.

) Fuerza requerida para comprimir el fruto 1
mm.

Tabla 3: Produccion media y acumulada de los
portainjertos de vigor medio a bajo estudiados
durante los afios 2010, 2011 y 2012. Seccion de
tronco alcanzado en invierno de 2012, medido a
25 cm del suelo. Evaluacion realizada a partir de
5 plantas/portainjerto. En cada columna, letras
diferentes indican diferencias significativas con
P< 0,05, test de Duncan.

Produccion Produccidon Seccidn

Patrones media acumulada tronco
(Kg/érbol)  (Kg/érbol)  (cm?)

Piku 4 11,2 a 33,5 a 88,3b

SL 64 10,7 a 31,9 a 100,6 a

Maxma 14 8,1 ab 24,4 ab 91,8b

Piku 3 6,0 b 18,1 bc 107,9a

Gisela 5 3,0 c 8,6 c 25,2 ¢

Producciéon Producciéon  Seccidn
Patrones media acumulada  tronco
(Kg/érbol)  (Kg/arbol) (cm?)
Mariana 21,1a 63,4 a 144,0 a
Mayor 19,8 a 59,3 a 1210 b
Adara 13,5b 40,5b 123,7 ab
SL64 7,7 ¢ 23,1c 91,6 ¢
Maxma 14 7,4c 22,3 ¢ 93,9 ¢

Tabla 2: Peso del fruto en gramos™, cantidad de
solidos solubles?, acidez”? y Firmeza®. Los
resultados obtenidos son valores medios
obtenidos durante los afios 2010, 2011 y 2012.
Evaluacion  realizada a partir de 5
plantas/portainjerto. En cada columna, letras
diferentes indican diferencias significativas con
P< 0,05, test de Duncan.

Peso ss Acidez Firmeza
Patrones  fruto opyut (meq/l) (g/mm)
() (°Brix) ) 5)

Adara 83a 181 a 7,81a 134 a
Mariana 79b 17,7 ab 7,8a 13,0 ab
Mayor 76c 17,1 c 7,4a 12,5 bc
SL 64 7,0d 17,8 ab 8,0a 12,0 ¢
Maxmal1l4 6,6e 17,5bc 7,4a 13,1 ab

@ Calculado a partir de 15 frutos/patrén
@lcalculados a partir del zumo de 10
frutos/patron

G) Calculado de la media de 10 frutos/patrén

@ ml de disoluciéon 0.1 N de NaOH requerida
para ajustar el pH de 10 ml de zumo a un valor
de 8.1.

Tabla 4: Peso del fruto en gramos'®, cantidad de
solidos solubles?, acidez? y Firmeza®. Los
resultados obtenidos son valores medios
obtenidos durante los afios 2010, 2011 y 2012.
Evaluacion  realizada a partir de 5
plantas/portainjerto. En cada columna, letras
diferentes indican diferencias significativas con
P< 0,05, test de Duncan.

(1)

Peso Acidez Firmeza
Patrones  fruto .- . (meqg/l) (g/mm)
() (°Brix) @ 5)

Piku 3 92a 196 a 9,0a 139 a
Piku 4 83b 183 ¢ 8,0b 12,9 ab
SL 64 82b 186bc 8,1b 13,8 a
Maxma 14 74c 186 ¢ 7,6b 13,3ab
Gisela 5 73c 19,1ab 7,5b 123 b

Calculado a partir de 15 frutos/patrén
@lcalculados a partir del zumo de 10
frutos/patrén

() Calculado de la media de 10 frutos/patrén

“ ml de disolucién 0.1 N de NaOH requerida
para ajustar el pH de 10 ml de zumo a un valor
de 8.1.

) Fuerza requerida para comprimir el fruto 1
mm.
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Efecto de la distancia de la planta al foco emisor de luz durante
la fase de multiplicacion del cultivo in vitro de Limonium
sinuatum
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RESUMEN

La luz juega un papel fundamental en el desarrollo de las plantas. Aparte de su efecto
sobre la acumulacion de biomasa a través de la fotosintesis, la intensidad y la calidad
de la luz determinan la forma y el tamaio de la planta. En este trabajo se muestran
los resultados del ensayo llevado a cabo para estudiar el comportamiento de dos
variedades de color azul de Limonium sinuatum, “Aqua Blue” (AQ) y “Duel Violet” (DV),
con respecto a la distancia de la fuente emisora de luz durante la fase de multiplicacion
de su cultivo in vitro. Se llevaron a cabo cuatro tratamientos con diferentes

intensidades luminosas, utilizando un

medio Murashige and Skoog (MS)

suplementado con Nf-benzilademina (BA), y para cada uno de ellos se midié la
radiacién fotosintéticamente activa (PAR), cuantificando el flujo de fotones
fotosintéticamente activos (FFF). Posteriormente, se tomaron medidas del
crecimiento de las plantas, de la tasa de propagacién y de la concentracion de
pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b y carotenoides). La disminucién de la
distancia al foco emisor de luz no tuvo ningln efecto negativo sobre las plantas. Asi
que, la reduccién de la distancia entre bandejas dentro de una camara de cultivo in
vitro, llevaria a un mejor aprovechamiento del espacio disponible sin perjudicar la

calidad de las plantas.

Palabras clave: Intensidad luminosa;

fotosintéticos.

1. Introduccion

Limonium sinuatum es una especie de la familia
de las Plumbaginaceas muy apreciada porque
tiene un buen mercado tanto para flor seca como
para flor en fresco.

Unos de los problemas que presenta esta especie
es la obtencién masiva de plantas. La
propagacién convencional de muchos cultivares
de Limonium se hace por semilla o por esquejes,
de manera que la obtencién de la planta lleva
unos 6 u 8 meses, con un rendimiento limitado
(20-30 %) y en muchos casos las plantas
obtenidas no son homogéneas. Como alternativa
se suele utilizar la propagaciéon in vitro o
micropropagacion, que se realiza en laboratorio
bajo condiciones controladas. A pesar de las
indudables ventajas que ofrece este método, es
necesario solventar una serie de problemas que
pueden aparecer y que limitarian el rendimiento
del proceso. Ademas, la explotacion comercial de
estas técnicas requiere la optimizacidon de una
serie de parametros que, en la mayor parte de los

limonio; micropropagacién; pigmentos

casos, debe hacerse cultivar por cultivar. Entre
los factores que se deben tener en cuenta
tenemos el método de establecimiento [1,2], la
eleccién del método de multiplicacidn, el ajuste
de los medios de cultivo (nutrientes y hormonas)
[3], la aparicidn de hiperhidricidad, etc.

La empresa Barberet & Blanc, S.A. situada en
Puerto Lumbreras (Murcia) se dedica, entre otras
actividades, a la mejora genética y a la obtencion
de nuevas variedades de Limonium sinuatum.
Una parte importante de su esquema productivo
esta basado en el cultivo in vitro de la especie,
por lo que es necesario depurar la técnica de
micropropagacion en todas las fases que
comprende el proceso con el fin de conseguir
suficientes plantas con la calidad apropiada para
obtener la maxima rentabilidad.

En este trabajo se realizé un ensayo de dos
variedades de color azul de limonio, “Aqua Blue”
y “Duel Violet”, durante la fase de multiplicacion
in vitro, con el objetivo de saber qué efecto tiene
la distancia de la fuente emisora de luz a la planta
sobre su desarrollo. Esto es importante, ya que
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unos de los problemas de los productores de
plantas micropropagadas es la limitacién de
espacio dentro de las cdmaras de cultivo, y por
este motivo se busca reducir el espacio entre
baldas en las estanterias utilizadas.

2. Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

Para realizar este ensayo se han utilizado plantas
establecidas en cultivo in vitro de Limonium
sinuatum de las variedades “Aqua Blue” y “Duel
Violet” que se encuentran en la fase de
multiplicacion.

En esta fase de multiplicacion se utilizé un medio
de cultivo con la concentracién de macro- y
micronutrientes descrita por Murashige y Skoog
(1962) [4] y suplementada con un 4 % (p/v) de
sacarosa, Yy Né-benziladenina (BA) a una
concentracion de 0,2 mg/L. Posteriormente, el
pH de los medios se ajustd a 5,8 y se afiadié agar
a una concentracion del 0,9 % (p/v). El medio se
distribuyé en tubos de ensayos y éstos se
autoclavaron a 104 KPa y a 121 °C durante 20
min. Todos los cultivos se mantuvieron a 23°C,
con un fotoperiodo de 16 h, y diferentes
tratamientos de iluminacién.

2.2 Tratamientos

Para estudiar el efecto de la distancia de la fuente
emisora de la luz se establecieron cuatro
tratamientos (Fig. 1). En el T-1 las plantas estaban
situadas a 18 cm de distancia, en el T-2 (control,
por ser la distancia habitualmente utilizada), T-3
y T-4 estaban a 125 cm, 8 cm y 2 cm,
respectivamente. Se hizo una correlacion entre la
distancia al foco emisor y el flujo de fotones
fotosintéticos (FFF) (Tabla 1), utilizando un
luxdmetro ECO LX1010B. A continuacion, se usé
un coeficiente obtenido de unas tablas de la
empresa OSRAM para sus tubos fluorescentes
gue permite realizar la conversion entre luxes y
flujo de fotones fotosintéticos.

2.3 Disefio y analisis estadistico

En este ensayo se cultivaron 25 plantas por
variedad, tratamiento y subcultivo. Se realizaron
cuatro subcultivos, es decir, cuatro repeticiones.
Cada subcultivo tenia una duracion de 35 dias. Al
final de cada periodo se tomaron medidas del
crecimiento y de la tasa de propagacion de los
cultivos. Posteriormente, las muestras fueron
congeladas y homogeneizadas en presencia de
nitrégeno liquido y almacenadas a -80 °C hasta su
utilizacion. La determinacidon de la concentracion

de pigmentos fotosintéticos en el material
procedente de cada tratamiento se llevd a cabo
en extractos metandlicos usando un
espectrofotometro Shimadzu UV-1603. Las
concentraciones se expresan en microgramos de
pigmento por gramo de peso fresco, para lo cual
se utilizaron las ecuaciones correspondientes
descritas en [5]. Los datos recogidos sobre
crecimiento, tasa de multiplicacién y pigmentos
fotosintéticos se trataron estadisticamente.

3. Resultados y Discusion

3.1 Crecimiento y tasa de multiplicacion

El crecimiento en las dos variedades al cabo de
los 35 dias se vio ligeramente afectado por la
cercania al foco emisor de luz, mejorando muy
poco en el T-4 con respecto al T-1 (Fig. 1y Fig. 2).
Sin embargo, la tasa de multiplicacion si fue
menor para el tratamiento T-4 en Duel Violet (Fig.
3), con respecto al T-4 en Aqua Blue (Fig. 4). Para
las dos variedades el numero de brotes por tubo
varié entre 2,1 y 2,9, dato que no es muy
significativo.

3.2 Concentracion de clorofilas a, b 'y
carotenoides

La concentracién de clorofila a para la variedad
Aqua Blue va descendiendo a medida que
aumenta el flujo de fotones, de manera que la
menor concentracion del pigmento se encontré
en el T-4. En cambio, para Duel Violet se observé
una disminucién, seguida de un aumento de los
niveles, de forma que la concentracion de
clorofila a en el T-4 quedd mas alta en Duel Violet
que en Aqua Blue. Destacar que para el
tratamiento T-3 las concentraciones de clorofila
a fueron muy similares (Fig. 6).

Los niveles de la clorofila b, mostraron la misma
tendencia que la clorofila a en ambas variedades,
apareciendo primero una bajada en la
concentracion para Aqua Blue a medida que
aumentaba la iluminacidn, y un pequefio repunte
en el T-4 para Duel Violet (Fig. 7). En la Fig. 7
también se puede observar que los valores de
concentraciéon de la clorofila b estuvieron muy
préximos para el T-3.

Con respecto a la concentracidn de carotenoides
totales (Fig. 8), se observd que al aumentar la
iluminacion Aqua Blue presentd una
concentracion elevada en T-2 para
posteriormente bajar su concentracion en T-4 de
una manera acusada. Sin embargo, en Duel Violet
la variaciéon fue muy discreta, elevandose los
valores a medida que aumentaba el flujo de
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fotones, pero solo de una forma ligera. De nuevo,
se pudo observar que para T-3 los valores de
carotenoides en ambas variedades estuvieron
cercanos, entre 6y 8 ug/g PF.

4. Conclusiones

Cuando los niveles de pigmentos fotosintéticos
son elevados, las plantas presentan una mejor la
adaptacion a las condiciones ambientales del
exterior de la camara de cultivo. Por lo tanto,
deberia elegirse aquel tratamiento que aseguré
altas concentraciones de pigmentos, pero
manteniendo unas tasas de propagacion y una
velocidad de crecimiento aceptables.

A pesar de ser consideradas las dos variedades de
color azul, no responden igual a los tratamientos.
Por lo tanto habria que considerar cada una de
las variedades por separado para obtener un
6ptimo de produccidn y aclimatacién.

Como no es posible establecer unas condiciones
individualizadas por variedad en el interior de la
camara de cultivo, debido a los costes, se debe
elegir un tratamiento que beneficie mas a una,
pero sin perjudicar demasiado a la otra, que este
caso, parece ser el T-3.

El tratamiento T-3 tiene una distancia menor
entre planta y foco emisor de luz que el T-2
(control). Utilizar este T-3 nos haria tener un
mayor numero de plantas en las cdmaras de
cultivo, debido a un mejor aprovechamiento del
espacio, ya que las baldas de las estanterias
podrian estar mas juntas.
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Tablas y Figuras

Tabla 1. lluminacién recibida por el material
vegetal en los distintos los tratamientos

Tratamiento  Distancia FFF
(cm) (umol/m?2*s)
T-1 18,0 96,9
T-2 12,5 99,6
T-3 8,0 101,2
T-4 2,0 102,7

Figura 1. Disposicion de los tratamientos en el
ensayo

——

Crecimiento (cm)

lluminacién (FFF, pmol/m?2*s)

Figura 2. Efecto de la iluminacidn sobre el
crecimiento de Duel Violet
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Figura 8. Efecto de la iluminacion sobre los
niveles de carotenoides en Duel Violet (DV) y
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Figura 5. Efecto de la iluminacion sobre la tasa
de multiplicacion Aqua Blue
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Figura 6. Efecto de la iluminacion sobre los
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Linea base de susceptibilidad y seleccion de poblaciones

resistentes de Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera:
Gelechiidae)

L. Garcia-Vidal, M.R. Martinez-Aguirre, P. Bielza
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RESUMEN

La polilla del tomate, Tuta absoluta, es en la actualidad la plaga mas importante del
cultivo de tomate. El control quimico es necesario para el control de esta plaga, por lo
que hay que desarrollar estrategias que eviten el desarrollo de resistencias a los
insecticidas eficaces para su control y desarrollar nuevos insecticidas compatibles con
los enemigos naturales y polinizadores. En este trabajo se ha evaluado la
susceptibilidad de distintas poblaciones de T. absoluta a los insecticidas lambda-
cihalotrin y metil-clorpirifos. La concentracién letal 50 (CL50) combinada para lambda-
cihalotrin fue de 173,4 ppm y para metil-clorpirifos de 12 ppm. Estos valores pueden
considerarse como la linea base de susceptibilidad para estos insecticidas. La
variabilidad natural obtenida en T. absoluta para lambda-cihalotrin fue de 7,8 y para
metil-clorpirifos de 4,2. También se estan seleccionando poblaciones resistentes de
T. absoluta a los insecticidas indoxacarb, metaflumizona y spinosad, para utilizarlos
como modelos en los estudios de los mecanismos de resistencia.

Palabras clave: Polilla del tomate; control quimico; estrategias; variabilidad natural.

1. Introduccion

La polilla del tomate, Tuta absoluta (Meyrick),
es la plaga mas importante del cultivo de
tomate en el mundo debido a su rapida
expansion y distribucidn geografica [1]. T.
absoluta es una plaga originaria de Sudamérica,
donde se ha ido expandiendo desde mediados
del siglo XX hacia las principales areas del
cultivo de tomate en el continente
sudamericano. A finales de 2006, T. absoluta
fue introducida en Europa desde Sudamérica a
través de Espaiia [2], detectdndose por primera
vez su presencia en invernaderos de tomate en
Castellon. En 2007, T.absoluta fue observada en
todas las principales areas del cultivo de tomate
de Espafia, y en 2008-2009, fue detectada en
otros paises de Europa. Las larvas de T. absoluta
penetran en las hojas, tallos y frutos de la planta
de tomate. Las larvas se alimentan del mesdéfilo
de las hojas creando galerias, las cuales afectan
a la fotosintesis de la planta, dando lugar a una
disminucion de la produccién de tomate [3].
Fig.1. El control quimico es uno de los pilares
basicos para el control de esta plaga. Es
necesario desarrollar estrategias que eviten el
desarrollo de resistencias a los pocos
insecticidas eficaces para su control que existen
en la actualidad, y a su vez que estos

insecticidas sean compatibles con los enemigos
naturales y polinizadores. La estrategia de
prevencion de la resistencia debe basarse en la
alternancia de productos con distintos
mecanismos de resistencia. Para disefiar estas
estrategias anti-resistencia a los nuevos
productos ecocompatibles, es necesario
conocer el estado actual de las resistencias en
las poblaciones y estudiar los mecanismos de
resistencia implicados.

Los objetivos de este trabajo son, por un lado,
estudiar la susceptibilidad de poblacionesde T.
absoluta a los insecticidas lambda-cihalotrin y
metil-clorpirifos, para estudiar el potencial de
resistencia que presentan dichas poblaciones a
estos insecticidas, y como segundo objetivo,
obtener poblaciones de T.absoluta resistentes a
los insecticidas indoxacarb, metaflumizona vy
spinosad, para estudiar los mecanismos de
resistencia implicados y las resistencias cruzadas
con otros insecticidas presentes en el mercado.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Poblaciones de Tuta absoluta

Las poblaciones de T. absoluta fueron
recolectadas de diferentes paises de Europa
(Tabla 1). Una vez en el laboratorio, las
poblaciones fueron colocadas en jaulas de cria
con planta de tomate (Lycopersicum sculentum
cv. Bobcat) para su alimentacion. Las jaulas son
mantenidas en el laboratorio en condiciones
controladas de temperatura (25+22C), humedad
relativa (60+5%) y fotoperiodo (16/8
luz/oscuridad).

2.2 Insecticidas

Las formulaciones comerciales de los
insecticidas empleados en los bioensayos
fueron: Spintor 480 SC (spinosad 48% w/v, Dow
AgroSciences), Steward 30WG (indoxacarb 30%
p/p, DuPont), Alverde (metaflumizona 24% p/v,
BASF), Karate Zeon (lambda-cihalotrin 10% p/v,
Syngenta) y Reldan* E (metil-clorpirifos 22,4 %
p/v, Dow AgroSciences).

2.3 Bioensayos de susceptibilidad

Estos bioensayos se realizaron con larvas L2 de
T. absoluta. Para obtener la cantidad necesaria
de larvas para los bioensayos, se cazan adultos
de unajaula de cria y se introducen en jaulas con
planta de tomate limpia durante 48 horas para
gue pongan huevos. Transcurrido este tiempo,
los adultos son cazados de nuevo y colocados en
su jaula de cria. Tras 8-12 dias, aparecen las
larvas L2 en la planta empleada para la puesta
de los adultos.

El método de inmersidn de hojas de tomate fue
empleado para la realizacion de los bioensayos.
Cada bioensayo se llevé a cabo con distintas
concentraciones de los insecticidas a estudiar.
Las hojas de tomate fueron cortadas y se
sumergieron en las distintas concentraciones de
insecticida. Cada concentracidn contenia Tween
(0,05% v/v) como agente humectante no iénico.
Después, las hojas se pusieron a secar. Cada hoja
se colocd6 en una caja transparente
(dimensiones  12x10x5 cm) con algoddn
saturado de agua en el peciolo de las hojas para
evitar su deshidratacion. Posteriormente, las
larvas L2 de T. absoluta se sacaron con cuidado
de las galerias de la planta de tomate empleada
para la puesta de los adultos y se colocaron 10
larvas por caja. Los bioensayos se realizaron con
3 repeticiones por concentracion y 10 larvas por
repeticion, con un total de 30 larvas por
concentracion de insecticida. Los ensayos se
mantuvieron en condiciones controladas de

temperatura (25+22C), humedad relativa
(60+5%) y fotoperiodo (16/8 luz/oscuridad). La
mortalidad se evalud tras 72 horas.

2.4 Bioensayos de seleccidn de resistencia

Para los bioensayos de seleccién se partid de
una misma poblacién susceptible (Aguilas), para
asegurarnos que no hubiera ningun gen de
resistencia. En estos bioensayos se empled
también el método de inmersidon de hojas de
tomate, y se realizaron con larvas L2. En este
caso, se contaron las larvas L2 de la planta de
tomate empleada para la puesta de los adultos,
y se cortaron las hojas con las larvas en su
interior para sumergirlas en la concentracién de
insecticida empleada para la selecciéon. La
mortalidad se evalud tras 96 horas.

2.5 Analisis de los datos

En los bioensayos de susceptibilidad, Ia
mortalidad de las larvas fue analizada usando el
programa estadistico POLO-Plus. Este programa
calcula, corrigiendo la mortalidad segun la
formula de Abbott (1925), la concentracion letal
50 (CL50), la concentracidn letal 90 (CL90) y sus
limites fiduciales al 95% para cada poblacién e
insecticida. También se calcularon los factores
de resistencia (FR) de cada poblacion,
comparandola con la poblacién mas susceptible.

3. Resultados y Discusion

3.1 Susceptibilidad

En la Tabla 2 se muestran los resultados
obtenidos de los bioensayos realizados con
lambda-cihalotrin  en poblaciones de T.
absoluta. Los valores de CL50 fluctuaron entre
75,9 ppm para la poblacién Cafiada de Gallego,
y 591,1 ppm para Aguilas. Se observé una
variabilidad de 7,8 veces entre la poblacion mas
sensible y la menos susceptible (Factor de
resistencia, FR). La CL50 combinada de todas las
poblaciones para lambda-cihalotrin fue de
173,4 ppm. Este dato puede considerarse como
la linea base de susceptibilidad de T. absoluta
para lambda-cihalotrin. También se observé que
la CL90 combinada de lamba-cihalotrin (3227
ppm) estaba por encima de su dosis de campo
(20 ppm), por lo que parece que este insecticida
es poco eficaz frente a las poblaciones de T.
absoluta bioensayadas.

En la Tabla 3 se muestran los resultados
obtenidos de los bioensayos realizados con
metil-clorpirifos en poblaciones de T. absoluta.
Los valores de CL50 fluctuaron entre 5,8 ppm
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para la poblacion Almeria, y 24,3 ppm para
Canada de Gallego. Se observé una variabilidad
de 4,2 veces entre la poblacion mas sensible y la
menos susceptible. La CL50 combinada de todas
las poblaciones para metil-clorpirifos fue de 12
ppm. Este dato puede considerarse como la
linea base de susceptibilidad de T. absoluta para
metil-clorpirifos. También se observé que la
CL90 combinada de metil-clorpirifos (76,3 ppm)
estaba por debajo de su dosis de campo (896
ppm), siendo este insecticida bastante eficaz
frente a las poblaciones de T. absoluta
bioensayadas.

3.2 Seleccidén de resistencias

La respuesta de T. absoluta a la seleccion de los
insecticidas indoxacarb, spinosad y
metaflumizona se presenta en la Tabla 4. Para
indoxacarb y spinosad, se fueron aumentando
las concentraciones de insecticida, hasta
alcanzar la seleccion 8, en donde se tuvieron que
bajar concentraciones debido al aumento de la
mortalidad. Esto posiblemente se deba a que se
estd reduciendo la poblacién seleccionada vy
aumentando la consanguinidad de los
individuos. En el caso de metaflumizona, se
fueron aumentando las concentraciones de
insecticida hasta alcanzar una seleccion 7
tratada a 10 ppm.

4. Conclusiones

En los bioensayos de suscepibilidad de
poblaciones de T. absoluta a lambda-cihalotrin
y metil-clorpirifos, las variabilidades obtenidas
entre las poblaciones estan dentro de la
variabilidad natural esperable, ya que ha sido
una misma poblacién invasiva de T. absoluta la
que ha colonizado todo el Mediterraneo.

Para las poblaciones seleccionadas a
indoxacarb, spinosad y metaflumizona,
seguiremos  seleccionando y realizando

bioensayos para determinar el nivel de
resistencia adquirido.
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Poblaciones de T. absoluta
bioensayadas.

Poblacién Origen Fecha de Cultivo
recogida
Abaran Murcia (Espafia) | Marzo 2010 | Tomate
Almeria Almeria Mayo 2010 Tomate
(Espaia)
Canarias Las Palmas de Mayo 2010 | Tomate
Gran Canarias
(Espafia)
Nijar Almeria Mayo 2010 | Tomate
(Espaia)
Cafiada de | Murcia (Espafia) | Mayo 2010 | Tomate
Gallego
Biancavilla Sicilia (Italia) Julio 2010 Tomate
Tudela Navarra Septiembre | Tomate
(Espaiia) 2010
Boavista Oporto Septiembre | Tomate
(Portugal) 2010
Charneca Lisboa Septiembre | Tomate
(Portugal) 2010
Aguilas Murcia (Espafia) | Enero2011 | Tomate
Foggia Foggia (Italia) Marzo 2011 | Tomate
Mazarrén Murcia (Espafia) Julio 2012 Tomate
Fossano Fossano (ltalia) Julio 2012 Tomate
Francia Villeneuve de la | Septiembre | Tomate
Raho (Francia) 2012
Grecia Heraklion Noviembre | Tomate
(Grecia) 2012

Tabla 2. Susceptibilidad de T. absoluta a lambda-cihalotrin

6. Referencias bibliograficas
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Insecticida

Seleccion | Tratamiento

Larvas

%

(DC: 20)

Poblacion CL50 | LF (95%) | CL90 | LF(95%) | FR

Cafiada de 75,9 41,1- 733,4 399,3- 1
Gallego 125,6 1916,6

Foggia 95,5 | 8,6-186 | 1820,7 808,1- 1,26
47847

Boavista 96,6 30,5- 1143,3 364,1- 1,27
260,3 1,9x10°

Canarias 97,9 8,3- 1854,6 788,8- 1,29
203,2 49170

Charneca 158,2 67,4- 684,6 | 390,896- | 2,1
254,9 3477,6

Nijar 172,3| 19,5- |3736,8| 1309,1- | 2,3
389,8 1,9x10°

Almeria 275,9 52,7- 1931,8 851,1- 3,6
559,1 70743

Tudela 335,2 | 113,9- |1778,1| 1082,4- 4,4
524,1 6926,7

Abaran 433,9 | 255,7- |1671,3| 1035,6- | 5,7
579,3 9095,1

Biancavilla 500,4 | 243,1- |6537,5| 2089,3- 6,6
1147,3 1,0x108

Aguilas 591,1| 150,3- |4337,4| 24533- | 7,8
1028,5 18639

Linea Base de | 173,4| 130,1- |3227,8| 2236,2- -
Susceptibilidad 219,7 5299,8

* DC: Dosis de campo en ppm. CL50: Concentracién Letal 50
en ppm. CL90: Concentracién Letal 90 en ppm. LF (95%):
Limites fiduciales calculados al 95%. FR: Factor de
resistencia con respecto a la poblacién mas susceptible.

Tabla 3. Susceptibilidad de T. absoluta a metil-clorpirifos
(DC: 896)

Canarias 13,3 | 5,1-77,9 | 216,2 48,4- . 2,28
Cafiada de 24,3 | 11-204,4 | 208,9 55,6- . 4,2
12 9,3-15 | 76,3 | 54,5-123,4 -

Linea Base de

* DC: Dosis de campo en ppm. CL50: Concentracion Letal 50
en ppm. CL90: Concetracion Letal 90 en ppm. LF (95%):
Limites fiduciales calculados al 95%. FR: Factor de
resistencia con respecto a la poblacion mas susceptible.

Tabla 4. Seleccién de resistencia a indoxacarb
(DC: 60), spinosad (DC: 120) y metaflumizona
(DC: 240)

* DC: Dosis de campo en ppm.

Figura 1. Dafios de T. absoluta en cultivo de

tomate.
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RESUMEN

El control integrado de plagas basado en los agentes de control bioldgico se ha
impuesto en los cultivos horticolas intensivos. Sin embargo, estos protocolos siguen
requiriendo de los fitosanitarios. Para mantener y aumentar la eficacia de estos
programas es vital la prevencién del desarrollo de resistencias a los productos
insecticidas utilizados. Tuta absoluta (Meyrick), cominmente conocida como la polilla
del tomate, es un reto fitosanitario de la horticultura intensiva, poniendo en riesgo los
programas de control integrado en el cultivo de tomate desde su aparicién en 2006 en
Espafia y su rapidisima extension. Se estudié la susceptibilidad de poblaciones de tuta
procedentes del area mediterranea (Espafia, Portugal, Grecia, Francia e Italia) a los
insecticidas emamectina benzoato y azadiractina. La concentracién letal 50 (CL50)
combinada para emamectina benzoato fue 0,014 ppm, siendo para azadiractina de
2,96 ppm. Estos valores pueden considerarse como la linea base de susceptibilidad
para futuros estudios del desarrollo de resistencias a estos compuestos. La variabilidad
natural entre poblaciones fue 3,2 para emamectina, lo que puede considerarse como
normal incluso bajo. A pesar de obtener una variabilidad de 12,4 para azadiractina,
sigue siendo un valor dentro de lo esperado. Se observa respuesta a la seleccion para
emamectina y flubendiamida, con un aumento de la resistencia de 3,7 y 8,6 puntos
en la CL50 y CL90 desde la SO a la S6 para emamectina. Siendo para fluendiamida de 5

y 13, desde la SO hasta la S6. No teniendo datos para clorantraniliprol.

Palabras clave: resistencia; tomate; diamidas; emamectina; azadiractina

1. Introduccion

T. absoluta es una plaga muy invasiva, que
no solo alcanza niveles poblacionales
elevados, sino que ademas se ha expandido
de forma muy rapida, invadiendo en tres
afios toda Espafia, norte de Africa y gran
parte de Europa [1]. Ademas, en los paises
donde estd presente se ha convertido en
una de las plagas clave del cultivo [2,3].

Desde las primeras observaciones se
mostré como una plaga muy agresiva,
causando importantes dafios en hojas y
frutos del cultivo del tomate [4]. Ademas, la
polilla del tomate se refugia en otras
especies vegetales como la berenjena
(Solanum melongena), Solanum nigrum,
Solanum tuberosum, Chenopodium murale,
Nicotiana glauca y Phaseolus vulgaris [5].

Uno de los objetivos de este trabajo es
estudiar la susceptibilidad inicial de
poblaciones de T. absoluta procedentes de
Espafia, Portugal, Grecia, Francia e Italia a
emamectina benzoato y azadiractina. Asi se
ha obtenido la linea base de susceptibilidad,
para futuros estudios del desarrollo de
resistencias a estos compuestos.

El otro objetivo consiste en seleccionar
poblaciones resistentes a clorantraniliprol,
flubendiamida y emamectina benzoato.

2. Materiales y Métodos

Los bioensayos de susceptibilidad y de
seleccion se realizaron en larvas de segundo
estadio (L2). El material vegetal utilizado fue
Lycopersicon esculentum Mill. cv. Bobcat
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2.1 Bioensayo de susceptibilidad

Para sincronizar la oviposicién y tener las L2, 10
- 12 dias previos al bioensayo se ponen los
adultos de tuta, de la poblacién objeto de
estudio, sobre planta limpia durante 48 horas.
Cuando las larvas se encuentran en L2, se
extraen. A continuacidn, se tratan 3 hojas de
tomate de planta limpia por concentracién, y se
ponen 10 L2 sobre cada hoja obteniendo un
total de 3 repeticiones de 10 larvas por
concentracion. A las hojas se les pone algoddn
himedo en el peciolo. Fig. 1. Pasadas 72 horas
se procede a la lectura del bioensayo,
distinguiendo entre larvas vivas, muertas vy
moribundas (se consideran muertas a la hora de
trabajar con los datos).

Los datos se analizan mediante método probit
con ayuda del programa Polo Plus.

2.2 Bioensayo de selecciéon

Para llevar a cabo estos bioensayos, se procede
a la sincronizacidn de la oviposicion, al igual que
en apartado anterior. Una vez que las larvas se
encuentran en segundo estadio, se cuentan
todas las larvas que hay en la planta limpia.
Después, se cortan todas las hojas de la planta 'y
se sumergen, con las larvas en su interior, en la
concentracion preparada. Una vez que las hojas
estan secas, se introducen en envases del mismo
tipo que los usados en los bioensayos de
susceptibilidad. Transcurridas 96 horas se lee el
bioensayo y se diferencia entre larvas vivas,
muertas o moribundas (se contaran como
muertas). Las larvas vivas y moribundas se
pondran sobre planta limpia y se procedera a su
cria.

3. Resultados y Discusion

3.1 Susceptibilidad

La linea base de susceptibilidad de las 11
poblaciones europeas (Tabla 1) estudiadas para
emamectina benzoato es de 0,014 (0,012 -
0,016) ppm. A excepcidn de una poblacién
(Boavista), no se encuentran diferencias
significativas entre poblaciones. De hecho, la
variabilidad natural (factor de susceptibilidad)
es un valor que se puede considerar bajo, 3,22
(Tabla 2).

Sin embargo, en azadiractina se observa mas
variabilidad. Aun asi, sucede lo mismo que en el
caso anterior, a excepcion de dos poblaciones
no hay diferencias significativas. En este caso la
CL50 combinada corresponde a 2,96 (2,21 —

3,81) ppm. El factor de susceptibilidad se
encuentra dentro de los valores esperados
(12,4) (Tabla 3).

Se observa que, aunque se han estudiado
poblaciones con diferentes origenes, no se
encuentran diferencias significativas en los
resultados. Esto puede ser debido a que fue una
Unica poblacidén la que invadié la peninsula
procedente de Sudamérica [4].

3.2 Respuesta a la seleccidn

La respuesta a la seleccion de emamectina
(Tabla 4), muestra una disminucidn de 3,7 veces
la susceptibilidad para los datos obtenidos de la
CL50 (0,01 ppm) de la poblaciéon de partida (S0),
respecto a la CL50 (0,037 ppm) de la seleccién 6
(S6). Respecto a la CL 90, también se observa un
aumento de 8,6 de la resistencia desde la SO
(0,033 ppm) a la S6 (0,285 ppm).

Para clorantraniliprol no se ha realizado
bioensayo todavia (Tabla 5), pero comparando
los resultados de la S5 con los de la CL90 de la
Tabla 4, se puede intuir que no se esta
seleccionando. Esto es asi porque la CL 90 es de
0,65 ppm y la mortalidad entre 0,4 - 0,8 ppm es
del 91%.

Respecto a flubendiamida, también se observa
que tras varias selecciones, la poblacion es
menos susceptible. Esto se observa en la Tabla
6. La CL50 de la SO (0,1 ppm) es casi 5 veces
menor que la CL 50 de la S5. Y para la CL90, 13
veces.

4. Conclusiones

4.1 Susceptibilidad

La linea base obtenida para emameactina es de
0,014 (0,012 -0,016) ppm y para azadiractina de
2,96 (2,21 — 3,81) ppm. En ambos productos,
bioensayos en poblaciones de diferentes paises,
no se encuentran diferencias significativas entre
poblaciones. Y el factor de susceptibilidad se
encuentra dentro de lo esperado (3,22 y 12,4
respectivamente).

4.2 Respuesta a la selecciéon

Las poblaciones seleccionadas a emamectina
benzoato y flubendiamida estan teniendo una
respuesta positiva a los tratamientos. Han
multiplicado su resistencia en 3,7 y 5 para la
CL50, respectivamente. Y para la CL 90, los
resultados son mds expectantes aun, han
multiplicado la resistencia por 8,6 y 13,
respectivamente.
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Para clorantraniliprol todavia no se ha realizado
bioensayo para verificar si se esta
seleccionando, pero observando los datos se
puede intuir que esto no es asi.
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Origen y nombre de las poblaciones
estudiadas

Pais de Nombre de la
origen Procedencia poblacién
Andalucia
(Almeria) Nijar
Andalucia Almeria
Las Palmas de
Gran Canarias Canarias
Espaiia Murcia Aguilas
Murcia Mazarrén
Murcia Abaran
Murcia Cafada de
(Mazarrén) Gallego
Navarra Tudela

Italia Foggia
Italia Sicilia Biancavilla
Fossano Fossano
Oporto Boavista
Portugal Lisboa Charneca
Villenueve de la
Francia Raho Francia
Grecia Heraklion Grecia

Tabla 2. CL50 de las diferentes poblaciones
estudiadas, factor de susceptibilidad y linea base
de emamectina.

CL50 lim lim Factor de

(ppm) inf sup susceptibilidad
Boavista 0,027 0,019 0,059 3,22
Abaran 0,025 0,016 0,063 2,92
Biancavilla 0,018 0,012 0,033 2,13
Foggia 0,014 0,009 0,025 1,67
Aguilas 0,013 0,010 0,016 1,52
Canarias 0,012 0,006 0,017 1,36
Nijar 0,011 0,008 0,016 1,34
Tudela 0,011 0,007 0,015 1,26
Almeria 0,010 0,005 0,016 1,19
Charneca 0,009 0,005 0,017 1,09
C. Gallego 0,009 0,005 0,012 1,00
Linea base 0,014 0,012 0,016

Tabla 3. CL50 de las diferentes poblaciones
estudiadas, factor de susceptibilidad y linea base
de azadiractina.

CL50 lim lim Factor de

(ppm) inf sup  susceptibilidad
Boavista 7,28 1,21 24,73 12,36
Charneca 5,92 2,64 11,37 10,05
Abaran 5,25 1,38 13,78 8,92
Almeria 3,81 1,98 6,25 6,47
Foggia 3,45 0,76 8,23 5,87
Biancavilla 3,19 0,506 8,592 5,43
Canarias 2,81 0,390 6,771 4,78
Aguilas 2,18 1,197 3,536 3,71
C. Gallego 1,87 0,487 4,024 3,19
Tudela 1,32 0,223 3,089 2,26
Nijar 0,58 0,031 1,653 1,00
Linea base 2,96 221 3,81

Tabla 4. Respuesta a la seleccion de emamectina

EMAMECTINA

Seleccion
(n2 larvas)

Mortalidad
estimada (%)
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S0 0,02 no estimada
CL50: 0,01 ppm S1 0,1 no estimada
S2
CL90: 0,033 ppm| (522) 0,02-0,15 76
S3
(1.085) 0,05-0,1 87
S4
(1.340) 0,05-0,1 94
S5
1- 2
(51156 1703 8
Bioensayo
S6
CL50:0,037ppm| (007)  9° 95
CL90: 0,285 ppm
S7
(1.185) 0,1-0,7 98

Tabla 5. Respuesta a la seleccion de

clorantraniliprol

CLORANTRANILIPROL|Seleccion  ppm

CL50: 0,18 ppm

CL90: 0,65 ppm

Mortalidad
estimada (%)
( 4570 1) 0,2 54
(95219) 0,4 89
(55022) 0,8 96
(4.59319) 081 %
(2_?;; 2 0,4-1 99
( 5575 6) 0,4-0,8 91

Tabla 6. Respuesta a la seleccion de
flubendiamida

;s Mortalidad
FLUBENDIAMIDA | seleccion ppm ~ Miorioyost
S0
(as7) OB 35
s1
CL50:01ppm | (424) ¥03 64
52
cLo0:0,41ppm | (s08) O40° 79
53
(1.195) OB 87
s4
(6195 o1 98
Bioensayo S5
s5
CL50:049 ppm | (1057) 12 97
CL 90: 5,35 ppm

—
-

i

e

Figura 1. Envases pldsticos transparentes con
hojas de tomate y larvas en su interior.
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RESUMEN

El suelo es un recurso no renovable, dinamico, afectado por fuentes de
contaminacién que lo pueden convertir en un recurso contaminado. El
contenido en metales pesados del suelo es uno de los criterios empleados
para la estimacion de la calidad ambiental del suelo, siendo necesario, el
establecimiento de niveles de fondo en los metales y sus correspondientes
niveles genéricos de referencia. El suelo tiene unos valores naturales de
presencia de determinados elementos traza, metales, que son conocidos
como valores de fondo, que generan un riesgo admisible. Pero cuando ese
riesgo se convierte en inadmisible, se han de establecer otros valores que nos
indiquen ese umbral. Estos valores serian los niveles genéricos de referencia
del suelo, y son los valores que nos indicaran si estamos ante un suelo
potencialmente contaminado, o contaminado. Los “elementos traza” tales
como los siguientes metales pesados (Zn, Pb, Co, Cu y As), aparecen
mayoritariamente en los residuos mineros relativos a las industrias
extractivas. Estos materiales ya sean residuos, recursos o subproductos
reciben, por lo general, el tratamiento de residuos inertes, cuando en realidad
deberian ser tratados como materiales peligrosos, por su caracter téxico. Por
tanto, el presente estudio persigue el realizar un analisis critico de las
disposiciones normativas que regula los residuos y suelos propios de los
distritos de mineria, metdlica bdsicamente, con la finalidad de proponer
mejoras normativas que permitan la adecuacion de la legislacion aplicable a
los nuevos conocimientos cientifico-técnicos, asi como a todos los aspectos
relacionados con la minimizacién de riesgos y salud ambiental.

Palabras clave: residuos y suelos de mineria, toxicidad, consideracién juridica, elementos
traza (metales); implicacion legal; minimizacion de riesgos, salud ambiental.

comunitario, estatal y de comunidades

1.-Introduccion . ,
auténomas, asi como la consulta de

Esta investigacion parte de la idea de que
Espafia es un pais que no se ha caracterizado
histéricamente por su concienciacién en la
necesidad de proteger el suelo. A este respecto,
la consideracién de residuo en la legislacion
tanto a nivel comunitario, como estatal se basa
en definiciones poco claras y de dificil
comprension.

En consecuencia, elaboramos un estudio de la
normativa existente relativa a suelos
contaminados y residuos mineros, tanto a nivel

Jurisprudencia relativa a este tema. Por otro
lado, también se hace un estudio de los
articulos cientificos publicados relativos tanto
de suelos contaminados como de residuos
mineros. Por ultimo, y a modo de corolario, a la
luz de las carencias técnicas y juridicas que se
han puesto de manifiesto tras el estudio y
andlisis de la legislacidn actual, se propone que
dichas carencias sean tenidas en cuenta para
futuras disposiciones normativas.
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2. Materiales y Métodos.

2.1 Materiales

Los materiales utilizados para este trabajo han
consistido en la busqueda y estudio de
bibliografia en todo lo relativo a articulos
publicados sobre suelos contaminados y
residuos mineros. Igualmente, se ha recurrido al
analisis de las disposiciones normativas relativo
a los residuos mineros y suelos contaminados.

2.2 Métodos

El andlisis comparado entre los conocimientos
cientifico-técnicos, la Jurisprudencia y las
disposiciones normativas, relativos a suelos
contaminados y residuos mineros, ha sido la
base de este trabajo. De este modo, se han
intentado localizar las carencias normativas
existentes en la legislacion aplicable
actualmente, en relacion a su poca adecuacién
respecto de las caracteristicas y
comportamiento de los suelos y residuos de
zonas de mineria, conforme a los conocimientos
cientificos y técnicos actualmente disponibles.
Para ello, en todo momento, se ha tenido como
prioridad la minimizacién de los riesgos para la
salud ambiental del entorno de estas zonas
mineras, asi como la valorizaciéon de estos
residuos como posible fuente de recursos.

3. Resultado y Discusién

Los resultados obtenidos se han derivado de la
revisién de las fuentes referidas en el apartado
anterior, en materia de industrias extractivas,
Ley de Minas y Reales Decretos 975/2009 y
777/2012 relativas a la proteccion 'y
rehabilitacion de espacios mineros y de residuos
y suelos contaminados (Ley 22/2011). La
consideracién de un suelo contaminado debe
tener en cuenta los valores de fondo, que es el
contenido natural de metales propios de cada
region edafogeoldgica, asi como los niveles
genéricos de referencia (NGR) (Martinez-
Sanchez y Pérez-Sirvent, 2007) y (Gdmez-Ros et
al., 2013), que se definen para cada sustancia
como la concentracién de wuna sustancia
contaminante en el suelo que no conlleva un
riesgo superior al maximo aceptable para la
salud humana o los ecosistemas. Estos niveles
genéricos de referencia se calculan de acuerdo
con los criterios recogidos en el anexo VIl del
Real Decreto 9/2005, y los mismos nos permiten
la elaboracién de riesgos de esa toxicidad por la

exposicion hasta que los valores de 100xNGR, a
partir de los cuales se consideran ambientes
totalmente, contaminados. El intervalo entre los
niveles de fondo y los NGR, constituye el rango
de concentracion de estos elementos que
conlleva un riesgo admisible para la poblaciény
0 ecosistemas. Los NGR estdn regulados por
normativa internacional y de comunidades
auténomas. A nivel nacional, no se dispone de
normativa al respecto, si bien el Real Decreto
1310/1990, que regula los lodos de depuracién
del sector agricola, fija los niveles maximos en
suelos y lodos para algunos metales pesados y
elementos traza, tales como son el Zn, Pb, Cu, Co
y As. Lo importante, por tanto, es la forma en la
que el material se acaba clasificando, ya sea
como residuo inerte o como residuo peligroso.
En el primer caso, estos residuos no necesitarian
de un tratamiento especifico, mientras que si se
considera como residuo peligroso estos
materiales necesitan una gestién adecuada de
los mismos. El Real Decreto 777/2012 recoge en
su Anexo | (Fig. 1) una serie de residuos relativos
a la mineria que son considerados como inertes.
De este modo, habria que considerar como
residuos inertes, a aquellos residuos con
contenidos en metales pesados y metaloides
qgue no superen los valores minimos, tanto los
que se encuentran regulados como tales en la
Lista Europea de Residuos (LER) con el cédigo
01, relativo a la mineria metdlica, como los que
no superen los niveles genéricos de referencia
(NGR) de las CCAA que asi lo tienen legislado, las
que no se le aplica la férmula EPA (Fig.2). Como
inertes, cumplen una serie de caracteristicas
detalladas en las tablas del Anexo |, se aplica el
art 3.7.e del RD 975/2009 y el subapartado 1.1.2
d) donde seran los metales (As, Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Mo, Ni, Pb, V y Zn) lo suficientemente bajos
como para que el riesgo sea admisible. Llegados
a este punto, nos preguntamos, qué pasa con
aquellos residuos con contenidos en metales
pesados y metaloides que superan los niveles
minimos citados anteriormente. A este
respecto, habria que concluir que estos
residuos, en primer lugar, no deberian ser
considerados como residuos inertes, sino que
profundizando deberian ser peligrosos. Si se
contintia con el analisis del anexo | el RD
777/2012, se llega a la metodologia que esta
normativa propone para la realizacién de las
pruebas de los residuos de industrias extractivas
para su clasificacién como “peligrosos”, que a su
vez estard sujeta a la normativa sobre residuos
peligrosos. Asi para la caracterizacién de estos
residuos peligrosos aplicamos la Decisidn de la
Comisién (2009/360/CE)Y en cuanto a la
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manipulacion de los residuos se debe tener en
cuenta la identificacion y clasificacion de los
residuos segln la Lista Europea de Residuos,
publicada mediante la Orden MAM/304/2002.
Dicha lista es una lista armonizadora de residuos
que se revisara periddicamente a la luz de
nuevos  acontecimientos, incluidas  sus
caracteristicas peligrosas tal como se establece
en dicha Orden Ministerial y en el anexo lll de la
ley 22/2011, que se ocupa de las caracteristicas
de los residuos que permiten calificarlos como
peligrosos. En la LER se entienden como
peligrosos aquellos que llevan un asterisco (*)
tras el cddigo, tal y como son los siguientes
residuos que se incluyen en el grupo 01 03
denominado como  “Residuos de la
transformacién fisica y quimica de minerales
metalicos”. La Decision 2000/532/CE ) expone
un listado de sustancias peligrosas al que hace
referencia la Ley 22/2011 en su art 6. Resaltar
qgue en el anexo apartado 4, todo residuo que
lleve (*) estd sujeto a la Directiva 91/689/CEE de
residuos peligrosos y el apartado 5 cita como
“metal pesado” siempre que este clasificado
como sustancia peligrosa. Esta Decision sufre
una modificacién por parte de la Decisidn
2001/118/CEE, e introduce una serie de cédigos
relativos a la industria extractiva de la mineria
metalica. Con posterioridad, sufre dos
modificaciones (Decisién del Consejo 2001/119
de 22 de enero y Decision Consejo 2001/573, de
23 de julio), recogidas por la Orden Ministerial
MAM 304/2002, ya citada. Asi, al comparar esta
nueva lista con la LER de la Decisidn
2000/532/CE, se puede comprobar que hay
coédigos que han sido eliminados y dejados de
ser considerados residuos como tal, como por
ejemplo es el caso del codigo “01 03 01.
Estériles”, que antes se consideraban inertes y
ahora han pasado a ser considerados como
residuos peligrosos en aquellos casos en los que
contienen sustancias peligrosas (01 03 05*), o
sulfuros (01 03 04%*). La lista de residuos sera
vinculante para la determinacidn de los residuos
qgue han de considerarse residuos peligrosos. La
inclusion de una sustancia u objeto en la lista no
significard que deba considerarse residuo en
todas las circunstancias. Una sustancia u objeto
se considerard residuo Unicamente cuando
corresponda a la definicién del articulo 3, punto
1 de la ley 22/2011. Conforme a esto, los
residuos de mineria metalica recogidos en el LER
con el cédigo “010101. Residuos de extraccion
de minerales metalicos” no aparecen recogidos
como inertes en el anexo | el RD 777/2012, por
lo que se estaria en disposicion de considerarlos
como residuos no inertes. No obstante, y en el

supuesto de que estos residuos fuesen no
inertes, podrian ser residuos peligrosos. En
consecuencia, surge aqui la pregunta de qué
ocurre con los residuos afectados por el cédigo
“010101. Provenientes de la extraccién de
minerales metalicos” que no son inertes, pero
que tampoco aparecen con el (*) que los
identificaria como residuos peligrosos, y que
superan los niveles y valores anteriormente
referenciados (valores limite y niveles genéricos
de referencia) como para ser considerados
como peligrosos. Ademas, para ser residuo
peligroso segun el Art. 6.2 de la Ley 22/2011, se
podra considerar un residuo como peligroso
cuando, aunque no figure en la lista como tal,
presente una o mas de las caracteristicas
indicadas en el Anexo |Ill. Entre estas
caracteristicas se destaca H6 (Tdxico) y H7
(Cancerigeno), en cuanto a los residuos relativos
a las industrias extractivas. Pero sin embargo
este caracter no aparece reflejado en Ila
normativa aplicable (RD 777/2012 y Decisién
2000/532/CE). Consecuentemente, se hace
necesario una implementacion de |la
consideraciéon de los aspectos toxicoldgicos
asociados a estos materiales derivados de la
mineria metalica, en la legislacién que los regula
de tal modo que se asegure, por un lado su
adecuada gestidn, y por otro que se minimicen
los riesgos de salud ambiental asociados a los
mismos. Ademas de todo lo expuesto
anteriormente, cabria ahora discutir el caracter
de los residuos de mineria metalica, ademas de
como peligroso o no, como recurso,
subproducto o estrictamente como residuo, ya
que dependiendo de la consideracidn que se le
aplique las consecuencias de indole practico,
econdmico y ambiental seran muy dispares. Ya
que la consideracién juridica para los tres
supuestos es totalmente distinta, en tanto y en
cuanto que los residuos (el suelo contaminado
es tratado como residuo: STJUE 7/09/2004B)),
estan regulados por todo el marco normativo
anteriormente descrito, mientras que para el
caso de los subproductos de produccion, SSTIUE
15/06/20001, 18/04/2002"' y 11/09/2003®, y
de los recursos la normativa de aplicacién es
totalmente diferente, entre otras cuestiones por
la introduccién del epiteto “peligroso” a la hora
de describir a estos materiales. Por tanto, nos
encontramos ante la paradoja de que unos
mismos materiales minerales puedan o no tener
la consideracion de peligrosos (residuo
peligroso STIUE 7/03/2013)) por lo que, seria
conveniente el tener en consideracion esta
cuestion para los posibles cambios normativos
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que pudiesen abordarse sobre este campo en un
futuro.

4. Conclusiones

Se puede concluir que la no existencia de
regulaciones, tanto de los niveles de fondo
como en los NGR en todas las Comunidades
Autdonomas, dificulta el poder aplicar, de forma
efectiva, una normativa especifica al respecto.

Por otro lado, la consideracién de los residuos
de la mineria, incluida la metalica, conforme a la
Lista Europea de Residuos vigente con el
caracter de no peligrosos, y por tanto sin (*),
hace que los mismos permanezcan en un limbo
juridico en el marco normativo espafiol.

En consecuencia, parece necesaria la revision de
una normativa que parece anticuada en lo
relativo a la mineria y poco desarrollada en
cuanto a la gestidn de las industrias extractivas
en lo referente a materiales peligrosos.

Por dltimo, resaltar que la Jurisprudencia es
escasa en materia de consideracién de suelo
contaminado, y practicamente nulo en lo
relativo a la mineria metalica. A este respecto,
existe solo alguna jurisprudencia emitida por el
Tribunal de Justicia de la Unién Europea a la
hora de intentar clarificar el concepto de
subproducto de industrias extractivas frente al
concepto de residuo.
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Tablas y Figuras.

Figura 1. Anexo |. RD 777/2012. Lista residuos
inertes. Cddigo 01.Residuos de prospeccion,
extraccién de minas y canteras y tratamientos
fisicos y quimicos de minerales.

01 01 Residuos de la extraccidon de minerales.
01 01 02 Residuos de la extraccién de minerales
no metalicos.

01 04 Residuos de la transformacion fisica y
quimica de minerales no metdlicos.

01 04 08 Residuos de grava y rocas trituradas
distintos de los mencionados en el cédigo 01 04
07.

01 04 09 Residuos de arena y arcillas.

01 04 10 Residuos de polvo y arenilla distintos
de los mencionados en el cédigo 01 04 07.

01 04 12 Estériles y otros residuos del lavado y
limpieza de minerales, distintos de los
mencionados en los codigos 01 04 07 y 01 04
11.

01 04 13 Residuos del corte y serrado de piedra
distintos de los mencionados en el cédigo 01 04
07.

01 05 Lodos y otros residuos de perforaciones.
01 05 04 Lodos y residuos de perforaciones que
contienen agua dulce.

Figura 2.Férmula EPA.

NR = NF+ n DE | NR= nivel de referencia, NF= nivel

de fondo, DE= desviacién estandar de la media de los
valores de fondo propios de la zona.
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RESUMEN

Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae) es un enemigo natural usado
ampliamente en el control biolégico de plagas, principalmente del trips Frankliniella
occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae). La instalacion y establecimiento de
0. laevigatus en los cultivos resulta de vital importancia, pero en ocasiones existen
problemas de compatibilidad con algunos tratamientos fitosanitarios. Este problema
siempre se ha abordado desde el punto de vista del plaguicida, estudiando la
compatibilidad de los productos y utilizando Unicamente aquéllos que son
compatibles. En este caso, este trabajo pretende abordar el problema desde el punto
de vista del enemigo natural, realizando la seleccién de una poblaciéon con una
resistencia a plaguicidas mejorada. Para ello estudiamos si existe una variabilidad
genética entre varias poblaciones naturales de O. laevigatus en el mediterraneo en su
tolerancia a diversos insecticidas. Los insecticidas utilizados fueron: tiametoxam,
imidacloprid e indoxacarb. Tiametoxam resulto ser el mas toxico que imidacloprid, aun
siendo ambos neonicotinoides. No existieron diferencias significativas entre
poblaciones para tiametoxam, sin embargo si se observaron diferencias significativas
(12 veces) entre poblaciones para imidacloprid. Indoxacarb fue mas tdéxico que
imidacloprid y menos que tiametoxam, pero en ninguno de los casos la CLso fue
superior a la dosis de aplicacion en campo. Para indoxacarb también se observaron
diferencias significativas entre poblaciones (5 veces).

Palabras clave: GIP, resistencia a insecticidas, O.laevigatus.

1. Introduccion

O. laevigatus es un enemigo natural de muchas
plagas de artropodos pero ha sido usado
principalmente en el control bioldgico del trips
Frankliniella occidentalis (Pergande) [1]. Este
antocorido ha sido usado como agente de control
bioldgico en la proteccidn de cultivos en muchos
paises europeos [2].

La instalacion, establecimiento y posterior
distribucion en los invernaderos de O. laevigatus
resulta de vital importancia en el éxito del
manejo integrado de plagas [3]. Un principio
clave del manejo integrado de plagas es
maximizar el control de plagas con depredadores
y parasitoides. Estos se complementan en caso
necesario con plaguicidas. Los plaguicidas deben
utilizarse de una manera que no afecten a los
agentes de control bioldgico de las plagas. Esto
requiere el conocimiento acerca de los productos
quimicos, los umbrales de pulverizacién y
tiempos de aplicacién que son compatibles con
los enemigos naturales [4].

El potencial benéfico que alcanza el control
bioldgico utilizando la mejora genética de
enemigos naturales de artropodos fue
reconocido por Mally [5] en 1916. El concepto
perdié fuerza hasta que DeBach [6] en 1958 y
Sailer [7] en 1961 volvieron a discutir sobre el
tema, ellos argumentaron que una seleccién o
hibridacion podria ser usada para mejorar la
eficiencia de enemigos naturales de artrépodos.
En 1970 varios laboratorios seleccionaron
proyectos para mejorar distintos aspectos
bioldgicos y resistencia a insecticidas [8]. Con
respecto a O. laevigatus se han realizado algunos
estudios frente a los efectos de distintos
insecticidas ([9]; [10]; [11]).

El objetivo de este trabajo es estudiar si existe
una variabilidad genética entre distintas
poblaciones mediterraneas silvestres de O.
laevigatus en su tolerancia a distintos
insecticidas. Como consecuencia de los
resultados obtenidos, se realizara la seleccidon de
una poblacidn con una resistencia mejorada para
cada uno de estos plaguicidas.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Recoleccién v cria de Orius laevigatus.

Se recolectaron mediante un aspirador manual
un total de 21 poblaciones silvestres de Orius
laevigatus procedentes de distintos paises
mediterrdneos. Se mezclaron individuos de las
distintas poblaciones con la finalidad de obtener
una poblacién mezcla con una variabilidad
genética diferente. Ademas como referencia se
utilizd una poblacién comercial. Las poblaciones
ensayadas en este trabajo fueron: Policoro
(Italia), Hellin (Albacete-Espafia), Cuevas de
Almanzora (Almeria-Espafia), Cabo de Gata
(Almeria-Espafia), Moreira (Galicia-Espafia),
Acate (ltalia) y Samaria (Grecia). Previamente
fueron estudiadas otras poblaciones, cuyos
resultados se han tenido en cuenta al analizar los
datos obtenidos en estos ultimos ensayos.

Para la cria de las poblaciones recolectadas se
utilizaron botes de plastico de 1L, donde se
dispusieron los individuos. Cada bote contenia:
un vial con agua para proporcionar hidratacién,
una judia para la puesta de huevos, refugio y
huevos de Ephestia kuehniella como alimento.
Cada 48-72 horas se afiadid alimento y extrajeron
las judias con huevos de los botes. Estas judias se
afadieron a un nuevo bote y asi se realizé un
nuevo ciclo de cria.

2.2 Preparacién y lectura de los bioensayos.

Se realizaron bioensayos para individuos de las
poblaciones recolectadas con distintos
insecticidas que contenian las siguientes
materias activas: tiametoxam, imidacloprid e
indoxacarb.

Se prepararon distintas dosis de insecticida: 1-30
mg L' 3-300 mg L! 10-300 mg L7,
respectivamente para tiametoxam,
inmidacloprid e indoxacarb. A las dosis
preparadas se afiadieron secciones de judia de 3
cm. Las judias se agitaron junto con el insecticida
y se dejaron secar para posteriormente afiadirlas
a una salsera que contenia alimento y refugio. En
cada salsera se afiadieron 10 individuos como
minimo. Se realizaron 3 repeticiones por dosis y
un control de 3 repeticiones con judia sin tratar.

Los experimentos se dejaron de 3-7 dias
dependiendo del insecticida ensayado y
transcurrido este tiempo, se procedié a estimar
la mortalidad.

2.3 Tratamiento estadistico.

Los datos obtenidos se analizaron con el
programa POLO PLUS® usando un andlisis Probit.

Se calcularon las concentraciones letales (Clso) y
los limites fiduciales (LF) al 95% de confianza.
Solamente existieron diferencias significativas,
cuando los limites fiduciales se solaparon.
Posteriormente se calculé la linea base de
susceptibilidad y el factor de susceptibilidad
natural, teniendo en cuenta todas las
poblaciones ensayadas hasta el momento,
aungue no aparezcan en este articulo.

3. Resultados y Discusion

Para tiametoxam (tabla 1), no existieron
diferencias significativas entre ninguna de las
poblaciones. La dosis de campo para el
tiametoxam estd catalogada como 100 mg L%,
por lo que se puede observar que las poblaciones
ensayadas son muy sensibles a este
neonicotinoide y estan muy lejanas a resistir la
dosis de aplicacion en campo. El factor de
susceptibilidad (FS) no fue relevante para
ninguna poblacién.

Tiametoxam resultd ser altamente toxico para
todas las poblaciones estudiadas. Estos
resultados coinciden con las pruebas realizadas
por Van de Veire & Tirry [11], en las que se
observaron en el laboratorio los efectos laterales
del tiametoxam en una poblacion de O.
laevigatus. En el estudio se concluyé que el
tiametoxam era muy tdxico y persistente.
Prabhaker et al. [12], también probaron la
compatibilidad de tiametoxam e imidacloprid en
O. insidiosus recolectado en hojas de citricos y se
comprobd que era variablemente susceptible
después de 96 horas de exposicion.

Al comparar entre lineas base de insecticidas, se
observo que el imidacloprid (tabla 2), fue menos
téxico que tiametoxam, aun siendo los dos del
grupo de los neonicotinoides Todas las Clsg se
encuentran por debajo de la dosis de campo (150
mg LY). La poblacién mas sensible mostrada en
este articulo es Moreira (CLso=24,4 mg L). En la
tabla 2, se observan diferencias significativas
entre Moreira y la poblacion mds resistente,
siendo ésta Samaria con una CLsp de 91 mg L. El
FS destaca en varias poblaciones, siendo casi 12
veces mas resistente Samaria que Cabo de Palos
(datos no mostrados).

Los resultados de imidacloprid coinciden con
otros estudios, en el que este neonicotinoide
resulta altamente tdéxico para O. laevigatus,
como es el caso de los ensayos realizados por
Angeli et al. [10] en los que se observaron los
efectos del imidacloprid para O. laevigatus en
laboratorio y se comprobd fue muy toéxico por
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contacto y ligeramente téxico por ingestion.
Estos estudios confirman los realizados por
Delbeke et al. [4] y Van de Veire et al. [13].

Para el indoxacarb (tabla 3), la dosis de campo es
60 mg L y la poblacién mas sensible resulté ser
Cabo de Gata (ClLso = 4,9 mg LY)mientras que la
mas resistente de las estudiadas en este articulo
es Hellin (CLso =25,3 mg L) y FS de 5,1 (cinco
veces mas resistente que la poblacion mas
sensible). Se observan diferencias significativas
entre Hellin y Cabo de gata. Al comparar la linea
base del indoxacarb (CL50=19 mg L) con las de
los neonicotinoides, se observd que fue mas
toxico que imidacloprid (CL50= 45,3 mg L?) y
menos téxico que tiametoxam (CL50=1,9 mg LY).
Los resultados de indoxacarb tampoco se
aproximaron a la dosis de campo. Este estudio se
puede comparar con los ensayos de Angeli et al.
[10] y con unos ensayos realizados con O.
insidiosus [14], donde el indoxacarb mostré alta
toxicidad en poblaciones criadas en laboratorio.

4, Conclusiones

Se concluyd que tiametoxam resulté ser mas
téxico que imidacloprid, e indoxacarb fue mas
téxico que imidacloprid y menos que
tiametoxam, pero en ninguno de los casos la ClLsg
fue superior a la dosis de aplicacién en campo.
Para un mismo insecticida el efecto es variable
dependiendo de la poblaciéon ensayada pero
todos los resultados se encuentran dentro de la
normalidad debido a una variabilidad genética
dentro de la misma especie.
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Tablas

Tabla 1. Toxicidad de tiametoxam para 7 poblaciones de O. laevigatus.

Poblacién Clso (mgLY)*  LF (95%)° FS-CLso®
Policoro 1,0 0,2-1,9 1,0
Hellin 1,6 0,8-2,3 1,6
Moreira 1,6 1-2,2 1,6
Cabo de Gata 1,2 0,5-1,9 1,2
Cuevas de Almanzora 2,6 0,9-5,0 2,7
Samaria 1,1 0,4-1,7 1,1
Acate 1,6 0,8-2,4 1,6

Linea base 1,9 1,5-2,4

()CL50=dosis letal media; ®)LF=limites fiduciales (P<0,05); /FS-CL50=
Factor de susceptibilidad calculado a partir de la CL50.

Tabla 2. Toxicidad de imidacloprid para 7 poblaciones de O. laevigatus.

Poblacién Clso (mgL?)*  LF(95%)° FS-CLso°
Policoro 77,7 47,8-108,7 10,1
Hellin 77,7 38,2-116 10,1
Moreira 24,4 14,2-36,2 3,2
Cabo de Gata 27,4 16,1-40,6 3,6
Cuevas de Almanzora 62,0 26,6-118,4 8,1
Samaria 91,0 51,3-135,5 11,9
Acate 75,1 53,3-100,1 9,8

Linea base 45,3 34,9-57,3

()CL50=dosis letal media; P)LF=limites fiduciales (P<0,05); /FS-CL50=
Factor de susceptibilidad calculado a partir de la CL50.

Tabla 3. Toxicidad de indoxacarb para 7 poblaciones de O. laevigatus.

Poblacién Clso (mgL?)*  LF(95%)° FS-CLso®
Policoro 20,9 7-58,5 4,2
Hellin 25,3 8,5-46 5,1
Moreira 12,0 8,4-15,4 2,4
Cabo de Gata 4,9 1,8-8,2 1,0
Cuevas de Almanzora 19,5 7,3-34,2 3,9
Samaria 11,8 6,3-16,8 2,4
Acate 8,7 3,3-13,7 1,8

Linea base 19,0 13,9-24,3

()CL50=dosis letal media; ®)LF=limites fiduciales (P<0,05); /FS-CL50=
Factor de susceptibilidad calculado a partir de la CL50.
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RESUMEN

Se realiz6 un experimento en un umbraculo-invernadero que consistido en regar
macetas de gerbera con uno, dos o cuatro goteros (1,2 L h'!) por maceta bajo dos
niveles de salinidad en el agua de riego (1,5 dS m™ y 3 dS m™). Todas las macetas
recibieron el mismo volumen de agua. El objetivo fue conocer como el nimero de
goteros por maceta afectaba a la distribucidén de raices y sales en el sustrato (100%
fibra de coco), considerando cuatro porciones verticales orientadas cardinalmente. El
uso de dos o cuatro goteros por maceta redujo el drenaje comparado con el uso de un
gotero, lo que indica una mejora de la humedad del sustrato en cantidad y
homogeneidad. La presencia de raices sobre las caras del cepellon fue muy
heterogénea, y la salinidad fomentd dicha heterogeneidad mientras que el aumento
del nimero de goteros la redujo. El uso de dos o cuatro goteros por maceta mejord
también la distribucion de sales en el sustrato frente a un gotero. En conclusion,
recomendamos el uso de dos goteros por maceta porque los efectos de usar dos o
cuatro goteros no fueron muy diferentes, mientras que el uso de uno produjo las
peores condiciones de humedad y de distribucién radicular en el cepelldn.

Palabras clave: conductividad eléctrica, salinidad, riego, crecimiento radicular, maceta

1. Introduccion

El riego con agua salina conduce a la
acumulacion de sales en el sustrato, reduciendo
el crecimiento, alterando el desarrollo vy
produciendo dafios foliares [1]. Esto es
especialmente relevante en un cultivo en
maceta, porque el medio de cultivo esta mas
limitado que en el suelo, y la consecuencia es la
pérdida de calidad ornamental y fisiolégica de
las plantas. La acumulacion y distribucion de
sales en el cepellbn dependen de las
caracteristicas fisicas del sustrato,
especialmente del tamafio de los poros y la
densidad aparente. Igualmente, la forma de
aplicar el agua de riego en la maceta influye
decisivamente [2]. El riego por gotero es un
método de riego eficiente porque aporta el agua
de forma precisa y reduce la evaporacion [3]. Sin
embargo, la mejora de la eficiencia del riego por
gotero en un cultivo en maceta requieren
entender los patrones de distribucién de aguay
sales en el medio de cultivo, especialmente
cuando el riego es salino. De Rijck y Schervens
[4] comprobaron que cuando la lana de roca
estaba saturada el agua de riego se distribuia
horizontalmente, mientras que el flujo de agua
y sales tendia hacia el fondo de la maceta

cuando no lo estaba. Entre otros aspectos, la
colocacién de los goteros en la maceta puede
afectar fuertemente a la distribucion de la
humedad y de las sales en el sustrato [5].

El objetivo fue conocer cémo el uso de distintos
numeros de goteros por maceta afectaba a la
distribucién de raices y sales en el cepellén en
un cultivo de gerbera, considerando cuatro
porciones verticales del cepelldn orientados
cardinalmente. Eso se evalué tanto en macetas
regadas con agua salina como en macetas
regadas con agua no salina.

2. Materiales y Métodos

Cultivamos plantulas de gerbera para maceta
con flores rosas (Gerbera hybrida cv. Triana) que
fueron suministradas por Barberet&Blanc S.A.
en cepellones cilindricos de 33 mm de didmetro.
En la primera semana de marzo de 2012 las
plantulas se trasplantaron a macetas de PVC de
3,75L (20 cm @) con doce orificios de drenaje,
gue contenian un sustrato 100% fibra de coco
(Projar, S.A.). El ensayo se efectio en un
umbrdculo-invernadero ubicado en la Estacidn
Experimental Agroalimentaria de la Universidad
Politécnica de Cartagena, estudiandose seis
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tratamientos que consistian en regar con uno,
dos o cuatro goteros bajo dos niveles de
salinidad (1,5dS mty 3 dSm3).

El riego fue controlado automdticamente segun
lo descrito por [6], usando la sonda EC5
(Decagon Devices, Ltd., Pullman, WA) para
determinar el contenido volumétrico de agua (6)
del sustrato. Las sondas fueron conectadas a un
CR1000 (Campbell Scientic, Ltd, Logan, UT)
programado para la recoleccién de datos y su
monitorizacion con el software Loggernet 3.4.1.
El © del sustrato se obtuvo de las lecturas
externas de las sondas (mV) usando nuestra
propia calibracién del sustrato (6= 3,664 mV-
0,355; r?=0,98) calculada segun Valdés [7]. El
CR1000 decidia el riego cuando el 6 del sustrato
bajaba de 0,40 m3m=3 en el tratamiento control.
El volumen aplicado de agua y la frecuencia de
riego fueron iguales para los seis tratamientos.
Los goteros utilizados fueron de 1,2 L h-
1 (Netafim Ltd. Corporate Headquarters, Tel
Aviv, Israel).

En todos los tratamientos se afiadieron nitrato
amonico, nitrato  potdsico y fosfato
monopotasico, incrementado la CE del agua de
riego en 0,5 dS m™ con un equilibrio de 80 N-40-
80 P,0s K;0 (ppm). Para mantener el pH entre
5,5-6 se utilizo HNOs al 54%. Para alcanzar la CE
de 3 dS m? se utilizd NaCl. Durante todo el
experimento se midid el porcentaje de drenaje
en cada riego y la CE eléctrica del drenaje (CEp).
Con estos datos se estimd los gramos de sal en
los drenajes, expresandose cédmo la relacion
porcentual entre la sal lavada y la sal aplicada
(So). Al final del experimento (13 de septiembre
de 2012) se calculd el consumo de agua (agua
aplicada), el indice de crecimiento radicular
(ICR) y la CE en el sustrato (CEs). Para el calculo
del ICR se fotografiaron cuatro caras cardinales
del cepelldn (sureste [SE], suroeste [SO], noreste
[NE] y noroeste (NO]), y mediante un andlisis de
contraste realizado con el programa Assess 2.0
se determind el porcentaje de raices en cada
una de las caras. Para la medicién de la CEs, se
congelaron los cepellones para facilitar el corte,
y con una sierra se cortaron los cepellones para
extraer las cuatro porciones cardinales
estudiadas (en las que se ubicaron goteros). La
determinacion de la CE fue determinada en el
extracto de saturacién del sustrato [8].Se
utilizaron cuatro cepellones por tratamiento.

Se utilizaron 21 macetas por tratamiento en tres
filas de 7 plantas, filas distribuidas al azar en el
invernadero. El anadlisis estadistico fue con un
ANOVA bifactorial (Statgraphics Plus 5.1),
estudiandose la influencia del numero de
goteros por maceta y la salinidad del agua de

riego y su interaccién. Las medias de los
tratamientos fueron separadas con la Prueba de
Rango Mdltiple de LSD (P<0,05). Los ratios y
porcentajes fueron transformados al arcoseno
(x)1/2 antes del anadlisis estadistico para
asegurar la homogeneidad de la varianza.

3. Resultados y Discusion

3.1 Porcentaje y CE del drenaje

Todos los tratamientos recibieron la misma
cantidad de agua durante el periodo
experimental (50 L/maceta), pero el porcentaje
de drenaje fue claramente afectado tanto por la
salinidad como por el nimero de goteros por
maceta (NGM) (Tabla 1). Que la salinidad
aumentara el drenaje era de esperar, porque la
planta crecié menos (menos consumo) y porque
la salinidad dificultaba la extraccién del agua
(efecto osmatico). El uso de dos o cuatro goteros
por maceta (2GM y 4GM, respectivamente)
redujo a la mitad el porcentaje de drenaje
comparado con el uso de un gotero por maceta
(1GM), pero no hubo diferencias entre 2GM vy
4GM. La ausencia de interaccién indica que este
efecto fue similar en las dos condiciones salinas
estudiadas. La disminucion del drenaje por 2GM
y 4GM indica que ambos tratamientos
retuvieron mas agua, lo que sugiere una mejor
humidificacién del sustrato en cantidad vy
homogeneidad que en 1GM.

Igualmente, la CEp fue afectada por los dos
factores (Tabla 1). El aumento del NGM produjo
un incremento de la CEp bajo las dos condiciones
salinas  estudiadas (Tabla, 2), siendo
proporcionalmente mayor bajo 3 dS m
(interaccién positiva). Esto condujo a que la
eficacia del lavado de sales (ver valores de Sp)
fuera mayor en 2GM y 4GM que en 1GM (Tabla
2), probablemente porque el agua aplicada
exploré mas volumen de sustrato arrastrando
mas sales con menos agua.

3.2 CE del sustrato

El riego salino aumentd significativamente la
CEs, mientras que el efecto del NGM fue en
sentido contrario y sélo cuando se regd con 3 dS
m™ (efecto interactivo). Sin embargo, 2GM y
4GM condujeron a CEs similares (Tablas 1y 2).
Este resultado confirma de nuevo que 2GM y
4GM propiciaron un lavado de sales mas eficaz
que 1GM cuando se regd con cierto nivel de
salinidad, probablemente porque la mayor
humectacion del sustrato favorecio el
movimiento horizontal del agua y las sales [4].
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3.3 Distribucion de la CE en las porciones
cardinales del sustrato

Cuando regamos con 1,5dS my 1GM, la CEsen
la porcién SE fue menor que en las otras
orientaciones (Fig. 1A), porque la ubicacién del
emisor en dicha orientacién formé un bulbo que
desplazaba las sales [4,5]. Con 3 dS m™ en el
agua de riego, este comportamiento se mantuvo
(Fig. 1B). El uso de 2GM favorecié |la
homogenizacién del contenido de sal entre las
cuatro porciones, independiente del nivel de sal;
no obstante, se observd que las porciones
donde se insertaron los dos emisores (SE y NO)
tendieron a acumular menos sales que las otras
dos. El riego con 4GM acentio mas el efecto
producido por 2GM (Figs. 1Ay B).

3.4 Presencia _de raices en la cara lateral del
cepelldn

Tanto la salinidad como el NGM produjeron
efectos significativos sobre el ICR (Tabla 1). El
primer factor lo redujo, mientras que el segundo
lo aumenté (Tabla 2). Sin embargo, al estudiar la
interaccion vemos que la disminucién del ICR
por la salinidad no se produjo en 4GM (Tabla 2),
indicando que esta disposicion de goteros anuld
el efecto negativo de la sal sobre el ICR. El
aumento del ICR bajo 2GM y 4GM podria estar
relacionado con la menor acumulacién de sal en
estos tratamientos, en geranio se encontré que
el nimero de raices aumentaba en las zonas del
sustrato con menor CE [1]. Sin embargo, en este
experimento esto sélo fue cierto con 3 dS m?,
porque bajo 1,5 dS m? el uso de 1GM, 2GM y
4GM condujo a similares CEs.

3.5 Distribucion lateral de raices segun
orientacion cardinal

Cuando se regd con 1GM, la porcién SE (donde
se insertd el gotero) presentd el mayor ICR de
todas las orientaciones del cepelldn, mientras
que la NO (la mas alejada del gotero) registré el
ICR mas bajo. Este resultado resalta Ia
importancia de la humedad en el sustrato para
favorecer el crecimiento radicular, que tiene una
influencia directa pero también indirecta al
afectar a la concentracién de sales y a la
temperatura. Esto ocurri6 en las dos
condiciones salinas estudiadas (Figs. 1C y D).
Cuando se regd con 2GM, las porciones SE y NO
(las mas humedecidas) registraron ICR similares,
pero superiores al de las porciones SO y NE (las
menos humedecidas). Esto ultimo fue cierto en
los dos niveles de salinidad estudiados (Fig. 1Cy
D). Con 4GM (un gotero en cada orientacion) y
1,5 dS m-1, el ICR fue mayor en las porciones

orientadas al sur que en las orientadas al norte,
lo que podria asociarse con temperaturas mas
adecuadas en estas porciones (mas calor).
Cuando se regd con 3 dS m-1 este
comportamiento fue menos evidente, lo que
evidencia la interferencia de la sales.

4. Conclusiones

El riego con 2GM 0 4GM redujo el drenaje frente
a 1GM, mejorando la humectacion del sustrato,
lo que repercutié en una mejora de la eficacia
del lavado de sales. Estos efectos se apreciaron
mejor con 3 dS m-1 que con 1,5 dS m-1, lo que
indica que la importancia de aumentar el NGM
es mayor cuando la salinidad es mayor. La
distribucion de las raices entre porciones
cardinales del cepellon fue muy heterogénea,
mientras que la distribucion de sales lo fue
menos. El aumento del NGM fomenté una
distribucion mas homogénea de las sales y raices
en el sustrato. Bajo las condiciones de este
experimento sugerimos usar 2GM,
especialmente bajo riego salino, porque las
diferencias agrondmicas entre regar con 2GM o
4GM fueron escasas, mientras que las
econdémicas no.
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Nivel de significacion del ANOVA
bifactorial para determinar los efectos de la
salinidad, n? de goteros por maceta y su
interaccion sobre el porcentaje de drenaje (D),
la CE del agua drenada (CEp), la sal recogida en
el drenaje respecto a la aplicada por el agua de
riego (Sp) la distribucion de sal en las secciones
cardinales del cepelldn (CEs) y la presencia de
raices en las caras cardinales del cepelldn (ICR)

Factores Dy, CEpb Sp CEs ICR
Sa”nidad %k %k k %k %k %k %k k %k %k %k k % %k k
Nede goteros ., " . " -
por maceta
Salinidad x n? . o o o o
de goteros

ns, no significativo, * P <0,05, ** P <0,01, *** p
<0,001.

Tabla 2. Efectos de la salinidad y el n2 de goteros
sobre los parametros estudiados

Salinidad N2 de goteros por maceta
(ds m?) 1 2 4
Dy, 1,5 15,98b 7,33a 6,52a

3,0 *26,40b *13,55a *12,68a

CEp 1,5 2,05a  4,02b 4,95b
i:_sl) 3,0 *548a *12,63b *13,86b
Sp 1,5 21,82a 19,64a  21,52a
(%) 3,0 *48,23a*57,05b *58,58b
CEs 1,5 6,84a  6,06a 6,55a
5:_51) 3,0  *13,48b *9,94a *10,19a

ICR 1,5 19,89a 21,81b 25,42b
(%) 30  *12,51a *16,56b  24,31c
*indica diferencias significativas entre los dos
niveles de salinidad, y diferentes letras indican
diferencias significativas entre el nimero de
goteros, segun LSD (P <0,05)

Control Salinidad
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Numero de goteros por maceta
Figura 1. Distribucion de la conductividad
eléctrica (CE) y del indice de crecimiento
radical (ICR) en el sustrato. CE en la
porciones cardinales del sustrato bajo riego
con 1,5dS m™ (A); CE en las porciones
cardinales del sustrato bajo riego con 3 dS
m™ (B); ICR en las caras cardinales del
cepellén bajo riego con 1,5 dS m™ (C); ICR en
las caras cardinales del cepellén bajo riego
con 3dS m™* (D). Las barras sobre las
columnas indican el error estandar (n = 4).
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Consolidacion biomecanica de Ficus macrophylla
monumentales en la reforma de la plaza de San Francisco de
Cartagena: Resultados preliminares
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(U Servicio de Parques y Jardines, Ayuntamiento de Cartagena. guillen@ayto-cartagena.es
(2) pepartamento de Produccién Vegetal. Universidad Politécnica de Cartagena

RESUMEN

La remodelacién de la Plaza de San Francisco, en el casco antiguo de la ciudad de
Cartagena (Espafia), ha resultado ser la oportunidad para realizar una experiencia
singular, no prevista, en el arbolado monumental (Ficus macrophylla) de ese espacio
urbano consolidado. Se describen las intervenciones, los condicionantes y las
consecuencias inmediatas, destacando las que potenciardn el crecimiento de sus
raices adventicias, convirtiéndolas en pilares complementarios, asegurando asi mayor
estabilidad de la estructura y longevidad de los ejemplares, evitando podas
innecesarias y embelleciendo el entorno resultante de las obras, lo que es un valor
afiadido en una ciudad con clara vocacion turistica.

Palabras clave: Estabilidad; arbolado singular; patrimonio arbéreo.

1. Introduccion

Los arboles en las ciudades han sido reconocidos
como contribuyentes clave para el entorno
urbano de alta calidad. Mas alla de los aspectos
ambientales y sociales, que por si mismos
ahorran dinero [1], los bosques urbanos vy la
industria que crece y que los gestiona tienen un
impacto positivo en la economia local y estatal

[2].

La gestion operativa de los bosques urbanos y
arboles influye a largo plazo sobre el desarrollo
del verde urbano. Uno de esos aspectos esta
relacionado con la gestion del riesgo de estos
elementos, particularmente cuando alcanzan
grandes dimensiones.

El Ayuntamiento de Cartagena cuenta con una
historia relativamente reciente en lo relativo a
proteccién y gestién de arboles monumentales
[3]. Internacionalmente existe un gran interés
por las técnicas de gestién de la peligrosidad
como una parte mas de la gestién del arbolado,
particularmente el arbolado monumental.

La reciente remodelacién de la Plaza de San
Francisco en Cartagena [4] ha reformado Ia
trama superficial con idea de mostrar la
importancia histérica del lugar [5] [6] ¥y
rehabilitarlo como espacio publico accesible.
Esto ha supuesto la desaparicion de una buena
parte de la vegetacion, principalmente arbustos
y parterres (sin proteccion en el PEOPCH [7]),
resultantes de la anterior reforma (1984), que

recordaban el original disefio decimondnico
modernista [8] como glorieta; denominacion
popular que permanece, retrotrayendo a la
frondosidad de uno de los pocos jardines de la
ciudad amurallada y plaza fuerte.

Conserva ademas un legado arbdreo, del que,
por historia [8], porte y aspecto naturalizado -al
salvarse de habituales podas drasticas-,
destacan los cuatro ejemplares de Ficus
macrophylla (1925-1926), incluidos en el Unico
catdlogo oficial [9], sin ser estos los mas antiguos
de la plaza, pues otros bien pudieran proceder
de las primeras plantaciones de finales del S.XIX.
Existe admiracion, pero también cierta
preocupacion social por las consecuencias de
sus dimensiones y por las noticias de accidentes
acaecidos por caida de ramas [11], que no deben
relacionarse con problemas de mantenimiento.

El género Ficus ha sido ampliamente utilizado en
jardineria desde finales del siglo XIX vy
principalmente por su caracter exdtico,
caracteristico del estilo de la jardineria de la
época. Actualmente, éste género se encuentra
presente en espacios publicos de todo el arco
mediterraneo espafiol, llegando a convertirse en
numerosas ciudades desde Barcelona hasta
Cadiz en auténticos iconos del paisaje.

El presente trabajo abordd una aproximacion a
la puesta en marcha de algunas medidas de
estabilizacion de ejemplares monumentales de
ficus.
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2. Material y Método

2.1 Caracteristicas de crecimiento

Estariamos ante las primeras generaciones de
ficus que llegan a la madurez en la peninsula,
alcanzando 30 m de altura y 25 m de didmetro
medidas que, sin ser las de su hdbitat, son
desproporcionadas en comparacién con arboles
autéctonos. Se trata de ejemplares con
crecimiento horizontal marcado que "obliga" a
la intervencién y al control de dicho crecimiento
por un injustificado temor a la inestabilidad de
sus ramas horizontales (con mayor callo en el
cuello de unién, mejor estructura en la madera
de reaccién y mayor flexibilidad), alterando el
comportamiento de este “arbol de los mil
arboles” que necesita esas ramas y su follaje.

Respecto a su enraizamiento, pudiera pensarse
que ha de extenderse horizontalmente en el
subsuelo. Sin embargo, en este caso no han
aparecido secciones importantes en el zanjeado
y entibado para reposicién de las redes de
abastecimiento y saneamiento en viales
perimetrales; como tampoco se han mostrado
en capas inferiores, o resquebrajando la
estructura del refugio antiaéreo de 1936 que
permanece bajo el actual pavimento de la plaza
y proximo a dos de los ficus, quizds por causa de
existencia de agua en el subsuelo en el lugar que
hubo una acefia (S.XVII).

La presencia de brotes de hojas sélo en el
extremo de madera del afio, forma una cupula
verde compacta exterior, favoreciendo un
microclima interior, ofreciendo resistencia a los
vientos, a cubierto también por edificaciones y
colinas.

2.2 Inestabilidad de ramas

La inspeccién visual del arbolado urbano (VTA)
es considerada como una herramienta necesaria
pero no suficiente para el analisis estructural de
ramas de arboles, siendo necesario un conjunto
de estudios instrumentales y fitopatoldgicos
complementarios. El intento por prever la
ruptura o desplomes de parte del ramaje o del
propio darbol en determinados periodos es
verdaderamente complejo a pesar de los
numerosos métodos y estudios [10], aun no se
ha encontrado forma de prediccién, como
afirman Mattheck y Breloer . Tampoco hay
suficientes datos acumulados, salvo informes
recientes o anotaciones en el Programa de
Ordenes de Trabajo de la Brigada de Jardines

1« .no te fies solamente de la tecnologia, ya que esta sélo

puede medir lo que has visto”.

(desde 2004), que deduzcan respuestas de un
arbol aparentemente robusto, pero tan sensible
a las adversidades como una planta herbacea.

Es sabido, por ejemplo, que las podas excesivas
pueden ser origen de pudriciones en los tejidos
y oquedades en la madera, paralelamente a una
proliferacion de nuevas brotaciones en
respuesta al corte, produciendo precisamente el
efecto contrario al pretendido con la poda: la
facil fractura ante episodios de viento.

Los resultados visibles de los ensayos
propuestos desde el Vivero Municipal (1991-
1998) sobre ayuda a la orientacién de las raices
aéreas, sirvieron de base para proponer
enraizamientos que favoreciesen el auto-
enraizamiento, colaborando a mejorar la
estabilidad y reequilibrar una estructura
arbdérea poco comun en el Levante espaiiol,
creando pilares naturales de sustentacion.

2.3. Proteccion de los arboles

Cumpliendo lo dispuesto en el Plan General de
Ordenacion Urbana, en el arbolado singular sélo
intervino el Servicio de Parques y Jardines,
pudiendo asi realizarse intervenciones no
previstas en proyecto que permitieron darle
valor afadido, superando incertidumbres sobre
la dualidad de priorizar o elegir entre el
patrimonio arquitecténico o el patrimonio
natural de los ejemplares de Ficus macrophylia,
dos de ellos cercanos a la fachada del edificio
Casa Maestre obra de Victor Beltri (1906),
catalogado Bien de Interés Cultural. El resultado
de esa predisposicion interdisciplinar fue que
pudo compaginarse la imagen de ambos bienes
publicos préximos, sin que la poda fuese la
solucion para ver la fachada. Esa prioridad exigié
que, por competir por el espacio y por su facil
arraigo, tres Ficus nitida fuesen nuevamente
trasplantados (ya lo fueron en 1984). No asi las
Livingstonia chinensis que quedan embutidas
bajo la copa de los arboles.

2.4 Actuaciones en Ficus macrophylla

Ramas. Poda selectiva limitadas a criterios
fitopatoldgicos y biomecanicos: Eliminacion de
ramas secas de calibre 16/18cm (3000 kg) y
codominancias. Reduccion sobrepeso de ramas
(20%-30% de las que conforman la cupula
exterior) y que, por su deformacion,
aparentaban sobrepeso. Refaldeo de ramas en
la parte baja. Acortamiento de ramas préximas
a la fachada de ese edificio en 1,5/2 m. Aclareo
entre ficus, seleccionando brotes. Residuos: Se
retiraron mas de 6000 Kg de madera, cortes
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realizados tanto con plataforma elevadora como
con equipo de trepa.

Pilar complementario: A pesar de los informes
de arboristas [12] y de técnico de
mantenimiento [13] que justifican el buen
estado estructural, como medida preventiva, se
propone construir un pilar de recepcién (no de
sustentacién) que no tocaria la rama horizontal
mas grande, en prevision de un hipotético
desplome, pero que reduciria los posibles dafos
a terceros. El pilar, seccién de IPN de acero, con
capitel de recepcion, ira recubierto de vigas de
madera cruzadas, a imitacion de los puntales
mineros, en consonancia con el entorno.

Cuello: Lavado diario de troncos y riego auxiliar,
buscando la limpieza de polvo en suspensién y
una dotacién apropiada para mitigar los efectos
negativos del estrés a que estaban siendo
sometidos durante el periodo estival.

Raices: Saneamiento con gubia de las raices
superficiales y adventicias dafiadas, eliminando
zonas necrosadas y corrigiendo desgarros.
Aireacion superficial de los primeros 15/20 cm
de tierra de los “alcorques” resultantes para
favorecer la oxigenacion de raices y facilitar la
absorcidn de agua, sin daiar raicillas. Desmonte
de la primera capa de tierra por contaminacién
y restos de otras obras. Aporte de materia
orgdnica de origen vegetal (turba rubia) sobre
los ejemplares mas afectados por las obras.
Humidificacion de raices aéreas, a agua muerta,
mojando la estructura mallada que cubre las
raices colgantes. Proteccion de raices, mediante
enfajado en malla de fibra de coco, sobre
estructuras de madera o PVC, o sin estructura.
Ademas de mantener la humedad y acelerar el
crecimiento, tienen una funcion de proteccién
frente a actos vandalicos. Servirdn de armadura
guia hasta enraizar en suelo o en las
perforaciones del nuevo pavimento.

Aplicacion de bioestimulantes, de uso habitual
en jardineria, a algunas raices adventicias, con el
fin de conseguir un efecto adicional nutriente
complementario de estimulo al desarrollo
radicular.

Autoenraizamiento: En aquellas zonas donde se
observe debilidad o posibilidad de nuevos
enraizamientos.

Suelo. Acolchado en la cubierta terriza de los
nuevos parterres (de mayor tamafio), con
triturado de raices de arboles (olivo, almendro y
limonero) excepto el pino por su caracter
acidificante. Perforacion del pavimento y relleno
de tierra en zonas donde, una vez anclado cada
tutor, poder enraizar nuevos tallos, a fin de

conseguir apoyos que den estabilidad en el
futuro.

2.5 Control de crecimiento de raices adventicias

Tomando como “cota 0” la rasante del terreno,
se marcaron mensualmente el nivel de la zona
apical, tomando datos en las que fue posible
realizar enfajado en cada grupo de dos arboles,
salvo dos, a mas de 5 m, sin terreno donde
realizar entutorado, lo que sirvio de testaje. Se
supone que el arbol, como en su habitat original,
tiene un comportamiento epifito, sustituyendo
aqui las plantas huésped por el entutorado.

3. Resultados y Discusion

A la vista de toda la informacion recopilada y de
los diversos informes y evaluaciones realizados
desde el Servicio de Parques y Jardines no
vemos mayor riesgo del que pueda tener
cualquier otro elemento arbéreo urbano. Las
Unicas actuaciones de poda que se han realizado
sobre estos ejemplares han estado orientadas a
mejorar la estabilidad biomecdanica del
arbolado, reduciendo con ello el peso de ramaje
y el volumen del arbol. No se han observado
patologias destacables que pudieran afectar a la
estabilidad de los ejemplares de ficus, lo que
refuerza la evaluacién del grado de estabilidad
de los mismos. Por lo que se refiere al
crecimiento radicular, se aprecia un crecimiento
de hasta de 1 m en apenas cuatro meses en
alguna de las raices enfajadas hasta la Cota 0.

Antes del ensayo, el crecimiento anual de las
raices aéreas fue inapreciable, salvo
excepcionales repuntes (entre 2 y 5 cm), no
presentando crecimiento la mayoria. En la tabla
1, estas se han marcado con asterisco (*) las que
aparentaban ser yemas latentes que,
finalmente, han mostrado algo de crecimiento
en grosor, desapareciendo el periodo de
latencia que llegaba a ser de 8 a 12 meses.

La sustitucidn de vegetacidn bajo los ficus por un
acolchado, ha evitado la competencia de las
raices superficiales, mejorando el ambiente para
su conservacion. Sirve también como medida
disuasoria para reducir la presencia de peatones
y perros en los parterres.

Los riegos continuos (lavados y de humectacién)
durante las obras ha incrementado el
crecimiento radicular, mejorado el aspecto
foliar y la apariencia de buen estado sanitario,
en plena sequia.

Las columnas de mallay el acolchado, colaboran
en el conjunto del paisaje urbano integrandose
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con el arbolado, cuya consecuencia el desarrollo
radicular y su imbricacién con el pavimento.

4. Conclusiones

De los trabajos iniciados para mitigar el estrés
durante las obras, puede deducirse que los Ficus
macrophylla han mejorado su estado y aspecto,
convirtiéndose en uno de los principales hitos de
la plaza. No son una competencia con la
arquitectura urbana, sino un complemento de
arquitectura vegetal que atrae las miradas de
turistas tanto o mas que las fachadas.

La modificacién de las condiciones ambientales
localizadas en las raices fulcreas, ahora
entutoradas, con menor luminosidad y mayor
humedad ambiente en la zona apical (la fibra
conserva bien la humedad), ha estimulado el
desarrollo radicular contribuyendo
considerablemente a la estabilidad de los ficus.

Las podas e intervenciones sobre los ficus han
sido incluidas en un Programa Operativo de
Gestién de Arboles Monumentales.

Se propone un estudio complementario de la
estructura, esfuerzos y cargas que corroboren
las previsiones sobre el buen estado de los ficus,
sin que ello impliqgue una prediccién del
comportamiento de una estructura no calculada
por el hombre. Conjuntamente, se propone la
construcciéon de un  pilar  preventivo
complementario en la gran rama horizontal,
para lo que se realizaran los calculos oportunos,
con un disefio acorde con el entorno creado.
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RESUMEN

El objetivo de este proyecto es generar una coleccion de compuestos naturales con
actividad bioldgica procedentes de exudados radiculares de plantas cultivadas in vitro.
Para alcanzar dicho objetivo se han optimizado los protocolos de cultivo in vitro para
Nicotiana tabacum, susceptible de producir una gran variedad de compuestos
bioactivos en sus exudados radiculares. Se evalué la capacidad de diferentes
elicitores quimicos (nitrato de plata (AgNOs), metil-jasmonato y el acido salicilico)
adicionados al medio de cultivo para modificar la produccién de exudados
radiculares, tanto en cantidad como en composicién quimica y se midid, para cada
tratamiento (elicitor y concentraciones ensayadas), la actividad antioxidante, el
perfil metaboldmico y el efecto que tienen sobre el crecimiento de diferentes hongos
fitopatogenos los exudados radiculares. A la vista de los resultados se descarta la
utilizacion del (AgNOs) como elicitor quimico, dejando como elicitores el MeJAy el SA,
ya que éstos inducen la produccién de una gran cantidad de compuestos exudados al
medio y estimulan la acumulacion de compuestos que ya se exudaban de forma basal.
Posteriormente se lleva a cabo un fraccionamiento de los exudados en tres
fracciones diferentes atendiendo a la polaridad de los compuestos que las
constituyen, realizando un analisis espectrométrico para determinar el compuesto
quimico responsable de la actividad bioldgica, la cual se evaluara utilizando distintos
modelos vegetales in vivo e in vitro. El objetivo de este trabajo es determinar las
fracciones donde queda retenida la actividad bioldgica.

Palabras clave: in vitro; bioactivo; elicitores; fraccion.

1. Introduccion

Tras haber establecido un protocolo eficiente
para el fraccionamiento quimico de las
diferentes muestras biolégicas en tres
fracciones diferentes, atendiendo a la polaridad
de los compuestos que las constituyen. Los
estudios encaminados a estudiar el efecto de las
diferentes fracciones sobre el crecimiento del
hongo P. citrophtora pusieron de manifiesto que
la actividad antifingica presente en los
exudados radiculares de plantas de N. tabacum
cultivadas in vitro, queda retenida en la fraccién
1. De igual forma, los resultados obtenidos al
estudiar la capacidad antioxidante nos permiten
concluir que dicha actividad esta presente
Unicamente en la fraccién 1, que se corresponde
con los compuestos mas polares.. No se detectd
actividad antifungica ni antioxidante en las
fracciones 2 ni 3.

En este trabajo se ha llevado a cabo un
subfraccionamiento de la fraccién 1 obtenida de

las muestras de exudados radiculares, donde
qguedaba retenida la actividad bioldgica de los
mismos (tanto antifungica como antioxidante).
Se ha llevado a cabo el andlisis espectrométrico
de cada una de las subfracciones para su
caracterizacidn quimica, asi como la evaluacién
de su actividad bioldgica utilizando distintos
modelos vegetales in vitro.

2. Materiales y Métodos

Para conseguir la separacion de los compuestos
presentes en la fraccién 1, el fraccionamiento se
llevo a cabo a pH 8. Se utilizaron columnas de
carbono C18. Estas columnas retienen en su
matriz aquellos compuestos apolares presentes
en la muestra. Estos compuestos son liberados
posteriormente al inyectar (MeOH) en la
columna.

Para conseguir un adecuado fraccionamiento
atendiendo a la hidrofobicidad de los
compuestos a pH 8, de forma que queden
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retenidos en la columna los compuestos
organicos de caracter bdsico presentes en las
muestras, se ha seguido el siguiente protocolo:

Paso 1: Acondicionamiento de la
columna. Se hace pasar a través de la columna 1
ml de H,0 seguido de 1 ml de MeOH.

Paso 2: Se lleva la muestra a pH 8 (100
ml de Fracciéon 1) y se hace pasar todo el
volumen a través de la columna. Se recoge el
volumen que eluye, que corresponde a la
Fraccién 1.1.

Paso 3: A continuacion se hace pasar 5
ml de MeOH al 50% en agua, obteniendo la
Fraccién 1.2, menos polar que la Fraccion 1.1.

Paso 4: Finalmente se pasan 5 ml de
MeOH al 100%, lo que permite recuperar la
Fraccion 1.3, que es la constituida por
compuestos menos polares.
Una vez realizado el fraccionamiento de las
muestras se obtiene, para cada una de ellas, las
fracciones 1.1, 1.2 y 1.3, que constituiran el
material de partida para llevar a cabo los
ensayos de actividad bioldgica pertinentes.

2.1 Anadlisis cromatografico

En el estudio se utilizaron tres replicas bioldgicas
de las fracciones de exudados a analizar:
Fraccion 1: eluato de agua a pH=3 (F1); Fraccion
1.1: eluato de agua a pH=8 (F1.1); Fraccion 1.2:
eluato de metanol:agua 50:50 (F1.2), y Fraccion
1.3: eluato de metanol (F1.3).

Tras el analisis cromatogréfico y el tratamiento
estadistico de la informacidn (captura de picos,
alineamiento...) se llevd a cabo el andlisis de
componentes principales con el software
“ginkgo”, fig.1.

3. Resultados y Discusion

El analisis de componentes principales agrupa
de forma inequivoca los valores
correspondientes a las muestras
correspondientes a Exudados-Fraccion 1 (EXF1)
y a Exudados-Fraccién 1.1 (EXF11) separadas
entre ellas, y muy diferenciadas del resto de
fracciones y de las muestras sin exudados
(blancos). En el centro de la grafica de loadings
se encuentran agrupados los blancos de las
fases de elucion y las fases de exudados
correspondientes a las Fracciones 1.2 y 1.3
(EX12 y EX13), siendo, dificiles de discriminar
puesto que no existen diferencias relevantes
entre ellos. Los valores correspondientes a las
muestras obtenidas del fraccionamiento de la
Fase 1 de los exudados muestran una
variabilidad importante, lo cual es coherente
con los resultados obtenidos en los ensayos de

actividad biolégica que se describen en los
apartados siguientes.

Con el fin de comprobar si los valores
correspondientes al fraccionamiento de las
muestras de exudados se diferenciaban
correctamente se ha filtrado la variabilidad
correspondiente a los blancos. Como se observa
en la Figura 2, todas las fracciones se distinguen
perfectamente entre ellas, siendo Ia
reproducibilidad entre replicas bioldgicas
bastante alta. La representacion grafica muestra
también que los valores correspondientes a las
fracciones 1 y 1.1 estdn claramente
diferenciados de las 1.2y 1.3.

Se ha ensayado la actividad de las muestras
obtenidas del subfraccionamiento de la fraccién
1 obtenida de exudados radiculares de plantas
de Nicotiana tabacum cultivadas in vitro
después de la elicitacion con 4cido salicilico (SA),
sobre el crecimiento de los hongos
fitopatégenos Phytophthora citrophthora y
Alternaria alternata.

Se han llevado a cabo diferentes ensayos con el
fin de determinar si la actividad responsable de
reprimir el crecimiento fungico reside, de forma
mayoritaria, en alguna de las subfracciones
obtenidas.

Los resultados fueron evidentes desde los 7 dias
de iniciado el cultivo. El ketoconazol mostré un
claro efecto fungicida para ambas cepas
fungicas (Figura 3). La fase 1 obtenida del
fraccionamiento de los exudados radiculares de
plantas de N. tabacum cultivadas in vitro y
elicitadas con 100 puM SA tuvo un efecto
negativo sobre el crecimiento del hongo P.
citrophthora. Dicha accién antifingica se
reparte entre las 3 subfracciones (1.1, 1.2 y 1.3).
Aunque las tres subfracciones tienen una
actividad antifungica menor que la fraccién 1, es
la subfraccién 1.2 la que parece retener un
mayor efecto sobre el desarrollo del hongo
(Figura 4). En el caso del hongo fitopatdgeno A.
alternata los resultados de experimentos
anteriores (ver informe previo) pusieron de
manifiesto que la fraccion 1, obtenida del
fraccionamiento de los exudados radiculares de
plantas de N. tabacum cultivadas in vitro y
elicitadas con 100 puM SA tenia un efecto
antifungico. Al llevar a cabo un nuevo
fraccionamiento de esta fraccién 1, no se
observan diferencias significativas entre la
capacidad antifingica de ésta y de las
subfracciones 1.1, 1.2 y 1.3 (Figura 5).
Posteriormente se ensayd la actividad
antioxidante de diferentes muestras
procedentes del fraccionamiento quimico, en
funcién de su polaridad.
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En la figura 6 se muestran los resultados
obtenidos en un ensayo en el que se midid la
actividad antioxidante en las muestras de
exudados procedentes de plantas cultivadas in
vitro, y sometidos o no a un tratamiento de
elicitacién quimica con SA 100 uM. En relacion a
su capacidad antioxidante, las muestras pueden
agruparse en dos bloques, el primero engloba
las diferentes fracciones de las muestras del
agente elicitor SA, las correspondientes a los
controles (fraccionamiento de H,0) y las
subfraciones F1.2 y F1.3. Todas estas muestras
carecen de actividad antioxidante. En un
segundo bloque se agrupan las muestras
correspondientes a la fraccidn 1, fracciéon 1.1 de
exudados de plantas elicitadas con SA y fraccidon
1.1 procedente de exudados de plantas sin
elicitar, lo que pone de relieve que la actividad
antioxidante presente en la fase 1, al realizar un
nuevo fraccionamiento de ésta queda retenida
en la fase 1.1.

4. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos en el
estudio de la actividad bioldgica, se llevd a cabo
un nuevo fraccionamiento de esta fase. A
diferencia del primer fraccionamiento, que se
llevd a cabo a pH 3, el subfraccionamiento de la
fase 1 tuvo lugar a pH 8. El andlisis de
componentes principales de los datos obtenidos
en los cromatogramas, una vez procesados
matematicamente, muestra que estan mucho
mas proximas las fracciones 1y la 1.1, y que
éstas se separan de la 1.2 y 1.3. Estos datos
concuerdan con los obtenidos en el andlisis de la
actividad antioxidante. La capacidad
antioxidante que, después del primer
fraccionamiento quedaba restringida a la fase 1
(mas polar a pH 3), se manifiesta, tras el segundo
fraccionamiento a pH 8, Unicamente en la
subfraccion 1.1, no detectandose actividad
antioxidante en las fracciones 1.2 ni 1.3.

Los resultados obtenidos al estudiar el efecto de
las diferentes subfracciones sobre el
crecimiento de dos cepas de hongos
fitopatdgenos fueron muy diferentes. En el caso
de Phytophthora citrophthora la adicién de la
fraccion 1.1 al medio PDA permitié un desarrollo
del hongo muy similar al observado en los
controles, no observandose el efecto
antifungico de la fraccion 1. Por el contrario, en
el caso del hongo Alternaria alternata no se
observaron diferencias significativas entre la
capacidad antifuingica de las fracciones 1y 1.1.

Puesto que la subfraccién 1.1 mantiene la
capacidad antioxidante de la fraccién 1 y su
efecto sobre el crecimiento de diferentes cepas

de hongos depende de la especie flungica, sera
de gran interés conocer cuadl es el efecto de esta
fraccion sobre el desarrollo de hongos
beneficiosos para el desarrollo de las plantas.
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Figura 1. Representacion de los picos
cromatogrdficos tras el andlisis de componentes
principales.
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Figura 2. Representacion de los picos
cromatogrdficos tras el andlisis de componentes
principales una vez filtrados los valores
correspondientes a los blancos.
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Figura 3. Efecto del fungicida ketoconazol sobre
el crecimiento de Phytophthora citrophthora
(a,b) y y Alternaria alternata (c,d) después de 7
dias en cultivo. a,c: diagmetro del halo de
crecimiento, b,d: imagen del cultivo.
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Figura 4. Efecto de las diferentes fracciones
obtenidas de exudados rediculares de plantas de
N. tabacum elicitados con 100 uM SA sobre el
crecimiento del hongo P. citrophtora.
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Figura 5. Efecto de las diferentes fracciones
obtenidas de exudados rediculares de plantas de
N. tabacum elicitados con 100 uM SA sobre el
crecimiento del hongo A. alternata.

Actividad antioxidante

% Inhibkcin

Figura 6. Actividad antioxidante (determinada
como el porcentaje de descenso de la
absorbancia a 1 y 3 minutos con respecto de la
medida a tiempo 0). Las muestras denominadas
FX H20 corresponden a agua milli-Q
fraccionada. Las muestras denominadas FX
SA100 corresponden a agua milli-Q con SA
100uM, sin planta, fraccionada. Las muestras
denominadas FX EX corresponden a exudados
sin elicitar  fraccionados. Las muestras
denominadas FX EX SA 100 son exudados
elicitados con SA 100uM fraccionados (FX
corresponde a las fracciones F1, F2 y F3 del
primer fraccionamiento).
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RESUMEN

La vivienda rural del campo de Cartagena de principios del siglo XX fue construida en
gran parte por ricos mineros que explotaban las minas de la Unidn. Estos caciques
buscaban invertir en terrenos rurales para diversificar sus negocios mineros y
dedicarse también a la agricultura. Por otro lado, también pretendian encontrar un
remanso de paz en el campo donde cultivar arboles y delicados jardines. Muchas de
estas construcciones se encuentran influidas por el modernismo imperante en Europa
aunque con caracteristicas singulares, pues poseen detalles adaptados a la
arquitectura rural mediterranea. En estas construcciones encontramos una vuelta a
los clasicos con revivals, tanto clasicistas, imitando a los que se seguian en la
tradicional villa italiana, como neo-isldmicos o neo-mudéjares. En muchas de las casas
que se encuentran repartidas en el campo encontramos elementos tales como las
torres, que provienen de la tradicion amurallada medieval o las logias de la tradicion
clasicista italiana. Estas construcciones se encuentran diseminadas por muchos puntos
del campo de Cartagena, siendo mayor su presencia en poblaciones como La Aljorra,
Pozo Estrecho, los Dolores o la Palma.

Palabras clave: clasicismo; torre; modernismo;

1. Introduccion

Esta exposicidn versa sobre un capitulo que se
incluye dentro de la tesis doctoral: Criterios para
la recuperacion y puesta en valor del patrimonio
minero. El caso de la Sierra Minera de
Cartagena-La Union.

La tesis doctoral en cuestidn versa sobre el
estudio de los muchos de los restos que han
quedado en la sierra minera y las poblaciones
limitrofes tras muchos afios dedicados a la
explotacion minera. Muchos estos elementos
son castilletes, lavaderos, pozos,...etc., pero una
parte importante de la tesis se centra en el
estudio de las viviendas de los mineros. Existen
distintos tipos de vivienda, desde la mas sencilla
del minero mas humilde, que vivia en una cueva
junto a la mina, a las refinadas mansiones de los
patronos caciques.

El presente escrito se centra en el estudio de
algunas de las villas y casas, que se extienden
por el campo de Cartagena y que fueron en su
mayoria construcciones de ricos mineros, que
tras poseer su casa principal en la Unién o
Cartagena, decidieron invertir en terrenos para
la explotaciéon agraria con el fin de poseer
también una casa de recreo en el campo.
Diversos autores han comprobado como la
pujanza econdmica de principios del siglo XX,

motivada por la mineria, trajo consigo también
un crecimiento de la produccién agraria. [1]

La mayoria de las viviendas de campo
construidas poseian un gran valor estético, ya
que fueron edificadas por muchos de los
arquitectos en boga de la época que realizaban
las refinadas viviendas de la ciudad. La gran
extension de los terrenos de las casas de campo
permitia a sus propietarios dedicar su tiempo al
cuidado de jardines, a veces exdticos, y de
arboles frutales. Estas ocupaciones no podian
realizarse en las casas de menor tamafio de la
ciudad, la cual se estaba quedando sin terreno
donde construir. Muchas de las viviendas
seguian un estilo ecléctico imperante en muchas
de las construcciones de la época. [2]

Los objetivos de esta comunicacidn se centran
en encontrar caracteristicas arquitecténicas
comunes a las viviendas rurales que se estudian
y que se encuentran diseminadas por el campo
de Cartagena.

2. Materiales y Métodos

Tras estudiar fotograficamente muchas de las
viviendas que se encuentran en el campo de
Cartagena, se buscardn las caracteristicas
arquitecténicas comunes a la mayoria de ellas.
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Se considera necesario realizar una pequefia
introduccién histérica del concepto de vivienda
desde los primeros tiempos.

La vivienda como tal surge como una necesidad
vital del ser humano con el fin de protegerse de
las inclemencias del tiempo y del ataque de las
fieras. Se tiene conocimiento de que los
neandertales usaron las cuevas como refugio en
etapa sedentarias y que utilizaron excavaciones
semienterradas tapadas con ramas u hojas en
etapas mas nomadas. La tienda de tela fue otra
de los medios de proteccién de las primeras
civilizaciones.

Cuando el hombre empezé a utilizar las
herramientas fue capaz de fabricar y excavar sus
propias viviendas. Se sabe que la evolucién de la
vivienda desde las primeras semienterradas a
las realizadas sobre superficie con adobe se
debe a la civilizacidn mesopotamica que luché
contra las inclemencias del tiempo con viviendas
realizadas con esta técnica al igual que usaran
los egipcios. El uso de la tierra permitia realizar
muros de gran espesor que permitian que la
vivienda se cerrara al exterior y volcara a un
patio interior con el fin de protegerse del calor.
Esta distribucién de vivienda también fue
utilizada por los romanos en sus domus y mas
tarde en sus villae.

El concepto de villa italiana proviene de las villae
romanas. En la civilizacién romana existian dos
tipos de villa. Si se situaban en el extrarradio de
las ciudades se denominaban villae suburbanae
y eran residencias lujosas y destinadas al ocio. Si
se situaban en el campo se llamaban villae
rusticae y se dedicaban a la agricultura y Ila
ganaderia. Muchas de las villae rusticae llegaron
a ser grandes aldeas, sobre todo al final del
imperio romano en el que se crearon grandes
latifundios. Algunas de estas viviendas
pertenecian a patricios y en ellas estaban
claramente diferenciadas tres partes, la pars
dominica o urbana, donde residia el duefio y que
a veces poseia una gran decoracién, la pars
rusticae donde residian los trabajadores, y la
pars frutuaria en la cual se encontraba la parte
destinada a las labores de agricultura.

Todas estas partes, a veces, se encontraban
alrededor de un gran patio central.

Ya en el siglo XVI en Italia se crea un concepto
nuevo de pequefa vivienda seforial situada en
el campo llamada villa, similar a la villae romana,
y que se dedica tanto al ocio como a la
explotacion agricola. Estas construcciones
intentaron imitar la proporcién y equilibrio que
poseian los palacios de las ciudades. Las villas se
caracterizaron por tener una zona de estancia

para los propietarios y unas construcciones
anexas para el servicio llamadas barchesse. Las
construcciones se realizaron siempre
respetando el paisaje, las vistas y la mejor
orientaciéon. Estas viviendas buscaban la
proporcién y la simetria dentro del clasicismo
que caracterizaba la arquitectura renacentista.
La mayoria poseian fachadas normalmente
decoradas con frontones situados sobre logias.
Las llamadas logias son porticos huecos
sujetados por columnas en los que a veces se
incluyen simbolos del propietario. Muchas de
estas villas situaban en planta baja las cocinas y
zonas de uso y en la planta superior las viviendas
y salones. Los salones se solian situar en el eje
central, y a los lados de éstos se encontraban las
habitaciones. Estas viviendas provienen de la
antigua edificacion fortificada medieval o
castillo encontrando en algunas de ellas un patio
cerrado protegido por un muro. En ese patio se
situaban los hornos, gallineros y demas
construcciones de los sirvientes. Algunas villas
poseian incluso una torre, similar a los castillos
medievales, ya que la necesidad de defensa a
veces era ineludible.

El mdximo exponente de este movimiento es
Andrea Palladio, arquitecto que construyd un
gran numero de villas situadas en la regién del
Véneto. Uno de los ejemplos mas conocidos es
la Villa Capra, mas conocida como villa Rotonda.

En otros lugares del mundo, como en Inglaterra,
también se siguié el palladianismo en el siglo
XVII, un ejemplo claro es la obra del arquitecto
Christopher Wren. Este estilo también se
encuentra en otros lugares, como en
Norteamérica en algunos edificios de Thomas
Jefferson.

Si se analizan las viviendas de campo
construidas a principios del siglo XX situadas en
el campo de Cartagena, encontramos esta
tipologia de vivienda en algunas de ellas, aunque
aqui el concepto de villa no se seguird
estrictamente. Algunas viviendas si tendran
elementos arquitecténicos clasicos que se
aprecian en detalles como columnas toscanas,
logias, frontones,... pero la mayor caracteristica
serd la integracion en el paisaje y las vistas. Por
tanto, aunque muchas de las viviendas que
encontramos se conocen comunmente como
villas, podrian la mayoria incluirse dentro de
casas de campo.

Uno de los ejemplos mas italianizantes sera la
villa Calamari o Villa Versalles situada en San
Félix. Esta vivienda pertenecid a un minero
inglés muy aficionado a la botdnica.
Posteriormente pasé a manos del minero
italiano Calamari y mas tarde al minero Celdran.
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La construccién posee influencias cantabricas o
de la Riviera italiana en las galerias de madera,
ademads de claras influencias clasicistas, ya que
posee un porche de columnas toscanas con
arcos rebajados. Llama la atencion el delicado
tratamiento de los jardines y la existencia de un
patio al que vuelcan las viviendas de los
sirvientes tal y como ocurria en las villas clasicas.

El jardin presenta distintos espacios de relax
como un cenador o una fuente. Figura 1.

En Los Dolores se encuentra otra vivienda
llamada Huerto de las Bolas o Torre Llagostera
donde también se localiza un importante jardin.
El elemento mas caracteristico de esta vivienda
es una torre acabada con trencadis al estilo
modernista gaudiano. Se cuenta que desde esa
torre se comunicaba el propietario con otra
vivienda que poseia en Cartagena por medio de
banderas. Esta vivienda ademads, posee
influencias exdticas y victorianas pues cuenta
con un porche con marquesinas de columnas de
fundicion. Figura 2.

El uso de la torre se encuentra muy presente en
muchas de las casas del campo de Cartagena
como una reminiscencia de la torre defensiva
medieval. Se puede localizar también en algunas
otras construcciones, como en la Torre Calino la
Torre Asuncién, ambas situadas en la Aljorra.
Figuras 3y 4.

La primera de ellas posee detalles modernistas
de estilo drabe, mientras que la segunda posee
una gran cantidad de construcciones, entre las
que destacan una iglesia y viviendas con detalles
eclecticistas, que pudieron ser realizadas por el
arquitecto Tomdas Rico. Muchas otras
construcciones del campo de Cartagena poseen
también varias edificaciones, en Pozo Estrecho
encontramos La Finca la Rosa, que se caracteriza
por tener varias construcciones decoradas con
palmetas y roleos ademdas de una torre, y la
Finca Torre Nueva, que fue realizada por Pedro
Bernabé, y que posee gran cantidad de
construcciones, como una iglesia con detalles
eclecticistas y varias construcciones con detalles
islamicos tales como arcos polilobulados. Figura
5.

Detalles modernistas isldmicos neo-mudéjares
también se encuentran en la Finca Lo Treviiio en
la Palma, que fue propiedad de la familia Dorda.
Esta finca cuenta con un porche con celosia de
madera realizada con arcos de herradura.

En la Finca Pérez Espejo de la Aparecida también
se encuentran arcos de ese tipo junto con
detalles en trencadis. Figura 6.

En la Finca del Inglés de Perin, de los arquitectos
Tomas Rico y Francisco de Paula, se pueden
observar detalles modernistas que imitan la
piedra las formas gaudianas.

En otras construcciones como Villa Pilar en el
Albujon se localizan varios edificios entre los que
destaca la torre a cuatro aguas de cubierta plana
con buhardilla de la casa principal. Figura 7.

Esta tipologia también se puede ver en viviendas
tales como Torre Antoiiita o la finca llamada de
la Piqueta Nueva ambas en la Palma.

Existen otras muchas viviendas entre las que se
encuentra la Villa Carmen en Pozo Estrecho,
Villa Maria, realizada por Carlos Mancha y de
estilo ecléctico, el Molinar en la Carretera de la
Palma con jardin delantero y fachada realizada
con un falso almohadillado, o la Finca la Flora
con gran cantidad de construcciones entre la
que destaca la torre, que nos muestran la gran
diversidad de estilos que se extienden por todo
el campo de Cartagena. Figura 8.

3. Resultados y Discusion.

Tras una un estudio de las distintas viviendas
existentes se puede apreciar que las viviendas
del campo de Cartagena no se pueden clasificar
dentro de un solo estilo. En ellas se encuentran
estilos eclécticos desde un modernismo neo-
mudéjar a un clasicismo italianizante similar a
las villas. Dentro de una misma finca pueden
existir diferentes construcciones realizadas en
un estilo distinto, por distintos arquitectos y en
distintos periodos de tiempo, adaptéandose a las
necesidades del propietario. Muchas de las
fincas poseen varias construcciones unas mas
sefioriales para el propietario, y otras de menor
calidad para los trabajadores. Existen gran
cantidad de construcciones desde iglesias a
torres vigia que se adaptan a las necesidades del
duefio de la finca. En muchas de ellas los
jardines se incluian como una parte muy
importante de la casa, encontrandose en
algunos de ellos arquitecturas muy interesantes
como cenadores o palomares. Asimismo, mucha
de la vegetacion que existia en ellas era exdtica
y refinada, con el fin de satisfacer las
necesidades ludicas de aficion a la jardineria de
muchos de los propietarios.

4. Conclusiones

Se puede concluir que la influencia modernista
de las viviendas de ciudad se trasladd a las
construcciones rurales tal y como se ha
apreciado en las distintas construcciones
estudiadas. Estas viviendas tienen tanto interés
arquitecténico como otras muchas viviendas
modernistas de ciudad a las que si se ha
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ayudado para mejorar su estado. Muchas de las
casas de campo que se han visitado se
encuentran en un estado practicamente
ruinoso, ya que sus propietarios no poseen los
recursos necesarios para su mantenimiento.
Afortunadamente algunas si se encuentran en
buen estado, gracias a intervenciones de capital
privado o publico. Intervenciones en las que se
han llevado a cabo reconversiones hacia
espacios  productivos, como hoteles o
restaurantes. Seria muy deseable que se
realizaran mas esfuerzos para mantener el
patrimonio que posee el campo de Cartagena,
siguiendo ejemplos de correcta realizacion
como El Huerto de las Bolas, y no dar lugar a
situaciones tan deplorables como el estado
actual de villa Calamari, en la que el abandono
esta llevando a la total destruccién de un rico
patrimonio por medio de incendios y expolios.
Estd en manos de todos luchar por Ia
conservacion.
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RESUMEN

Meloidogyne incognita es uno de los principales patégenos del pimiento. En los
ultimos afos las limitaciones en el uso de desinfectantes quimicos han motivado el
empleo de alternativas, como las resistencias genéticas. Se conocen tres genes
mayores de resistencia frente al nematodo (Mel, Me3 y N). Se han encontrado
variedades con resistencia parcial de naturaleza genética desconocida, como el caso
de la linea P26 y cuya caracterizacidon genética es el objetivo de este trabajo. Para ello
P26 se ha cruzado con una linea susceptible (DLL) obteniéndose la F1, F2, y retrocruces
BC1yBC2,y se haevaluado su nivel de resistencia frente a M. incognita. Los resultados
revelan que se trata de una resistencia monogénica, de tipo cuantitativo con efectos
aditivos, y con posibles interacciones con otros genes que modifican su expresion.

Palabras clave: nematodos, Capsicum annuum, mejora genética

1. Introduccion

Meloidogyne incognita es un nematodo
considerado como uno de los principales
patogenos edaficos a escala mundial que afecta,
entre otros cultivos, al pimiento (Capsicum
annuum L.) provocandole dafios en las raices y
ocasionando descensos importantes en sus
cosechas [1]. En los Jdltimos afios, las
restricciones en el uso de nematicidas vy
desinfectantes quimicos han motivado el uso de
resistencias genéticas como alternativa para el
control del patégeno [2,3]. Consecuentemente,
en la actualidad se estan desarrollando
programas de mejora genética con el fin de
introgresar los genes de resistencia en porta-
injertos y variedades élite.

En pimiento se han identificado tres genes
mayores de resistencia frente a M. incognita,
denominados Mel, Me3 y N, y localizados en la
misma regién cromosémica [4]. Sin embargo,
tanto en condiciones controladas como en
cultivo en campo, se han encontrado casos de
poblaciones virulentas a algunos de estos genes
que comprometen la eficacia de estas
resistencias [3,5]. Ademas se han encontrado
variedades con resistencia parcial [6,7] aunque
no caracterizadas genéticamente, como el caso
de la linea P26 (una seleccion del IMIDA). En
trabajos anteriores, el comportamiento de dicha
linea frente a M. incognita se ha testado en
diferentes condiciones, observandose

diferencias funcionales respecto a las lineas
portadoras de los genes Mel, Me3 y N [6].

El objetivo del presente trabajo es conocer la
naturaleza genética de la resistencia observada
en la linea P26, tratando de averiguar si se trata
de una resistencia mono o poligénica y su grado
de aditividad y dominancia.

2. Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal

Partiendo de la linea resistente P26 y de una linea
susceptible a M. incognita, DLL (Doux Long des
Landes), se obtuvieron, mediante cruzamientos,
las generaciones siguientes: F1 (P26xDLL); F2
(autofecundacion de F1); y los retrocruces de la
F1 con cada parental, BC1 ((P26xDLL)xP26) y BC2
((P26XDLL)XDLL).

2.2 Evaluacion de la resistencia

Para conocer el valor fenotipico se testaron
frente a M. incognita 10 plantas de las lineas
parentales y F1, 136 plantas de la F2 y 73 plantas
en el caso de las generaciones BC1 y BC2 (tabla
1). Cada planta, que se cultivd individualmente
en maceta, se inoculd con una dosis de 400
juveniles de segundo estadio del nematodo vy
mantenida durante 8 semanas en condiciones
ambientales controladas (temperatura 2412 °Cy
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fotoperiodo de 16 h. de luz). Al cabo de este
tiempo (duracion de un ciclo del nematodo) se
examinaron las raices de cada planta
obteniéndose el numero total de masas de
huevos, utilizado como parametro de resistencia,
ya que es equivalente al nimero de nematodos
capaces de infestar a la planta.

2.3 Anilisis estadistico

Los resultados encontrados para las
generaciones F2, BC1 y BC2 se analizaron con el
test de x? para comprobar su ajuste al tipo de
segregacion mendeliana. La estimacion de los
parametros genéticos de aditividad, dominancia
y epistasia se llevd a cabo segun el método
descrito por Mather y Jinks [8]

3. Resultados y Discusion

Los valores medios del nimero de masas de
huevos por planta en la linea P26 y DLL fueron 33
y 219 respectivamente El hibrido F1 (P26 X DLL)
mostré un valor intermedio entre los dos
parentales (111 masas de huevos), lo que indica
el caracter cuantitativo-aditivo de la resistencia,
y que contrasta con el cardcter cualitativo-
dominante de los genes Me y N [1,4].

El analisis de las clases fenotipicas obtenidas en
las generaciones F2 y BC1 mostrd un ajuste al
modelo mendeliano con un solo gen implicado en
el caracter resistente (tabla 1), y no por la accion
de varios genes menores tal y como es el caso
para la mayoria de caracteres cuantitativos [8,9].
Sin embargo en BC2 se obtuvieron diferencias
significativas respecto al modelo propuesto
explicables al incluir en el andlisis de los datos
posibles interacciones génicas.

4. Conclusiones

Se ha determinado que la resistencia portada por
la linea P26 es de tipo cuantitativo y naturaleza
monogénica, considerando interesante llevar a
cabo estudios mas profundos, como Ila
localizacion  gendmica 'y sus  posibles
interacciones con otros genes.
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Tabla 1. Numero de plantas de cada fenotipo observadas para cada generacion y comparacion con los
valores esperados.

Numero de plantas

Generacion Total R MR S Ratio de segregacion Valor x2 Valor
esperada P
P26 10 10 - -
DLL 10 - - 10
F1 10 - 10 -
F2 136 45 57 34 1:2:1 (R:MR:S) 5.34 <599 (df=2,a=0.05) 0,069
BC1 73 37 36 - 1:1 (R:MR) 0.0001 <3.84(df=1,a= 1
0.05)

BC2 73 - 46 27 1:1 (MR:S) 4.92* >384(df=1,a= 0,026

0.05)

R= resistentes; MR= parcialmente resistentes; S= susceptibles.

* indica diferencias significativas entre valores observados y esperados.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de bacterias promotoras del
crecimiento (PGPR) sobre el rendimiento y la calidad de berro cultivado en bandejas
flotantes. Para la obtencion de las PGPR (Bacillussubtilis) se utilizé un producto
comercial denominado Larminar®. El experimento consistid en cuatro tratamientos:
Tratamiento 1 (T1 ) semillas y sustrato estéril inoculados con B.subtilis, Tratamiento 2
(T2) semillas y sustrato no estéril inoculado con B.subtilis, Tratamiento 3 (T3) semillas
y sustrato estéril sin inocular y Tratamiento 4 (T4) las semillas y el sustrato no estéril
sin inocular. En el momento de la cosecha se midieron diferentes parametros
agronomicos como el peso fresco y seco de parte aérea, el nimero de hojas, la altura
de la planta, el area foliar, el color de las hojas, el contenido relativo en clorofila y el
peso fresco y seco de las raices. También se analizaron parametros relacionados con
la calidad , como la vitamina C, la capacidad antioxidante , el contenido de fenoles
totales, el contenido de pigmentos, el pardeamiento y el contenido en o-quinona
soluble, la actividad enzimatica, el contenido de iones y contenido microbiano. La
utilizacion de B. subtilis no afectd a la produccidn ni al desarrollo de la planta pero si
aumento la capacidad antioxidante y disminuyé el contenido en clorofilas ay b.

Palabras clave: Bacillussubtilis; babyleaf; Larminar®.

1. Introduccion

El berro es considerado un alimento valioso en
la industria de ensaladas frescas por su alto
contenido de compuestos beneficiosos para la
salud, tales como antioxidantes y compuestos
fendlicos [1]. El sistema de cultivo en bandejas
flotantes es una técnica de cultivo facil y
rentable. El uso de rizobacterias promotoras del
crecimiento de plantas (PGPR) esta ganando
importancia y aceptacién, debido al aumento
significativo en el crecimiento y rendimiento de
los cultivos en respuesta a la inoculacién con
PGPR[2].Entre las cepas de PGPR, las especies
pertenecientes a Pseudomonas y Bacillus son las
mas ampliamente estudiadas,en particular,
algunas cepas de Bacillus subtilis que se utilizan
como agentes de control bioldgico. El método
de aplicacién de las PGPR es esencial para evitar
el fracaso en la colonizacidn de la rizosfera. La
inoculacion directamente de semillas es el
método mds comun de aplicacion para los
agentes bacterianos. Hasta el momento se ha
prestado muy poca atencién a los efectos de la

aplicacién de PGPR sobre la vida uatil de las
hortalizas babyleaf producidas en el sistema de
cultivo sin suelo. La mejora de la calidad del
producto producida por las PGPR se puede
asociar a cambios que favorecen la conservacién
del producto durante la etapa de post-
cosecha[3].

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto
de la aplicacién de PGPR (Bacillus subtilis) sobre
el rendimiento y calidad del berro cultivado en
un sistema de bandejas flotantesa lo largo de su
vida util como un producto de IV Gama.

2. Materiales y Métodos

2.1 Cepa bacteriana e inoculacidon

La cepa bacteriana utilizada en este estudio fue
Bacillus subtilis AP-01, obtenida del producto
comercial Larminar® (Agrimor).

La inoculacion bacteriana se llevd a cabo en dos
veces, la primera antes de la siembra por
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inoculacion de las semillas y el sustrato, y la
segunda, dos semanas después de la siembra,
remojando las bandejas en una suspension del
producto comercial, en ambos casos, se
siguieron las instrucciones del fabricante.La
suspension  bacteriana se obtuvo del
crecimiento de las esporas de B. subtilis
(Larminar® en polvo Agrimor , Agricultura
Moderna SA , Madrid, Espafa) en PlateCount
Agar (PCA) (FlukaAnalitica, Sigma- AldrichSrl,
Milan, Italia) que posteriormente se disolvieron
en una solucién salina de 9 g/l NaCl a una
concentracién de 108 unidades formadoras de
colonias (UFC) ml.Antes de la inoculacién, las
semillas fueron desinfectadas en superficie
mediante una dilucién al 20 % de NaClO durante
3 minutos, se lavaron tres veces con agua
destilada estéril, y se inocularon por inmersidn
durante 1 hora en la suspension bacteriana (T1
y T2) o en solucidn salina (T3 y T4).Para secarlas
completamente, las semillas se dispusieron en la
cabina de flujo laminar para completar el
proceso de desecacion.

Para inocular el sustrato, cinco dias antes de la
siembra, 0,5 kg m3 de Larminar® se mezclaron
con sustrato esterilizado en el casode T1y T2 .
En ambos tratamientos una re-inoculacion se
realiz6 15 dias después de la siembra por
inmersién de las bandejas en una solucién que
contenia 1,67 gl de Larminar®.

2.2 Material vegetal, condiciones del cultivo y de
la poscosecha

El experimento se llevé a cabo en el verano de
2012 en el Centro Experimental de la Facultad
de Agricultura de Turin (Carmagnola (TO), Italia
) en un invernadero de cristal con control
automatico de la temperatura ambiental. La
temperatura maxima, minima y media durante
el ciclo de cultivo fueron del 43, 17 y 29,1°C,
respectivamente.

El material vegetal utilizado fue un cultivar
comercial de berros (NasturtiumofficinaleR. Br .)
"LargeLeaf" (TozerSeeds Co., Cobham, Reino
Unido).En el experimento las plantas crecieron
en bandejas de espuma de poliestireno de 60
alveolos (cada alveolo tenia 44 mm de didametro
en la parte superior y 25 mm en la inferior),
flotando de forma continua en una solucién
nutritiva.

La siembra se realizé el 22 de junio de 2012. Las
bandejas de espuma de poliestireno se llenaron
a mano con sustrato comercial a base de turba
(NeuhausHuminsubstrat N17, Klasmann-
Deilmann, Geeste-Gross, Hesepe, Alemania). El
sustrato se desinfecté a 100°C durante 45 min
para ser utilizado en los tratamientos T1 y T3.Las

bandejas sembradas se regaron por aspersion 2
veces al dia hasta la germinacion de las semillas,
después se dispusieron en las mesas de flotacién
con la solucidn nutritiva. La densidad de
plantacién fue de 2400 plantas m™. La solucién
nutritiva consistié en un ratio 40/60 N-NOs-/N-
NH,4, compuesto por 12 mMde N, 6 mM K, 2 mM
P, 2 mM Mgy 2,5 mMCa. Para el NS se anadio
un compuesto enriquecido con microelementos
(INTRACHEM LysodinMultimix). EI pH vy la
conductividad eléctrica de la solucién se verificd
semanalmente y se mantuvieron cerca de 5,5
(usando H2S04 1N) y 2.000 mS cm?,
respectivamente. La solucién nutritiva se aired
manteniendo el nivel de oxigeno disuelto en 5
ppm durante todo el ciclo.

Para el almacenamiento, el berro fue
empaquetado (125g) y termosellado en bolsas
de 4 | de volumen, permeabilidad al O; y al
CO,de 1990 y 7800 cm® m? d! bar
! respectivamente; espesor de pelicula de 20
micras (AlvapackS.rl, Bologna, Italia). Las
muestras envasadas fueron almacenadas en
camaras frigorificas, sin luz y a 4°C durante 11
dias.

2.3 Analisis agrondmicos vy bioquimicos

La recoleccion se llevd a cabo el 17 de julio 2012
después deun ciclo de cultivo de 26 dias. Se
midieron el peso fresco y seco de parte aérea,
numero de hojas, altura de la planta, area foliar
(utilizando un analisis de imagenes con Image)
1.47v, NIH), color de las hojas usando un
colorimetro CR10 (Konica-Minolta Sensing Inc.,
Osaka, Japon), el contenido relativo en clorofila
RCC (Minolta SPAD -502; Konica -Minolta
Sensing Inc., Osaka, Japdn) y peso fresco y seco
de las raices.

También se analizaron la vitamina C que fue
determinada como describen Zapata y Dufour
(1992). Capacidad antioxidante siguiendo los
procedimientos de Benzie y Strain (1996)
(FRAP). Los fenoles totales (TP) se determinaron
usando el procedimiento de Folin-Ciocalteu
basado en el método de Singleton y Rossi
(1965). La clorofila a, clorofila b y carotenoides
(Chl. a, Chl b y Car, respectivamente)se
determinaron segun el método Lichtenthaler y
Wellburn (1983). El pardeamiento y la o-
quinona soluble (BP y So- Q, respectivamente)
se determinaron de acuerdo con el método
Tardelli et al. (2013). La actividad peroxidasa
(POD) se determiné como se describe en Nickel
and Cunningham (1969). La actividad de
polifenol oxidasa (PPO) se determind como
describe Degl'Innocenti et al. (2005). La
actividad fenilalanina amonio liasa (PAL) se
determiné como se describe en Campos et al.
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(2004) y Degl'Innocenti et al. (2005).Todos los
analisis espectrofotométricos se llevaron a cabo
usando un espectrofotémetro Beckman DU®-65
espectrofotometro  (BeckmanCoulter Inc.,
Fullerton, CA, EE.UU.) .El contenido de iones se
determiné usando un kit refractométrico
(Merck Reflectoquant RQflex2©, Merck KGaA
,Darmstadt, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante . Recuento total de
bacterias (TBC) se determind mediante un
cultivo en agar (PCA) (Fluka Analitica, Sigma-
Aldrich Srl, Milan, Italia), mientras que la
levadura y el recuento de mohos (YC y MC) se
determinaron utilizando el agar cloranfenicol
glucosa extracto de levadura (Fluka Analitica,
Sigma-Aldrich Srl, Milan, Italia). La enumeracién
de TBC se realizé después de la incubacion a
30°C durante 48h. La enumeracion de TA y MC
se realizaron después de la incubacién a 30°C
durante 5dias. Los resultados se expresaron
como CFUg! FW.

2.4 Andlisis estadistico

El experimento incluyd los siguientes
tratamientos: Tratamiento 1 (T1 ) las semillas y
sustrato estéril (SE) inoculado con Larminar®
(SB), Tratamiento 2 (T2) semillas y sustrato no
estéril (NE) inoculado con Larminar® (SB),
Tratamiento 3 (T3) semillas y sustrato estéril (SE)
sin inocular (NB) y Tratamiento 4 (T4) las
semillas y el sustrato no estéril (NE) sin inocular
(NB).

El experimento consistié en bloques aleatorios
con 3 réplicas por tratamiento, cada réplica se
situd en una mesa de flotacién, cada mesa de
flotacién tenia 12 bandejas.

3. Resultados y Discusion

Los resultados de los parametros medidos de la
parte agronémica que mostraron diferencias
significativas se recogen en la Tabla 1. Los
valores mayores se dieron en el tratamiento de
sustrato esterilizado (SE) para la altura de las
plantas, el nimero de hojas y el contenido
relativo en clorofila (SPAD). Por el contrario,
para el croma los valores mas elevados se dieron
en el tratamiento del sustrato no esterilizado
(NE).

En relacién a la actividad microbiana no hubo
diferencias significativas para los conteos de
bacterias y levaduras (datos no mostrados) pero
se obtuvieron diferencias significativas para los
hongos entre los tratamientos con NE y SE
dando un valor mayor en el NE. Ademas, destaca
la interaccion entre los factores Esterilidad y
Bacteria para la altura de la planta (Gréfica 1A).

Altura (cm)

Tabla 1.Resultados
microbioldgicos.

agrondmicos y

Los valores dentro de la misma fila seguidos por una letra
mindscula diferente son significativamente diferentes para
P<0,05.Los asteriscos indican la significancia: * P <0,05; ** P
<0,01; *** P <0,001; ns= no significativa.

De estos resultados agrondémicos podemos
destacar que la adicidn del Larminar® no influyé

Esteril (A) Larminar®(B) Interaccién

NE SE NB SB A B AxB
Altura (cm) 26,3a 28,7b 27,7 27,2 *¥* ns *
Hojas/planta 10,7a 12,0b 11,3 11,4 *** ns ns
Chroma 38,0b 36,6a 37,5 37,1 ¥ ns ns
SPAD 33,9a 36,6b 34,6 35,8 ** ns ns
MC (Log UFC) 2,3b 2,1a 2,2 2,2 * ns ns

en ninguno de los parametros medidos. Por el
contrario, la esterilizacion del sustrato dio lugar
a plantas mas desarrolladas, con un color menos
saturado y mayor contenido relativo en
clorofila.

También se observd que la esterilizacidn evito
una mayor proliferacion de hongos en la parte
aérea de la planta al final del cultivo. De la
explicacion de la interaccion entre la
esterilizacion y la adicién del Larminar® con
respecto a la altura se puede apreciar que las
plantas con tratamiento NE y NB fueron
significativamente mas bajas que las plantas con
los tratamientos SE y NB.

En la Tabla 2 se muestran los resultados
obtenidos para cada pardmetro segun el factor
de almacenamiento (inicio o final), esterilidad
del sustrato. Durante el almacenamiento los
valores de O, fluctuaron entre 18,8 kPa del inicio
del almacenamiento a 1,63 para T1, 1.65 para
T2,1,15 para T3y 0,7 para T4. Los valores

Figura 1. Efecto de la inoculacion con Larminar®
sobre la altura (A) segun el tratamiento de
esterilidad y sobre el FRAP (B) segun el
almacenamiento. Los valores son la media de
tres repeticiones y las lineas verticales son la
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diferencia menos significativa intervalos (LSD) a
P <0.05.
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Tabla 2: Influencia del almacenamiento, el tratamiento de esterilidad y la adicién de Larminar®sobre los

parametros bioquimicos.
TP

PAL

FRAP i i - POD PP
1 (mgac.  Cha b (emmaco B Soa e
(umolFe* g dicog”  (mggFW) (mgg’ FW) (mg/100g  (raw abs. (raw abs. (AAmin™g" (PPO Unitg cinnamic acid (mg g NOy)
FW) Galicog™  (mgg mee FW) units FW)  units FW) FW) FW) o 88 NOs
EW) h' e FW)

Inicio 249a 09b 0,5b 02b 2,6 0,7a 0,4 32a 6,5a 0,1a 2,2b
Final 30,9 b 0,7a 0,4a 0,1a 2,3 10b 0,4 4,7b 31,4b 0,2b 1,7a
NE 249a 0,7a 04a 01la 20a 0,9 0,5 4,2 19,5 0,1 2,5b
SE 30,8b 0,8b 0,5b 02b 29b 0,9 0,3 3,7 18,4 0,1 1,4a
NB 26,5a 0,8 0,5b 0,1b 2,2 0,9 0,4 3,8 19,2 0,1 1,8
SB 29,3b 0,9 0,4a 0,la 2,7 0,9 0,4 4,1 18,7 0,1 2,0
Almacen. (A) % T A o P ok ns * o o *
Esteril (B) ** ** *x *xx * ns ns ns ns ns *x*
Larminar®(C) * ns * * ns ns ns ns ns ns ns
AxB ns * ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AxC * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
BxC ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AxBxC ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Los valores dentro de la misma columna seguidos por una letra minudscula diferente son significativamente diferentes para
P<0,05.Los asteriscos indican la significancia: * P <0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; ns= no significativa.

del CO; seiniciaron en 0,4 y al final de los 11 dias
de almacenamiento tuvieron valores de 8,47
para T1, 8,6 para T2, 8,1 para T3 y de 8,8 para
T4.

Con respecto al almacenamiento, los valores
significativamente mayores se dieron al inicio en
TP,Chl. a, Chl. by en el contenido en nitratos. Por
el contrario FRAP, BP, POD, PPO y PAL,
mostraron los valores significativamente
mayores para el final del almacenamiento. En
relacion a la esterilidad del sustrato, los valores
significativamente mas elevados se dieron en el
tratamiento SE para FRAP, TP, Chl.a, Chl.b y en
el contenido en vitamina C. Por el contrario, el
contenido en nitratos mostré el valor
significativamente mayor con el tratamiento de
NE. En el caso de la adicion de bacterias, se
obtuvo el valor significativamente mas elevado
en el tratamiento SB para el FRAP y los valores
significativamente mayores de NB en las Chl ay
b. Las clorofilas se comportaron de forma
contraria a los resultados obtenidos por Han y
Lee (2005) para lechuga bajo estrés tratada con
PGPR. Cabe destacar las dos interacciones
dobles entre el Almacenamiento y las Larminar®
para el FRAP (Gréfica 1B) vy entre
Almacenamiento y la Esterilidad para el TP (no
mostrada). La interaccion de la Grafica 1B
muestra que los resultados de FRAP para las
plantas con sustrato sin esterilizar (NE) y sin
Larminar® (NB) fueron significativamente
menores a los de los tratamientos de sustrato
estéril (SE) con (SB) y sin Larminar® (NB). El
aumento de la capacidad antioxidante con el
uso de las PGPR concuerda con los resultados
obtenidos por Olalde-Portugal y Mena-
Violante(2008) y Ordookhani et al.,(2010) en
frutos de tomate.

4, Conclusiones

La inoculacion mediante el producto Larminar
no produjo efecto sobre el desarrollo del berro,
aunque si se vieron sus efectos sobre la
capacidad antioxidante y las clorofilas a y b. La
planta se vio beneficiada por la esterilizacion del
sustrato ya que favorecid su desarrollo y el
aumento de FRAP, TP, clorofilas a y b y vitamina
C. Con el almacenamiento aumento el FRAP, el
pardeamiento y la actividad enzimatica.
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RESUMEN

La salinidad limita la productividad de los cultivos y modifica el balance hormonal
vegetal. El 4cido abscisico (ABA) y las citoquininas (CKs) son fitohormonas que median
la respuesta a estreses abiodticos y se considera que son producidas principalmente en
la raiz. Para evaluar el papel de estas dos hormonas en el crecimiento y productividad
de los cultivos bajo salinidad, se realizaron injertos cuyo portainjerto eran unas
variedades transgénicas de tomate que sobreproducian acido abscisico (ABA) (lineas
NCED) y citoquininas (lineas IPT), utilizando una variedad comercial de tomate cherry
como injerto. Las plantas de tomate injertadas fueron cultivadas en un invernadero
comercial durante 6 meses en condiciones de salinidad moderada. Las plantas cuyo
portainjerto era una variedad transgénica eran mds vigorosas y presentaban mayor
produccién que las que tenian como portainjerto una planta wild type o la propia parte
aérea injertada. Los analisis hormonales no explican completamente estos datos, por
lo que otros tipos de andlisis (genéticos, enzimdaticos) son necesarios para explicar

completamente estos datos.

Palabras clave: Fitohormonas; transgénicos; injertos; salinidad.

1. Introduccion

La salinidad es el mayor factor limitante en el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Las
estrategias que permiten a las plantas
enfrentarse al estrés salino incluyen cierre
estomatico  parcial, alteracion en el
metabolismo para desviar asimilados hacia la
raiz, inhibicion del crecimiento, senescencia
foliar y por Jdltimo abscision [1]. Como
organismos sésiles, las plantas perciben las
condiciones medioambientales y generar
sefiales sistémicas (en los tejidos expuestos al
estrés) para coordinar los ajustes metabdlicos y
de desarrollo. Bajo condiciones de salinidad y
sequia, las sefiales relacionadas con el estrés
inducen cambios en la expresion génica
especifica que puede ser mediada por sefiales
hidraulicas o quimicas, en las que la mayoria de
grupos de hormonas vegetales (4cido abcisico —
ABA-, etileno, citokininas —CK- y acido jasmonico
—JA-) son de vital importancia [2, 3]. Los trabajos
recientes sugieren que la mayor parte de las
fitohormonas estan implicadas no sélo en la
regulacion del crecimiento bajo condiciones de
estrés abidtico, sino también en otros procesos

clave como la adquisicion de recursos (agua y
nutrientes), de forma directa a nivel radical a
través de la actividad y expresién de
transportadores, o bien de forma indirecta
alterando el crecimiento y desarrollo de la raiz.

El acido abscisico (ABA) y las citoquininas (CKs)
son hormonas que median la respuesta de la
planta al estrés y se considera que son
producidas mayoritariamente en la raiz. En la
investigacién sobre comunicacién raiz-parte
aérea es aun incierto si los cambios hormonales
en la parte aérea bajo estrés salino se deben a
cambios en su exportaciéon desde la raiz, o a
cambios metabdlicos locales en la hoja. Los
datos contradictorios existentes acerca del
papel de las hormonas de la raiz y su impacto en
la fisiologia de la parte aérea, sugieren que el
papel de las hormonas sintetizadas en la raiz CKs
y ABA en la regulacién de las respuestas de la
parte aérea requiere una reevaluacion.

La disponibilidad de plantas transgénicas con
distinta gradacion en la produccion de ABA
(plantas que sobreexpresan NCED, cis-
epoxycarotenoid dioxygenasa) y CKs, de nuevos
sistemas de microarray para el analisis de la
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expresion génica, de ensayos optimizados para
actividades enzimaticas, y la facilidad de realizar
injertos en tomate, nos permite realizar una
aproximacion a distintos niveles (molecular /
bioquimica / fisiolégica / agronémica) de la
implicacién del ABA y las CKs en la regulacién del
crecimiento de la raiz y de la parte aérea, asi
como de la produccién, bajo estrés salino, con
objeto de poder mejorar la tolerancia.

El objetivo de este trabajo es comprobar el
efecto de la sobreproduccién de ABA y CKs
sobre el crecimiento y la produccién de plantas
de tomate cultivadas en condiciones de
salinidad.

2. Materiales y Métodos

Se utilizaron dos sets independientes de plantas.
El primer set de plantas disponia de dos lineas
funcionales  sobreproductoras de  ABA,
denominadas spl2 y sp5 (sp::LeNCED1-12 y
sp::LeNCED1-5), que sobreexpresan el gen NCED
de tomate bajo un promotor constitutivo [4], y
su respectivo Wild Type (WT) Ailsa Craig (AC). El
segundo set de plantas disponia de dos lineas
funcionales sobreproductoras de CKs,
denominadas iptF e iptG (35S:IPT) que
sobreexpresa el gen IPT de Agrobacterium
tumefaciens bajo el promotor constitutivo 35S,
y su respectivo WT UC82B.

Las semillas de los genotipos anteriormente
citados fueron sembradas en semilleros con
vermiculita y humedecidas con disolucién de
Hoagland semiconcentrada. Entre 30 y 45 dias
(en funcién de la velocidad de germinacién de
cada genotipo) después de la siembra, cuando
las plantas tenian entre 4 y 6 hojas verdaderas,
se realizaron los injertos Los genotipos citados
anteriormente  fueron  utilizados como
portainjerto de una una variedad cherry
comercial denominada Sugar Drop (SD), dando
lugar a las siguientes combinaciones de injertos:
SD/AC, SD/sp12, SD/sp5, SD/UC82B, SD/iptF,
SD/iptG. Como control del experimento se
utilizé la variedad comercial autoinjertada
(SD/SD) v sin injertar (SD). Se realizé un injerto
en bisel, tras el cual se mantuvieron dichas
plantas injertadas una semana en condiciones
de semioscuridad y 100% de humedad relativa:
Transcurrida una semana las plantas se fueron
aclimatando de forma progresiva hasta alcanzar
una humedad relativa del 60%. Dos semanas
mas tarde las plantas fueron transferidas a un
invernadero comercial, donde permanecieron 6
meses en cultivo enarenado y regadas con agua
cuya conductividad era de aproximadamente
3uS/cm. Durante el tiempo que las plantas

permanecieron en el invernadero se analizaron
los pardmetros relacionados con el crecimiento
vegetativo y la produccién. Se recolectaron
muestras de hoja, fruto, xilema y floema de hoja
de diferentes estadios para su posterior andlisis
hormonal (UHPLC-MS). Al final del ensayo se
midié el crecimiento vegetativo de la planta, se
analizo la produccion y se recolectd xilema de
raiz y muestra de raiz para su posterior analisis
hormonal. La fotosintesis y el intercambio
gaseoso se midieron en varias ocasiones a lo
largo del cultivo utilizando un ADC (Analitical
Development Company), modelo LCA 4.

3. Resultados y Discusion

Los resultados apuntan a una ventaja en
términos de vigor vegetativo de las lineas
transgénicas sobreproductoras de ABA y CKs
utilizadas como portainjerto de la variedad
comercial SD comparando con sus respectivos
controles. El peso fresco de la hoja y el drea
foliar se redujo significativamente en Ia
combinacién SD/AC, por lo que parece ocurrir
cierta incompatibilidad entre la variedad
comercial utilizada en éste ensayo y el patrén
AC. A pesar de ésta incompatibilidad observada
el uso de las lineas transgénicas spl2 y sp5
como portainjertos de la variedad comercial
combinaciones SD/sp12 y SD/sp5 did lugar a un
aumento significativo del vigor de la hoja
respecto a su WT AC injertado sobre SD (SD/AC)
y a la variedad SD injertada sobre si misma
(SD/SD) (Figura 1). El WT UC82B presentd mayor
vigor que AC y ninguna incompatibilidad con el
injerto SD. Las lineas transgénicas iptF e iptG
utilizadas como portainjerto de la variedad
comercial (SD/iptF y SD/iptG) fueron las mas
vigorosas de todas las combinaciones de injertos
utilizadas  presentando  un  incremento
significativo del peso fresco de la hoja y del area
foliar respecto de su WT injertado sobre SD
(SD/UC82B) y la variedad SD autoinjertada
(SD/SD) (Figura 1).

En cuanto a los pardmetros relacionados con la
produccion, tanto la longitud de los racimos
como el peso fresco de los mismos fue
significativamente  superior en las 4
combinaciones en las que utilizamos lineas
transgénicas como portainjertos de la varidad
comercial (SD/sp12, SD/sp5, SD/iptF y SD/iptG),
comparados con sus respectivos WT utilizados
como portainjertos de SD (SD/AC y SD/UC82B),
y con la variedad comercial autoinjertada
(SD/SD).
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Las concentraciones de ABA encontrados en el
xilema de la hoja 80 dias después del trasplante
(DDT), al contrario de lo que cabria esperar dada
la funcion del transgén, fueron inferiores en las
combinaciones de injertos con las lineas
transgénicas sp12 y sp5 (SD/sp12 y SD/sp5) que
en las combinaciones SD/AC y SD/SD. Las
concentraciones de CKs observadas en las
combinaciones con raices transgénicas
resultaron mayores que en las combinaciones
con sus respectivos WT, siendo los niveles de
CKs mayores en las combinaciones SD/iptF y
SD/iptG (Figura 3b).

Aunque en plantas injertadas el injerto siempre
tiene una mayor efecto que el portainjerto, se
ha visto que portainjertos de plantas wild type
pueden restaurar parcialmente el crecimiento y
el contenido foliar de ABA en injertos de flacca
(mutantes deficientes en ABA) [5, 6], indicando
asi que el ABA sintetizado en la raiz puede
influenciar la fisiologia de la parte aérea, aunque
bajo condiciones de cultivo Odptimas, la
sobreexpresion del gen NCED solamente en la
raices no produce niveles suficientes de ABA
para incrementar los niveles en la parte aérea
[7]. Del mismo modo, la sobreexpresién del gen
IPT solamente en la raiz, incrementd la
concentracion de CKs bioactivas en raiz, savia
xilematica y parte aérea [8].

4. Conclusiones

Entender el papel de una hormona especifica en
respuesta a la salinidad es dificil ya que, a) la
salinidad modifica  simultdneamente las
concentraciones de varias hormonas vegetales y
b) dos hormonas pueden influir de forma
reciproca en la sintesis, transporte o sensibilidad
la una de la otra. Es sorprendente en el caso de
este ensayo como dos transgénesis
completamente distintas pueden dar lugar a
resultados similares, como son el incremento
del crecimiento vegetativo y de la longitud vy
peso de los racimos. Existen otros factores, no
se sabe si mediados o no por las hormonas, o por
algunos de sus precursores o derivados, que
estan afectando a estas plantas a otro nivel que
no es solo el hormonal y que requiere
reevaluacioén y andlisis genéticos y enzimaticos
para completar el ensayo.
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Contraccidon temprana de diametro del tronco. Un nuevo

indicador altamente sensible al estrés hidrico en nectarinos

extratempranos
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RESUMEN

Se evalué la sensibilidad al estrés hidrico de diferentes indicadores de estado hidrico
de la planta durante dos afos consecutivos en nectarinos extratempranos. Las
medidas se realizaron durante la poscosechay se aplicaron dos tratamientos de riego:
i) control (CTL), regado al 120% de la evapotranspiracion de cultivo a fin de lograr
condiciones no limitantes de agua en el suelo; ii) Tratamiento deficitario (DI), que
recibid en torno a un 40 % menos de riego durante la poscosecha. Los indicadores de
estado hidrico evaluados fueron: potencial hidrico de tallo al mediodia (Wstem) Y
pardmetros derivados de las fluctuaciones de didmetro de tronco (FDT): méaxima
contraccion diaria (MDS), contraccion temprana entre las 9y las 12 hora solar (EDS), y
contraccion tardia (LDS) entre las 12 hora solar hasta el minimo didmetro de tronco.
Elindicador mas sensible (relacion de la intensidad de sefial y el ruido) fue Wstem junto
con EDS. La intensidad de seiial de EDS fue mayor que la de Wgem, aunque con mayor
variabilidad. EDS fue mejor indicador que MDS, con alta IS y similar variabilidad. La
relacién de MDS con Wen fue curvilinea con un maximo en -1.5 MPa. En cambio, EDS
se relacionaba linealmente con Wsem.. Son necesarios otros estudios para determinar
la sensibilidad al déficit hidrico de EDS en otras especies.

Palabras clave: maxima contraccidon de tronco, contracciéon temprana de tronco,

potencial hidrico de tallo y estrés hidrico.

1. Introduccion

La escasez de los recursos hidricos que sufren las
zonas aridas de Espafa y de otros paises obliga
a los agricultores a optimizar los recursos
hidricos. Para tales fines la utilizaciéon de las
medidas de los indicadores del estado hidricos
de las plantas se presenta como una
herramienta prometedora. Las principales
cualidades deseables que debe mostrar un
indicador son: sensibilidad al estrés hidrico y ser
automatizable.

El objetivo de este trabajo es estudiar la
sensibilidad de diferentes indicadores
tradicionales: potencial hidrico de tallo al
mediodia (Wstem); maxima contraccion diaria
(MDS) y dos nuevos indicadores derivados de a
las FDT: contraccién temprana del tronco (EDS)
y contraccién tardia del tronco (LDS).

2. Materiales y Métodos

El estudio se llevé a cabo durante dos afios
consecutivos (2009 y 2010) en una finca
comercial localizada en Campotejar (382 8'N; 12
13°W). La parcela experimental tenia un area de
2 ha de nectarino cv “Flanoba” injertados sobre
hibrido GF-677 en un marco de plantacion
de5.5x3.5 m. Los tratamientos de riego fueron:
i) Control (CTL), regado al 120% de la
evapotranspiracién potencial de cultivo (ETc) a
fin de mantener condiciones no limitantes de
agua en el suelo y ii) un tratamiento de riego
deficitario (DI), que recibié un 40% menos de
riego en la poscosecha de 2009 mientras que en
2010 el déficit hidrico aumentd gradualmente
desde el 20% al 70%.

El disefio experimental consisti6 en 3
repeticiones por tratamiento distribuidas al
azar. Cada repeticion estaba compuesta por 3
filas de 15 arboles cada una de ellas. Las
medidas se realizaron en los arboles de la fila
central.
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Las fluctuaciones de diametro de tronco (FDT)
fueron monitoreadas mediante 6 sensores de
desplazamiento  lineal  (LVDT;, Solartron
Metrology, Bognor Regis, UK, model DF + 2.5
mm, precision = 10 pm) instalados en el lado
norte de los troncos a 30 cm de altura y sobre
portasensores de aluminio e invar (una aleacién
compuesta por 64% de Fe y 35% de Ni que
presenta dilataciones térmicas minimas. Las
medidas se tomaban cada 30s y se recogian
medias cada 10 minutos con un data logger
CR10X (Campbell Scientific, Inc., Logan, USA). A
partir de las FDT se determinaron varios indices:
maximo (MXDT) y minimo (MNDT) didmetro de
tronco y maxima contraccién diaria (MDS=
MXDT-MXNT). Ademds se determinaron dos
nuevos parametros: contraccion temprana de
tronco (EDS), que tenia lugar entre las 9 y el
mediodia solar y contraccién tardia de tronco
(LDS) que ocurria entre el mediodia y el
momento en el que se alcanzaba el minimo
didmetro de tronco (en torno a las 16:00, hora
solar).

El potencial hidrico de tallo al mediodia (Wstem)
se midié cada 7-10 dias en hojas sanas, adultas,
cercanas al tronco y envueltas con film de
pldstico y papel de aluminio al menos dos horas
antes de su medida. La medida se realizé en una
hoja de cada arbol monitoreado con sensor.
Para las medidas se utilizé la camara de presion
(Soil Moisture Equipment Crop. Model 3000).

El 26 de agosto de 2010 se midid la conductancia
estomatica (Gs) desde las 5 y hasta las 19 (hora
solar), cada dos horas con CIRAS2 (PPSystem,
Hitchin, Herfordshire, UK). Las medidas se
realizaron en hojas soleadas, adultas y sanas en
cada arbol monitoreado con sensor.

La sensibilidad al estrés hidrico de los
indicadores se avalud usando la metodologia
propuesta por Goldhamer y Fereres (2001) [1].
La intensidad de sefial (IS) se calculé mediante la
relacion de los valores del tratamiento
deficitario y los del control vy la sensibilidad
como la relacion entre la IS y el coeficiente de
variacion (ruido) de las medidas. A fin poder
comparar las sensibilidades de cada indicador
solamente se utilizaron los datos de los dias en
gue se tenian medidas de todos los indicadores.

Las relaciones entre indicadores fueron
estudiadas mediantes andlisis lineal y no-lineal.
El coeficiente de determinaciéon (r?) se utilizé
para evaluar el ajuste de las regresiones. El
andlisis de varianza (ANOVA) se utilizé para
evaluar las diferencias entre tratamientos.
Todos los analisis se llevaron a cabo con el

software (Statgraphics Plus for Windows versién
4.1).

3. Resultados y Discusion

Los valores de Wstem variaron de acuerdo a las
variables climaticas, entre -0.4 y -1.06 MPa en
CTL durante los dos afios de estudio. El valor
minimo alcanzado por DI fue -1.78 y -2.08 MPa
en 2009y 2010, respectivamente.

MDS, EDS y LDS presentaron alta dependencia
con las variables meteorolégicas. De la Rosa et
al. (2013) [2] mostrd estrechas correlacionado
de MDS con VPDn« ¥ Tmx, €N nectarinos bien
regados de la misma parcela. Durante el periodo
experimental los valores medios de MDS, EDS y
LDS fueron 230y 335 um, 87 y 165 umy 125y
134 pum, para CTLy DI, respectivamente.

Durante el periodo de déficit ISups, ISeps, I1Sips Y
Slwgtem promediaron 1.5y 1.7,1.9y 2.3,1.0y 1.2
y 1.4y 1.5, para 2009 y 2010, respectivamente.
ISeps fue claramente superior a las de los otros
indicadores. En 2009 todos los indicadores
disminuyeron los valores de IS al final del
periodo, cuando la demanda atmosférica bajd.
En cambio, en 2010, ISeps Y ISwstem fue elevada
(2.8 y 2.7) al final del periodo, cuando el déficit
era severo (reduccion del 70% del riego en DlI),
mientras que ISwps Y ISips fue de 1.4 y 0.7,
respectivamente.

Para explicar por qué ISgps muestra valores
mucho mas altos que los de IS,ps hay que tener
en cuenta que la contraccidon del tronco se
produce cuando las pérdidas de agua mediante
transpiracién son mayores que las entradas de
agua por absorcién radicular (Ortufio et al. 2010
[3]). Por la mafiana la conductancia estomatica
es similar en ambos tratamientos (Figura 1) por
lo que la contraccidn del tronco en DI es mayor
ya que la absorcion radicular en este
tratamiento es menor por tener menos agua en
el suelo y estar ésta mas fuertemente retenida
(datos no mostrados). Por la tarde la menor
absorcidn radicular en DI se compensa con las
menores pérdidas de agua debidas a un
importante cierre estomatico (Figura 1). Por
esta razén CTL puede mostrar valores de LDS
mayores que los de DI (IS<1) cuando hay un
importante cierre estomatico. “-El cierre
estomatico que tiene lugar al mediodia es
debido al efecto conjunto del incremento del
déficit de presidn de vapor y el bajo contenido
de agua en el suelo (Chaves et al. 2002 [4]).

Al mismo tiempo que la contraccién horaria de
tronco en DI era mayor que en CTL, la pendiente
de bajada de Wstem también era mayor en DI. En
cambio, cuando la contraccién horaria era igual
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en ambos tratamientos, la pendiente de bajada
de Wsem también era igual en ambos
tratamientos (figura 1).

Tabla 3.Intensidad de sefial (IS), coeficiente de
variacién (CV) y relacién entre IS y CV de las
diferentes variables. Los datos muestran las
medias de cada periodo. En 2009 el riego en DI
fue un 40% menos que en CTL mientras que en
2010 la reduccién de riego fue de 20, 30, 50 y
70% para los periodos 181-200, 201-230, 231-
260 y 261-280, respectivamente. Las medidas
utilizadas corresponden a dias en los que se
media Wsem Y de 6 sensores 6 6 medidas por
tratamiento.

Afo Periodo MDS EDS LDS Wsrem
181-200 1.5 1.9 0.8 1.4
o 201-230 1.7 2.3 0.9 1.6
§ 231-260 1.5 1.9 1.2 1.5
261-280 1.0 1.2 0.9 1.2
» Promedio 1.5 1.9 1.0 1.4
- 181-200 13 1.4 1.1 1.0
° 201-230 1.9 29 1.5 1.5
§ 231-260 1.9 2.0 1.2 1.5
261-280 14 2.8 0.7 2.7
Promedio 1.7 2.3 1.2 1.5
181-200 0.14 0.11 0.12 0.07
o 201-230 0.16 0.15 0.20 0.07
§ 231-260 0.13 0.15 0.19 0.09
261-280 0.20 0.25 0.35 0.08
> Promedio | 0.16  0.17  0.22 0.08
° 181-200 0.29 0.28 0.49 0.18
° 201-230 0.21 0.27 0.37 0.13
§ 231-260 0.11 0.10 0.25 0.09
261-280 0.14 0.12 0.29 0.08
Promedio 0.18 0.19 0.33 0.12
181-200 111 17.3 6.6 19.5
o 201-230 10.9 15.8 4.5 23.9
§ 231-260 11.7 12.8 6.5 16.9
261-280 5.2 4.7 2.5 14.9
3 Promedio | 95 113 44  19.0
a 181-200 4.5 5.1 2.3 5.6
° 201-230 8.7 11.0 4.1 11.5
§ 231-260 16.4 20.8 4.7 16.7
261-280 9.7 23.7 2.6 33.7
Promedio 9.5 12.2 3.7 12.5

Wstem presentd los coeficientes de variacion mas
bajos (0.08 y 0.12), seguido de MDS (0.16 y
0.18),EDS (0.17 y 0.19) y LDS (0.22 y 0.33). Wstem,
debido principalmente a sus bajos CV, fue el
indicador mas sensible al estrés hidrico,
mostrando valores de sensibilidad de 19y 12.5,
para 2009 y 2010, respectivamente. Dentro de
los indicadores derivados de las FDT, EDS fue
claramente el que mayor sensibilidad presento,

(11.3y12.2), seguido de MDS (9.5y 9.5) y de LDS
(4.4y3.7).
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Figura 1. Evolucion diaria de (A) temperatura (
—), deficit de presion de vapor (&) y
radiacion solar (=), (B) Fluctuacion de diametro
de tronco, (C) Contraccién horaria de tronco, (D)
conductancia estomdtica, (E) potencial hidrico
de tallo, (F) pendiente del potencial hidrico de
tallo del dia 26 August 2010 (DOY 238) para DI (
-0-) y CTL (—e—). Los datos representados son
medias * ES de 6 medidas.

Yiem se correlaciond bien con diferentes
pardmetros derivados de las FDT. Los
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coeficientes de determinacion mejoraban
cuando se consideraban tres periodos
diferentes dentro de la poscosecha (Junio, Julio-
Agosto y Septiembre-Octubre). Wsem vs MDS
presenté un diferente patrén de
comportamiento  conforme avanzaba la
poscosecha de tal modo que a un mismo valor
de Wsem de -0.9 MPa le correspondian valores
de MDS de 375 mm en Junio, 250 en Julio-
Agosto y 225 en Septiembre-octubre. MDS se
relacionaba linealmente en Junio en el rango de
-0.3 a -0.9 MPa. En los periodos Julio-Agosto y
Septiembre-Octubre, el mejor ajuste era no
lineal en los intervalos -0.6 a -1.8 MPay -0.3 a -
2.1 MPa, respectivamente (Figura 2).

-
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Figura 2. Relacion entre ¥.m and (A) maxima
contraccion de tronco (MDS), (B) Contraccidn
temprana de tronco (EDS) y (C) contraccion
tardia de tronco (LDS) para diferentes periodos
de poscosecha: Junio ( —.—), Julio-Agosto (-0-) y
septiembre-Octubre  (—&—). Cada punto
corresponde al promedio diario de 6 sensores y
medidas por tratamiento. Se representa el error
estdndar bidireccional.

En cambio, EDS se relaciond linealmente,
aunque la pendiente también decrecia

conforme avanzaba el periodo. Esta disminucién
de la pendiente conforme avanza el periodo
puede ser debida a la pérdida de elasticidad de
los tejidos del tronco (Intrigliolo and Castel 2004
[5]). LDS estaba relacionado con Wsem mediante
curvas mas pronunciadas que las de MDS. En
este caso las curvas no diferirian entre periodos.

4. Conclusiones

EDS ha presentado alta sensibilidad al déficit
hidrico incluso en condiciones de estrés severo,
mejorando por tanto el comportamiento de
MDS. Ademas, la cualidad de ser facilmente
automatizable hacen de este nuevo indicador
una herramienta prometedora para la
programacién del riego en el futuro. Sin
embargo son necesarios nuevos trabajos para
testar el comportamiento de este indicador en
otros cultivos.
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RESUMEN

La mosca blanca Bemisia tabaci Gennadius es una plaga grave en muchos cultivos de
campo y de invernadero en todo el mundo, y ha desarrollado resistencia a la mayoria
de grupos quimicos insecticidas. La facilidad con que esta plaga desarrolla resistencia
hace imprescindible incorporar nuevos compuestos con diferentes modos de accién y
sin resistencia cruzada con los utilizados anteriormente en las estrategias de manejo
de la resistencia a insecticidas (MRI). Se ha probado el ciantraniliprol, que es una nueva
materia activa aun sin registrar en Espafia y el spiromesifén, un insecticida registrado
hace pocos afios. Nuestro trabajo se centra en el estudio de las resistencias cruzadas
entre poblaciones de biotipo Q seleccionadas para la resistencia a estos nuevos
insecticidas, con los materias activas mds cominmente utilizadas para el control de B.
tabaci en el sureste espafiol. Hasta el momento, los datos obtenidos de las
poblaciones de B. tabaci resistentes a ciantraniliprol y spiromesifén no indicaron
ninguna resistencia cruzada entre ellos y el resto de insecticidas bioensayados,

presentando valores de CL50 similares al resto de poblaciones.

Palabras clave: Cyazypyr; Oberdn; mosca blanca; biotipo Q; diamidas.

1. Introduccion

La mosca blanca Bemisia tabaci Gennadius
(Hemiptera: Aleyrodidae) es una plaga muy
importante a nivel mundial, que afecta tanto a
cultivos al aire libre como en invernadero.
Provoca graves dafios por su accién directa
(picaduras, excrecién de melaza,...), pero sin
duda los mas relevantes son los indirectos, ya
que actla como vector de multitud de virus
como el TYLCV (Tomato Yellow Leaf Curl
Begomovirus) o de la hoja en cuchara del
tomate, y el ToOLCNDV (Tomato Leaf Curl New
Delhi Virus) o virus del rizado del tomate Nueva
Delhi [1], que afecta a cucurbitaceas y
solanaceas, con una muy fuerte incidencia
desde el verano de 2013 en el sureste espafiol.

El uso de insecticidas ha sido la principal
estrategia para el control de B. tabaci, sobre
todo en cultivos sensibles a virus, donde se
aplica una gran cantidad de tratamientos
especificos contra la mosca blanca. Debido a
esta alta presion insecticida, esta plaga ha
desarrollado de moderada a muy alta resistencia
a la mayoria de los grupos insecticidas, incluidos
los hidrocarburos clorados, organofosforados,

carbamatos, piretroides, reguladores del
crecimiento y neonicotinoides [3-6].

La facilidad con que esta plaga desarrolla
resistencias hace necesario el desarrollo de
nuevos compuestos con diferentes modos de
accion y sin resistencias cruzadas con los
utilizados anteriormente para ser incorporados
en las estrategias de manejo de la resistencia a
insecticidas (MRI) con el fin de mantener bajo
control las poblaciones de mosca blanca. Para
ello, antes de incorporar un nuevo insecticida
hay que llevar a cabo multitud de ensayos, en
primer lugar para conocer los niveles de
resistencia de las poblaciones de partida y
después estudiar las resistencias cruzadas entre
cada uno de ellos.

Las poblaciones de B. tabaci del sureste espafiol
(Almeria y Murcia) se han descrito en varias
ocasiones como resistentes a diferentes
insecticidas [7], y entre ellas se encuentran
algunas de las poblaciones mas resistentes
jamas descritas [4]. Por ello esta zona, al ser el
peor caso posible, es un lugar ideal para estudiar
las resistencias cruzadas. Por otra parte, debido
a marcadas diferencias en la susceptibilidad de
insecticidas entre biotipos de mosca blanca, y el

147 | 274




Il Workshop en Investigacion Agroalimentaria — WiA3.14. Cartagena, 12-13 de mayo de 2014

hecho de que el biotipo Q ha sido citado como
el mas resistente, es importante probar la
toxicidad de estas materias activas con
poblaciones de campo de este biotipo.

El conocimiento de la susceptibilidad basal y la
existencia de resistencias cruzadas entre
insecticidas, es esencial para el desarrollo
racional de las estrategias de manejo anti-
resistencia.

El objetivo de este trabajo es estudiar las
resistencias cruzadas que presentan dos
poblaciones de B. tabaci seleccionadas en
laboratorio para la resistencia a ciantraniliprol y
spiromesifén, cuando se bioensayan con los
insecticidas mas cominmente utilizados para el
control de mosca blanca en el sureste espafiol.

2. Materiales y Métodos

2.1 Poblaciones

Para llevar a cabo los objetivos de este trabajo
se han utilizado dos poblaciones de laboratorio,
R-CYA y R-SPI, seleccionadas para la resistencia
a ciantraniliprol y spiromesifén respectivamente
y la poblacidn sensible de referencia S-LAB

2.2 Insecticidas

Para obtener las poblaciones resistentes se han
utilizado ciantraniliprol (Cyazypyr 20 SC;
Verimark™, DuPont Crop Protection, Newark,
DE) y spiromesifén (Oberén 24 SC, Bayer
CropScience) y en los bioensayos para
determinar las resistencias cruzadas: alfa-
cipermetrin (Fastac 10 EC, BASF), azadiractin
(Aling 3,2 EC, Sipcam lberia), imidacloprid
(Confidor 20 LS, Bayer CropScience),
pimetrozina (Plenum 50 WG, Syngenta Agro),
piridabén (Sanmite 20WP, BASF), y piriproxifén
(Juvinal 10 EC, Kenogard). En todos los casos, en
el momento de hacer el bioensayo se preparan
diluciones de los insecticidas en agua destilada a
la que se le afiade el mojante Tween 20.

2.3 Bioensayo de huevos

El piriproxifén es un insecticida ovicida, asi que
siempre que se utiliza hay que realizar un
bioensayo de huevos. Para ello se utilizan
plantulas de algoddn de unos 20 o 25 cm de
altura, con unas 4 hojas verdaderas. A una de
ellas se le fija una caja-pinza, con unas 40
hembras adultas en su interior durante 24 horas
para la oviposicién, Fig. 1a. Transcurrido este
periodo de tiempo, se quitan los adultos de la
hoja, y se marcan 30 huevos en cada una de ellas
Fig. 1b.

Se preparan 5 dosis y el control, todas ellas con
agua destilada y mojante (Tween 20) en
proporcién 1:1000, y se procede al tratamiento.
Este se lleva a cabo introduciendo la hoja con los
huevos durante 10 segundos en la dosis
correspondiente, Fig. 1c, y dejandola secar al
aire.

Transcurridos 14 dias del comienzo del ensayo
se procede al conteo de la mortalidad,
considerando individuos vivos aquellos que se
encuentran en estado N2, Fig. 1d y muertos
tanto los huevos muertos como aquellos que a
pesar de tener buen aspecto adn no han
eclosionado Fig. 1e, debido a que ha pasado el
tiempo suficiente para su desarrollo.

2.4 Bioensayo de ninfas

Los ensayos de ninfas son similares a los de
huevos, sélo se diferencian en los periodos de
tiempo. También se utilizan plantulas de
algoddn en las que se fijan cajas-pinza, con unas
40 hembras adultas cada una y en este caso, la
oviposicién dura 48 horas.

Terminado el periodo de oviposicion en las
plantulas, se eliminan los adultos de cada hoja 'y
se mantienen en condiciones de laboratorio
durante 12 dias para que se desarrollen los
huevos.

Una vez alcanzado el estadio N2, se marcan 30
ninfas y se procede al tratamiento, que al igual
qgue en el bioensayo de huevos, se lleva a cabo
introduciendo por completo la hoja con las
ninfas durante 10 segundos en la dosis
correspondiente y dejandola secar al aire.

Pasados 15 dias desde el tratamiento (tiempo
necesario para que en nuestras condiciones de
laboratorio todos los huevos lleguen al menos a
estado de pupa) llega el momento del conteo de
la mortalidad, donde se consideran como
individuos vivos aquellos que se han
desarrollado hasta llegar a estado de pupa, Fig.
1g, y también los exuvios (el adulto ya ha
emergido). Por otro lado, se consideran muertos
los huevos no eclosionados, y tanto las ninfas
muertas (Fig. 1f) como aquellas ninfas que a
pesar de tener buen aspecto aun no han llegado
a estado de pupa.

2.5 Anilisis estadistico

Siempre que fue necesario, las mortalidades
obtenidas en los bioensayos se corrigieron
teniendo en cuenta la mortalidad del control [8].
Los datos se analizan mediante un analisis
Probit, utilizando el programa PoloPlus [9].

Para determinar las diferencias significativas
entre poblaciones, se calcula la concentracién
que causa una mortalidad del 50%, a la que se
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denomina concentracion letal 50 (CL50) y los
limites de confianza al 95% (LC 95%) para cada
una de ellas.

También se ha calculado el FR (factor de
resistencia a nivel de CL50), que es la relacién
entre la CL50 de cada una de las poblaciones y la
CL50 de la poblacidn sensible de referencia.

3. Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se exponen los valores de CL50
obtenidos para las poblaciones R-CYA y R-SPI
cuando se bioensayaron con el insecticida para
el que habian sido seleccionadas y con el
contrario, para determinar el nivel de resistencia
adquirido y la existencia o no de resistencia
cruzada entre ellas, respectivamente, y los
factores de resistencia obtenidos. Como puede
verse, en ambos casos se ha alcanzado un nivel
suficiente de resistencia. En el caso de R-SPI con
una CL50 de 17,13 mg/L, que comparado con
1,08 mg/L que es el resultado obtenido para la
poblacién sensible de referencia (S-LAB), supone
un FR de 16, o lo que es lo mismo, es 16 veces
mas resistente al insecticida que la poblacion
sensible. Si observamos lo que sucede al
bioensayarla con ciantraniliprol, podemos ver
que no muestra diferencias significativas
respecto de S-LAB, lo que puede traducirse
como ausencia de resistencia cruzada entre
ambos insecticidas. Lo mismo ocurre para la
poblacion R-CYA, la CL50 obtenida para
ciantraniliprol es 0,799 mg/L, unas 20 veces
mayor que el valor obtenido por la poblacién
sensible (0,039 mg/L).

La Tablas 3 muestra los valores de CL50 y FR
obtenidos al bioensayar las poblaciones
seleccionadas con los insecticidas comUnmente
utilizados para el control de B. tabaci en el
sureste espanol. Ambas tablas se encuentran
incompletas puesto que los ensayos estdn en
curso o aun por comenzar. Los resultados
obtenidos hasta el momento muestran como en
la mayoria de los casos no aparecen diferencias
significativas respecto de S-LAB. Sélo al ensayar
R-SPI con piridabén aparecen diferencias
significativas respecto de la sensible, aunque los
valores son tan préximos que no parece un dato
muy destacable. Sin embargo, si que parece muy
interesante lo que ocurre al ensayar esta misma
poblacién con piriproxifén, puesto que resulta
significativamente mas sensible que la
poblacion S-LAB. Estamos a la espera de
terminar el resto de bioensayos para hacer mas
pruebas y confirmar esta resistencia cruzada
negativa, que significaria que al aumentar la

resistencia a spiromesifén disminuye la
resistencia a piriproxifén.

Ambas poblaciones se comportan igual que la
poblacién sensible frente a imidacloprid.

4. Conclusiones

Basandonos en los resultados obtenidos para las
poblaciones seleccionadas, otros previos que
muestran una ligera variacion en la tolerancia a
spiromesifén [4] y otros aun en proceso de
publicacién que muestran que poblaciones de
campo resistentes a diferentes grupos
insecticidas  fueron tan susceptibles a
ciantraniliprol como la poblacién sensible de
referencia [10], consideramos que
ciantraniliprol y  spiromesifén pueden
desempefiar un papel importante en las
estrategias de manejo de resistencia a
insecticidas en B. tabaci debido a su alta eficacia
y a la ausencia de resistencias cruzadas con
otros insecticidas.

Aun asi, teniendo en cuenta la facilidad de B.
tabaci a desarrollar resistencia a diferentes
materias activas, se recomienda supervisar el
uso de estos nuevos productos para mantener
su eficacia durante el mayor tiempo posible.
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Susceptibilidad y factores de
resistencia a ciantraniliprol y spiromesifén de
ninfas de B. tabaci. Expresado como CL50

(mg/L) (LC 95%)
S-LAB R-SPI FR R-CYA FR
YA 0,039 0,030 1 0,80 * *
(0,034-0,057) | (0,008-0,043) (0,47-1,82) | 20
* *
SPI 1,08 17,13 0,54 05
(0,60-1,81) (7,76-26,8) | 16 | (0,31-0,80)
Tabla 2. Susceptibilidad y factores de
resistencia a los insecticidas usados
habitualmente para el control de B. tabaci.
Expresado como CL50 (mg/L) (LC 95%
S-LAB R-SPI FR R-CYA FR
141,19
ALFA (40,29-255,59)
2,65
AZA (0,53-6,55)
15,19 15,07 6,50
i (1,29-81,08) | (7,78-25,69) 1 (2,90-10,84) 04
29,17
PIM (3,17-107,38)
PIB 0,34 1,98 * *
(0,21-0,51) (0,96-4,64) | 6
PIX 20,86 3,98 * *
(13,77-30,37) | (1,12-6,87) | 0,2
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RESUMEN

La biosolarizacién del suelo en invernaderos de pimiento (Capsicum annuum L.)
supone una estrategia de control de enfermedades teltricas (Phytophthora capsiciy/o
parasitica y Meloidogyne incognita), de vegetacién adventicia y de fendmenos de
fatiga muy adecuada para mantener buenos niveles productivos en sistemas de
monocultivo prolongado. Este trabajo pretende evaluar las repercusiones de la
aplicacién de cantidades importantes de materia orgdnica, hasta 100 t/ha, en estos
agrosistemas sobre la calidad del suelo y en el medio ambiente. El ensayo de lixiviacion
de nitratos en condiciones controladas se realizé sobre columnas de suelo inalterado
los cuales habian sido sometidos a biosolarizacién de primer afio (100 t/ha de
enmiendas) comparandose con el efecto sobre un suelo de referencia tratado con
bromuro de metilo (BM) en la dosis de 30 g/m? + plastico VIF, sin la aplicacién de
enmiendas orgénicas. El contenido en agua lixiviada en las muestras biosolarizadas fue
de 5,3 L/columna, mientras que la columna desinfectada con bromuro de metilo lixivio
9,9 litros, de un total de 29,7 litros aplicados en ambos casos. El total de nitrato
lixiviado para cada uno de los tratamiento fue de 10,0 g NOs/columna para el
tratamiento con la enmienday 25,7 g NOs’/columna para el tratamiento con ausencia
de enmendantes orgdnicos. La actividad bioldgica medida en el suelo biosolarizado
fue superior a la del suelo tratado con BM, sobre todo en los dos primeros perfiles de
la columna (hasta 20 cm de profundidad).

Palabras clave: Capsicum annuum; materia orgdnica; bromuro de metilo; actividad bioldgica;
actividades enzimaticas.

patégenos telurico, siendo utilizable en
agricultura ecoldgica. Sin embargo, la aplicacion
de importantes cantidades de materia organica
y su reiteracion en el tiempo plantea la
necesidad de abordar el estudio de aspectos

INTRODUCCION

El pimiento es un monocultivo en mas
del 90% de los invernaderos del Campo de
Cartagena (Murcia) y del sur de la provincia de
Allcan.t? (6], s||enc%o f’hyltophtfwora spfp'. (cgps:zl); fundamentales sobre el suelo y suimpacto sobre
pa;’qs:tlclcg 1e8 pl)_rlnupa p.at(;geno u;glco Ie el medioambiente. Entre ellos, una de las serias
cultivo [_ /18] 'a prese'nua e estos ongos,' a dudas existentes ante la bondad de Ila
de Meloidogyne incognita y el efecto de la fatiga . o . .,

- - . biosolarizacion en cuanto a desinfeccion de
del suelo, generada por la reiteracion del cultivo S S
suelos, es el potencial riesgo de lixiviacion de

_en el mismo suelo, hal_:>|a motivado que todos los nitratos y el posible aporte de metales pesados
invernaderos se desinfecten anualmente con [11]

bromuro de metilo (98:2 a 60 g/m? sellado con

plastico de polietileno de 0,05mm) desde 1985
[7] hasta 2005 [4], en que el bromuro de metilo
quedo autorizado en forma de usos criticos para
una parte de la superficie, dejandose de utilizar
en 2007.

La biosolarizacion se ha propuesto como una
técnica eficaz de desinfeccidn de suelos frente a

La lixiviacidon de nutrientes en sistemas
de fertirrigacion localizada estd directamente
relacionada con el movimiento de cada
nutriente en el volumen de suelo humedecido
por los goteros, donde se desarrollan las raices
de las plantas. Los nutrientes presentan una
distribucion tridimensional, dependiendo del
movimiento de cada nutriente dentro del bulbo,
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de diversos factores entre los que cobran
especial interés las propiedades fisicas y fisico-
quimicas del suelo, dosis y férmula del
fertilizante, volumen de riego y caudal de
descarga del gotero, influyendo directamente el
desarrollo y distribucion de raices en el suelo
segun régimen de riego y posicién de goteros.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo de lixiviacion de nitratos en
condiciones controladas se realizé sobre
columnas de suelo inalterado sometido a
biosolarizaciéon de primer afio con una dosis de
enmienda de 100 t/ha (70 t/ha estiércol de
ovino y 30 t/ha de gallinaza), siempre
comparandose con el efecto sobre un suelo
control tratado con bromuro de metilo en la
dosis de 30 g/m? + plastico VIF (filmes
virtualmente impermeables), sin la aplicacion de
enmiendas, que era el método habitual de
desinfeccion de los suelos. El suelo del
invernadero experimental es representativo de
los suelos medios de cultivo de pimiento en el
Campo de Cartagena de textura fina y niveles
medios de materia orgdnica (Tabla 1). Se
procedid a la toma de tres replicas de cada
tratamiento, mediante sondeo de suelo
inalterado en cilindros de 80 cm de largoy 30 cm
de ancho. En el perfil de la columna se procedié
a la colocacién de diferentes sondas de succién
a distintas profundidades, una superficial y otras
3 cada 10 cm de profundidad, tipificadas como

RESULTADOS Y DISCUSION

La evolucién del volumen de lixiviados a lo largo
del ensayo fue variable, presentando valores
superiores en el tratamiento con bromuro de
metilo en comparacion con el biosolarizado (Fig.
1). La dindmica del agua en las diferentes
columnas fue distinta, presentando las
biosolarizadas una tasa de infiltracién superior,
al menos en los perfiles superiores, en la linea de
lo obtenido por [2, 10] en lisimetros con cultivo
de pimiento bajo invernadero, donde los
primeros 25 cm de profundidad la densidad
aparente disminuye frente al mismo suelo sin
biosolarizar. El hecho de que los suelos con BM
lixiviaran mas cantidad puede deberse a la
mayor capacidad de retenciéon hidrica que
presentan los suelos estercolados, lo que se
manifiesta en una mayor retencién de agua,
disminuyendo la lixiviacion de ésta [5]. El nitrato
lixiviado a lo largo del ensayo también fue
superior en los suelos no enmendados, tal y

El objetivo del trabajo fue medir, en
condiciones controladas, a partir de columnas
de sueloinalterado, la lixiviacion de nitratosy los
principales parametros bioldgicos en suelos
biosolarizados en comparacién con suelos
desinfectados con bromuro de metilo (BM), que
no incluian la aportacién de enmiendas.

perfiles S, V, Y y Z. Durante el cultivo, se evalué
el volumen de drenaje y de nitrato.

En cada una de las columnas se planté una
planta de pimiento cv. ‘Requena’ la cual fue
fertirrigada con la misma disolucién con la que
se riega el cultivo en los invernaderos de la
comarca del Campo de Cartagena, de modo que
en todo momento los resultados obtenidos a
escala de laboratorio pudiesen ser extrapolables
a suelos naturales. En cada riego se midi6 la
cantidad de disolucién suministrada y Ia
concentracién de lixiviado obtenido en un
periodo de tiempo determinado, a través de un
ICP (Espectrometria de Masas con fuente de
Plasma de Acoplamiento Inductivo). Para
determinar posibles variaciones en la
produccion de biomasa se pesaron todas las
recolecciones de frutos y al final del ensayo se
pesé la planta entera. En cada uno de los
muestreos se medié peso fresco, peso seco
(medido en estufa a 652C hasta peso constante)
y nitréogeno. Al finalizar el ensayo se analizo el
suelo en cada uno de los perfiles de la columna

[9].

como muestran [1] en columnas de suelo
esterilizado frente a suelos naturales (Fig. 1). El
volumen total lixiviado en las muestras de suelo
biosolarizado fue de 5,3 + 0,5 L, mientras que el
suelo bromurado lixivid 9,9+ 0,7 L, de un total de
29,7 litros aplicados en ambos casos. Las
cantidades totales lixiviadas fue de 10,0+ 1,2 g
NOs/columna para el tratamiento con estiércol
y 25,7 + 3,0 g NOs/columna para el tratamiento
con ausencia de enmendantes organicos,
resultados similares a los obtenidos por [10] en
lisimietros con cultivos de pimiento bajo
invernadero, donde después de la aplicacion de
hasta 100 t/ha de estiércoles y afio presentaron
tasas de lixiviacién inferiores a los suelos que no
recibieron cantidad alguna. La concentracion de
nitratos también fue muy variable a lo largo del
periodo de muestreo presentando unos valores
maximos de 5,8 y 10,6 g NOs7/L, para columnas
biosolarizadas y no biosolarizadas,
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respectivamente, lo que quiere decirse que
durante el transcurso de la disolucidn por la
columna ocurren fendmenos de
adsorcion/desorcion en feedback, condicionada
por la elevada actividad bioldgica y enzimatica,
sobre todo ureasa [3]. [1] justifica la menor
lixiviacion de formas recalcitrantes del
nitrégeno, especialmente de elevado peso
molecular, en columnas a la inmovilizacion
microbiana. Esta mayor retencidn del nitrégeno
en la columna podria permitir a la planta un
mayor aprovechamiento del mismo, pudiendo
permitir el reducir las aplicaciones nitrogenadas
y, ademads, en caso de realizarse, el riesgo de
lixiviacion es significativamente menor en
cuanto a concentracion de nitratos [8].
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Tablas y Figuras
Tabla 1. Caracteristicas del suelo al final del ensayo en cada uno de los perfiles de la columna. Mediaterror
estandar
Parametro Bio S® Bio V Bio Y Bio Z BM s® BM V BMY BM Z
pH 8,00+0,02 8,24+0,07 8,29+0,10 8,4740,20 8,18+0,25 8,22+0,07 8,08+0,06 8,05+0,05
C.E. (dS/m) 0,81+0,29 0,57+0,27 0,86+0,14 0,74+0,33 0,58+0,25 0,69+0,26 0,855%0,12 0,93+0,16
N (Kjeldahl) | 0,26:0,08 0,27+0,02 0,19+0,05 0,19+0,07 0,2510,05
0,23+0,04 0,21+0,06 | 0,1740,08
(%)
Nitratos
251,6+18,9 | 188,4+80,2 | 152,3+39,3 | 106,27¢66,0 | 220,7+51,7 | 154,7¢96,2 | 1459+70,0 | 122,7+9,9
(mg/Kg)
Amonio
4,40+1,90 3,60+0,40 3,60+0,29 4,47+1,95 3,5040,33 4,87+0,55 5,10%2,12 3,80+1,13
(mg/Kg)
C organico
ﬁ, %) 3,35£0,40 2,95+0,49 2,09+0,52 1,7240,04 2,51#0,12 2,5240,36 2,34+0,64 1,5440,26
0

() Bio S= Perfil S de la columna biosolarizada
(2 BM S= Perfil S de la columna tratada con bromuro de metilo
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Figura 2. Evolucion de la concentracidn de nitrégeno en hoja (a) y frutos (b). Media * error estdndar
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Variabilidad de la tolerancia a la alimentacion sin presa en
distintas poblaciones mediterraneas de Orius laevigatus
(Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae)

J. E. Mendoza, V. Balanza, M. J. Sdnchez-Martinez, P. Bielza

Departamento de Produccion Vegetal, ETSIA. Universidad Politécnica de Cartagena, Paseo Alfonso
XIll, 48, 30203, Cartagena, Espaia. enrique.menriv@gmail.com.

RESUMEN

La capacidad de Orius laevigatus para alimentarse de polen le permite sobrevivir en
condiciones de escasez de presas, prolongando su durabilidad en el cultivo. Sin
embargo, su potencial reproductivo se ve muy afectado, por lo que seria interesante
poder obtener individuos capaces de multiplicarse de manera efectiva en esas
condiciones. En esa linea de trabajo, se estudiod la variabilidad de ocho poblaciones
mediterraneas en cuanto a su fecundidad alimentandose sélo de polen; asi como la
tolerancia de dichas poblaciones a tales condiciones adversas, calculada como el
porcentaje respecto de la fecundidad del control, alimentado con huevos de Ephestia
kuehniella. En todas las poblaciones la fecundidad disminuyd considerablemente
cuando se alimenté a los adultos con polen (reducciéon media del 73,3%). Aunque no
se encontraron diferencias significativas entre poblaciones al analizar la fecundidad en
el polen, éstas si que existian cuando el factor evaluado era la tolerancia a la
alimentacidn sin presa. La poblacidon mas tolerante resultd ser La Zenia, en la que la se
registré una fecundidad diaria media de casi el 44% respecto del control, mientras que
entre las mas sensibles fueron las recolectadas en Portonovo y Hellin, en las que la
fecundidad oscil6 en torno al 19% respecto del control. Este estudio supone el inicio
de un proceso de selecciéon con el fin de obtener una poblacién tolerante a la
alimentacidn sin presa, lo que sera fundamental a la hora de adelantar la introduccién

de O. laevigatus en el cultivo.

Palabras clave: antocdéridos; fecundidad diaria media; Ephestia; polen.

1. Introduccion

El uso de enemigos naturales para combatir a las
plagas se esta convirtiendo en una practica cada
vez mas habitual. Entre los mas usados en la
actualidad, gracias a su efectividad en un gran
numero de ecosistemas agrarios, se encuentra el
chinche Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera:
Anthocoridae), un voraz depredador polifago
muy comun en la cuenca Mediterranea y el norte
de Europa (Péricart, 1972).

En los dultimos afios, la atencién sobre O.
laevigatus como agente de control bioldgico ha
aumentado notablemente, sobre todo a partir de
gue empezara a considerarse como el principal
enemigo de Frankliniella occidentalis (Pergande)
(Thysanoptera: Thripidae), una de las plagas que
mayores dafios econémicos provoca en cultivos
de invernadero de todo el mundo [2-5], en los
que se establece este chinche y donde logra un
éxito similar al control quimico [6-7].

Como resultado de este especial interés, muchas
compaiiias fitosanitarias han intensificado la
produccion masiva de estos insectos (datos no

publ.) y, del mismo modo, cada vez mas trabajos
se centran en la busqueda de la metodologia y la
dieta mas rentables para la cria de este insecto
en condiciones controladas [8-10].

Sin embargo, cuando los agricultores realizan la
suelta de enemigos naturales en el invernadero,
se encuentran con que su efectivo poblacional se
ve muy afectado cuando el nimero de presas
disminuye. En el caso de Orius, a pesar de que en
numerosos estudios se ha informado acerca de
su capacidad para sobrevivir alimentandose del
polen de las flores del cultivo, también es cierto
que si lo hacen exclusivamente de este modo su
fecundidad se ve muy reducida [11-12].

A pesar de ello, poder alimentarse de polen se
considera una gran estrategia adaptativa para
sustentar a las poblaciones de estos insectos en
condiciones de escasez [13-14]. Es por eso que
mejorar la fecundidad de O. laevigatus podria
permitir su liberacién en el cultivo cuando la
plaga aun no se hubiera extendido. En esa linea
de trabajo, se estudid la variabilidad de ciertas
poblaciones mediterraneas de O. laevigatus a la
tolerancia a la alimentacién sin presa, con el
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objeto de evaluar, mas tarde, la respuesta a la
seleccion de dicho caracter.

2. Materiales y Métodos

2.1 Recoleccidn vy cria de Orius laevigatus.

El material bioldgico utilizado en este estudio se
obtuvo de la cria artificial de O. laevigatus a partir
de poblaciones silvestres recolectadas en
distintas localidades de clima mediterraneo. El
mantenimiento y la posterior multiplicacién se
llevaron a cabo en recipientes de plastico de un
litro en los que se introdujeron los individuos
junto con un vial de agua de 10 mL sellado con
algoddn hidréfilo como fuente de hidratacion,
una judia como sustrato de puesta, huevos de
Ephestia kuehniella como alimento y cdscara de
trigo como refugio para evitar el canibalismo.

Las poblaciones objeto de estudio en el actual
trabajo fueron Moreira, Portonovo (ambas en
Pontevedra), Cuevas de Almanzora (Almeria),
Ruidera (Ciudad Real), La Zenia (Alicante) y Hellin
(Albacete), ademas de una poblacién comercial y
una poblacién mezcla de todas las anteriores, con
una mayor variabilidad genética.

2.2 Métodos de bioensayo.

Para la realizacion de los bioensayos, se partié de
adultos recién emergidos de cada poblacién
ensayada (max. 24 horas desde la emergencia),
formando dos grupos de unos 50-60 individuos
que fueron introducidos en sendos recipientes
con las mismas condiciones que en la cria pero
con una diferencia fundamental en cuanto a la
alimentacién: mientras que a los individuos del
control se les alimentd con huevos de Ephestia,
el tratamiento diferencial consisti6 en una
mezcla comercial de polen de varias plantas.

Tras un periodo de tiempo de 3-5 dias durante el
cual tendria lugar la cépula, los individuos fueron
sexados, individualizando entre 10 y 20 hembras
para estudiar la diferencia de fecundidad tanto
entre tratamientos como entre poblaciones. Para
ello se wusaron pequefios recipientes de
polipropileno de 45 mL con tapa ajustable en las
que a cada hembra se le proporciond un trozo de
judia con los extremos sellados con parafina
como sustrato de puesta y fuente de hidratacion,
asi como huevos de Ephestia o polen como
alimento en funcién del tratamiento.

Todos los bioensayos se realizaron en camaras
climaticas a 2611 °C y fotoperiodo 16:8 (L:0).

2.3 Lectura y toma de datos.

Cada 2-3 dias se cambid la judia a las hembras
aisladas, anotando el numero de huevos puestos

durante ese tiempo. Este proceso se repitid a lo
largo de dos semanas, tiempo durante el cual las
judias con huevos del tratamiento diferencial se
mantenian a baja temperatura, a la espera de
que se eligiera la descendencia de las hembras
con mayor fecundidad respecto del control.

2.3 Tratamiento estadistico.

Los bioensayos se realizaron completamente al
azar, con dos tratamientos por cada poblacién y
un total de 10 a 20 réplicas por tratamiento
(n=10-20). Mediante un test de correlacién se
evalué la interaccidn entre los tratamientos.

Transformadas las medias de tolerancia a la
alimentacién sin presa, y confirmados los
criterios normalidad y homocedasticidad tanto
para éstas como para las medias de fecundidad,
se realiz6 un ANOVA para cada parametro en
funcién de la poblacion. Cuando se observaron
diferencias significativas entre las poblaciones, se
separaron sus medias mediante un test de
comparaciones multiples. Todos los test se
evaluaron al 95% de confianza (p<0,05) [15-16].

3. Resultados y Discusion

El analisis de regresion lineal constatd que no
existe relacion alguna entre la fecundidad diaria
media (FDM) de los dos tratamientos ensayados
(F=0,187; g.1.=1; r=0,040; P=0.666).

Como ya se habia observado [17], todas las
poblaciones de O. laevigatus eran capaces de
poner huevos independientemente de la dieta.
Sin embargo, en la Figura 1 podemos ver cémo la
FDM desciende considerablemente en todas las
poblaciones al alimentarlas exclusivamente con
polen (t= 16,274; g.l.= 116; P<0,001). De hecho,
el valor medio de FDM fue de 6,73 huevos por
hembray dia en el control, frente alos 1,8 huevos
del tratamiento con polen, lo que supone una
reduccidon del 73,25%. Estos resultados van en
consonancia con los de Cocuzza et al. [17],
quienes observaron una reduccién superior al
60% en la fecundidad de una poblacién comercial
alimentada con polen.

Por otro lado, en la Tabla 1 se muestran los
resultados para las tres variables evaluadas en
funcién de la poblacion: FDM en el control, FDM
con dieta basada en polen y tolerancia a la
alimentacion sin presa.

En primer lugar, aunque existen diferencias entre
las distintas poblaciones en cuanto a su FDM en
el control (F= 6,503; g.l.= 7; P<0,001= 0,000),
éstas pueden considerarse dentro del rango de
variabilidad natural de la especie. A pesar de ello,
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se distingue una poblacién de elevada FDM,
Portonovo, asi como otra con una baja FDM,
Moreira, existiendo entre ambas una diferencia
media de 5,37 huevos por hembray dia.

En el tratamiento diferencial, por su parte, no se
encontraron diferencias significativas entre las
poblaciones (F=1,662; g.l.= 7; P= 0,126).

Sin embargo, al analizar los resultados de
tolerancia a la alimentacion sin presa, pardmetro
calculado en este trabajo como el porcentaje de
la FDM en el tratamiento con polen respecto de
la FDM registrada en el control, si que se
observaron diferencias significativas entre las
poblaciones (F= 5,045; g.l.= 7; P<0,001). Asi pues,
entre las poblaciones ensayadas nos
encontramos con La Zenia, que presenta una
elevada tolerancia a la alimentacion con polen,
ya que su FDM casi alcanza el 50% de la del
control. Esta poblacion resultd ser, precisamente,
una de las menos fecundas en el control, lo que
podria deberse al coste ecoldgico provocado por
un posible proceso de adaptacion para hacer
frente a un ambiente que se aleje del rango
tolerancia de la especie. En el extremo opuesto
se encuentra la poblacion de Portonovo, en las
que la FDM en el tratamiento diferencial fue del
19% respecto del control. En la misma linea que
lo expuesto anteriormente, se podria hacer
referencia a una situacion mas estable en el drea
de la que procede esta poblacidn, de manera que
las condiciones del tratamiento diferencial al que
aqui ha sido expuesta habrian supuesto una
fuerte presion sobre su plasticidad fenotipica.

Las observaciones en este y otros estudios
revelan que la supervivencia y la reproduccién de
O. laevigatus en ausencia de presas estan
principalmente supeditadas a su capacidad para
alimentarse a base de polen, aun a expensas de
una reduccion en la fecundidad. Este aspecto es
clave a la hora del manejo en campo de este
insecto, ya que permite realizar la suelta cuando
la plaga aun no se ha extendido en el cultivo,
aumentando su eficacia en el control de ésta.

En cuanto a las poblaciones aqui estudiadas, es
interesante sefialar que la que mejor beneficio
ofreceria para la cria masiva en biofabricas, en las
que el alimento se suministra ad libitum, son las
recolectadas en Portonovo o Hellin, ya que
poseen una elevada fecundidad en condiciones
6ptimas. Pero si lo que se desea es adelantar su
introduccion en el cultivo, la mas conveniente
seria la de La Zenia ya que, aunque presenta una
menor capacidad reproductiva, su rendimiento
es mas alto cuando se alimenta sdlo con polen,
en comparacién con otras poblaciones.

No obstante, la extrapolacién al campo de los
resultados aqui expuestos debe hacerse con
precaucion, ya que el potencial reproductivo de
Orius en condiciones de laboratorio puede ser
muy distinto al que presente en el invernadero.

4. Conclusiones

A pesar de que no se han encontrado diferencias
entre las poblaciones ensayadas en cuanto a la
fecundidad cuando las hembras se alimentan de
polen, éstas si son significativas si se comparan
con las del control, alimentadas con huevos de
Ephestia. Este estudio permitird estudiar, a
posteriori, la respuesta a la seleccién de la
tolerancia a la alimentacion sin presas en Orius,
dando lugar, con el tiempo, a individuos con una
elevada eficacia reproductiva a pesar de que se
adelante su liberacidn en el cultivo.
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7. Tablas y Figuras
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control
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Fig. 1. Fecundidad diaria media de las distintas
poblaciones bioensayadas de Orius laevigatus para
ambos tratamientos. Las barras de error hacen
referencia al indice de confianza al 95%.

Tabla 1. Diferencias en la Fecundidad Diaria Media de las distintas poblaciones de Orius laevigatus
ensayadas en funcidn de la dieta. Diferencias en la tolerancia a la alimentacion sin presa (ANOVA).

Poblacién n? FDM control® FDM polen® Tolerancia (%)°
La Zenia 13 5.51+3.40 bc 2.42+0.90a 4391+16.25a
Mezcla 12 6.19+2.18 bc 2.10+£0.88a 33.83+14.13 ab
Ruidera 12 5.33+2.47 bc 1.64+1.21a 30.80 £ 22.65 ab
Comercial 10 7.17 £ 2.36 abc 2.00+1.24a 27.95+17.35ab
Moreira 18 4,18 +3.06c¢c 1.45+0.63a 24.35+10.57 b
Cuevas de Almanzora 18 7.33+2.73ab 1.72+0.69 a 23.52+9.42b
Hellin 20 8.23+2.37ab 1.59+1.06a 19.30+12.85b
Portonovo 14 9.55+2.58 a 1.81+0.83a 19.00+8.69b

Las medias + SE de cada columna seguidas por la misma letra no son significativamente distintas, p > 0.05, Test de Tukey.
2n: ntmero de hembras ensayadas para cada tratamiento, una vez corregidos los valores perdidos.

® FDM: Fecundidad Diaria Media, expresada en nimero de huevos puestos por cada hembra al dia.

¢ Tolerancia a la alimentacion sin presa (%) = FDM polen - 100 / FDM control.
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Ciclo de vida de Allium chrysonemum y efecto de la
temperatura de almacenamiento sobre la floracion
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RESUMEN

Allium chrysonemum es una especie endémica del sudeste ibérico catalogada como
vulnerable en el Catdlogo Regional de Flora Silvestre Protegida de la Region de Murcia.
Se ha estudiado el desarrollo y fenologia de los bulbos procedentes de Calasparra
obtenidos de semilla y la influencia de la temperatura de almacenaje sobre la
emergencia del escapo floral, aspectos importantes para hacer reintroducciones en
campo. Se estudio el desarrollo morfofenoldgico de los bulbos durante 2009-2012. Los
bulbos extraidos en 2011 se almacenaron a 5°C, 10°Cy 22°C. Los resultados muestran
un légico incremento de peso de los bulbos con los afios. Ya en el segundo ciclo de
cultivo se inicié la floracion de algunos bulbos (16%), dandose una floracidn plena
durante el tercer ciclo (99%). En este tercer ciclo de cultivo el 10% de los bulbos forman
bulbillos, de los cuales el 37,5% desarrollé a su vez el escapo floral. En cuanto al efecto
de la temperatura de almacenamiento de los bulbos, el 100% de los conservados a
229C brotaron durante el almacenamiento, mientras que a 52C y a 10°C lo hicieron el
70% y 81% respectivamente. La conservacion a bajas temperaturas provocd una
disminucion gradual en el tiempo de emergencia del escapo floral. Por otro lado, los
bulbos almacenados a bajas temperaturas florecieron con tan sélo 4 hojas, mientras
que los conservados a 22°C lo hicieron con 6 hojas. El almacenamiento a bajas
temperaturas ayuda a evitar floraciones tardias y por tanto disminuye el riesgo de fallo

reproductivo en veranos muy secos.

Palabras clave: Crecimiento del bulbo; bajas temperaturas; escapo.

1. Introduccion

El género Allium L. (Alliaceae) es uno de los
géneros de mayor importancia econdmica que
comprende cultivos tanto horticolas, herbaceos
como ornamentales, y numerosas especies
silvestres [1]. Ademas, este género muestra una
gran diversidad de especies que se diferencian
en multiples caracteres morfoldgicos, forma de
vida (bulbos o rizomas) y tipo de habitats. Entre
las especies silvestres se encuentra A.
chrysonemum, endémica del sudeste ibérico y
catalogada como vulnerable en el Catdlogo
Regional de Flora Silvestre Protegida de la
Regién de Murcia (BORM 50/2003).

Las especies de plantas raras y amenazadas se
consideran prioritarias en el ambito de la
conservacion de la diversidad bioldgica a causa
de su distribucién geogréfica restringida, su
amplitud ecoldgica reducida y  sus
vulnerabilidades ante procesos de deriva
genética, depresién por entrecruzamiento de
parientes proximos y fendmenos ambientales

aleatorios. Segun [2], hay una necesidad
apremiante de mejorar el conocimiento de su
biologia, especialmente en las areas de biologia
poblacional y reproductiva, genética y ecologia,
como paso inevitable para prevenir su extincion.
Asi mismo, los factores ambientales que mas
afectan al desarrollo del bulbo son el
fotoperiodo, el frio del almacenaje y Ila
temperatura de crecimiento, pero el efecto de
éstos depende del estado fenoldgico de la
planta [3]. En concreto la temperatura de
almacenaje de los bulbos antes de la siembra
afecta la velocidad de brotaciéon del ajo, asi
como el vigor de crecimiento y la forma de la
planta.

La informacion bibliogréfica al respecto es muy
escasa, por lo que se hace necesario llevar a
cabo estudios que aborden este aspecto. Del
mismo modo tampoco se encuentra
informacion relativa a los aspectos morfolégicos
y fenoldgicos de esta especie, aspectos también
de graninterés a la hora de obtener planta tanto
para reintroducciones o reforzamiento de
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poblaciones como para el desarrollo de cultivos
de utilidad potencial.

Los objetivos de este estudio fueron conocer (a)
el desarrollo de los bulbos obtenidos de semilla,
asi como la capacidad de floracion y de
bulbificaciéon y (b) el efecto de las bajas
temperaturas de almacenamiento sobre la
emergencia del escapo floral.

2. Materiales y Métodos

2.1. Material vegetal

Las plantas de Allium chrysonemum pueden
alcanzar hasta 60 cm de longitud con bulbos de
1,5 x 2,5 cm, ovoideos y con la tunica externa
membranosa, presentando en ocasiones un
bulbillo [4] (Castroviejo et al., 1993). Puede
desarrollar 3-4 hojas, de hasta 15 cm de
longitud, semicilindricas, fistulosas,
envainadoras, con vaina pelosa, y un indumento
de pelos simples, de hasta 0,8 mm de longitud.
La espata estd formada por dos bracteas
desiguales, persistentes, y la inflorescencia en
umbela, de 4-6 cm de longitud, laxa, y las flores
sin bulbillos. El fruto es una capsula, de hasta 5
mm de longitud, globoso, con semillas de 4 x 2
mm. Esta especie forma parte de espartizales,
lastonares, pedregales y litosuelos en claros de
pinares y sabinares. Sus poblaciones se
encuentran en las montafias subbéticas
andaluzas, sierras del sur de Albacete y noroeste
de Murcia (Moratalla, Calasparra y Caravaca).

2.2. Seguimiento del desarrollo y fenologia de
los bulbos procedentes de semilla

Este ensayo se llevd a cabo durante un periodo
de cuatro afios en la Finca Experimental
Agroalimentaria  “Tomdas Ferro” de |la
Universidad Politécnica de Cartagena. Las
semillas de A. chrysonemum utilizadas en este
ensayo procedian de la poblacién localizada en
Calasparra. Un lote de semillas de la especie fue
sembrado el 10 de noviembre de 2009 en
bandejas forestales de 60 alvedlos (1 semilla por
alvedlo), rellenadas con una mezcla de turba y
suelo en la proporcion 1:1. El cultivo se
desarrollé en un umbraculo de malla negra,
sobre mesas con riego por aspersion. El 2 de
junio de 2010 se extrajeron los bulbos y se
almacenaron en ambiente seco a 19°C hasta que
fueron plantados el 27 de septiembre de 2010.
Las condiciones de cultivo fueron las mismas
excepto la mezcla de sustrato, utilizdndose fibra
de coco y vermiculita en la proporcién 7:3. Justo
antes de la plantacion, todos los bulbos se
pesaron utilizando una balanza de precision
(0,0001 mg). Durante todo el ciclo de cultivo se
realizaron controles de emergencia, desarrollo

vegetativo, floracion y bulbificacidn. A finales de
julio de 2011, cuando las hojas estaban
totalmente secas, se volvieron a extraer los
bulbos y antes de ser almacenados se procedio
a su caracterizacion morfolégica (peso vy
didmetros longitudinal y transversal). El 29 de
septiembre de 2011 se llevd a cabo la siembra
de los bulbos, en las condiciones anteriormente
mencionadas, y se realizaron los controles
oportunos de emergencia, desarrollo
vegetativo, floracion y bulbificacién. A finales de
julio de 2012 se extrajeron nuevamente para
caracterizarlos morfolégicamente.

2.3. Efecto de las bajas temperaturas de
almacenamiento sobre la emergencia del

escapo floral

Los bulbos extraidos al final del tercer ciclo
(2011/2012) se clasificaron en 3 tamafios;
grandes, medianos y pequefios y se
almacenaron a las temperaturas de 52C, 102Cy
22°C desde julio a septiembre.

2.4. Analisis estadistico

Un analisis multivariante de la varianza se utilizd
para evaluar la influencia sobre la germinacion
de las condiciones utilizadas en cada ensayo. Los
datos fueron analizados con el programa
estadistico SPSS 19.0 para Windows (SPSS Inc.,
Chicaco, EE.UU.). La normalidad y
homocedasticidad de los datos fueron
verificados. Cuando los efectos principales eran
significativos, las diferencias fueron probados
por la prueba de comparacién multiple de Tukey
a P<0,05.

3. Resultados y Discusion

Segln los resultados obtenidos en el peso y
didmetros (Tabla 1), podemos observar un
incremento significativo de peso de los bulbos
durante los tres periodos de cultivo llegando a
aumentar hasta un 85% mads, sin existir
diferencias  significativas  entre bulbos
bulbificados y no bulbificados en el ultimo afio.
Hay un aumento significativo respecto al
didmetro longitudinal siendo los mas largos los
bulbos que han bulbificado con un valor de unos
20 mm. Igualmente el didmetro transversal va a
aumentando durante los ciclos pero en el Ultimo
afio son los bulbos no bulbificados mds anchos
(15,6mm) que los bulbificados (14,8mm) sin
diferencias significativas entre ambos. Los
mayores porcentajes obtenidos de bulbos
florecidos y de bulbos bulbificados (Tabla 2)
fueron a la temperatura de almacenamiento
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mas calida asi como solamente florecieron el
23% de los bulbillos a esta temperatura.

Los tratamientos a bajas temperaturas de 5y
10°C durante el almacenamiento provocan una
emergencia anticipada del escapo floral (Fig.1) a
los 152 y 157 dias después del trasplante con
respecto al tratamiento de de 222C que emerge
a los 195 dias. En la Figura 2 se muestra que los
bulbos a bajas temperaturas tienen el mismo
numero de hojas (4) en el momento de la
floracién con respecto a la temperatura mas
calida (6 hojas). Las altas temperaturas de
almacenamiento  (Fig.3) favorecieron el
incremento de peso, de manera significativa, en
un 4,42 g con respecto al 2,80 g conseguido a
bajas temperaturas.

La floracién se inicia en el segundo ciclo de
cultivo (2010/2011) con un 16% de bulbos
florecidos y es en el tercer ciclo donde se da una
floracion plena (99%) y ademas el 10% forma
bulbillos de los cuales el 37,5% desarrolld el
escapo floral (Fig.4).

4. Conclusiones

Para conseguir floracion en el primer afio de
introduccién de la especie en campo es
aconsejable la utilizacién de bulbillos frente a la
siembra de semillas.

El almacenamiento de los bulbos a bajas
temperaturas ayuda a evitar floraciones tardias
y por tanto disminuye el riesgo de fallo
reproductivo en veranos muy secos.
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Pesos y @ de A.chrysonemum de 2009-2012

2009/10 2010/11 2011/12
No bulb. Bulb.
Peso(g) 0,394a 1,064b 2,626¢ 2,173c
@long(mm) 14,835a 17,662ab 20,24b
@trans(mm) 10,707a 15,582b 14,85b

Letras diferentes para valores dentro de una fila indican una diferencia
significativa (Test Tukey; p<0,05)

Tabla 2. % de floracion de los bulbos (BF), de
bulbificacion (BB) y de bulbillos florecidos (BBF)

5°C 10°C 22°C
BF 81,25 76,92 86,36
BB 43,75 23,08 63,64
BBF 0 0 22,73
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Figura 1. Dias de emergencia del escapo floral de los bulbos
almacenados a distintas temperaturas
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Figura 2. N2 hojas en el momento de la emergencia del

escapo floral de los bulbos almacenados a distintas
temperaturas
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SUMMARY

Measurements obtained by the continuous monitoring of trunk diameter fluctuations
were compared with discrete measurements of midday stem water potential (Wstem)
and midday leaf conductance (g)) in adult pomegranate trees (Punica granatum (L.) cv.
Mollar de Elche). Control plants (TO) were irrigated daily above their crop water
requirements in order to attain non-limiting soil water conditions, while T1 plants
were subjected to water stress by depriving them of irrigation water for 34 days, after
which time irrigation was restored and plant recovery was studied for 7 days. T1 plants
showed a substantial degree of water stress, which developed slowly. Maximum daily
trunk shrinkage (MDS) was identified to be the most suitable plant-based indicator for
irrigation scheduling in adult pomegranate trees, because its signal:noise
((T1/T0):coefficient of variation) ratio was higher than that for Wstem
((T1/T0):coefficient of variation) and g ((TO/T1):coefficient of variation). MDS
increased in response to water stress, but when the Wsem fell below -1.67 MPa, the
MDS values decreased.

Key words: Plant water relations; Punica granatum; trunk diameter fluctuations

1. Introduction

Pomegranate (Punica granatum L.) is a very
interesting fruit tree species because it has
drought resistant characteristics [1], being able
to thrive well in arid and semiarid areas, even
under desert conditions [2]. However, to reach
optimal growth, vyield and fruit quality,
pomegranate trees require regular irrigation,
particularly during the dry season [3].

The use of plant-based water status indicators
has become very popular for planning precise
irrigation, because plant water status may be
the ideal method for predicting crop
performance under a given irrigation scheduling
regime. Since plant water status controls many
physiological processes and crop productivity,
this information can be highly useful in irrigation
scheduling [4]. Measurements of trunk
diameter fluctuations (TDF) using trunk
diameter sensors provide continuous and
automated recording of maximum daily trunk
shrinkage (MDS), which has been shown to be

suitable for the development of automated
irrigation scheduling in fruit trees [5].

In this study, the sensitivity of MDS in
comparison with other discretely measured
indicators of plant water status in response to a
cycle of water deprivation and recovery was
studied.

2. Materials and Methods

2.1. Plant material, experimental conditions and
treatments

The experiment was carried out in 2009 on a
farm located near the city of Murcia (Spain)
(37°57' N, 0°56'W). The plant material consisted
of own rooted 10-year old pomegranate trees
(Punica granatum L.) cv. Mollar de Elche, with an
average trunk diameter of about 15 cm. Tree
spacing followed a 3 m x 6 m pattern, with an
average ground cover of about 59 %.

The soil of the orchard was a weakly saline Xeric
Torriorthent, with silt loam texture. The
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irrigation water had an electrical conductivity of
between 1.7 and 2.2 dS m? and the CI
concentration in the irrigation water ranged
from 36 to 48 mg I'.

Control plants (treatment TO) were irrigated
above crop water requirements (115 % ETo),
using six emitters (each delivering 4 | h™%) per
plant. Irrigation in T1 plants was withheld for 34
days (from day of the year (DOY) 209 to 243,
second half of rapid fruit growth period). The
recovery of plants was ensured by re-irrigation
at the levels used in TO for 6 days (from DOY 244
to 250). Total water amounts applied in the
experimental period were 261 and 38 mm for TO
and T1 treatments, respectively.

During the experiment pest control and
fertilization practices were those usually used by
local growers, and no weeds were allowed to
develop within the orchard. Irrigation was
carried out daily and during the night using a
drip irrigation system with one lateral pipe per
tree row.

2.2 Measurements

Meteorological data were collected by
automatic weather stations located near the
experimental sites. Mean daily air vapour
pressure deficit (VPDw) and daily crop reference
evapotranspiration (ETo) were calculated
according to Allen et al. [6].

Midday (12 h solar time) stem water potential
(Wstem) Was measured on the south facing side
and the middle third of the trees, in two fully
developed leaves per tree of each replicate,
enclosing leaves in small black plastic bags
covered with aluminium foil for at least 2 h
before measurements in the pressure chamber
(model 3005, Soil Moisture Equipment Co.,
Santa Barbara, CA, USA). Midday leaf
conductance (g) in attached leaves was
measured with a steady-state porometer (LI-
1600, LICOR Inc., Lincoln, USA) on the abaxial
surface of the leaves and in a similar number and
type of leaves as used for the Wsem
measurements

The micrometric trunk diameter fluctuations
(TDF) were measured throughout the
experimental periods in four trees per
treatment, using a set of linear variable
displacement transducers (LVDT) as indicated by
Moriana et al. [5]. MDS was calculated as the
difference between the daily maximum
diameter and the minimum diameter.

To compare the sensitivity of the plant-based
indicators for use as water stress indicators it is
more suitable to compare their values relative

to those of the control trees. For this, the signal
intensity of both continuous and discrete plant
water status measurements were defined as the
relative values (T1/T0 or TO/T1), while variability
or noise was defined as the coefficient of
variation of the mean. Thus, the signal:noise
ratio integrates both the indicator strength and
its variability, and is important for assessing the
usefulness of plant-based water stress
indicators for irrigation scheduling.

2.3 Statistical analysis

The design of the experiment was completely
randomized with four replications. Data were
analyzed using SPSS software [7]. Analysis of
variance was performed and means values were
compared by an LSDgos test. Values for each
replicate were averaged before the mean and
the standard error of each treatment were
calculated.

3. Results and Discussion

During the experimental period, average daily
maximum and minimum air temperatures were
32.5 and 20.2 9C, respectively. VPD,, ranged
from 0.98 to 2.84 kPa, and accumulated ETo was
226 mm. There was no rainfall during the
experimental period.

The high Wsem and g values in TO plants
throughout both experimental periods (Figure
1A and B) suggested that control pomegranate
plants were under non-limiting soil water
conditions. Despite that T1 plants at the end of
the water withholding period pointed to a
relatively strong water stress situation, the
decrease in Wsem values at a rate of around
0.025 MPa d! indicates that the water stress
developed quite slowly (Figure 1A and B).

MDS values showed substantial fluctuations
during the experimental period (Figure 1C).
Differences between TO and T1 treatments were
evident as early as four days after the imposition
of water stress, due to the MDS increase in T1
plants (Figure 1C). When T1 plants were
rewatered, MDS values fell and were similar in
both treatments during the recovery period.

The fact that MDS signal:noise ratio was higher
than that for Wsem and g for all the intervals of
time considered (Table 1) suggested that MDS is
the most suitable indicator for pomegranate
irrigation scheduling. In this sense, Ortufio et al.
[8] showed that continuously measured plant
water status indicators were more immediate
and sensitive than discretely measured
indicators. Moreover, Remorini and Massai [9]
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indicated that trunk diameter fluctuations
differed between irrigation treatments even in
the absence of differences in Wsem, and
Goldhamer et al. [10] indicated that MDS
responded sooner than Wsem to water stress.
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Figure 1. Midday stem water potential
(%em) (A), midday leaf conductance (gi) (B)
and maximum daily trunk shrinkage (MDS)

(C) in TO (closed symbols) and T1 (open
symbols) plants during the 2009
experimental period. Bars on data points
are #S.E. of the mean (not shown when
smaller than symbols). Vertical dotted line
indicated the time at which irrigation was
restored. Asterisks indicate statistically
significant differences by least significant
difference at 5% level (LSDo.05) range test.
Each point is the mean of four values

Taking into consideration the Wsem values
obtained during the experimental period and
the MDS values taken at the same times, a
polynomial  relationship  between  both
parameters (MDS (mm) = 0.419 + 0.979%stem
(MPa) + 1.118%¥iem? (MPa) + 0.331%¥tem’ (MPa),
r2=0.685, MSE = 0.003) was evident in the range
of water stress studied (Wstem values from —0.72
to —1.98 MPa) (Figure 2).

Table 1. Mean signal intensity, mean noise,
and signal:noise ratio of maximum daily trunk

shrinkage (MDS), midday stem water potential
(Wstem) and midday leaf conductance (g)) at
different intervals of the 2009 water stress
period. For each interval, mean signal or mean
noise values that do not have a common letter
are significantly different according to the
LSDg.0s5 range test.

Mean Mean Signal:

DOY . . .
signal noise noise
209-217 MDS 1.24a 0.17a 7.31
Ysem  1.27a 0.21a 6.16
8 1.04a 0.15a 6.93

209-224 MDS 1.31ab 0.17b 7.84
Ysem  1.46a 0.23a 6.27
g 1.15b 0.15b 7.73

209-231 MDS 1.37ab  0.17b 7.95
Weem 1.59a  0.22ab 7.13
8 1.29b 0.24a 5.34

209-238 MDS 1.41b 0.17b 8.24
Ysem 1.72a 0.23a 7.39

g 1.40b 0.23a 6.07
209-243 MDS 1.46b 0.18b 8.31
Wstem 1.81a 0.24a 7.63
g 1.49b 0.26a 5.82

This relationship was characterized by two
different phases. Above Wgem values of -1.67
MPa, MDS values increased sharply as Wsem
decreased, and when Ws.m values were below
this threshold value the relationship changed
and any further reduction in Wsem was
associated with a decrease in MDS. This is the
behaviour more frequent in most species values
[11]. However, Intrigliolo et al. [12], suggested
that the best fit between MDS and Wsem in
pomegranate trees was obtained with a linear
regression, and that there was not a single
unique relationship between both variables
valid for the whole season due to changes in
fruit growth pattern and fruit removal. In this
sense, our data also revealed the possibility of
presenting the relationship between MDS and
Wtem by means of a first-order fit (MDS (mm)
0.056 - 0.168Wem (MPa), r> = 0.587, MSE
0.004) but the correlation obtained was worse
than for the polynomial regression model
(Figure 2). In our opinion, to clarify the model
that defines the relationship between both
variables, a higher number of MDS data points
corresponding to Ws.em values below -1.67 MPa
would have been necessary.
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Figure 2. Relationship between and
maximum daily trunk shrinkage (MDS) and
stem water potential (%em) in TO (closed
symbols) and T1 (open symbols) plants
during the 2009 water stress period. Each
value is the mean of four measurements

4. Conclusions

The results indicated that MDS is a reliable
plant-based water stress indicator in adult
pomegranate trees. In addition, the fact that
LVDT sensors used in the experiment did not
have to be repositioned, together with other
operational  advantages over discretely
measured indicators, such as the low labour
costs involved and the possibility of connection
to remotely operated irrigation controllers,
confirm that MDS is a suitable plant-based
indicator for precise irrigation scheduling
practices based on plant water status
measurements.
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Programacion del riego en uva de mesa cv. Crimson Seedless a

partir de indicadores de planta

M. Conesa, A. Pérez-Pastor, R. Domingo

Universidad Politécnica de Cartagena. Departamento de Produccién Vegetal. Paseo Alfonso XlIl, 48.
30203. Cartagena (Murcia). Espafia charo.conesa@upct.es

RESUMEN

En una explotacion comercial de uva de mesa tardia (Crimson Seedless x
Paulsen 1103), se evaluaron, durante dos afios consecutivos, lineas de
referencia obtenidas a través de la relacidn entre la maxima contraccion
diaria del tronco (MCD) y distintas variables climaticas, a partir de la medida
de la fluctuacidn del diametro del tronco (FDT) en vides bien regadas, para
ser utilizadas en la programacién del riego a través de la intensidad de sefial
(IS) de la MCD, relacidn entre la MCD actual y la de referencia. Después del
primer afo, se comprobd que los mejores ajustes tenian lugar en pre-envero,
antes del cambio de color de las bayas. La temperatura media diaria (Tmeq) fue
la variable climatica que mejor explicé las variaciones de MCD (r?=0,66). El
mantenimiento de IS = 1 y del potencial hidrico de tallo a mediodia (W) de -
0,65 MPa resultaron ser indicadores idoneos de programacién durante pre y
post-envero, respectivamente para vides bien regadas. Ademas, la
programacion 1S=1 durante pre-envero de 2013 repercutié positivamente en
el estado hidrico de la vid evaluado durante post-envero, incrementado en el
doble el coeficiente de determinacién observado en la relacién MCD versus
Tmed del afio anterior.

Palabras clave: Vitis Vinifera L., lineas de referencia, potencial hidrico de tallo al

mediodia, maxima contraccion diaria, intensidad de sefial.

1. Introduccion

La maxima contraccion diaria del tronco (MCD)
es un parametro sensible al déficit hidrico y
ademas facilmente automatizable [14]. Es un
parametro procedente de la fluctuacion diaria
del didmetro del tronco (FDT), e integra, en gran
medida, las condiciones hidricas del entorno
clima-suelo. En cambio, esta ventaja dificulta su
uso en una hipotética programacion del riego a
partir de sus valores absolutos, dada su elevada
dependencia de la climatologia. Por ello, [6]
propusieron normalizar los valores actuales de
MCD respecto a los de arboles bien regados, a
partir de la denominada intensidad de seiial (IS,
MCDactuaI/MCDreferencia)p obteniéndose
MCDreferencia @ través de la relacion MCD de
arboles bien regados y climatologia. De esta
forma, el riego se controlaria a partir de IS, con
MCD:referencia procedente de anos anteriores, no
siendo necesario disponer de 4arboles bien
regados, en una finca comercial en el que el
riego se programe de forma sostenible [4,13].

El principal objetivo del trabajo fue evaluar la
programacion del riego en uva de mesa cv.

Crimson, a través de IS de la MCD, a partir de
lineas de referencia, controlandose el estado
hidrico de la planta con el potencial hidrico de
tallo a mediodia (V).

2. Materiales y Métodos

2.1 Condiciones experimentales

El ensayo se realizd durante dos afios
consecutivos (2012 y 2013) en una explotacién
fruticola (382 15’ N; 12 33’ W) de uva de mesa
cv. Crimson sobre Paulsen 1103 situada en el
término municipal de Cieza (Murcia). Las vides
de 11 afos de edad y situadas a un marco de
plantacién de 4 x 4 m y en riego localizado (4
emisores por vid de 4 L h') se regaron al 110%
de la evapotranspiracién maxima del cultivo
(ETc) al objeto de evitar condiciones limitantes
de agua en el suelo. ETc fue estimada a partir de
los coeficientes de cultivo de [15] y de la
evapotranspiracion diaria de referencia (ETo) [1].
El agua de riego procedente del trasvase Tajo-
Segura presentd una conductividad eléctrica
(CEzsec) cercana a 1,3 dS m™. El sistema de
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recogida de datos utilizado fueron dataloggers
inaldmbricos (WSN, wireless). Las variables
climdticas utilizadas; ETo, temperatura (T) vy
humedad relativa (HR), se obtuvieron de una
estacion climatica proxima a la parcela
experimental (Cl42-www.siam.es). El déficit de
presidn de vapor (DPV) se calculé a partirde Ty
HR. El disefio experimental consistio en 3
repeticiones distribuidas al azar por tratamiento
de riego. Las labores culturales fueron las tipicas
de la zona. Destaca el anillado y la colocacién de
la malla antigranizo realizadas en junio y finales
de agosto, respectivamente.

2.2 Medidas realizadas

Las medidas realizadas fueron: i) fluctuacion del
diametro de tronco (FDT) a partir de 6 vides con
sensores lineal variable diameter transducers
(LVDT) instalados por debajo del punto de
injerto a 1 m del suelo), ii) potencial hidrico de
tallo a mediodia (V:) obtenido con cdmara de
presién y de acuerdo al protocolo descrito por
Hsiao (1990); iii) contenido volumétrico de agua
en el suelo (©,) con sondas FDR y (iv) diametro
de bayas con calibre digital. A partir de FDT se
obtuvieron los siguientes parametros [5]: i)
maximo y minimo crecimiento diario del
diametro del tronco (MXTD y MNTD), ii) maxima
contracciéon diaria (MCD), obtenido de la
diferencia entre MXTD y MNTD v iii) tasa de
crecimiento diaria (TCD), obtenido por la
diferencia entre el valor de MXTD en dos dias
consecutivos.

2.3 Programacion del riego

La programacion del riego en pre-envero de
2013, se realiz6 en base a la linea de referencia
de mejor ajuste lineal en 2012. Semanalmente
se corrigio el volumen de agua aportado para
que IS de MCD (ISmcp) se mantuviera en torno a
1

i) ISmep > 1 (durante 4 dias o mas) = subir el
riego un 10 %

ii)  ISvcp <1 oigual a1 (durante 4 dias o0 mas)
- bajar el riego un 10 %

En ambos afios, el periodo de estudio se dividid
en dos periodos teniendo como base el envero
o cambio de color de las bayas: pre-envero (de
junio a agosto) y post-envero (de agosto a
noviembre).

3. Resultados y Discusion

El clima se caracterizd por una ETo de 1274 y
1253 mm y una pluviometria de 375 y 195 mm
anuales, durante 2012 y 2013, respectivamente.
En ambos afos, el periodo de mayor demanda

hidrica coincidid con el final del pre-envero
(meses de verano), alcanzando valores maximos
de ETo, DPVy T (8,1 mmd?, 5,4 kPay 42,3 2C).

El riego aplicado en 2012 (de junio a noviembre)
fue de 237 y 418 mm en pre y post-envero,
respectivamente. A lo largo del ciclo, 6,
mantuvo valores medios proximos a capacidad
de campo (34%), promediando valores de W, de
-0,68 y -0,65 MPa en pre y post-envero,
respectivamente, indicativos de ausencia de
estrés hidrico en el cultivo [2]. El crecimiento
anual del tronco fue de 2,42+1,24mm,
registrandose la tasa de crecimiento (TCD) mas
elevada (*110 pm d) en junio (pre-envero).
Tras el anillado, TCD disminuyd sustancialmente
(= 40 um d*?) para volver a aumentar hasta
finales de julio. Al inicio del envero (agosto), se
observé una clara disminucién de TCD a valores
casi nulos, indicando un balance de carbono
desfavorable para el tronco debido a la alta
competencia por fotoasimilados entre drganos
en desarrollo [3]. MCD reflej6 una alta
dependencia con la climatologia en vides bien
regadas, alcanzando valores maximos antes del
envero (=330 um). La temperatura media (Tn)
fue la variable que mejor correlacioné con MCD
(Fig. 1), similar a lo observado en limonero por
[11]. Sin embargo, en otros cultivos frutales
como en olivo [10] ciruelo [8] y nectarino [4], la
relacion MCD versus DPV fue la que alcanzé
coeficientes de correlacion mas altos. Este
hecho puede estar relacionado con la influencia
de la malla que protege al cultivo, al generarse
un microclima que incremente HR y en
consecuencia, alterando los valores de DPV.
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Figura 1. Relacién lineal obtenida entre MCD
versus Tmeq durante el afio 2012 para los
periodos de pre () y post-envero (°),
respectivamente. Cada valor de MCD es la media
de 6 sensores LVDT. La linea discontinua
representa la relacion obtenida media del ciclo
completo

En post-envero fue también T, la que presentd
el coeficiente de determinacién (r?) mas alto
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(0,23), aunque muy inferior al de pre-envero,
indicando la escasa idoneidad de MCD para ser
utilizado en la programacion del riego en este
periodo [9].

A partir de la linea de referencia obtenida en
2012, se programo el riego durante pre-envero
de 2013, manteniendo ISycp =1. IS promedid
0,84 durante este periodo, y TCD y MCD
estuvieron en torno a 150 um d!y 300 um,
respectivamente, valores muy similares a los
obtenidos el afio anterior (Fig. 2). Asimismo, se
redujo un 17% el volumen de agua aplicado el
afio anterior, con una ET, y precipitacion
similares (368 mm y 0,8 mm, respectivamente).
En post-envero, el indicador escogido fue W,
manteniéndose sus valores proximos a -0,65
MPa; de esta forma, el riego se redujo un 8% con
respecto al registrado durante el afo 2012.
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Figura 2. Evolucion estacional semanal de :(A) la
intensidad de sefial (m); (B) del riego acumulado
durante pre y post-envero (==); (C) y de la MCD
estimada (), MCD actual o observada (°) y la
temperatura media (¥) obtenidas durante la
programacion del riego del afio 2013. Cada valor
de MCD actual es la media de 6 sensores LVDT.

MCDyctuai presentd una dindmica similar a la
MCDreferencia €Stimada a partir de la ecuacion
obtenida en 2012, lo que evidencid la bondad
del ajuste de programacion ISycp =1, junto a una
fluctuacion positiva de MCD desde abril hasta
noviembre (Fig. 3). En mandarino, [13],
consideraron como periodo de programacion de
riego en base a MCD de marzo a octubre, el cual
cubria las fases | y Il de crecimiento del tronco (=
80% de la necesidades hidricas del cultivo).
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Figura 3. Evolucion estacional de la MCD
estimada a partir de la linea de referencia
propuesta (linea negra) y de la MCD actual o
observada (linea azul) durante el afio 2013. Cada
valor de MCD actual es la media de 6 sensores
LVDT. Las lineas verticales discontinuas
delimitan los periodos fenoldgicos del cultivo.

Finalmente, el mantenimiento de ISen tornoa 1
durante pre-envero de 2013, en base a la linea
MCD y Tmed, repercutio positivamente en las
relaciones hidricas observadas en post-envero.
De esta forma el estado hidrico de las vides,
evaluado a partir W se mantuvo constante en
torno a -0.85 MPa, y el coeficiente de
determinacion de la regresién MCD versus Trmed,
se incrementd en el doble (r?=0.42) al obtenido
durante post-envero de 2012 (Fig. 4).
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Figura 4.- Relacion lineal obtenida entre MCD
versus Tmed durante el afo 2013 para los
periodos de pre () y post-envero (°),
respectivamente. Cada valor de MCD es la media
de 6 sensores LVDT. La linea discontinua
representa la relacion obtenida media del ciclo
completo

4. Conclusiones

La intensidad de sefial de MCD igual a la unidad,
junto al mantenimiento de W; en torno a -0,65
MPa resultaron ser indicadores idéneos de
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programacién para vides bien regadas durante
pre y post-envero, respectivamente. La
programacién del riego durante pre-envero en
base a la linea de referencia MCD versus Tmed
supuso una reduccién del 17% del riego aplicado
respecto a la programacion en base a ETc del
afo anterior.
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RESUMEN

Se disefid un experimento consistente en la construccidn de 8 lisimetros de drenaje
bajo invernadero en Torre-Pacheco. En los afios 2003, 2004, 2005 y 2006 se ensayaron
en dicho invernadero tres técnicas de cultivo diferentes (T-E:ecoldgico, T-l:integrado
y T-C:convencional) en pimiento grueso, que han permitido, contando con la
informacidn obtenida durante cuatro afios sobre abonado nitrogenado vy riego,
evaluar las pérdidas de nitratos en el agua de drenaje.

Los resultados permiten comprobar como es la relacién entre el nitrégeno aportado
y el lixiviado para los sistemas de cultivo estudiados, corroborando como una mayor
cantidad de abonado se corresponde con una lixiviacidon de nitrégeno mayor, para las
mismas dosis de riego; pero sin perder de vista que en las parcelas testigo, sin
aportacion de nitrégeno mineral, se han medido considerables lixiviaciones de
nitratos, aunque menores que en las parcelas con abonado mineral.

Durante el desarrollo de esta investigacion se ha comprobado, ademas, que una
disminucion de las dosis de nitrégeno respecto a las normalmente utilizadas en la zona
de estudio produce cosechas similares. La dosis de 15 g N/m? de abono mineral
(nitrato cdlcico + nitrato potésico) combinada con el aporte de 4 kg/m? de estiércol
fermentado se ha mostrado como la mas eficaz en relacion con la produccién. Todo
ello indica que el tratamiento T-E acompafiado de aportes adicionales de nitrégeno
mineral, inferiores a los realizados en los T-1 y T-C, constituiria una fertilizacién éptima
que aseguraria la produccién y longevidad del cultivo de pimiento.

Palabras clave: lixiviacién de nitratos, Capsicum anuum L., fertirrigacion, abonado

nitrogenado, invernadero.

1. Introduccidn

El cultivo del pimiento bajo invernadero
constituye un ejemplo tipico de las nuevas
orientaciones productivas de la agricultura
comercial de la Regién de Murcia, donde
actualmente ocupa mas de 1.200 ha de
superficie y supone una produccién anual en
torno a las 110.000 t, (CREM, 2013), de la cual
mas del 50% se dedica a exportacion. Es el
cultivo que mas superficie ocupa bajo
invernadero en la Comarca del Campo de
Cartagena, con mas de 1.000 ha, siendo los
Municipios mds importantes Torre-Pacheco, San
Javier y San Pedro del Pinatar, con 535, 357 y
105 ha respectivamente en 2013 (CREM, 2013).

El elevado rendimiento de este cultivo dentro de
las orientaciones productivas presentes en la
agricultura murciana estd determinado por la
incorporacion masiva de tecnologias avanzadas:
cultivo bajo invernadero, acolchado, riego
localizado, climatizacion, etc., siendo por ello

uno de los paradigmas de la moderna
agricultura tecnificada y artificial. Sin embargo,
la tendencia actual plantea la sustitucion de
tecnologias quimicas por técnicas fisicas o
biolégicas  menos  agresivas para el
medioambiente. Teniendo en cuenta que el uso
de fertilizantes hoy por hoy es necesario en la
agricultura intensiva y las exigencias de los
mercados europeos en cuanto a los niveles de
residuos y el empleo de buenas practicas
agricolas, es evidente la repercusién econémica
y social que tiene el estudio que planteamos
sobre este cultivo y su ambito de produccion.

La exigencia de altas producciones y de gran
calidad hace necesario que la aportacion del
riego y de los fertilizantes se haga por el método
de la fertirrigacidén localizada, cuya eficiencia
respecto a los métodos convencionales esta
ampliamente demostrada (Breschini y Hartz,
2002). Un aporte éptimo de nitrégeno y de agua
es esencial para el desarrollo de las plantas y
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para la productividad y longevidad de los
cultivos horticolas (Aloni et al.,, 1991; Huett,
1996). No obstante, existe una tendencia desde
siempre a la aplicacién excesiva de fertilizantes
y de riego, que en el caso de fertilizantes
nitrogenados favorece el crecimiento vegetativo
y viene acompafiada de una menor produccién,
siendo considerada una sobre-fertilizacién
(Weinbaum et al.,, 1992). El objetivo de este
ensayo es establecer un balance del agua y del
nitrégeno en el cultivo de pimiento de
invernadero que permita conocer las pérdidas
por lixiviacidn de estas sustancias y las dosis mas
adecuadas de aplicacion.

2. Materiales y Métodos

2.1 Estructura experimental y tratamientos

Los ensayos se ubicaron en de un invernadero
multicapilla sin calefaccién de dimensiones 32 x
40 m?, orientacion Noroeste-Sureste, con
ventilacion  cenital,  humidificacion  por
nebulizacion y riego por goteo, situado en el
Centro Integrado de Formacién y Experiencias
Agrarias de Torre-Pacheco (Murcia). En el
interior de dicho invernadero se construyeron 8
lisimetros de drenaje, que constituyen Ia
estructura fundamental del proyecto. Los
lisimetros tienen forma prismatica, de seccién
cuadrangular cuya base superior, horizontal,
mide 7,80 metros de largo por 6,65 metros de
ancho. Su profundidad varia entre 0,7 m. en la
parte del lateral del invernadero y 0,8 m. junto a
la zanja central.

Se ensayaron los siguientes tratamientos:

T-E (tratamiento ecoldgico). La fertilizacidn de
dos parcelas se realizé antes de la plantacion
con la aplicacion de estiércol bien fermentado, a
razén 4 kg/m?. Esta aplicacion de estiércol se
realizé también en el tratamiento integrado y en
el convencional.

T-l (tratamiento integrado). La fertilizacidon de
tres parcelas se realizéd mediante la aplicacién de
abonos minerales empleando wunas dosis
inferiores a las maximas establecidas en las
Normas Técnicas recomendadas en la Region de
Murcia para la Produccion Integrada.

T-C (tratamiento convencional). Para Ia
fertilizacion de estas tres parcelas se aplicé el
abonado mineral siguiendo las practicas
habituales de los agricultores de la zona. Los
abonos empleados fueron los mismos que en el
tratamiento integrado, pero las dosis aplicadas
fueron el doble, superando ligeramente el limite

superior establecido en las Normas Técnicas
para la Produccion Integrada.

2.2 Fertilizantes aplicados y N disponible

Se ha abonado por fertirrigacion, pues se
considera el método mas eficaz de aplicacién de
fertilizantes, basandonos en el conocimiento de
las curvas de absorcion mineral del cultivo, que
reflejan la absorcién de nutrientes en funcion
del tiempo. Se han escogido los abonos mas
comunmente usados en la zona, de entre los
existentes en el mercado, siendo los abonos
nitrogenados aplicados el (NOs),Ca y el KNOs.
En la tabla 1 se refleja el abonado mineral
aplicado durante cada afio y para cada
tratamiento.

Respecto al nitrégeno disponible para el cultivo,
con el agua de riego se aportaron como media
1,1 g/m2 de NOs, que equivalen a 0,25 g N/m?,
lo que apenas supone entre el 2 y el 0,5 % del
nitrogeno mineral aportado en la fertilizacién,
por lo que puede considerarse despreciable. En
cuanto al nitrégeno liberado por el estiércol
aportado, se calcula tras realizar los analisis de
suelo en una media de 9 g N/m?, y el de la
materia orgénica del suelo de 2,5 g N/m?.

2.3 Necesidades hidricas y programacion del

riego

Para el calculo del riego, que ha sido igual para
los distintos tratamientos, nos hemos basado
en el método de Penman (1948) y las directrices
de la FAO (Doorenbos y Pruitt, 1977). Para la
medida de la evapotranspiracion de referencia
se utilizo el método del tanque evaporimétrico
cubeta clase A. El tanque se colocé en el interior
del invernadero y se tomaron lecturas
semanales.

La eficiencia de aplicacidon que se obtuvo en el
ensayo fue: Efa = Efp x Efu x Efs =1x 0,9 x 0,936
= 0,843. La frecuencia de los riegos se controlé
mediante el uso de tensidmetros colocados en
dos de las parcelas experimentales a 15, 30 y 60
cm. de profundidad. Otro control que se empled
para la irrigacion se basé en la conductividad de
los lixiviados en sondas, que debia estar entre
2,5y5dS/m.

Durante los ensayos se aplicé a lo largo de todo
el cultivo, desde la plantacion a la recoleccién (7-
8 meses), una media de 70,86 m? de agua por m?
(7086 m3/ha), con pequefias variaciones entre
unidades experimentales menores al 5 %. Las
variaciones entre afios son debidas a Ia
climatologia, ya que se riega con la ET.. En el
caso del afio 2005 hubo un exceso de riego por
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ser un afio muy calido y mas largo el ciclo del
cultivo y en el caso del afio 2004 lo contrario.

3. Resultados y Discusion

En la Figura 1 se observa la diferencia entre el
volumen de agua aplicado y el lixiviado, que ha
supuesto como término medio un 19% del agua
aplicada para los cuatro afios. Este porcentaje
de agua drenada, que varia del 15,7% al 23,4%,
puede considerarse normal para este tipo de
suelos y cultivo e indica que el riego se ha
realizado adecuadamente y el efecto de Ia
lixiviacion de nitratos del ensayo no se puede
atribuir a un exceso de riego y si a un exceso de
abonado.

En lo que respecta a la relaciéon entre el nitrato
mineral aportado y el lixiviado, en la Tabla 2 se
observan los datos medios obtenidos en cuanto
al volumen lixiviado, nitrato aportado y nitrato
lixiviado, por tratamiento.

La expresion cuantitativa del nitrato lixiviado es
el resultado de multiplicar la concentraciéon de
nitrato por el volumen de lixiviado dia a dia,
expresado todo ello en g de esa sustancia. Si
comparamos con la columna de nitrato
aportado por tratamiento, expresada en g de
nitrato, se pone de manifiesto que los sistemas
estudiados vierten al exterior cantidades
considerables de este elemento, que varian
desde los 9,54 g/m? de pérdidas para el T-E a los
21,39 g/m? de media del T-C. Es resefiable ver
como incluso el tratamiento sin abonado
nitrogenado da un lixiviado considerable de
nitratos en el drenaje.

4. Conclusiones

Durante los cuatro afios en los que se realizé el
ensayo, se han aplicado dosis de agua a lo largo
de todo el ciclo que varian desde 8.244 m3/ha
del afio 2005 hasta 5.611 m3/ha del afio 2004,
habiendo variado el drenaje entre 15,7% en el
afno 2004y 23,4% en el afio 2003. De estos datos
no se puede deducir que exista una correlacion
positiva entre el volumen de agua aplicada y la
lixiviada, ya que regamos segin la Eto
(variaciones climaticas) y en teoria debe
producirse el mismo drenaje todos los afios.

Las variaciones en el riego de un afio a otro no
han tenido efecto en la cosecha, por lo que se
puede afirmar que estando dentro de estos
méargenes de riego (5.500-8.000 m3/ha)
aplicamos el agua necesaria para que el buen
desarrollo del cultivo no se vea afectado y se
lixiviard tanto menos agua cuanto mas nos

acerquemos a la dosis menor de riego y mejor se
haya dosificado este.

En lo que se refiere al balance de nitrégeno,
existe una correlacién positiva entre el nitrato
aportado y el lixiviado, asi como con la
concentracion de nitratos en los lixiviados para
los tres tratamientos ensayados. Es resefiable
ver como el tratamiento en el que sélo se aplico
abonado organico (T-E) también origina
lixiviacion de nitratos, no obstante el peligro de
contaminacion es mucho mayor en los
tratamientos con abonado mineral, llegando a
dar el T-C niveles que pueden considerarse
contaminantes.

Durante el desarrollo de esta investigacion de
fertilizaciéon en el cultivo del pimiento se ha
conocido que dosis de nitrégeno inferiores a las
gue habitualmente se aplican en la zona dan
lugar a una produccidn similar a la que es normal
en ésta. La dosis de 15 g N/m? de abono mineral
(nitrato calcico + nitrato potdsico) combinada
con el aporte estimado de 10 g N/m?
proveniente del estiércol y del agua de riego se
ha mostrado como la mas eficaz en relacién con
la produccidén. Todo ello indica que el
tratamiento T-E acompafiado de aportes
adicionales de nitrogeno mineral, inferiores a los
realizados en los T-l y T-C, constituiria una
fertilizacion  o6ptima que aseguraria la
produccion y longevidad del cultivo de pimiento.

Nuestros ensayos corroboran como la
disminucidn del abonado nitrogenado de origen
mineral en pimiento de invernadero es
compatible con el mantenimiento de buenos
niveles productivos, es mas sostenible desde el
punto de vista medioambiental y permite
disminuir los costes de produccién. Algunos
autores lo explican como que una disminucién
del aporte de N favorece la translocacion de
asimilados hacia los 6rganos reproductivos, a
expensas de un menor crecimiento vegetativo
(Gao et al., 1996). Por el contrario, una excesiva
fertilizacién con N, que favorece la asimilacion
del mismo, ha sido correlacionada con una
reduccion del numero de frutos y de la
producciéon (O’Sullivan, 1979; Aliyu, 2000).
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Tablas y figuras

Tabla 1. - Abonado mineral aplicado
durante cada afio y para cada tratamiento.

N2 |P20s5| KO | CaO | MgO| S

Afios | g/m?| g/m? g/m?| g/m? | gim? | gim?
-II-E- 00|00 |00]00]| 00]00

-I;- 15,7 7,8 [ 28,3134 | 50 | 4,0
2003 -IC—I_ 31,4 | 15,6 | 56,6 | 26,8 | 10,0 | 8,0
-II; 00|00 |00]00]|00]00

-I;_ 151 88 |270[130| 50 | 4,0
2004 -Ig 30,2 17,6 | 54,0 26,0 | 10,0 | 8,0
-II; 00]00]00]00] 00100

-I;_ 151|190 |270[126| 52 |10,1
2005 -g 30,3118,0 54,0]252| 10,4 | 20,3
-Il-E- 00)]00]00]00] 0000

-I;- 144190 |270]11,3| 52 |101
2006 -g 28,7 /18,0 |54,0]226 | 10,4 | 20,3

Tabla 2. Nitrato mineral aportado y lixiviado,
media de los aflos 2003, 2004,2005 y 2006.

Tratam. Vol. agua Nitrato Nitrato
Ixiviado aportado lixiviado

(I/m?) (g/m?) (g/m?)

T-E 138,5a 0,00 a 9,54 a
T-I 1129 a 33,07 b 14,31 b
T-C 147,1a 63,31c 21,39¢c

Valores medios con letras diferentes son significativamente
diferentes entre si a p<0,05 ( test de Tukey).
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300 A

=l e

2003 2004 2005 2006

O T-E REGO O T-IREEGO O T-C REGO
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Figura 1.- Volumen de agua aplicada y lixiviada
afios 2003, 2004, 2005 y 2006 (I/m?).
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RESUMEN

Recently, the design of new substrates capable of sustain an adequate plant
development in Green Roof systems under Mediterranean climatic conditions is a
challenge due to the unfavorable hot and dry conditions. The use of suitable light-
weight substrates which can promote an adequate plant growth and maintenance
over time is an important achievement as well as the plant species selection. The most
commonly used plants in Green Roof systems are the Crassulacean since they are
perfectly fitted to drought conditions. In this sense, the use of herbaceous and shrub
endemic Mediterranean species could provide an added value in green roof designing
under semi-arid conditions. Therefore, we aim to evaluate the growth of two endemic
species (Silene vulgaris (Moench) Garcke and Lagurus ovatus L.) in two different
substrate types with two different depths. To be precise, one substrate was made of
a mixture of compost and crushed bricks (CB) (1:4; v:v), and the other one was made
of compost-soil-bricks (CSB) (1:1:3; v:v:v). Physichochemical, biochemical as well as
microbiological properties were evaluated in both substrates in order to study its
suitability as plant growth basis. The results showed that both substrates showed
adequate physichochemical properties to promote plant growth, but the CSB mixture
presented better biochemical and microbiological properties than CB, allowing a
suitable environment for microbial and plant development. Furthermore, both plant
species had higher coverage and grater SPAD values in CSB than in CB mixture, and
this growing was higher above deeper substrates (10 cm) than on 5 cm-substrate
depth, being this parameter more significant for plant development than substrate
composition.

Keywords: Green roof; artificial substrates; irrigation; plant coverage; SPAD.

1. Introduction

Extensive green roofs are light-weight systems
with minimal substrate depth and minimal
maintenance requirements [1]. Green roof
substrates should be light-weight, chemically
inert, physically stable, and they should retain
adequate amounts of water and minerals for
sufficient plant growth [2]. The majority of green
roof substrates tend to be dominated by
mineral-based components with an organic
matter that varies according to the green roof
type [1]. Typically, its composition is made of
80% to 100% of mineral and 0% to 20% of
organic matter, which contribute to water- and
nutrient-holding capacities [3].

Recently, the design of new substrates capable
of sustain an adequate plant development

under Mediterranean climatic conditions is a
challenge due to the unfavorable hot and dry
semi-arid conditions. Therefore, the use of
suitable light-weight substrates which can
promote an adequate plant growth and
maintenance over time is an important
achievement in the Mediterranean area as well
as plant species selection. The use of
herbaceous and shrub endemic plants could
provide an added value in green roof designing,
taking into account that endemic species are
also well adapted to these conditions.

On the other hand, irrigation is needed in
extensive green roofs under Mediterranean
climate, but the amount and the frequency is
related to plant species and substrate type and
depth. A high substrate depth would be
desirable for water retention in a dry roof
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management scenario, but on the other hand,
this would pose the risk of excessive weight
after heavy downpours [4]. Therefore, we have
to find a suitable substrate-depth to promote
plant growth and, at the same time, to avoid an
excessive substrate bulk. For this proposal, we
have tested two different materials in two
different depths in order to find an appropriate
substrate for being used under Mediterranean
climatic conditions. To be precise, one substrate
was made of a mixture of compost and crushed
bricks (CB) in 1:4 volumetric proportions, and
the other one was made of compost-soil-bricks
(CSB) (1:1:3; v:v:v). Both of them were prepared
in two depths: 5 and 10 cm. We conducted an
assay at field level to evaluate the effect of
substrate composition and depth into two
Mediterranean plant species under irrigated
(40% of ETy values) and non-irrigated regime. In
this sense, we postulated that in an extensive
green-roof experiment: i) the mixture CSB may
have better biochemical and microbiological
properties to enhance plant growth than CB, ii)
both plant species will have better development
in deeper substrates than in 5 cm-substrate
depth, iii) 40% of ETy irrigation conditions can
allow plant growth, but plants could not develop
properly under non-irrigated conditions.

2. Materials and Methods

2.1. Substrates, plant species and irrigation
conditions

We tested two different substrates in two
depths: 5 and 10 cm. These substrates are
compost mixed with crushed bricks (CB), ina 1:4
volumetric ratio, and compost mixed with soil
and crushed bricks (CSB) in 1:1:3 (v:v:v). Two
plant species were tested in these substrates;
Silene vulgaris (Moench) Garcke, and Lagurus
ovatus L.

Seeds of both plant species were sown in each
substrate using a planting framework (5x5 cm).
Each type of substrate was prepared in triplicate
for each species and for each substrate depth.
For this proposal, we designed six stainless
“cultivation tables” with dimensions of 3x1.5 m
everyone. Each cultivation table was composed
of eight units of planting, measuring 0.75 x 0.75
x 0.20 m, so there were 48 different units. Three
of those cultivation tables were assigned to non-
irrigated conditions and the other three were
subjected to irrigation at 40% of the potential
evapotranspiration (ETy) registered values. The
essay was conducted in an experimental farm
located in Santomera (Murcia) from November-
12 to July-2013.

2.2. Substrate measurements

Physichochemical properties (water holding
capacity, wilting point, bulk density, porosity,
organic matter content, TC, and TN) were
measured in each substrate. Besides, analyses of
principal biochemical and microbiological
properties were carried out (enzyme activities
related to C, N, and P cycles) in order to study
each substrate from an agronomic point of view
initially and at the end of the trial.

2.3. Plant measurements

Plant coverage was measured by digital image
analysis using a digital camera and the RSI ENVI
4.0 software to process the images. SPAD (soil-
plant analysis development) index was
measured in both plant species to estimate the
chlorophyll state during the growing season
(April-May 2013). Finally, all plants were cut and
dried to estimate the aboveground-biomass dry
weight of each species as well as the water-use
efficiency (WUE) by each unit. Plant samples
were pulverized in a grinder, and then the
nutrient content was also measured in plant
tissues.

2.4. Statistical analysis

Allthe results are reported as means of triplicate
analyses (n=3). The ANOVA for repeated
measures was carried out in order to determine
the statistical significance of the differences in
the values of each variable between the
sampling times (intra-subject).  Thereafter,
Tukey’s post-hoc test was performed to
determine the HSD (honestly significant
differences) of the mean values of each variable
between substrate type and depth (inter-
subjects).

3. Results and Discussion

3.1. Substrate measurements

CB had higher porosity and less density than
CSB, which are both good properties for green
roof substrate designing [5-8], while CSB
presented greater organic matter content as
well as higher water-holding capacity (Table 1)
owing to organic matter can act as an adhesive
between soil particles, resulting in improved
moisture-holding capabilities [9]. All these
properties are of paramount importance in
plant growth.

An enhancement of TC, TOC, and TN was
observed in all substrates for both plant species
regarding to the start of the trial, and between
irrigated and  non-irrigated  conditions,
especially in CSB substrates, being this
enhancement more significant with substrate
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type than with substrate depth. The amount of
humic substances also increased in CSB, and
especially to the depth of 10 cm, whereas in CB5
the amount of fulvic acids significantly (p<0.05)
decreased with time. These C and N trends can
affect the enzyme activity in each substrate. 8-
GLA and URA are extracellular hydrolase
enzymes which are involved in C and N cycles,
respectively, and are related with the organic
matter decomposition pathways. Both activities
increased with the experimental time, and were
promoted in CSB mixture as well as in deeper
substrates.

3.2. Plant measurements

Plant coverage was significantly higher (p<0.05)
in deeper substrates, above all in CSB mixture
for both species, being this coverage
significantly higher for L. ovatus than for S.
vulgaris (Fig. 1).

Chlorophyll content (SPAD index) was greater in
S. vulgaris than in L. ovatus for all substrates
tested (Fig. 2) due to the first one is a perennial
specie which remains green throughout the
year, and the other one is an annual specie
which withers to the arrival of summer. Both
species showed higher SPAD values in deeper
substrates than in 5 cm-substrate depth. Other
authors [10] also obtained the same results;
significantly higher SPAD values in deeper
profiles.

The aboveground biomass measured in each
unit also followed this tendency; the substrate
depth is more influential than the substrate type
in plant growth, being the most important
indicator of plant successful in green roofs [5].
WUE was also significantly higher in deeper
substrates than in shallower ones (Table 2),
being higher in CSB10 substrate than in CB10,
and was significantly greater for L. ovatus than
for S. vulgaris for every substrate.

In general, some authors [11, 12] have found the
substrate depth as a most influential factor on
plant physiology than the substrate type when
grown on green roof systems.

4. Conclusions

It has been shown that the soil made substrate
(CSB) better promote the enzymatic activity
than CB mixture, being these effects more
pronounced with the substrate depth. In CSB
mixtures there were a great enzymatic activity
related to C, and N cycles, which increased
throughout the experiment. These
characteristics lead to an adequate plant
development in these substrates for both
Mediterranean species.

Regarding to plant growth and production we
assess that the substrate depth is a more
influential factor than the substrate type,
although CSB10 mixture is the most suitable
combination from every point of view. Both
plant species had an appropriate development
under irrigation conditions (40% of ETo), but
none could grow without water supplies.
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Table 1. Main physichochemical characteristics
of two substrates tested. Values in brackets
represent standard deviations.
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Table 2. Plant characteristics and nutrient
concentrations in plant tissues measured for
each specie grown in each substrate after
harvest. For each variable, same letters means
that there are not significant statistical
differences (p<0.05) between substrates and
between values according to Tukey-b test.
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Figure 1. Plant coverage measured by digital
image analysis. Results are expressed in
percentaje of the total sampling area for each
sampling time. The asterisk denotes significant
differences at p<0.05 level regarding the first
sampling time and substrates followed by the
same letter do not present significant
differences (p<0,05) between them according to
Tukey-b test. Error bars represent standard
error.
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Figure 2. Plant chlorophyll content (SPAD)
measured in irrigated units. The asterisk
denotes significant differences at p<0.05 level
regarding the first sampling time and
substrates followed by the same letter do not
present significant differences between them
according to Tukey-b test. Error bars
represent standard error.
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RESUMEN

Las balsas de lodos de flotacidn, resultado de la actividad minera en la Sierra de
Cartagena-La Unidn, suponen un riesgo de contaminacion para el entorno y los seres
humanos debido a las elevadas concentraciones de metal(oid)es que contienen. Las
técnicas de ‘fitoestabilizacion’ aparecen como una alternativa viable a las técnicas
convencionales de recuperacién de suelos contaminados. El objetivo de este estudio
fue describir los gradientes edaficos y microbioldgicos presentes en una balsa minera
abandonada de la Sierra de Cartagena-La Union, con el fin de plantear medidas para
su fitoestabilizacion. Para ello, se realizé un muestreo de suelo a lo largo de un
transecto desde una zona no contaminada hasta el interior de la meseta de la balsa.
Los principales parametros que determinaron inicialmente la distribucion de la
vegetacidon espontanea en la balsa fueron la conductividad eléctrica y el pH, mientras
que la concentracion de metal(oid)es jugé un papel secundario.

Palabras clave: fitoestabilizacién; metal(oid)es; vegetacidn espontanea

1. Introduccion

Las balsas o pantanos de lodos de flotacion
presentes en la Sierra de Cartagena-La Unidn
constituyen uno de los principales impactos
generados por la intensa actividad minera que
ha sufrido la zona. Los problemas ambientales
asociados a la presencia de dichas balsas se
deben a la dispersion de particulas con elevada
concentracion de metal(oid)es por el viento, el
colapso de la estructura, la generacion de
drenajes acidos y el transporte de sedimentos
contaminados por las aguas de escorrentia a
través de la red natural de drenaje hasta zonas
topograficamente mas bajas [1].

Las técnicas de ‘fitoestabilizacién’ (empleo de
vegetacion para estabilizar suelos
contaminados) se presentan como una
alternativa viable a las técnicas convencionales
de recuperacién de suelos contaminados, pero
su puesta a punto requiere una mejor
comprensién de los factores edaficos y
ecoldgicos que condicionan el establecimiento
de la vegetacién en suelos degradados.

Las balsas de lodos de flotacidn presentan unas
caracteristicas que dificultan el establecimiento
de la vegetacion: ausencia de estructura, pHs
extremos, baja capacidad de retencién de agua
y nutrientes, escaso contenido en materia

organica, elevada concentracion de
metal(oid)es. A pesar de esto, algunas especies
vegetales (pioneras) son capaces de crecer
sobre estos materiales y desencadenar un
proceso de sucesion natural [2].

El objetivo del trabajo fue caracterizar los
gradientes edaficos y microbiolédgicos asociados
a la distribucion y caracteristicas de la
vegetacion espontanea en una balsa minera
abandonada de la Sierra de Cartagena-La Unidn,
con el fin de determinar los factores edéficos
limitantes que condicionan su establecimiento.

2. Materiales y Métodos
2.1 Zona de estudio

El estudio se llevd a cabo en una balsa minera de
la sierra de Cartagena-La Unidon ubicada en el
Parque Natural de Calblanque, Monte de las
Cenizas y Pefia del Aguila.

Se realizd un muestreo de suelo a lo largo de un
transecto desde una zona no contaminada hasta
el interior de la balsa, distinguiendo diferentes
zonas: zona control (B-C), bosque externo (B-
EXT), bosque interno (B-INT), talud inferior (T-
INF), talud superior (T-SUP), costra (CST),
meseta sin grietas (M-SG), meseta con grietas
(diferenciando entre muestras arenosas, M-G-
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AR, y limosas, M-G-LM) e islas de vegetacion
(ISLAS) (Figura 1).

2.2 Caracterizacion del gradiente edafico vy
microbioldgico

Se tomaron de 3 a 4 muestras por zona del
transecto. Los analisis fisico-quimicos realizados
sobre las muestras de suelo fueron los
siguientes: pH y conductividad eléctrica (CE) en
el extracto 1:5, porcentaje de CaCOs equivalente
(calcimetro de Bernard), granulometria
(densimetro de Bouyoucos), iones en el extracto
1:5, nitrégeno total (NT, método Kjieldahl),
carbono organico total (CO, oxidacidn por
dicromato potasico), carbono organico disuelto
(COD, extracto 1:5), concentracion total de
metal(oid)es (fluorescencia de Rayos X) y
metal(oid)es extraibles en H,O (extracto 1:5).

Ademas, para  evaluar el gradiente
microbiolégico se determinaron el carbono de la
biomasa microbiana (CBM, método de
extraccion-fumigacion [3]) y la actividad
deshidrogenasa [4].

3. Resultados y Discusion

El pH fue similar a lo largo del gradiente
estudiado (Figura 2), excepto en el caso de la
costra acida, donde fue mas bajo (~4,5),
explicandose asi el menor porcentaje de CaCO;
y las altas concentraciones de metales y arsénico
extraibles en esta zona (Tabla 2). Los valores CE
estuvieron entre 2,5y 5 dS m?, a excepcidn de
las muestras limosas de la zona con grietas (M-
G-LM), donde se alcanzaron hasta 12 dS m
(Figura 2). Las islas mostraron una CE
significativamente menor al resto de las
muestras de la balsa.

El nitrégeno y carbono organico totales
mostraron una dindmica similar a lo largo del
gradiente (Figura 3), con valores muy bajos en
las muestras de la balsa. Las islas mostraron un
valor intermedio entre los mdas bajos que se
encontraron en la balsa y los maximos que se
encontraron en el bosque control y el borde
externo. Los parametros microbiolégicos
analizados mostraron una alta correlacién con
los contenidos en materia organica del suelo:
mayores en bosque control y borde externo.

En cuanto al contenido total de metales y
arsénico, el bosque control mostré en general
los valores mas bajos (Tabla 1). A partir del
borde externo, el contenido de metal(oid)es
aumento, pero sin seguir un patrdn de variacion
a lo largo del transecto. Los maximos se dieron
indistintamente en el talud (Zn), la costra (Pb y

As) o la meseta (Mn). Los contenidos maximos
de As, Pb y Zn encontrados en las muestras de la
balsa superaron los niveles genéricos de
referencia (NGRx100) determinados en zonas
cercanas a la Sierra Minera [5].

Las muestras de la balsa (con excepcion de la
costra) mostraron valores muy bajos de
metal(oid)es extraibles. El valor maximo de As
extraible se observé en el bosque control,
debido posiblemente al mayor pH [6]. Las
concentraciones de Pb y Cu extraibles fueron
mayores en el bosque control, borde externo e
ISLAS que en el resto de zonas. Esto se puede
deber a la alta afinidad que existe entre estos
metal(oid)es y la materia organica del suelo [7].

El Analisis de Componentes Principales (PCA)
(Figura 5) reveld la existencia de dos gradientes
principales: uno relacionado con el contenido
extraible de CI y Na* (salinidad) y otro
relacionado con el nitrégeno total (NT), el
carbono organico (CO) y los parametros
microbiolégicos. El gradiente de salinidad
estaria condicionado por caracteristicas propias
de los residuos que conforman la balsa y podria
tener influencia en la distribucion de Ia
vegetacion oportunista (sucesion primaria). El
gradiente de fertilidad seria consecuencia de los
cambios en el suelo que produce la presencia de
la vegetacion existente y por tanto tendria
influencia en etapas mdas avanzadas de la
sucesion [8].

4. Conclusiones

El estudio edafico y microbiolégico del gradiente
considerado ha permitido determinar que la
presencia y distribucion de la vegetacién en la
balsa podria estar relacionada inicialmente con
la salinidad y el pH, y no tanto por el contenido
en metal(oid)es. Ademas, la existencia de zonas
muy salinas o de pH 4acido aumenta la
heterogeneidad ya de por si elevada de estos
ambientes. Esto habria que tenerlo en cuenta a
la hora de plantear labores de fitoestabilizacién
tales como la adicidn de enmiendas que puedan
elevar la conductividad eléctrica o el laboreo en
superficie.
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Concentracidén de metal(oid)es
extraibles en H,0 y metal(oid)es totales de las
muestras de suelo. Letras diferentes en la

misma columna indican diferencias
significativas entre zonas (p<0,05).
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Figura 1. Esquema del transecto muestreado en
el que se indican las diferentes zonas
consideradas.
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Figura 2. pH, CE, CaCO3 y granulometria de las
muestras de suelo. Diferentes letras sobre las
columnas indican diferencias significativas
entre zonas (p<0,05).
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Figura 3. Nitrégeno total y carbono orgdnico
total de las muestras de suelo. Diferentes letras
sobre las columnas indican diferencias
significativas entre zonas (p<0,05).
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Figura 4. Carbono de la biomasa microbiana y
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suelo. Diferentes letras sobre las columnas
indican diferencias significativas entre zonas
(p<0,05). ‘n.d.’= no detectado.
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Protective effects of arbuscular mycorrhizae on laurustinus
plants irrigated with treated wastewater under field conditions
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RESUMEN (Calibri 10p BOLD)

The combined effect of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and two kinds of
reclaimed water was evaluated on the physiological behavior, leaf nutrition
and aesthetic value of laurustinus plants. AMF satisfactorily colonized the
laurustinus roots, enhanced the structure of soil, increased beneficial
nutrients and decreased toxic ions in leaves, stimulated flowering and
enhanced the water status of the plants irrigated with reclaimed water. AMF
not only ameliorated the negative effects of reclaimed water with high
salinity, but also had a positive effect in well watered plants.

Palabras clave: salinity; Glomus iranicum; soil properties; ornamental plants.

1. Introduction

Currently, the overexploitation of available water
resources and other environmental factors are
leading to an increase in soil salinization [1].
Particularly in the Mediterranean area, protected
horticultural and ornamental crops have to cope
with the increasing salinization of irrigation water
and soil, because of the intensive use of scarce
water resources [2]. This suggests an urgent need
to explore new alternative water resources such
as reclaimed water to satisfy the crop water
requirements. Reclaimed water usually contains
a great concentration of nutrients that produce a
direct benefit for crops. However, depending
upon its source and treatment, reclaimed water
may have high salt content, heavy metals or
pathogenic organisms. In general, as salinity
increases in the treated wastewater used for
irrigation, the probability of crop problems
increases.

Many researchers have shown that arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) have a positive influence
on cultivation systems [3]. They not only improve
plant growth through increased nutrient uptake,
but they also have ‘non —nutritional’ effects in
stabilizing soil aggregates, in preventing erosion,
and in alleviating the negative effects induced by
salinity. AMF are able to develop several
mechanisms to enhance the salt tolerance of
host plants such as increased nutrient
acquisition, maintenance of the K/Na ratio,

biochemical changes, physiological changes and
molecular or structural changes [4].

Although salinity may reduce the colonization
capacity and the growth of fungal hyphae [5]
some authors have demonstrated that
mycorrhizal inoculation can alleviate the
negative effects produced by saline irrigation in
ornamental and wild plants [2, 6].

In this study, we evaluated the combined effect
of arbuscular fungi inoculation and two kinds of
reclaimed water with different electrical
conductivity on the ion acquisition, water status,
gas exchange and aesthetic value of Viburnum
tinus plants, as well as the effect of reclaimed
water on mycorrhizal root colonization and soil
properties.

2. Materials and Methods

The experiment was performed on a one-year-
old laurustinus (Viburnum tinus L.) (n=80) at the
experimental farm of CEBAS- CSIC in Santomera
(Murcia, Spain), using a planting pattern of
approximately 1 m x 0.80 m.

On April 2012, laurustinus plants were collected
from a nursery and were transplanted into the
experimental plot. The soil was amended initially
with 2 g L'? of Osmocote Plus and every 3-4
months, a Hoagland solution (standard nutrient
solution) were supplied through the drip
irrigation system. The plants were irrigated twice
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a day and the volumetric water content (6,) of
the soil profile was measured by time domain
reflectrometry (TDR).

On 5 April 2013, the first saline period started
with two irrigation treatments which consisted of
a Control (EC < 0.9 dS m?) and a reclaimed
wastewater, RW (EC: 4 dS m™) from a sewage
treatment plant located in Campotejar (Murcia,
Spain). Plants were irrigated so that the stem
water potential of the Control plants did not
exceed -0.8 MPa and depending on the season,
climatic conditions and plant development. For
each irrigation treatment, twenty plants were
inoculated  with  Glomus  iranicum  var.
tenuihypharum sp. Nova. Therefore there were
four treatments in total: Control and RW
treatments with and without mycorrhizal
inoculation.

On 20 June 2013, the second saline period
started with Control water and with a reclaimed
wastewater, RW (EC: 6 dS m™) from another
sewage treatment plant located in Mazarrén
(Murcia, Spain). The second saline period ended
on 18 December 2013.

2.1 Root colonization and enzymatic mycorrhizal
activity

At the beginning and at the end of the
experiment, the percentage of mycorrhizal root
colonization was estimated in three roots per
treatment following the gridline intersect
method [7].

2.2 Soil and leaf analyses

At the end of the first saline period and at the end
of the experiment, the mineral content of three
soil samples and the mineral content of four
leaves per treatment were determined by
Inductively Coupled Plasma optical emission
spectrometer (ICP-OES IRIS INTREPID II XDL).
Clhoride concentration was analysed by a
chloride analyzer (Chloride Analyser Model 926,
Sherwood Scientific Ltd.). The total-N (NT), total-
C (CT) and organic- C (Corg) concentrations of the
soil were also measured with an elemental
analyser Flash EA 1112 Series- Leco Truspec. The
OM content was determined by multiplying Corg
by 1.72. Available-P was also analysed
colorimetrically as molybdovanadophosphoric
acid [8].

At the end of the first saline period the easily
extractable glomalin (EEG), were determined in
three soil samples per treatment by the Bradford
method with bovine serum albumin as standard

[9].

2.3. Growth parameters, water status and gas
exchange.

At the end of the experiment, all the plants were
visually evaluated as follows: (1) PIC, percentage
of plants in ideal condition; (2) PAC, percentage
of plants in acceptable condition; (3) PDB,
percentage of plants with dry branches; and (4)
DP, percentage of dry plants. The number of
flowers per plant was counted at the end of the
second saline period.

Throughout the experiment, stem water
potential (Wsem) Was estimated on seven leaves
per treatment, previously covered with
aluminium foil and measured at noon with a
Scholander pressure chamber. Leaf stomatal
conductance (gs) and net photosynthetic rate (P,)
were determined on seven leaves per treatment
at noon, using a gas exchange system (LI-6400; LI-
COR Inc., Lincoln, NE, USA).

3. Results and discussion

The Inoculated plants for Control and RW
treatments presented higher percentage of root
colonization than  non-inoculated plants.
Nevertheless, for non- inoculated plants, these
percentages presented relatively high levels,
probably due to a native AMF proliferation,
percentage that increased at the end of the
second saline period (Table 1). On the other
hand, only AMF colonization in inoculated RW
plants decreased at the end of the second saline
period respect to the end of the first saline
period. Therefore, Na and Cl content present in
the soil of the plants irrigated with RW could
affect negatively the mycorrhizal colonization [4].

As regards inoculated plants, our results confirm
that Glomus iranicum var. tenuihypharum sp.
symbiosis was well established on laurustinus
roots regardless of the type of water used.

In addition, the high content of the EEG observed
in inoculated soils (Table 2) could be related to
the higher content of Coy and OM, and the
tendency of N; to increase in inoculated soils
respect to non-inoculated soils (Table 2) [10]
creating stable aggregates.

Table 1 Percentage of initial (IC) and final (FC)
root colonization

Mycorrhizal Treatments

Parameters C cCM RW RW M
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* k%

59+1 b
85+1 ¢

845 a 62+2 b 8lf2a
91+3 a 69+ 1 d 76%x1b

IC (%)
FC (%)

%%k %k

* k% %% and ns indicate the level of significance
at P<0.05, 0.01, 0.001 and the absence of
significance, respectively, according to Duncan’s
multiple range test.

Table 2. Effects of the irrigation water and AMF
on the chemical properties and the easily
extractable glomalin in soil (EEG) at the end of
the first saline period

inoculation improved the stem water potential
and improved slightly stomatal conductance of
inoculated RW plants respect to the non-
inoculated plants, with the beneficial effects of
AMF becoming more visible at the end of the
second saline period, when the level of stress
increased (Fig. 1) [12].

-0.6

-0.7 4
-0.8 -
-0.9 1
-1.0

\Pstem (M Pa)

-1.1

Mycorrhizal Water AMF

Parameters C RW + -
Available- P | 15.89 1131 ** 13.34 13.61ns |ns
NT (g/100g) | 0.15 0.13 ns 0.15 0.13 ns |ns
CT (g9/100g) | 7.15 7.71 ns 7.62  7.24 ns |ns
Corg (9/100g) | 1.36 136 ns 142 131 * |ns
OM (%) 234 234 ns 243 225 * |ns
C/N 9.49 10.28 ns 9.81 9.96 ns |ns
EEG (mgglsoil) | 38.26 2243 *** | 3814 22,55 ***| **x

* k¥ *%* and nsindicate the level of significance
at P<0.05, 0.01, 0.001 and the absence of
significance, respectively, according to Duncan’s
multiple range test.

Leaf K content was decreased by AMF. However,
the fungal activity enhanced the phosphorus as
well as magnesium nutrition of plants and
alleviated the adverse effect of salinity
supressing toxic ions such as Na (table 3) [11].

Table 3. Effects of irrigation water and AMF on
the mineral content at the end of the experiment

Leaf Water AMF

analyses

(mgkg* | ¢ RW + -
DW)
Cl 4475 12200 *** | 7850 8825 * ns
Na 202 1771 *** 743 1230 *** | kxx
Ca 12584 14995 *** | 13600 13979 ns **
Mg 4651 4152 *** | 4571 4233 *¥* | kkx
P 1746 1458 *** | 1702 1502 *** ns
K 12020 15203 *** | 13028 14195 *** ns
B 197 202 * 202 205 * R

* k* *%* and ns indicate the level of significance
at P<0.05, 0.01, 0.001 and the absence of
significance, respectively, according to Duncan’s
multiple range test.

The decrease in Wgem of RW plants from week 14,
as a result of the increase of EC in soil, and their
high volumetric content (data not shown) in soil
suggested that salts dissolved in reclaimed water
caused difficulty for roots in absorbing water
from the soil (Fig. 1). However, the mycorrhizal

-1.2 4
-1.3

200

150

100

gs (mmol m2s?)

P, (umol m2 s

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Time since inoculation (weeks)

Figure 1. Stem water potential (Wstem) (a),
stomatal conductance (gs) (b) and
photosynthesis rate (Pn) (c) of laurustinus plants
during the experiment.

Although there were no significant differences in
the photosynthesis rate between treatments, at
the end of the saline period, inoculated Control
plants showed 100% of PIC, followed by non-
inoculated Control plants, with 90% of PIC (Fig.
2). The lowest PIC values were found in non-
inoculated RW plants, (35% of PIC and 5% of DP)
probably due to salts reducing the chlorophyll
content in leaves which resulted in leaf chlorosis.
On the other hand, AMF produced 65% of PIC and
35% of PAC in RW plants. The number of flowers
was also increased by the mycorrhizal
inoculation, reaching in the inoculated Control
plants the highest number of inflorescences per
plant (Fig. 2). Similar results were found by
Navarro et al. (2012) [2].
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Figure 2. Percentage of plants according to the
visual characteristic of laurustinus plants (a) and
number of inflorescences per plant (b)

4. Conclusions

The salts dissolved in the RW induced a difficulty
in taking water from the soil and osmotic stress
which provoked a considerable percentage of
plants with chlorotic leaves. In spite of the
development of native AMF, the results
suggested that the inoculation of Glomus
iranicum var. tenuihypharum sp. Nova improved
the aesthetic value of the laurustinus plants in
both irrigation conditions, enhancing the
structure of soil, increasing beneficial nutrients
and decreasing toxic ions, stimulating flowering
and enhancing the g rates. AMF not only
ameliorated to a certain extent the negative
effects of reclaimed water with high salinity, but
also had a positive effect in well watered plants.
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Influencia de distintos manejos del suelo sobre la actividad
edafica, la materia organica y la produccion de una finca de
ciruelo ecologico en el area mediterranea
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RESUMEN

El objetivo de este estudio es analizar la influencia de distintos manejos organicos del suelo sobre la
fertilidad del mismo, su actividad bioldgica y la produccién en una finca de ciruelo ecolégico situada
en la cuenca mediterrdnea. Los tratamientos realizados han sido cuatro. La reincorporacién al suelo
de la vegetacion espontanea y restos de poda triturados, el aporte de compost, el aporte de un
biofertilizante y la siembra de abono verde mezcla de leguminosa y graminea. Se han analizado
parametros relacionados con la materia orgdnica del suelo (carbono orgéanico total), la vida
microbiana (carbono de la biomasa y respiracion) y un parametro agrondmico (produccion de ciruela).
Los resultados confirman que es una finca autosuficiente que conserva e incrementa su fertilidad,
siendo las parcelas con aporte de compost las que obtienen un mayor contenido en materia organica
de calidad que proporciona una mayor actividad microbiana edéfica; asi como una mayor produccién
de los arboles; mientras que con el abono verde se estimula enormemente la vida microbiana aunque
la produccidn de ciruela se resiente.

Palabras clave: compost ecoldgico; abono verde, Azospirillum brasilense; actividad

microbiana; autosuficiencia

1. Introduccion

Una cierta proporcién de la materia organica del
suelo se mineraliza cada afio, esta mineralizacion
se acelera en la zona mediterranea debido a las
condiciones climaticas (temperatura, humedad)
y a la excesiva aireacion del suelo causada por el
laboreo. Esta cantidad que se pierde deberia ser
compensada por el retorno de nueva materia
organica.

Aun sigue siendo incierto hasta que punto el
suelo agricola en una finca ecoldgica puede ser
mas o menos dependiente de los insumos
organicos exogenos, y cual es su capacidad de
auto-suficiencia en el mantenimiento del
equilibrio de la biomasa, es decir el equilibrio
entre la salida representada como la
productividad de los cultivos y la entrada o
reincorporacién de los residuos organicos.

Hay poca informacién disponible sobre estudios
comparativos de la productividad de un cultivo y
la calidad del suelo dentro de las diferentes
practicas organicas [1]; mientras que abundan los
estudios e investigaciones asociados con las

diferencias entre practicas convencionales y
ecoldgicas [2,3].

Ya se sabe que la aplicacion de materia organica
compostada al suelo proporciona unos efectos
positivos sobre la calidad del suelo, en sus
caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas,
asi como en la nutricidon de las plantas [4]; asi
mismo, algunos autores [5] afirman que algunos
biofertilizantes pueden ser sustitutivos de la
fertilizacion convencional soluble sin que se
produzcan mermas en la produccién y con una
reduccién notable en el nivel de nitratos en suelo
y planta; aunque otros [6] restringen los efectos
beneficiosos de ciertas rizobacterias y hongos
micorriticos a las propiedades del suelo sin

diferencias significativas en las producciones.

El uso del abono verde se considera una
importante técnica agrondmica en cultivos
mediterraneos para mejorar la calidad del suelo
y la produccién de cultivos [7]. Son conocidos los
beneficios del abono verde: la reduccién de la
dependencia de los fertilizantes minerales y el
mantenimiento de la materia organica en el suelo
para proporcionar nutrientes para el crecimiento
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vegetal [8] y el aumento del tamafio y la actividad
de las comunidades microbianas del suelo [9].

Por esto, el principal objetivo de este trabajo es
estudiar la influencia de distintos manejos
organicos del suelo, propuestos por las normas
de agricultura ecoldgica, sobre la produccién del
ciruelo y la repercusion en la calidad y la materia
organica del suelo medida a través de
indicadores microbioldgicos. Estos efectos se han
estudiado durante seis afios

2. Materiales y Métodos
2.1 Area de estudio

El estudio se ha realizado entre los afios 2008 y
2013 en Cieza, Murcia (Espaina); en una finca de
agricultura ecolégica desde el 2002 situada en la
orilla del rio Segura. El cultivo es ciruelo variedad
Santa Rosa y polinizadores Golden Japan, arboles
de diez afios en el inicio del ensayo y marco de
plantacién 4x4. Por ser zona de riego tradicional
se riega a manta. El suelo es Fluvisol-calcarico con
una textura franco arenosa gruesa y un
contenido en materia orgénica al inicio del
ensayo de 0,95%. El clima es semiarido
mediterraneo.

2.2 Disefno experimental y tratamientos

Las parcelas experimetales son de 256 m? (16
arboles), con tres bloques y los tratamientos
distribuidos al azar: i) incorporacion al suelo,
mediante una labor de cultivador, de Ia
vegetacion espontdnea, hojas, hierbas y restos
de poda triturados (sobre 9-10 kg madera/arbol
y afio). (Spontaneus vegetation: SV); ii) aplicacion
anual de un biofertilizante comercial granulado
compuesto de una mezcla de Azospirillum
brasilense y Pantoea dispersa, en febrero, 30- 40
dias antes de la floracién y dosis de 0,75 kg/arbol.
(Biofertilizer: B); iii) aporte anual de 32 kg/arbol
de compost ecoldgico de oveja. (Compost: C)
aplicado en noviembre y  enterrado
superficialmente con una labor de cultivador y iv)
siembra anual de abono verde (60% graminea,
40% leguminosa) y dosis de siembra 120 kg/ha.
La siembra se realiza después de las primeras
lluvias de otofio, octubre o noviembre y se siega
en primavera, al inicio de la floracién, abril o
mayo, y se incorpora al suelo con una labor con
cultivador (Green manure: GM).

2.3 Parametros analizados

Se han realizado muestreos del suelo a una
profundidad de 0-25 cm y en la zona radicular del
arbol, en el mes de julio, y las muestras se
pasaron por un tamiz de 2 mm antes de analizar.

El C organico total (TOC) se determina mediante
oxidacién con K,CrO7 en medio 4cido y valoracién
del exceso de dicromato con (NHz),Fe(SQOg),. EI C
de Biomasa microbiana (MBC) fue determinado
por el método de fumigacidén-extraccion (Vance
et al., 1987, modificado por Widmer et al., 1989)
usando un analizador automatico (Shimadzu
TOC5050A Total Organic Carbon Analyzer) para
la determinacién del C extraido con K2SO4. La
respiracion del suelo fue determinada usando 15
g de suelo, humedecido al 65% de su capacidad
de campo, en frascos cerrados herméticamente,
bajo incubaciéon de 30 dias a 28 9C. El CO,
producido fue medido periédicamente usando
un analizador de gases infrarrojo (Toray PG-100,
Toray Engineering Co. Ltd., Japan) y la produccion
de ciruelas (kg/arbol) se determiné en la época
de cosecha (2 cortes a mediados y finales de
junio) en 24 arboles, los 8 arboles centrales de
cada bloque.

Todos los datos obtenidos fueron sometidos a un
andlisis estadistico de la varianza de una via
(ANOVA), realizado con el programa informatico
STATGRAPH PLUS y utilizandose el test LSD con
un nivel de confianza del 95% para la
diferenciacion entre medias.

3. Resultados y Discusion

Los valores del carbono organico total (TOC)
muestran un ascenso paulatino durante los seis
afios del ensayo (Fig. 1) siendo el mayor
incremento con el aporte del compost seguido
del abono verde. Ambos tratamientos incorporan
al suelo materia organica y proporcionan
diferencias significativas con respecto al
biofertilizante y a la vegetacidon espontanea
(Tabla 1). Considerando que la materia organica
del suelo contiene alrededor de un 58% de
carbono [10] podemos afirmar que en las
parcelas con compost la materia organica ha
aumentado del 1,1% en 2008 al 3,9% en 2013 y
en las parcelas de vegetacién espontanea del
0,95% al 2,12%. En todos los tratamientos el
balance entre la salida y la entrada de biomasa
resulta positiva.

Los datos del carbono de la biomasa (Fig. 2) nos
dan la magnitud de la poblacién microbiana
presente en el suelo. Al inicio y en los ultimos
afios el C biomasa es significativamente mayor
con los aportes de compost; debido
posiblemente a la estimulacién de la poblacién
microbiana existente y la aportada por la propia
enmienda orgdanica [11]; sin embargo algunos
afos el abono verde y el biofertilizante han dado
mayores valores que el compost, quizas por un
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mayor incremento del carbono organico labil
facilmente utilizable por los microorganismos. Si
queremos saber que parte de esa biomasa
microbiana estd activa recurrimos al pardmetro
de la respiracién basal (Fig. 3) que se encuentra
correlacionado con el C biomasa [12] cuando se
realizan enmiendas orgdnicas al suelo. Los
valores son siempre mayores y con diferencias
significativas en las parcelas con compost,
seguidas de las parcelas de abono verde.

Si analizamos los resultados de produccion del
cultivo (Fig. 4) encontramos diferencias en las
producciones segin los afios debido a
condiciones climaticas adversas (granizo, sobre
todo). Aunque normalmente las mayores
producciones se obtienen con el aporte de
compost, algunos afios (2010 y 2011) es con el
simple aporte de la vegetacién espontdnea
cuando obtenemos el mayor rendimiento del
arbol. Esto puede ser debido a que con el resto
de manejos organicos estimulamos mas la
poblacién microbiana edéfica que puede causar
alguna competencia por los nutrientes con el
arbol. Si tomamos la produccidon acumulada en
los seis afios (Tabla 2) vemos que los mayores
valores se obtienen con el aporte de compost;
con un incremento del 12,5% con respecto a la
produccidn mas baja (parcelas de abono verde) y
seguido por el biofertilizante; [13] también
observaron el aumento de la biomasa y la
cosecha de grano en sorgo con la biofertilizacion
con Azospirillum.

4. Conclusiones

Podemos concluir que la finca ecoldgica de
ciruelo de este ensayo tiene capacidad de auto-
suficiencia en el mantenimiento del equilibrio de
su biomasa. El manejo organico realizado en
todos los tratamientos conserva e incrementa la
fertilidad del suelo, siendo las parcelas con
aporte de compost las que obtienen un mayor
contenido en materia orgdnica de calidad que
proporciona una mayor poblacidon y actividad
microbiana edafica; asi como una mayor
produccion de los arboles; mientras que con el
abono verde se estimula enormemente la vida
microbiana aunque la produccién de ciruela se
resiente.
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C Biomasa (mg C/kg soil)

ESVY B mC mGM

Tablas y Figuras
Tabla 1. Carbono orgénico total (g/100g)

2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013
0,552 | 0,993 | 1,233 1,155 | 1,229

N a a a 1,012a a a
0,548 | 1,098 | 1,333 | 1,066a | 1,200 | 1,287

B a a a b a a
0,622 | 1,462 | 1,367 2,013 | 2,276

C a c a 1,324b b b

G 0,551 | 1,320 | 1,333 1,298 | 1,413

M a b a 1,017a a a

Tabla 2. Produccién acumulada (kg/arbol)

Figura 2. Carbono de la biomasa microbiana

Respiracion basal (mg c-C02/kg soil
dia)

mSY mB mC mGM

Figura 3. Respiracion basal

Producc acumulada kg/arbol
SV 33,27ab
B 33,48ab
C 36,56b
GM 32,51a
COT g/100¢g
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Figura 1. Evolucidn del Carbono orgdnico total
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Figura 4. Evolucion de la produccion
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RESUMEN

El limonero es uno de los cultivos mds representativos en la Regién de Murcia. Sin
embargo, la escasez de recursos hidricos provoca que sea necesario utilizar otras
técnicas de cultivo, como la aplicacion de estrategias de riego deficitario para intentar
optimizar los recursos hidricos disponibles. El ensayo se llevod a cabo durante dos afos
en una parcela experimental del IMIDA en Torre Pacheco (Murcia) en arboles de 13
afios de la variedad de limonero Fino 49 injertados sobre Citrus macrophylla Wester.
Se aplicaron dos tratamientos de riego, un tratamiento control (100 % ETc) y un
tratamiento de riego deficitario (RD) al que se le suprimié el riego en dos periodos de
desarrollo del fruto, P-I (fase | de divisidn celular e inicio de fase Il de desarrollo del
fruto) y P-lI (final desarrollo del fruto hasta la cosecha) y resto del afio se mantuvo
como el control. Durante los dos afios de ensayo, la estrategia de riego provocd, en
los periodos en los que se suprimié el riego, un déficit hidrico en el cultivo, causando
una reduccion de la tasa de crecimiento del tronco media de un 51 %. La cosecha
disminuyd un 22 % debido a un menor peso medio del fruto (22 % menos). Respecto
a la calidad del fruto, el tratamiento RD presenté frutos de menor calibre pero mayor
acidez total y soélidos solubles totales en el zumo. En general, la estrategia de RD
provoca un retraso del momento de recoleccidn y una reduccién de la cosecha.

Palabras clave: Déficit hidrico; potencial hidrico de xilema; eficiencia en el uso del agua

1. Introduccion

El cultivo del limonero en Espafia se situa en las
zonas costeras del este y sur de la peninsula,
principalmente en la Regién de Murcia,
Comunidad Valenciana y Andalucia, donde
tienen un clima semidrido, caracterizado por la
escasez de lluvias y la elevada demanda
evaporativa.

En la regidn de Murcia, la infradotacidn hidrica se
convierte en el principal factor limitante de la
produccion. En estas condiciones, los citricos
presentan disminuciones importantes de los
rendimientos. Los pocos recursos hidricos
disponibles se pueden optimizar aplicando
diferentes estrategias de riego deficitario (RD),
que consiste en reducir el riego durante los
estadios fenoldgicos que menos afecten a la
produccion [1] (Mitchell y col., 1986).

Para poder aplicar diferentes estrategias de RD
correctamente es necesario caracterizar el grado
de sensibilidad al déficit hidrico para los
diferentes estadios fenoldgicos, siendo Ia
floracién y el cuajado del fruto, los momentos

mas criticos en los citricos [2] (Doorembos and
Kassam, 1979).

El principal objetivo de este trabajo fue
determinar los efectos del recorte del riego en
dos periodos del ciclo de cultivo sobre el estado
hidrico de la planta, crecimiento vegetativo,
produccion y calidad del fruto en la variedad de
limonero ‘Fino 49'.

2. Materiales y Métodos

El ensayo se llevd a cabo durante 2 afios, en una
parcela experimental del IMIDA de 2 ha, ubicada
en el término municipal de Torre Pacheco, en
arboles de 13 afios de edad, de la variedad de
limonero ‘Fino 49’ injertado sobre el patrén
Citrus macrophylla Wester con un marco de
plantacién de 3 x 8 m.

Se disefié un sistema experimental unifactorial
con bloques al azar (3 arboles controlados por
bloque y tres bloques por tratamiento). El
sistema de riego consta de dos lineas
portagoteros por tratamiento, con 6 goteros
autocompensantes de 4 L h? por &rbol. Se
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establecieron dos tratamientos de riego, un
tratamiento control (100 % ETc) y un tratamiento
deficitario (RD) al que se le suprimio el riego en
dos periodos de desarrollo del fruto, P-I (fase | de
division celular e inicio de fase Il de desarrollo del
fruto) comprendido entre el 8 de mayo al 24 de
junio en 2005 y del 18 de mayo al 6 de julio en
2006 y P-II (final desarrollo del fruto hasta la
cosecha) comprendido entre el 5 de octubre al 21
de noviembre en 2005 y 10 de octubre al 5 de
diciembre en 2006.

El potencial hidrico del xilema al mediodia (W) se
midid mediante una cdmara de presion [3]
(Scholandery col., 1965), en hojas que se taparon
con papel de celofan cubierto con papel de
aluminio, como minimo, 2 horas antes de medir.
La medida del crecimiento del tronco se realizé a
5-7 cm por encima y por debajo de la union del
injerto, con una cinta métrica flexible de 1m vy
lectura £1 mm. La recoleccién se realizd en un
solo corte, cuando los frutos presentaban un
calibre comercial (> 58 mm), pesando y contando
el total de frutos recolectados de cada arbol. En
el momento de la cosecha se tomaron muestras
de 9 frutos representativas de cada arbol y a los
frutos se les determind el diametro ecuatorial, la
altura, el espesor de corteza y el porcentaje de
corteza y de zumo. Al zumo se le determiné el
contenido de sodlidos solubles totales (SST) y la
acidez valorable. El andlisis estadistico de los
datos se realizd6 mediante el analisis de la
varianza (ANOVA) con el paquete STATGRAPHICS
5.1 plus.

3. Resultados y Discusion

Durante el periodo |, caracterizado por unas
escasas precipitaciones, la supresién del riego en
el tratamiento RD provocé un descenso
significativo del Wy, alcanzando en el momento
de maximo estrés un valor de -1,90 MPa en 2005
y -2,11 MPa en 2006 (figura 1). Con Ia
reanudacion del riego, la rehidratacidon de la
planta se produjo rapidamente y presentd
valores de W, similares al control a los pocos dias.
Cuando el estrés hidrico ocurrié durante el
periodo Il, se alcanzé un valor minimo de W, de -
1,76 MPa, tras 22 dias de supresién del riego en
2005 y de -2,02 MPa tras 16 dias de supresion del
riego en 2006 (figura 1). Posteriormente, con la
presencia de lluvias, el Wy se recuperd en el
tratamiento RD.

El estrés hidrico acumulado en el tratamiento RD
durante 2005, produjo una reduccién de la tasa
de crecimiento de la variedad en un 51 % y del

patrén en un 42 % (tabla 1). Resultado andlogo se
obtuvo en 2006.

La produccion disminuyd durante ambos anos,
aunque solo fue significativa en 2006, donde se
redujo un 31 % frente al 13 % de 2005 (tabla 2).
Dicha disminucion fue causada por la reduccion
significativa del peso medio del fruto, de un 27 %
en 2005 y de un 18 % en 2006. El numero de
frutos por arbol no mostré diferencias
significativas entre ambos tratamientos. Tras dos
afios de seguimiento del ensayo, el efecto
general conseguido fue una disminucion
significativa del 22 % en la produccién acumulada
del tratamiento RD, como consecuencia de la
disminucion del 22 % en el peso medio del fruto
(tabla 2). En cambio, la eficiencia productiva en el
uso del agua (EUA) media del tratamiento RD fue
de 11,7 kg/m?3 frente a 9,6 kg/m3 del control.
Durante los dos afos de ensayo la EUA aumentd
significativamente en los arboles del RD, pese a la
reduccion de la cosecha, debido al ahorro de
agua conseguido en los periodos de supresion del
riego (36 %). Sin embargo, en variedades de
recoleccion temprana dicho ahorro implica un
retraso en la recoleccion, ya que se tarda mas
tiempo en alcanzar el calibre (> 58 mm) [4]
(Domingo et al., 1996).

Respecto a los parametros de calidad del fruto, el
estrés hidrico acumulado afecté algunos
procesos de maduracion, reduciendo
significativamente el didmetro y la altura del
fruto, espesor de corteza e incrementando el
porcentaje de zumo. También aumenté el indice
de color externo, lo que supone un menor tiempo
de desverdizado en camara. Los SST y la acidez
fueron significativamente superiores al control
(tabla 3), como también ha sido observado
previamente por otros autores [5] (Ginestar y
Castel, 1996).

4, Conclusiones

La estrategia de riego empleada, supuso una
reduccion de la produccion y consecuentemente
una disminucién de los beneficios obtenidos. En
periodos de escasez de agua, podria ser una
alternativa, con el objeto de sacar la produccion
adelante con el menor impacto posible, o bien,
para evitar un exceso de calibre en aquellos afios
en lo que hay una sobreproduccion y se retrasa la
recoleccion.
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Tabla 2 Influencia del RD sobre los diferentes parémetros

Tablas y Figuras

Tabla 1. Incremento del drea de seccion transversal del tronco (lysr) del injerto y del patrdn para los afios
2005 y 2006, osi como el incremento total Codo wolor corresponde o lo media de 6 arboles por

tratamiento.
Injerto Patrdn
_lun{:m*aﬁe"] 2005 2006 Total 2005 2006  Total
Control 281 240 51 186 194 380
RD 139 U4 53 07 12 29
.lna'lishgurimu
Tmm L] L] L] L] . "

*,**, indican diferencios significativas o P<0,05,P<0,01, respectivamente.

de produccion de limonero Fino para las

camparias de 2005 y 2006.Cada valor es el promedio de 6 arboles por tratamiento. Acumulado durante los
2 aiios de ensayo de kg/drbol, n® frutos/drbol y promedio del peso del fruto de ambos arios.

Produccién Peso medio fruto
Ao Tratamiento {kyérboll N2 frutos/arbol t_&}ﬁutol

Control 116,2 858 138,4

2005 RD 100,7 998 101,1
Significacién n.s. n.s. s

Control 104,8 646 163,0

2006 RD 725 543 133,7
Significacién paics n.s. .

Control 2210 1504 150,7

Acumulado RD 173,2 1541 117,4
Significacion pdash n.s. s

e eee, ~

'n.s.” indican diferencias significativas a P<0,01; P<0,001 y no significativas, respectivamente.

Tabla 3. Influencia del RD sobre los diferentes pardmetros externos e internos de calidad del fruto de

limonero Fino para las camparias de 2005 y 2006.

Al | Wrakidaits Diametro  Altura i:::::; ':;:: Zumo Corteza SST Acidez
(mm) (mm) (%) (%) (2Brix)  (g/L)
(mm)  externo
Control 62,6 81,3 5,6 -3,7 42,4 49,6 88 45,9
2005 RD 58,5 72,7 4,9 -2,1 48,7 43,1 9,3 49,3
sisni.ncacidn .. LE L] .. LL] e LR - -
Control 65,6 87,8 6,5 -3,2 35,1 51,4 9,0 38,9
2006 RD 61,6 79,9 53 -1,1 38,9 49,6 9,5 41,8
Significacién . . e e . n.s. . e

**e %82 o “ns.” indican diferencias significativas @ P<0,05; P<0,01; P<0,001

respectivamente.

y no significativas
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Figura 1. Evolucion estacional del potencial
hidrico de xilema (W) medido a mediodia en las
campafias de 2005 y 2006. Cada punto
representa la media de 6 medidas por
tratamiento. Las barras de error representan el
error estdndar de la media.
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Resumen

Se estudiaron los efectos de estrategias de riego deficitario controlado (RDC) sobre albaricoqueros de 9
afos de edad (Prunus armeniaca L. cv. “Bulida”) injertados sobre patrén franco de ‘Real Fino’. Para
ello, se establecieron 2 tratamientos de riego, uno de riego control, que se regd satisfaciendo los
requerimientos hidricos del cultivo (100% ETc) y un tratamiento de RDC, que consistié en reducir los
aportes de agua con respecto a la ETc en los periodos no criticos en este cultivo: a) 40% de la ETc
desde floracion hasta el final de la primera fase de crecimiento del fruto; b) 60% de la ETc durante la
segunda fase de crecimiento del fruto y c) 50% y 25% durante la post-cosecha final (60 dias después
de recoleccidn), diferenciando 2 periodos de 30 dias, el primero al 50% de la ETc, y otro hasta la caida
de hojas al 25% de la ETc. Los resultados obtenidos indican que el albaricoquero es una especie
adecuada para realizar estrategias de RDC, debido principalmente a la clara separacion entre el
crecimiento vegetativo y reproductivo y, también al efecto de crecimientos compensatorios que se
producen en los frutos que han estado bajo RDC, lo cual hace que finalmente no se produzcan mermas
significativas de calibre. Ademas, ciertas caracteristicas cualitativas, como el nivel en sélidos solubles,
sabor y coloracién de la fruta, se ven incrementadas. Estas dos razones, junto con ahorros de agua via
riego, del 39%, conducen a que estrategias de RDC puedan suponer una clara alternativa en zonas con
infradotacién hidrica, como es el sureste espafiol.

Palabras clave: conductancia estomatica; estrés hidrico; fotosintesis; Prunus armeniaca L.; riego

deficitario controlado.

1. Introduccidn y objetivos

La agricultura de regadio utiliza alrededor del
75% del total del agua que se deriva en Espafia
para los diferentes usos. Debido al incremento de
demandas mads prioritarias sobre este recurso
como la doméstica o industrial, y a un excesivo
desarrollo de regadios (en relacion a los
suministros sostenibles), se han intensificado las
presiones sobre el sector agricola para que se
reduzca el volumen de agua utilizado en los
regadios. Ademas, el desequilibrio entre una
demanda hidrica en aumento y una oferta de
recursos hidricos estable o en declive expresa el
grave problema actual de la agricultura de
regadio.

Asi, en los ultimos afios estan cobrando mucha
importancia los estudios que aborden la
aplicaciéon de estrategias de riego deficitario
controlado, cuyo fundamento es reducir los
aportes de agua en los momentos fenoldgicos del
cultivo que no suponen un efecto negativo en la
produccion e incluso pueden resultar en mejoras
de algunos aspectos cualitativos de las cosechas
obtenidas [2]

Por otro lado, la importancia socioeconémica del
albaricoquero en la Regién de Murcia, con 10.000
ha de cultivo, significando el 70% de Ia
produccidn nacional [4] justifica la necesidad de
llevar a cabo estudios encaminados a mejorar el
conocimiento de la respuesta de este cultivo a
condiciones ambientales adversas, entre las que
se incluyen los periodos de sequia, los cuales son
caracteristicos de los agrosistemas
mediterraneos. El objetivo fue llevar a cabo estos
estudios en la variedad de albaricoquero “Bulida”
de cara a confeccionar adecuados programas de
riego deficitario controlado para esta especie.

2. Materiales y Métodos

El ensayo fue llevado a cabo en una finca
comercial situada en Fuente Librilla, Mula
(Murcia), en 2008, sobre albaricoqueros de 9
afios de edad (Prunus armeniaca L. cv. ‘Bulida’)
injertados sobre patrén franco de ‘Real Fino’, con
un marco de plantacidon 8 x 6 m. Se aplico riego
por goteo, utilizandose un unico lateral de riego
por fila de arboles, con cinco goteros por planta,
que arrojaban un caudal de 4 | h%.
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La parcela experimental ocupa una superficie
aproximada de una hectarea, con 8 filas de 22
arboles cada una, la cual se dividid
equitativamente en dos tratamientos de riego:
un tratamiento de riego control (C), que se regd
satisfaciendo los requerimientos hidricos del
cultivo (100% ETc) y un tratamiento de riego
deficitario controlado (RDC), que consistid en
reducir los aportes de agua con respecto a la ETc,
en distintos porcentajes en funcién del momento
fenoldgico del cultivo. Asi, los porcentajes de
riego con respecto a la ETc del cultivo fueron: a)
40% desde floracidn hasta el final de la primera
fase de crecimiento del fruto (febrero-marzo); b)
60% durante la segunda fase de crecimiento del
fruto (abril); c) 100% desde la tercera fase de
crecimiento del fruto hasta el final de la post-
cosecha inicial (mayo-inicios de agosto); e) 50% y
25% durante la post-cosecha final, diferenciando
2 periodos, uno hasta mediados de octubre (50%
ETc), y otro hasta la caida de hojas (final de
noviembre) al 25% de la ETc (Figura 1). El agua de
riego utilizada fue clasificada como de buena
calidad agrondmica.
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Figura 1. Distribucion de los porcentajes de agua
respecto de la ETc fijados en el tratamiento
control y en el de riego deficitario controlado a lo
largo del afio 2008.

Durante toda la estacion se controléd con
frecuencia quincenal el contenido volumétrico
del agua en el suelo (8,) mediante sonda de
neutrones, el estado hidrico de la planta y los
niveles de intercambio gaseoso. El estado hidrico
de la planta fue evaluado a partir de medidas del
potencial hidrico foliar (Wmg) y potencial hidrico
de tallo (W) utilizando la cdmara de presién [6].
La conductancia estomatica (g;) y la fotosintesis
neta (F,) fueron medidas a mediodia solar,
utilizando un aparato de intercambio gaseoso
portatil (LICOR Li-6400).

3. Resultados y Discusion

El estado hidrico de la planta y los niveles de
intercambio gaseoso se vieron afectados
significativamente por el tratamiento de RDC, si
bien de los indicadores que fueron medidos,
Unicamente el W reflejo significativamente la
imposicidn del tratamiento de RDC en todos los
momentos fenoldgicos en que fue impuesto (fase
I 'y Il del crecimiento del fruto y periodo post-
cosecha final) (Tabla 1). El resto de indicadores
(Wma, Fn y gs) soélo mostraron diferencias
significativas, entre ambos tratamientos de riego,
durante la segunda etapa de la post-cosecha
final, cuando las reducciones de agua del
tratamiento de RDC eran mas importantes (25%
de la ETc). (Tabla 1). Esto pone de manifiesto que
el W representa el mejor indicador en planta de
medida discontinua para programar el riego en
albaricoquero ya que refleja mejor la falta de
agua en el suelo que el Wyq [8]. En este sentido,
los valores de Wng, Fn y g son muy variables ya
que dependen de las condiciones climaticas
reinantes en el momento de la medida.

Segun bibliografia el periodo mas critico al déficit
hidrico del albaricoquero es la segunda fase de
rapido crecimiento del fruto (fase IIl). Otro
periodo sensible es el de post-cosecha inicial [5],
periodo en el que se registran altos consumos de
agua. La supresion del riego durante este periodo
afectaria a la diferenciacién floral, lo que
provocaria un desarrollo tardio de las yemas
florales, disminucion del nimero y alteracién de
las mismas, ademas de largos tallos con hojas
pequeiias. Bajo estas premisas se fijo el
tratamiento de riego deficitario controlado
(RDC), el cual supuso ahorros de agua con
respecto al tratamiento de riego control (100%
ETc) del 40% y 45% durante el periodo de
crecimiento del fruto y periodo post-cosecha,
respectivamente. Asi, los aportes de agua via
riego ascendieron a 5740 y 3254 m? ha! para el
tratamiento control y RDC, respectivamente. Hay
que resaltar que si fueran considerados los
episodios de lluvia acontecidos en los distintos
momentos del desarrollo del cultivo, la reduccién
de agua en el tratamiento de RDC ascenderia
aproximadamente al 30% con respecto del
tratamiento control. En la figura 2 se recogen la
dosis de agua aplicada viariego, diferenciando las
distintas fases fenoldgicas del cultivo.

Tabla 1. Niveles medios de potencial hidrico de
tallo (W, MPa), potencial hidrico foliar (W,
MPa), fotosintesis neta (F,, pmol m? s?t) y
conductancia estomdtica (g, mmol m? s7?),
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medidos a mediodia solar para cada periodo
fenolégico.

Periodo Y. Wina Fn 3
c RDC c RDC c RDC c RDC
Fasel -0.61 =075 -1.26 -1.45 10.2 8.1 1441 107.3
o n.s. n.s. n.s.
Fase I -0.64 -0.94 -1.28 -148 "3 9.4 1676 1283
A n.s. n.s. n.s.
Fase lll -0.66 -0.70 -1.38 -152 123 127 1963 193.0
ns ns. ns. ns.
Post-cosecha -0.91 -1.03 -185 -166 76 7.9 99.9 783
Inicial
ns. n.s. ns. ns.
Post-cosecha -1.23 -1.56 -211 -212 6.2 5.8 91.9 721
Final |
n.s. n.s. n.s.
Post-cosecha -1.25 -1.81 -1.98 -234 6.0 1.1 76.86 222

Final Il

Los valores corresponden a la media de 18
medidas (n.s. = no significativo, *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001).

—— Control
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Figura 2. Agua aplicada (m® hal) en el

tratamiento control (linea negra) y en el

tratamiento de riego deficitario controlado (linea

roja) a lo largo del afio 2008.

—&— Contral

4ol

Diametro de fruto (mm)

Fase | Fasell Fase lll

ax Floracion
Cuaje

a g ‘IE ET3 ‘_‘IE- T 85 24
Dias despues de plena floracion
Figura 3. Evolucién del didmetro del fruto (mm)
en el tratamiento control (linea negra) y en el
tratamiento de riego deficitario controlado (linea
roja) a lo largo del afio 2008. Las barras en cada
punto representan el error estandar de la media.

Estos significativos ahorros de agua no tuvieron
consecuencias ni en la produccion obtenida ni en
el tamafio final del fruto. Asi, en cuanto a la

produccién final obtenida, el tratamiento de
riego control presentd una media de 156.7
kg/arbol, significativamente similar a la obtenida
en los arboles del tratamiento RDC (153.3
kg/arbol). Por otro lado, el tamario final del fruto
no se vio afectado por el tratamiento de RDC,
debido a que en la fase Ill de rapido crecimiento
reproductivo, los frutos de este tratamiento
experimentaron crecimientos compensatorios,
por lo que alcanzaron un tamafio similar a los del
tratamiento control. Asi, todos los frutos de
ambos tratamientos alcanzaron un didmetro
superior a 40 mm, y por tanto, pudieron
clasificarse de categoria extra o de primera
categoria atendiendo al calibre (Figura 3). En
numerosos cultivos arbdreos, existe una clara
separacion entre los periodos de activo
crecimiento vegetativo y del fruto por la
demanda de fotoasimilados. Este aspecto
favorece la aplicacion de estrategias de RDC, ya
gue permite controlar el crecimiento vegetativo
sin reducir el tamafio del fruto [7]. Como ocurrié
en nuestro ensayo, algunos frutos al recuperarse
de un déficit hidrico temporal experimentan un
crecimiento compensatorio, permitiendo
alcanzar un tamafio similar al de los frutos que no
han sufrido déficit.

Por otro lado, otros pardmetros de calidad de
fruto si se vieron afectados por el tratamiento de
RDC. En las tablas 2 y 3 se reflejan los principales
parametros fisico-quimicos de los frutos
obtenidos en ambos tratamientos de riego. En
general, los frutos del tratamiento de RDC
presentaron un mayor indice de madurez como
se vio reflejado en los valores significativamente
mas altos en los pardmetros fisicos referentes al
color (piel y pulpa) y en los menores niveles de
firmeza (Tabla 2). Al analizar los parametros
quimicos también hay que destacar el mayor
contenido en sélidos solubles (2Brix) de los frutos
obtenidos en el tratamiento de RDC. No se
obtuvieron diferencias significativas en los
parametros quimicos de pH, acidez total y % en
materia seca (Tabla 3). Existen pocos trabajos
que aborden el efecto que tienen distintas
estrategias de riego sobre la calidad del fruto. En
este sentido, algunos endlogos asocian el
incremento de la calidad del vino en zonas
semiaridas con el déficit hidrico [9]. Los
beneficios del RDC en cuanto a la productividad y
calidad del vino ha sido claramente demostrada
[3]. Por otro lado, existen algunos trabajos en
frutales de hueso que asocian el tratamiento de
RDC con un incremento en el nivel de sélidos
solubles [1].
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Tabla 2. Parametros fisicos de firmeza del fruto
(N) y color medido como luminosidad, HUE y
CHROMA en piel y pulpa de frutos del
tratamiento control y tratamiento de riego
deficitario controlado en el momento de
recoleccion.

Tratamiento Firmeza Luminosidad HUE CHROMA
Piel Pulpa Piel Pulpa Piel Pulpa
CONTROL 52.9 67.1 626 78.8 78.6 48.1 44.7
RDC 36.5 69.2 B39 85.3 82.9 50.6 46.6
Significacion b n.s. n.s. =

(n.s. = no significativo, *P<0.05, **P<0.01).

Tabla 3. Parametros quimicos de pH, sélidos
solubles (2Brix), acidez total (g 100 ml) y materia
seca (%) en los frutos del tratamiento control y
tratamiento de riego deficitario controlado
medidos en el momento de recoleccién.

Tratamiento pH °BRIX Acidez total materia seca
CONTROL 3N 9.47 1.49 11.54
RDC 3.75 10.28 1.14 11.60
_ Significacién ns ¥ ns ns.

(n.s. = no significativo, *P<0.05).

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este primer afio de
experimentacion vienen a indicar que el
albaricoquero es una especie adecuada para
realizar estrategias de riego deficitario
controlado debido principalmente a la clara
separacion entre el crecimiento vegetativo y
reproductivo y, también al efecto de
crecimientos compensatorios que se producen
en los frutos que han estado bajo RDC, lo cual
hace que finalmente no se produzcan mermas
significativas de calibre. Ademas, ciertas
caracteristicas cualitativas, como el nivel en
solidos solubles y la coloracion de la fruta, se
vean incrementadas. Estas dos razones junto con
ahorros de agua via riego, de al menos el 30%,
vienen a significar que estrategias de RDC puedan
suponer una clara alternativa en zonas con
infradotacion hidrica, como es el sureste espafiol,
al mantener la productividad e incluso mejorar la
calidad de la fruta.
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ABSTRACT

Persistence, distribution and dynamics of Astragalus nitidiflorus soil seed bank, a critically endangered
species of southern Spain, were studied during four consecutive years to determine their importance
to regenerate locally extinct patches of the only known A. nitidiflorus population worldwide. The
spatial distribution of seeds on the ground was highly influenced by the presence or absence of adult
plants and by the indehiscent character of the fruit. Results showed that most seeds were present in
the surface layer, inside fruit and close to the mother plant. Seed longevity was low in general, but
higher for seeds protected by fruit than for single ones after two years of burial. We discuss our results
in relation with other patterns of seed dispersal or viability in arid environments, that are generally
characterized by high spatial and temporal variability with a short-range dispersal. We concluded that
this species is able to form a short—term persistent soil seed bank strongly influenced by
environmental factors and population fluctuations. Based on these results, natural regeneration of
patches locally extinct some years ago is unlikely from the soil seed bank and recovery should be
attempted by sowing seeds or planting new specimens.

Keywords: Barochory; Endangered species; Seed burial; Seed dispersal; Seed longevity; Woody fruit.

1. Introduction

Astragalus nitidiflorus Jiménez Mun. et Pau
(Leguminosae) is a perennial herb endemic to the
province of Murcia (southern Spain), where it
forms the only known metapopulation
worldwide. This species is classified as Critically
Endangered in accordance with IUCN criteria. The
formation of a permanent soil seed bank is
favorable in semi—arid ecosystems or in habitats
where environmental conditions change
dramatically and with unpredictable time
patterns [1], ensuring the maintenance of a
population in an area even in years with no yield.
Seed dormancy and longevity are likely extremely
important in the maintenance of soil seed banks,
but their formation is probably also highly
influenced by the seed input or seed production.
Hard—seededness is a widely occurring feature in
Leguminosae that imposes physical seed
dormancy allowing the long—term burial of seeds
and consequently the formation of persistent soil
seed banks [2]. Taking into account that plant
populations of most semi—arid regions are good
candidates for the maintenance of seed banks,
and the physical dormancy evidence found in
seeds of A. nitidiflorus, we hypothesized that this
species could form a persistent soil seed bank. In

other hand, although seed banks in arid
ecosystems are characterized by high spatial and
temporal variability [3], presumably in response
to the dynamics of processes regulating seed
additions and depletions and because most arid
plants have short-range dispersal, no data are
know about these topics in A. nitidiflorus.
Therefore, the following questions were arisen.
(i) Has A. nitidiflorus the ability to form a
persistent soil seed bank? (ii) What is the
guantitative importance of the seed bank over
time? iii) How are seeds distributed in the soil?
The answer to these questions will allow us to
take the necessary decisions aimed at preserving
small patches that disappear over time and to
recover them.

2. Materiales y Métodos

Astragalus nitidiflorus is a short-lived legume
that colonizes old field in volcanic soils. The
dispersion unit is the fruit, a woody indehiscent
legume (ca. 2.5-3.0 cm), being barochory the
main dispersal mechanism. The species
constitutes a classical metapopulation with five
small patchily distributed populations located
near Cartagena (Murcia province), having a
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Mediterranean-type climate with semi-arid
conditions. The mean annual rainfall is 246 mm
and annual potential evapotranspiration of 1319
mm.

Soil samples were collected from forty 1-m?
permanent plots in June, from 2009 to 2012, in
the largest known population (37°40'06.8"N,
1°08'00.6"E). Plots were 5-m apart from each
other along four transects established
perpendicularly to the maximum slope in the
area of appearance of the species. In each plot
two cores (20 cm x 20 cm) were sampled at two
different depths: 0-5 and 5-10 cm.
Simultaneously, the distance of the nearest adult
plant of A. nitidiflorus to each plot was measured.
Apparently healthy seeds content in soil samples
were separated by physical separation method.
To test seed viability, seeds extracted from soil
samples were scarified with sandpaper and
incubated in a growth chamber at 15°Cand a 12—
h photoperiod. To test if the presence of fruits
and seeds in the soil was related to the proximity
of adult plants, three plot categories were
defined based on the presence/absence of adult
plants: (i) presence of the adult near the plot
(PA), (ii) absence of the adult near the plot since
last year (ALY) and (iii) absence of the adult near
the plot for at least two years (ATY). Considering
barochory as the dispersal mechanism, a plant
was present when it was in a radius < 2 m of the
plot.

To determine the viability over time of the seeds
incorporated into the soil, two burial
experiments were designed using fruits and
seeds extracted from fruits (henceforth ‘single
seeds’). Two different depths were tested (2 and
7 cm). 64 lots of ten fruits were introduced into
small aluminum trays with drainage, which were
filled with soil from the habitat until reaching the
desired depth. Another 64 lots of 25 apparently
healthy single seeds were put into square nylon
bags (5 cm x 5 cm) of 0.1-mm mesh filled with
soil, and bags were buried into trays at the same
conditions than fruits. The experiments were
placed in a non—-heated mesh irrigated with
natural rainfall during two consecutive years. At
the end of each season, four replicates of both
burial fruits and single seeds were exhumed to
count physically undamaged seeds. All
apparently healthy seeds were tested for
germination at 15 °C and 12-h photoperiod for
30 d, and those than germinated were
considered the non—dormant viable seed
fraction. To know the initial non—dormant viable
seed fraction before burial four replicates of 25
apparently healthy seeds were tested for

germination at the same conditions. Then,
ungerminated seeds were dried for 1 d and then
slightly scarified with sandpaper, and incubated
for an additional 30 d to determine the initial
dormant viable seed fraction. Viability was
evaluated by the final cumulative germination
percentage. The same process was repeated at
the end of the burial experiment to determine
the viability of seeds after two years of burial.
Also, before burial, 80 fruits were opened and
their seeds analyzed to determine the initial
percentage of apparently healthy seeds (some
seeds are parasitized by Bruchophagus
astragalii).

3. Results and Discussion

Most seeds and fruits were distributed in the
surface layer and, except for 2011, most seeds
were found inside fruits. This is explained by the
type of fruit of A. nitidiflorus, an indehiscent and
hard legume that prevents rapid release of seeds,
which remain some vyears inside the fruit.
Moreover, the considerable size of these fruits
(ca. 1.9 cm x 0.8 cm) hampers their burial, and
nearly 100% of them are on the soil surface.

The highest density of seeds was in PA plots and
the lowest density in ATY plots (Fig. 1A). Most
plots with seeds or fruits were PA and 83.6% of
seeds and 89.2% of fruits were extracted in PA
plots (Fig. 1B). So, the spatial distribution of fruits
and seeds on the ground was Vvery
heterogeneous and highly influenced by the
presence or absence of adult plants, showing the
typical contagious distribution pattern observed
in other semi-arid sites [4]. These data were
expected because fruit dispersal is by gravity
from prostrate stems. It has been demonstrated
that restricted spatial dispersal could be selected
under certain conditions to ensure plant survival
in situ and establishment, to facilitate plant
coexistence and to reinforce spatial aggregation
in arid plants.

The soil seed bank density drastically decreased
during 2009-2012 and percentage of plots with
seeds also showed a continuous decline (Table 1).
In the best year a mean of 221.54 viable seeds/m?
was estimated, similar to that obtained for the
shrub legume Echinospartum algibicum, another
endemic threatened species, although in most
years studied the amount of seeds found in soil
was very low, and scarcer than other species that
tend to form persistent seed banks such as
shrubs of the genus Cistus (500-9000 seeds/m?)
or some sprouting shrubs of the genus Erica
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(8500 seeds/m?), abundant in disturbed forest or
scrubland areas [5]. This decrease may be a direct
consequence of the exceptionally rainy month of
September 2009 (222.4 mm) that resulted in a
massive emergence of seedlings from the soil
seed bank (although most of them died before
reaching the adult stage) as well as the dynamics
of the population in the sampled site which
showed a great reduction in the number of adult
plants, declining from almost 2000 plants in 2008
to 73 and 82 individuals in 2010 and 2012
(personal observation). Taking into account that
the soil seed bank was so sensitive to
environmental factors and changes in population
size, and density values in soil were not
maintained relatively constant over time we
should consider that this species has a short—
term persistent seed bank [6].

The percentage of apparently healthy seeds was
significantly affected by the time of burial (P <
0.001), but not by depth. The initial percentage
of apparently healthy seeds in fruits was only
76.6 + 3% (Fig. 2A) due to seeds parasitized by B.
astragalii. The percentage of apparently healthy
seeds extracted after each season showed a
progressive  decrease  without significant
differences between exhumed single seeds and
those contained in fruits (Fig. 2A). In both cases,
the major decrease was during the first season of
burial remaining around 35-30% apparently
healthy seeds after two years of burial (Fig. 2A).
The percentage of non—dormant viable seeds
was significantly affected by the factors of time
of burial (P <0.001) and type of seeds (P <0.001),
and their interaction (P < 0.001). Depth of burial
had no effect. Before burial, the percentage of
non—dormant viable seeds was of 29 + 5.3% (Fig.
2B). After burial, the percentage of non—-dormant
viable single seeds decreased according to an
inverse curve (F1,7=632.54, P<0.001, R2=98.9%)
(Fig. 2B). However, in seeds extracted from
buried fruits the decline was more gradual
following a linear function (Fy, 7= 26.3, P = 0.001,
R? = 79%) (Fig. 2B).

Single seeds showed a significantly higher initial
viability than for those contained in fruits (80.7 +
5.9% versus 61.8 + 2.5%, P = 0.005), mainly
because all single seeds used in this experiment
were apparently healthy (parasitized seeds were
discarded). However, after two years of burial the
most significant decline in the viability was for
single seeds, only 5.2 + 0.6% remained viable
compared to 29.3 + 3.1% of seeds contained in
fruits (P < 0.001).

The woody indehiscent fruits appeared to slow
the loss of seed viability, probably due to
enhanced protection against fungal and non-
fungal diseases, predators, preventing seed
scarification by mechanical friction, and also
protecting seeds from exposition to climatic
factors, e.g. heat from isolation, which is one of
the principal drivers of seed senescence. Initially,
around 30% of seeds were non—dormant viable,
but 100% germinated once they were scarified in
the laboratory. This fact, and the seed coat
formed by a palisade—cell epidermis (personal
observation under scanning electron
microscope) like other Leguminosae with hard
coats, indicates that seeds of A. nitidiflorus have
physical dormancy. However, if we consider the
high loss of viability experienced in just two years
of burial, the hardness of these seeds was not as
strong as for other legumes or Cistaceae seeds
that have long lifespan once buried in soil.

4. Conclusions

All the evidence suggests that Astragalus
nitidiflorus has the ability to form a short—term
persistent soil seed bank, since it was verified
that some seeds remained viable in soil for at
least two years, although strongly influenced by
environmental factors and population
fluctuations. Based on this conclusion, natural
regeneration from the soil seed bank is not
expected for patches that have been absent for >
5 years if there has been no new input of seeds.
Recovery of such locally extinct patches should
be attempted by sowing seeds or planting new
specimens. Knowledge of the morphological and
dispersal fruit traits can be as necessary for
explaining the demographic patterns of the
species as classical soil seed bank studies.
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Figure 1. Seed density (A) and frequency of plots
with seeds or fruits in relation to the presence of
adult plants (B). Bars show standard errors.
Different lowercase letters denote significant
differences of seed density between types of
plots.
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Table 1. Changes recorded in mean seed density
and percentage of plots with seeds and fruits of
A. nitidiflorus in the soil seed bank throughout
the study period (2009-2012). (P: non-—

parametric test). M—W: Mann—Whitney U. W:
Wilcoxon signed-rank. F: Friedman. n: number of
positive cases of total analyzed. rho: Spearman's
rank correlation coefficient. ¥x?: chi—squared
value. Significance was considered at 0.05(%*),
0.01(**) and 0.001(***) P—levels.
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Figure 2. Lost of apparently healthy seeds (A) and
non—dormant viable seeds (B) during the seed
burial experiment. Mean values are root arcsine
transformed. Bars represent the standard error.
Significant differences between seeds contained
in fruits or singles were considered at 0.05(*),
0.01(**) and 0.001(***) P—levels. Equations of
significant regression models are also shown.
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Efecto del estrés hidrico en un cultivo en invernadero de
pimiento injertado
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RESUMEN

Los vegetales son cultivados frecuentemente en condiciones desfavorables que
promueven el estrés, debido a la limitada disponibilidad de zonas de cultivo, las
elevadas exigencias de los mismos fuera de temporada, y las intensas practicas
agricolas que conducen a una limitadisima rotacion de cultivos. El uso de injertos se
ha convertido en una herramienta rapida alternativa a la metodologia convencional,
que permite incrementar la tolerancia de los vegetales a diversos estreses
ambientales. En este trabajo se estudia la respuesta agrondmica vy fisiologica de la
variedad de pimiento Herminio, injertada y sin injertar, siendo los portainjertos
utilizados Creonte, Terrano y Atlante, y los tratamientos de riego empleados: Normal
(NS): Testigo (100% ET, sin estrés) y S:(50 % ET, estrés hidrico), asi como el efecto de
los patrones sobre la calidad de la produccién injertada. Creonte es una eficaz eleccion
puesto que soporta bien las condiciones de estrés.

Palabras clave: Capsicum annuum L.; Herminio; portainjerto; técnica agronémica.

1. Introduccion

Los estreses medioambientales representan las
mayores condiciones limitantes para la
produccidn horticola y explotacion de las plantas
en todo el mundo. Entre esos importantes
factores estan agua, temperatura, nutricidn, luz,
oxigeno disponible, concentracién de iones
metalicos, y patégenos.

La baja disponibilidad de agua en el suelo,
provoca el estrés abidtico de mayor incidencia en
el crecimiento vegetal, que en los sistemas
agricolas  representan  grandes  pérdidas
econdmicas. Las pérdidas de cosecha debidas al
estrés hidrico probablemente exceden a las
provocadas por la combinacién del resto de
estreses [1]. Por todo ello, la sequia tiene un
profundo impacto en la agricultura y en los
sistemas ecoldgicos, de ahi que la capacidad de
las plantas para soportar este estrés sea de gran
importancia desde el punto de vista econdmico
[2]. De este modo, en la actualidad y con el fin de
mejorar la productividad agricola, es necesaria la
obtenciéon de cultivos con altas producciones
bajo condiciones de estrés hidrico.

El injerto es una técnica que permite inducir la
resistencia o tolerancia de las plantas a
determinados patdégenos del suelo
incrementando el crecimiento y rendimiento de
las plantas injertadas con relacién a las que no se
injertan [3]. El uso de portainjertos posee otras
propiedades de interés agronémico como el
aumento de la produccién de la variedad y la

mejora de la calidad de los frutos, la tolerancia a
estreses abidticos, la precocidad [4], asi como el
aporte de vigor y rusticidad que permite paliar los
efectos de la fatiga del suelo durante los dos
primeros afos [5], ya que al reiterar el cultivo se
necesita de la desinfeccidn del suelo [6]. En la
produccidn horticola, el injerto esta siendo usado
desde hace mas de 50 afios en muchas partes del
mundo. Injertar no esta asociado con los inputs
agroquimicos para los cultivos y es por lo tanto
considerado como una operacidn ecoldgica de
sustancial y sostenible relevancia para sistemas
de cultivo gestionados bajo produccidn integrada
y organica [7]. Injertar es hoy en dia considerado
como una herramienta alternativa rapida contra
la relativa lenta metodologia del cultivo que
pretende incrementar la tolerancia a estreses
medioambientales de frutas y hortalizas [8].

El pimiento, junto con el tomate, es el cultivo que
mas superficie ocupa dentro de las especies que
se realizan en cultivo protegido, habiendo de
considerar ademas, que la casi totalidad de esta
superficie cultivada es en invernadero. La alta
demanda habida de pimiento fresco por parte de
los mercados europeos origind un crecimiento
espectacular del cultivo en el sureste espafiol,
principalmente en Almeria, Murcia y Alicante.

El objetivo de este trabajo es ampliar el
conocimiento del efecto del estrés hidrico en
plantas de pimiento injertado bajo condiciones
de invernadero puesto que se trata de una
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técnica agrondmica alternativa, rapida, eficaz y
de bajo coste muy disponible para la agricultura.

2. Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal y condiciones del
invernadero

Las plantas se injertaron mediante el método
japonés (Suzuki, 1972). La variedad de pimiento
Herminio F1 (Syngenta Seeds, USA) de tipo
rectangular y recoleccion en verde, se injertd
sobre tres portainjertos comerciales: Atlante
(Ramiro Arnedo, Espaia), Creonte (De Ruiter
Seeds, Holanda) y Terrano (Syngenta Seeds,
USA). Plantas de “Herminio” sin injertar se
usaron como control. Las plantas se
trasplantaron el 5 de Enero de 2011 en un
invernadero con 240 m? de superficie, localizado
en la finca experimental “Torreblanca” del IMIDA
en Murcia, SE Espafia (lat. 37° 45’ N, long. 0°59’
W). El suelo se biosolarizd durante 90 dias
afadiendo una mezcla de 5 Kg/m? de estiércol de
oveja y gallina (2:1, w/w). La densidad de
plantacién fue de 2’5 plantas/m?2. El ensayo en
campo se llevé a cabo siguiendo las practicas
culturales comunes usadas por los productores
de pimiento de esta zona. El ciclo de cultivo
finalizd el 13 Agosto de 2011.

Los tratamientos de riego utilizados fueron: NS:
Testigo (100% ET, sin estrés) y S:(50 % ET, estrés
hidrico). La radiacién PAR y la temperatura del
aire en cada unidad se monitorizaron durante el
ciclo de crecimiento del cultivo usando un sensor
Quantum (LI-COR Inc., Lincoln, Nebraska, USA) y
un Hobo U12 Temperature data logger (Onset,
Massachusetts, USA), respectivamente.

2.2 Desarrollo vegetativo

15 plantas de cada combinacién de injerto y
“Herminio” sin injertar se usaron para medir los
diferentes parametros. Altura de la planta,
diametro del tallo, nUmero de hojas y area foliar,
peso fresco (PFF) y seco (PSF) foliar, peso fresco
(PFT) y seco (PST) del tallo, peso fresco (PFR) y
peso seco (PSR) de la raiz. El drea foliar se midid
usando un medidor de area foliar (LICOR-3100C;
LI-COR Inc., Lincoln, Nebraska, USA). El peso seco
se determind por secado en estufa a 60 °C hasta
peso constante.

2.3 Intercambio de gases y fluorescencia

El intercambio de gases y fluorescencia se midid
en hojas totalmente desarrolladas. La medida se
realizé a los 205 DDT, desde las 9:00 am hasta las
11:00 am (GMT).La tasa fotosintética (Amax,
umol C0,/m?s), conductancia estomatica (gs,

mmol H,0/m?s), transpiracion (E, mmol
H,0/m?s) y CO; intercelular (Ci, pmol C0z/mol
aire) se midieron en condiciones constantes de
saturacién de luz (800 mmol /m?2s) y 400 ppm de
CO; con un medidor de fotosintesis portatil LI-
6400 (LI-COR Inc., Lincoln, Nebraska, USA).La
fluorescencia de la clorofila se determiné con un
fluorimetro de pulsos modulado ADC FIM 1500
(Analytical Development Company  Ltd.,
Hoddesdon, UK). Los valores de fluorescencia
minima en estado de oscuridad adaptada (Fo) se
obtuvieron por aplicacién de una fuente de luz
roja de baja intensidad (630 nm), mientras que
los valores maximos de fluorescencia (Fm) se
midieron después de aplicar un pulso saturado
de luz de 800 mmol /m?s. Asi el maximo de
eficiencia quantica del PSIl en el estado de
oscuridad adaptada (30 minutos) se calculd,
Fv/Fm= (Fm-Fo)/Fm. La clorofila (SPAD) se
determiné con un clorofilimetro SPAD-502
(Konica Minolta, Spectrum Technologies Inc.,
Illinois, USA).

2.4 Produccidn y calidad

Se recolectaron los frutos de las 15 plantas
controladas. La calidad de la produccion
comercial se evalué de acuerdo a las practicas
comerciales, descartandose los frutos con
desordenes fisioldgicos (soleados, blossom-end-
rot, etc.) que no eran comerciales.

20 frutos aleatoriamente (4 por réplica del
material vegetal) se seleccionaron a los 196 DDT
para medir la calidad de la fruta. El contenido en
sélidos solubles (°Brix) se determind usando un
refractometro (Reichert Analitical Instrument,
Depew, New York, USA). La acidez titulable se
determind con un valorador automadtico
(Titroline easy, Schott, Mainz, Germany).

2.5 Diseno del experimento y andlisis estadistico

Plantas injertadas y sin injertar crecieron en una
unidad modular de invernadero. El disefio
experimental fue en bloques al azar. Cada
tratamiento (material vegetal) tenia tres bloques
y 5 plantas cada uno. El programa estadistico
utilizado fue Statgraphics calculando las
diferencias significativas por ANOVA vy los
resultados fueron comparados con una
probabilidad de P<0’05 de acuerdo al test LSD.
3. Resultados y Discusion

Como promedio, el tratamiento de estrés
disminuyd la altura de la planta en un 6%, el area
foliar en un 33%, el nimero de hojas en un 27%,
el peso fresco foliar en un 41%, el peso seco foliar
en un 34%, el peso fresco del tallo en un 29%, el
peso seco del tallo en un 22%, el peso fresco
radicular en un 30% vy el peso seco radicular en un
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31% (Tabla 1). Las plantas injertadas sobre
Atlante registraron mayor altura tanto en
condiciones de estrés como de no estrés, que las
otras combinaciones injertadas y Herminio sin
injertar, siendo en general las plantas injertadas
de un tamafio mayor a las no injertadas, a
excepcion de Terrano en condiciones de estrés y
Creonte en condiciones de no estrés (Tabla 1).
Esta mayor longitud, se presenta también en
otros estudios llevados a cabo por [9,10], los
cuales demostraron que las plantas injertadas
eran mas altas que las plantas control no
injertadas. Y esta longitud, se puede deber al
hecho que en la mayoria de ocasiones las plantas
presentan mayor sistema radicular y esto da
lugar a plantas mas vigorosas.

Esta mayor vigorosidad también se puede
observar en el Area foliar. La respuesta mas
sensible al estrés hidrico es el crecimiento
celular; y es durante esta condicion que las
células permanecen mas pequeiias y las hojas
tienen menor desarrollo y, en consecuencia, se
reduce el area foliar fotosintéticamente activa
[11].Las plantas en condiciones de riego normal
(NS) presentan valores mas altos que en el
tratamiento de estrés (S), siendo Atlante la que
alcanza un mayor valor y no encontrandose
diferencias significativas dentro de este
tratamiento (NS). Las plantas injertadas sobre
Terrano en el tratamiento de S, son las que
muestran una menor area foliar (33% menos que
el mismo patron en el tratamiento NS)
encontrdndose ademas en este tratamiento una
mayor variabilidad, que puede ser debida a que
determinados portainjertos pueden ser mas o
menos tolerantes a la sequia.

Con respecto al nimero de hojas, se alcanza el
mayor valor en las plantas injertadas sobre
Creonte en el tratamiento con estrés (S) pero no
se encuentran diferencias significativas entre las
combinaciones injertadas y el control. En el
tratamiento sin estrés (NS) Atlante y Terrano son
los que alcanzan mayores valores. Las plantas
injertadas sobre Creonte son las que presentan
mayor peso fresco foliar en el tratamiento NS.
Con relacién al peso seco foliar, Atlante en el
tratamiento de NS es el que alcanza un mayor
valor y presenta un 33% de peso fresco menos
qgue en el tratamiento de NS. El peso fresco del
tallo alcanza el mayor valor en Atlante dentro del
tratamiento NS. No se encuentran diferencias
significativas para el peso seco del tallo, y el peso
fresco y seco radicular entre ambos tratamientos
y las distintas combinaciones de injerto y el
control.

En cuanto a los parametros fotosintéticos las
plantas injertadas sobre Creonte registraron los

valores mas altos bajo ambas condiciones de
cultivo para la fotosintesis, conductancia
estomatica, [CO,] intercelular y transpiracion y
los mas bajos para el déficit de presidén de vapor
de la hoja (Tabla 2). La fotosintesis es uno de los
primeros procesos que se ve afectado por la
escasez de agua. En referencia al uso eficiente del
agua, las plantas injertadas sobre Terrano
alcanzaron el mayor valor en Sy sobre Atlante en
NS, en cambio se obtuvieron los menores valores
en las plantas control bajo ambas condiciones de
cultivo. En condiciones de S todas los
portainjertos y el control presentaron los
menores valores en la eficiencia del PSIl en hojas
respecto al NS.

Bajo condiciones de estrés (S) la produccion
comercial disminuyé en Creonte un 14% con
respecto a las condiciones 6ptimas (NS). Los
frutos provenientes de plantas de pimiento de
Herminio sin injertar bajo condiciones de estrés,
son los que mayores desdrdenes fisioldgicos
presentan (62%) en comparacion con los mismos
frutos bajo condiciones de NS. La produccién no
comercial y la cantidad de frutos soleados fue
menor en Creonte y Terrano, bajo condiciones
de NS. En cuanto al peso del fruto, los mayores
valores se alcanzan en Creonte bajo el
tratamiento NS, sin embrago en condiciones de
estrés se redujo en un 31 %. Los mejores valores
en plantas injertadas sobre portainjerto Creonte,
también son encontrados en trabajos llevados a
cabo, en condiciones de sombreo y no sombreo
[12]. En el tratamiento de NS todas las variedades
excepto Creonte, presentan una longitud del
fruto mayor que en S. Con respecto a la anchura
existen diferencias significativas entre S y NS
obteniéndose los mayores valores en éste ultimo,
aunque existen diferencias significativas, éstas
no hay que tenerlas en cuenta, ya que no son
valorables las mismas a nivel comercial. Como
regla general, las plantas estresadas producen
frutos con un mayor contenido en sélidos
solubles, obteniéndose el valor mayor en
Creonte. En cuanto a la acidez titulable, Creonte
alcanza el mayor valor en condiciones de S.
Tablas y Figuras

Tabla 1. Parametros vegetativos de las plantas de pimiento
con cada combinacién de injerto y control, en condiciones de
estrés (S) y no estrés (NS).
Pardm. T H H-A H-C H-T

S 167,38aA 182,38bA  171,50abA  163,50aA

N 173,63abA  185,25bA 167,00aA  174,50abA

S 16977,2abA  14062,80ab  1740830bA  12821,90a

N 1814630aA 21542,40aB  18610,10aA  19254,00a
Ne S 458,75aA 538,75aA 579,50aA  480,50aA

N

S

N

S

Altura
(cm)

A. foliar
(em?)

Hojas 552,00aA 662,50aB 571,25aA 666,75aB
379,03aA 378,90aA 416,08aA 368,80aA
482,00aA 647,15¢B 508,15abA 590,28bcB
78,82aA 73,35aA 80,09aA 73,18aA

PFF
(g)
PSF
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(8) N 83,68abA 110,72¢B 82,342A 102,81bcB
PFT S 960,93aA 903,58aA 973,35aA  843,55aA
(8) N 1042,15aA  1274,380B  990,28aA  1076,85aB
pST S 224,08aA 243,73aA 220,88aA  194,35aA
(8) N 223,03aA 266,20aA 211,50aA 250,23aA
PFR S 68,98aA 96,55bA 74,28abA  80,45abA
(8) N 74,40aA 106,00aA 76,07aA 114, 83aA
PSR s 22,33aA 28,83aA 24,33aA 25,03aA

(8) N 25,283A 31,05aA 30,53aA 36,38aA

H: Herminio; H-A: Herminio-Atlante; H-C: Herminio-Creonte; H-T: Herminio-
Terrano; Letras diferentes indican diferencias significativas, las mindsculas
entre patrones y las mayusculas entre tratamientos (Test LSD, P<0,05).

Tabla 2. Parametros fotosintéticos de las plantas con cada
combinacidn de injerto y control, en condiciones de estrés (S)
y no estrés (NS).

Param. T H H-A H-C H-T
S 1612aA 1872abA  20,23bA  10,86aA
AlmolCO:m2s%) N 06828 21,12abB 22,4008  15,80aB
S 055aB  069abA  0,75bA  0,11aA
gS(mmc"l:{lom'Zg N 047aA  063abA  095bB  0,49aB
S 261,60aB  281,02bB  282,45bA  178,64a
Ci(umol COamol™) 500 40an  264,10ab  283,80ba 257,13
S 1180aA  12,42aA  1466bA  4,87aA
E(mm'ﬂzomqsr N 1330aB  13,50bB  13,60bA  10,88aB
S 280bA  2,73bA  2,43aA  4,42bA
VpdL (kpa) N 2,89bA  2,70aA  2,22aA  3,07aB
S 1,30aA  137aA  165bA  2,25¢A
WUE N 144aB  1,60bB8  158bA  1,57aB
S 61,10aA  61,05aA  6355aA  62,10aA
Clorofila
N 61,20aB  57,48aB  60,33aB  60,08aB
FyfFm S 0,76aA 0,80aA 0,79aA 0,77BaA
N 080aB  08laA  080aA  08laA

H: Herminio; H-A: Herminio-Atlante; H-C: Herminio-Creonte; H-T: Herminio-
Terrano. Letras diferentes indican diferencias significativas, las mindsculas
entre patrones y las mayusculas entre tratamientos (Test LSD, P<0,05).

Tabla 3. Produccién Total, comercial, no comercial y frutos
soleados de las plantas de pimiento con cada combinacién de
injerto y control, en condiciones de estrés (S) y no estrés (NS).

Pardm. T H H-A H-C H-T
Prod. total S 3788  3,86bA  4,180A  3,77aA
(Kg plant1) NS  355aA  3,80bA  4,37cA  3,73bA
Prod.comercial S 2,62aA 2,97bA 3,25cA 2,94bA
(kg plant) NS 2,80aB  3,10bB  3,79cB  3,20bB
Prod.nocomercial s 1,168  0,90bB  0,93bB  0,83aB
(kg plant) NS  075bA  071bA  058A  0,53aA
Soleado S 073bB  056aB  060aB  0,50aB
(Kg plant?) NS 0,45bA 0,46bA 0,38aA 0,33aA

S 105,16aA  109,36aA 123,7bA  106,94aA

Peso frut
eso fruto (g) NS  14545aB 14325aB  179,60b8 144,49

Longitud (mm) S 74,243A 87,24aA  102,42bA  92,40bc
NS 96,92aB 96,64aB 96,67aB 102,18a
Anchura (mm) S 71,46aA 71,49aA 74,81bA 69,81aA

NS  74,13aB  79,96aB  89,49bB  72,75aB
Firmeza (Kg/cm?) S 2,04aA 2,18bA 2,26bA  1,98aA
NS 1,96aA 2,26bA 2,36bA  2,16aA
S 6,81bB 6,60aB 6,880B  6,77aB
NS  6,63bA 6,28aA 6,34aA  6,09aA
Acidez titulable S 0,09labA 0,097abB  0,110bA  0,079aA
(% Acidocitrico) NS 0,089aA  0,093aA  0,092aA  0,079aA
S 5,38aB 5,44aB 558bB  4,97aB
NS  4,74aA 492bA  4,82abA  4,73aA

% MS

°Brix

H: Herminio; H-A: Herminio-Atlante; H-C: Herminio-Creonte; H-T: Herminio-
Terrano; Letras diferentes indican diferencias significativas, las minusculas
entre patrones y las mayusculas entre tratamientos (Test LSD, P<0,05).

4. Conclusiones

La eleccién del portainjertos Creonte es una
eficaz alternativa puesto que soporta bien las
condiciones de estrés.
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RESUMEN

La transformacion de tierras consiguiendo nuevos terrenos para dedicarlos a la
actividad agricola ha llevado apareada la construccidon de edificaciones. Estas se
ubicaron en los puntos predominantes de la finca por ser cruce de caminos, por su
centralidad, por la distribucién de agua, por su posicién de dominacién visual, etc. En
la mayoria de las veces estos enclaves ofrecieron muchos valores paisajisticos

El jardin aparecid junto a las edificaciones casi como un elemento imprescindible,
aunque en muchos casos de una manera muy discreta resultando espacios muy
elementales. Atienden a un denominador comun: la limitacion del agua para regadio.
La escasa disponibilidad es el factor determinante del alcance de la intervencion. Los
pequefios caudales que se podian detraer de la actividad agricola solo pudieron
sustentar pequefios jardines. Esto obligd a multiplicar el ingenio para permitir que una
explotacion agricola con fines de rentabilidad econdmica se convirtiera en una
componente del paisaje, complementando y ampliando de esta manera el programa
de intervencidn en el territorio.

Debido a la importancia del recurso agua los elementos relacionados con ella se
convirtieron en piezas fundamentales del valor paisajistico (surgencias, balsas,
canaletas, etc) y adquirieron una enorme valoracidn positiva en un entorno semiarido.

El trazado del jardin mediante caminos que se cruzan ortogonalmente obligados por
un sistema de riego “a manta” se repetira en casi el total de los casos. Aun cuando se
busquen soluciones mas “paisajistas” en entornos arbolados, mayoritariamente de
pinadas, se recurrird a los caminos sobreelevados con respecto a las zonas de

plantaciones.

Palabras clave: jardin; torre; agua.

La ocupacion de territorios rurales, fuera de los
poblamientos, comienza a partir del siglo | gracias
a la pacificacién romana del Campus Spartarius,
dando lugar la aparicidon en la regidn las primeras
villas, grandes haciendas concedidas o
arrendadas por el Estado romano. Significaron un
medio colonizador y sirvieron para reorganizar en
funcién  suya, amplios territorios poco
controlados hasta entonces. Hasta el siglo V las
villas estaran en continua expansion por todo el
territorio.

La situacion social se alteré a partir de comienzos
del siglo V (afio 415) cuando los vandalos
saquearon Cartagena. La gran inseguridad creada
no se atenuara hasta un siglo después, dando
lugar un periodo Ilamado bizantino que
perdurara durante otro siglo [1]. Estas
condiciones obligaron a adoptar medidas de
proteccién, mediante el incremento de las
fortificaciones. Se abandonaron numerosas villas

desprotegidas y desapareciendo un buen

numero de jardines.

No parece tampoco que tras la destruccién total
de la ciudad de Cartagena (620-624), la
ocupacion visigoda ofreciera condiciones idéneas
para la implantacién de jardines.

Habrd que esperar a la incorporacion de las
tierras del sureste a los territorios que daran
lugar a Al-Andalus para encontrar situaciones
propicias para el desarrollo de los jardines. Estas
llegaran en el momento del apogeo de la taifa
murciana durante los siglos Xl y XIII.

Las poblaciones hispano-musulmanas se
encontraban generalmente rodeadas por
terrenos dedicados a cultivos [2]. Al-Andalus era,
pues, un pais de sucesivos oasis [3]. Asi sucedié
en las mas importantes ciudades de la region:
Murcia, Lorca y Mula, pero también en muchas
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otras de menor importancia: Alhama, Molina,
Librilla.......

La apertura de vegas a lo largo del curso del rio
Segura dio lugar a que los propietarios de tierras
enclavadas en una misma zona formaran
agrupaciones de viviendas denominadas
Alquerias. Si en estas no se dieron jardines,
primando sobre otras la utilidad agricola de la
tierra, distinto fue el caso de las Almunias donde
una edificacion enclavada en wuna gran
explotacion agricola que se ordenaba como un
jardin. Situadas en el exterior del recinto murado
colaboraban con ese “cinturéon  verde”
destacando entre todas las explotaciones
agricolas, siendo  significativamente  mas
extensas que el resto y donde se aplicaban las
técnicas mas innovadoras y se ensayaban la
introduccién de nuevos cultivos.
Complementariamente servian de lugares de
recreo a su propietario.

Varias Almunias han sido documentadas en la
region. Las mas importantes corresponden a la
actual ermita de las Huertas en Lorca, la de los
Alcdzares y las que se encuentran en el extremo
noreste de la Vega Media del Segura, entre las
poblaciones de Cabezo de Torres y Monteagudo.

De estas ultimas, destaca la Almunia asociada al
Palacio del Castillejo, enorme finca que lbn
Mardenix poseyé en Monteagudo. Los restos
arqueoldgicos dispersos por el entorno
demuestran que el palacio estaba enclavado en
medio de una cuidada explotacién agricola.
Ademas de conducciones del sistema de riego, ha
sido identificada una gran alberca de 161x136 m
que se ha interpretado con un doble fin utilitario
y ludico y un gran jardin cercado, de 298x144 m,
en la ladera del cerro del Castillejo. Cercana se
encuentra la Almunia de Larache que cuenta
igualmente con wuna alberca de grandes
dimensiones (60 x 58 m) a sus pies y ya en Cabezo
de Torres una tercera de 90 x 78 m relacionado
con el actual Molino de los Armeros [4].

El desarrollo de estas explotaciones necesitd de
la existencia de un sistema de riego que captando
las aguas del rio Segura mediante la presa de La
Contraparada derivaba los caudales por una
ingeniosa red de acequias hasta poder aportarla
a los cultivos

En Lorca adquirié notable importancia la zona
conocida como los Reales, una almunia fundada
sobre los restos de una villa romana y donde
ahora se asienta la Ermita de las Huertas.

Durante la Alta Edad Media, la region se convirtio
en terreno fronterizo. La consecuencia inmediata

fue un significado despoblamiento de las
ciudades que se convirtid en casi absoluto del
campo. La pacificaciéon, en la edad moderna,
fomentara la recuperacién de aquellos territorios
que fueron cultivados en las villas romanas.

Se inici6 asi el proceso definitivo de
transformacidn de terrenos en zonas de cultivos.
Se colmataron de huertas los valles fluviales y
paralelamente en los campos se fueron
extendiendo los secanos hasta que con la fiebre
roturadora del XVIII el crecimiento se hizo de
manera exponencial. También en estas
explotaciones agricolas en secanos se construye
una edificacidn principal de la finca a la que se
acompana de jardines muy modestos que repiten
idénticas  soluciones que las ofrecidas
anteriormente.

Las zonas de cultivo donde primero comenzaron
a transformarse en regadios estables fueron las
vegas del rio Segura, aquellas tierras que
permitian ser regadas con aguas derivadas
mediante acequias desde el rio. En ellas se da un
tipo de asentamiento rural conocido como Casa
Torre, donde una soélida edificacion comanda una
intervencion en el medio.

El origen de estas Casas Torres es muy diverso.
Unas son de claro caracter defensivo como Torre
Almoddvar. Otras parecen tenerlo en una
alqueria  hispano-musulmana, como Torre
Miralles.

Otras son restos de fincas existentes en el interior
del recinto amurallado de la ciudad
hispanomusulmana como el caso de Torre de
Junterdn o Zambrana donde hoy existe el huerto-
jardin Lépez Ferrer.

Cuando el caracter defensivo dejé de ser la
prioridad las Casas Torre se convirtieron en el
centro de explotaciones agricolas que
significaron modificaciones en el paisaje de la
huerta de Murcia.

En muchas de ellas quedd un espacio destinado a
jardin. Este queda, en la mayoria de los casos,
diferenciado del resto de la finca o parcela al
tratar los accesos mediante portales de
machones de mamposteria o silleria.

La ubicacién del jardin depende de la disposicion
elegida para la construccion en la finca. Cuando
la edificacion se realiza a borde de camino
principal generalmente la fachada principal es
perpendicular a este y en el espacio frontal y por
lo tanto a fachada de camino principal se forma
el jardin, aunque también (Casén del Marques de
Corvera, crtra de Beniajam) el recinto queda
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cercado mediante tapias y el jardin se dispone en
una de las fachadas laterales aumentando su
privacidad. En los casos que la vivienda se
retranquea hacia el interior de la finca y por lo
tanto se hace necesario un camino secundario
desde el principal y entonces la construccién o
bien se hace a eje de este camino con lo que la
fachada principal queda enfrentada al camino, o
bien la construccidén se adosa a este camino
secundario quedando la entrada en una fachada
lateral. En el primer caso es en el espacio frente
a fachada donde se dispone el jardin (Torre
Caradoc), (Villa Carmen, Espinardo), en el
segundo el jardin suele ubicarse en la fachada
posterior (Torre Zoco, Casa del Pino) o lateral
(Torre Serrano, Churra).

En Torre del Carmen (Cabezo de Torres)
aprovechaba la existencia de un altozano para
ubicacidn de la vivienda que disfrutaba de la vista
de toda la finca ajardinada.

A partir del siglo XIX algunos propietarios
cedieron las edificaciones a encargados y
aparceros, momento en el que generalmente
desaparecieron los jardines. Simultaneamente
otras nuevas fueron construidas como Torre
Caradoc, con extensas superficies de jardin.

Algunas, caso de Torre Zoco, llegaron a ser
importantes complejos agro-industriales
(molino-almazara-almacenes) en época ilustrada
aportando una significada renovacion agricola en
la zona.

Entre otras Torres de la Huerta que contaron con
elementos de valor paisajistico se encuentran
Torre del Castellar, Torre Arcayna, Torre Masa,
Torre de los Castafios y Torre Villescas.

Superada la crisis de los siglos XVI y XVII, durante
el XVIII se producird una importante expansion
de la agricultura tras la consecucién de nuevas
tierras de cultivo gracias al gran nimero de
roturaciones que se realizan. En estas nuevas
grandes fincas, con una muy escasa dotacion de
agua para riego que solo permite unas pequeias
superficies dedicadas a cultivos horticolas, la
mayoria de la superficie se planta de cultivos de
secano y generalmente unas edificaciones
dedicadas a almacenes agricolas, establos,
viviendas de labradores y dominando todo el
complejo la casa de los propietarios. Junto a la
casa, en la fachada principal o en una de las
laterales, surgird el jardin. También es posible
encontrarlo a ambos lados del camino de acceso,
desde el camino principal a la edificacidn.

La finca del Azaraque situada en las faldas de
Sierra Espufia, reunia unas extraordinarias

cualidades suficientes para destinarla a ser la
gran actuacion de un poderoso y culto
propietario, el X Marqués de los Vélez, pero que
motivos de cardcter politico no favorecieron que
se realizaran. Por el contrario el Molino del
Consejero fue un complejo agroindustrial
fomentado por un llustrado que planeaba
completar su actuacion con la construccién de un
jardin a la inglesa.

Otros complejos agroindustriales destacados
fueron Las Peralejas (Sucina), Hacienda de Roda
(San Javier), Borrambla (Gea y Truyols), Casa
Riquelme (Sucina), Torre-Guill (Sangonera la
Verde), Casa Grande (Don Gonzalo)

Los primeros jardines en estas villas rurales
comenzaran a realizarse alrededor de principios
del XIX. Estaran limitados por la escasa dotacion
de agua asignada y generalmente son posteriores
a las edificaciones.

Caracteristicas no muy diferentes tendrian las
explotaciones agricolas constituidas durante el
siglo XIX.

Los territorios donde se asientan son de menor
valor agricola y requieren de mayores esfuerzos
inversores para su puesta en produccion.

El Carrascalejo (Bullas) donde se construye la villa
entre 1861 y 1866 dominando toda la propiedad
ordenada con criterios paisajisticos y un jardin en
aterrazado junto a la construccién.

Torre Caradoc construida en unos almarjales de
zonas hundidas de la huerta mediodia de Murcia,
donde toda la finca se trata como un jardin.

El Parque, junto al Balneario de Archena es otro
ejemplo como el anterior pero en finca de mayor
extension.

Villa Antonia en Lobosillo, Casa del Barén de
Benifayd en Pinatar, Casa Valderas en Roldany Lo
Gea en Gea y Truyols completan los ejemplos
mas significativos del momento.

En los alrededores de la ciudad de Murcia y en
zonas con las mejores dotaciones de agua desde
acequias a partir de comienzos del XIX se dedican
discretas superficies de cultivo a plantaciones de
“flor cortada”. Se levantan edificaciones para
vivienda y se les dota de elementos (portadas,
cercados, etc) que afiadiéndoles valores las
distinguia del resto de parcelas agricolas.

Estos huertos, nombre con el que se designaran,
llegaran a formar un rosario que circunde la
ciudad. Por el oeste (Malecén): de los Cipreses,
del Cura, del Jardinero (o de Hernandez), de la
Estrella, de los Claveles. Por el oeste (San
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Andrés): de Pina, de San Andrés. Por el noroeste:
Cadenas, Manu. Por el norte (Carretera
Espinardo): de las Bombas. Por el noreste
(Cigarral): de San José (Actual Oblatas), de Marin,
del Conde. Por el levante (Puerta de Orihuela):
Barba, de las Palmeras (Huerto del Cementerio).

A partir de finales del siglo XIX y motivado por el
desarrollo econdmico a causa de la mineria,
enriquecidos burgueses afincados en Cartagena
compraran fincas en zonas rurales donde existian
modestas superficies agricolas con discretas
dotaciones de agua procedentes de cefias de
sangre. Modernizaran la explotacién agricola
aumentando primero los recursos de agua para
riego mediante ingenios edlicos, realizaran
nuevas plantaciones y construiran sus viviendas
de recreo, algunas de ellas sobre las antiguas
casas solariegas existentes y las dotaran de
jardines.

De ésta época es Torre Calin, en La Aljorra, Villa
Maria, también denominada La Piqueta, en San
Félix, y las fincas La Flora y La Rosa en La Palma.

Otras significadas Casas Torre encontramos en El
Algar (La Capellania), El Plan (Torre Llagostera
también denominada Huerto de las Bolas y El
Retiro), La Aljorra (Torre Asuncion o de Los
Avileses), La Palma (Hacienda Moncada), Pozo
Estrecho (Los Pinos, Villa Carmen o Torre
Valeriolay Torre Nueva), San Félix (Villa Calamari,
conocida como el Palacete Versalles, y La Piqueta
o Villa Maria), Santa Ana (Villa Pilar), y en La
Union (Villa Dolores) forman parte de este
legado.

De este modo, en la mayoria de las fincas se
desarrollaron jardines, generalmente ordenados
mediante caminos cruzados ortogonalmente.
Todos contaron con zonas donde la vegetacién
mediterranea aportaba sombras para facilitar la
estancia. Los cultivos agricolas se disponian para
formar parte del programa paisajistico de la finca.

En la medida de lo posible el agua era
incorporada al programa del jardin, mediante
estanques y fuentes o al menos las canaletas de
riego cumplian esas funciones.

El cenador se convierte en un elemento siempre
presente en estos jardines. En la medida de lo
posible se busca una posicion elevada para
conseguir también una funcién de mirador sobre
el propio jardin, la finca o el entorno.

Es frecuente el empleo de la técnica del trencadis
para la terminacién de bancos, jarrones, etc. Las
fuentes se acaban con piedras rusticamente
trabadas.

En Murcia esta tendencia serd menos acusada
destacando la Casa del Pino y Torre Cierva, ambas
en Santo Angel y propiedad de miembros de la
poderosa familia De la Cierva.

Los afos 20 se presentaron en la regién con aires
favorables a las intervenciones paisajisticas,
destaca Fuente Higuera (Bullas) y EI Menju
(Abaran) y Casa Pelotas (Mula), aunque se siguen
realizando intervenciones de corte clasico como
en Casa Lo Montanaro (Avileses), Finca Lo de
Casas (Churra)

Como una modestia herencia de las grandes
fincas apareceran durante finales del XIX y con
mayor intensidad durante el primer cuarto del
siglo XX una serie de agrupamientos de viviendas
en parcelas. Estas son de un escaso tamafio que
ya no son capaces de soportar una explotacion
agricola, aunque si alberguen plantaciones cuya
renta colabore en el mantenimiento de la
vivienda. Se caracterizardan también por ser de
ocupacion estacional y en ello influird el poder
disfrutar del veraneo en lugares de mayor
contacto con la naturaleza para algunos sectores
de la burguesia de la regién. Serd un fendmeno
qgue precedera a la ocupacion de la costa para el
mismo menester y dio lugar a la apariciéon de
unos determinados lugares en las afueras de las
mas importantes ciudades.

Resaltan sobre todos, los Huertos de Totana y
Alhama, las Alamedas de Lorca y El Verdolay-La
Alberca en Murcia
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RESUMEN

En este estudio se presentan datos de la distribucidn espacial de las precipitaciones y
las tendencias en la provincia de Tungurahua, Ecuador, a partir de un refinamiento de
métodos cientificamente probados. Se combinaron datos de las estaciones
meteoroldgicas con datos de teledeteccién para conocer mejor la distribucidn espacial
de la precipitacidn en las zonas donde se carece de observaciones directas y donde se
quiere promover y modernizar la agricultura. La cantidad total de la precipitacion en
la cuenca varia desde alrededor de 500 mm/afio en torno a Ambato hasta 4000 mm
en el sureste de la provincia y se concluye que tanto la variabilidad temporal como la
espacial son muy significativas. La media anual para toda la provincia oscila entre 1400
y 1700 mm. La zona mas seca es también la zona con mayor variabilidad en el tiempo,
coincidiendo con la zona principal agricola. El régimen pluvial permite aqui cultivos de
ciclo corto, lo que refleja la situacion actual. Los cultivos plurianuales se producen en
las zonas con una mayor precipitacion y con menor variabilidad temporal. La
comparacion entre las observaciones y los valores obtenidos mediante el método
indican una buena correlacion. Se ha llevado a cabo una validacién cruzada de las
salidas del algoritmo para determinar en qué zonas la prediccién es mejor o peor. En
general se concluye que el método utilizado es muy util, los resultados son
satisfactorios y aplicables en otros lugares.

Palabras clave: Precipitacion, TRMM, indice de vegetacion, riego

1. Introduccion canales infrarrojos o las estimaciones de alta
calidad de microondas o una combinacién de
ambas. En 1997 se puso en marcha la Mision de
Medicion de Lluvias Tropicales (TRMM) [2] con
el objetivo de proporcionar estimaciones
precisas globales de precipitacion tropical
mediante el uso de una combinacién de
instrumentos disefiados exclusivamente para la
observacidn de lluvia.

Los patrones de lluvia pueden ser muy variables
en el espacio y en el tiempo, especialmente en
las zonas de alta montafia como en los Andes
ecuatorianos. Para la toma de decisiones y la
planificacién hidroldgica, la informacion fiable y
precisa es necesaria ya que la precipitacion es el
motor principal del ciclo hidrolégico y los
sistemas de produccidon humanos.

La creciente cantidad de datos de otras variables
biofisicas relacionadas con la precipitacion,
como los indices de vegetacion y la altitud,
ofrecen la oportunidad de llegar a estimaciones
mas detalladas y precisas de precipitacién. La
combinacién de estas fuentes de informacion
con las observaciones terrestres permite una
estimacion mas precisa de los patrones de
precipitacion 'y su variabilidad espacial
En las ultimas dos décadas, se lanzaron varios temporal.

satélites y productos de precipitacién utilizando
la alta resolucién temporal sobre la base de los

Sin embargo, la estimacion precisa de la
distribucion espacial de la precipitacion en zonas
extensas y diversas es compleja [1]. Algunos de
los problemas de calidad, disponibilidad y
cobertura que presentan  los pluviometros no
existen en varios productos satelitales de
precipitacion que se encuentran disponibles
actualmente.

La provincia de Tungurahua, Ecuador, se
encuentra en una zona de los Andes con altos
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gradientes climaticos y pluviométricos. En
general, la provincia se enfrenta a un problema
de escasez de agua que afecta el desarrollo y las
economias de sus habitantes. La disponibilidad
del recurso hidrico es altamente variable en
tiempo y espacio, lo cual se debe principalmente
a la variabilidad de las precipitaciones.

El objetivo de este proyecto es rellenar las
lagunas de datos en las series pluviométricas
registradas por las estaciones meteoroldgicas
aprovechando las ventajas que ofrecen los
actuales productos satelitales de precipitacion,
y hacer un anélisis detallado de la variabilidad
espacial y temporal de la precipitacién
utilizando diferentes datos de teledeteccion. El
resultado principal de este andlisis es la
obtencion de la distribucién de precipitacién
para cada semana del periodo del estudio.

2. Materiales y Métodos

2.1 Enfoque

Uno de los productos claves de TRMM
proporciona precipitacion diaria con una
resolucion relativamente baja de 0,25 x 0,25
grados (aproximadamente 25 x 25 km, Figura
1b). Estos datos se pueden combinar con
conjuntos de datos de indice de vegetacion,
climatologia y altitud, que sirven para inferir y
recrear (“proxy”) registros de la precipitacién.
De esta forma se ha mejorado un algoritmo
basado en métodos cientificos para aplicarloala
provincia de Tungurahua con el fin de: (i)
corregir y rellenar lagunas de datos en las
observaciones de precipitacion con datos TRMM
y (i) obtener mapas de precipitaciones
semanales de la regién, con una resolucién
espacial de 1x1 km. Estos algoritmos estan
basados en publicaciones de diversos articulos
cientificos e informes [3]—[5].

La base de estos algoritmos es: (i) la
combinacién de datos TRMM de resolucion
espacial baja, pero de alta resolucién temporal
(todos los dias, km 25x25) con datos TRMM de
resolucion espacial alta, pero temporal baja
(mensual, 4x4 km), (ii) la correccion de TRMM
con las observaciones (iii) el uso del NDVI (indice
de vegetacién) para mejorar la resolucién
espacial hasta 1x1 km, (iv) el uso del modelo
digital de terreno para la correccién de efectos
de altura.

El mapeo de precipitacion se basa en los
siguientes conjuntos de datos:

(i) datos de las estaciones disponibles (31
estaciones en total) dentro y en los
alrededores de la zona de estudio de la
precipitacion diaria observada.

(i) Estimaciones espaciales diarias de
precipitacion de TRMM (producto
3B42_v07), con una resolucién espacial
kildémetros 25x25m.

(iii) Precipitaciones mensuales obtenidas de
TRMM (producto 2B31_v07), con una
resolucion de 4x4 kilometros espacial (mas
adelante: CLIM)

(iv) Modelo Digital de Elevacién (DEM)
obtenido de SRTM, remuestreado de 90m
a una malla de 1x1 km.

(v) indice de vegetacién NDVI derivado del
SPOT, producto VGT-S10 (sintesis de diez
dias) que es un producto trimensual
compuesto

Para obtener el producto final, se han llevado a
cabo varios procedimientos y pasos de andlisis

2.2 Procedimientos

Los registros de precipitacion observados (OBS)
requieren un control de calidad, para detectar
valores atipicos y evaluar las brechas de datos.
Este control de calidad se ha realizado
estudiando las series temporales una por una
para identificar posibles anomalias. Las lagunas
en los datos se rellenaron mediante el
establecimiento de una relacién lineal entre los
valores de TRMM (3b42) y las observaciones
diarias en cada ubicacién de las estaciones
meteoroldgicas.

Para los conjuntos de datos espaciales (TRMM
2b31, DEM y NDVI), los valores fueron extraidos
en las ubicaciones de las estaciones
meteoroldgicas. La serie temporal del NDVI se
interpolé temporalmente, para obtener unas
series semanales para todo el periodo (1998-
2011). También los valores extraidos de la base
de datos TRMM 2b31 se desagregaron a una
serie semanal.

Basdndose en todas las observaciones y datos
en los puntos de las estaciones meteoroldgicas,
se establecen los modelos de regresion a nivel
semanal. Las variables independientes de la
regresion en este caso son los conjuntos de
datos DEM, CLIM y NDVI, para cada estacién y
cada semana de los 14 afios [6]. Ya establecidos
los modelos de regresion para cada semana, se
aplicaron estos modelos a los conjuntos de
datos espaciales. Para ello se cargaron las capas
de las 3 variables de entrada (NDVI, CLIM o
TRMM 2b31, y DEM) en un software SIG y se
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calculé una capa para cada semana de los 14
afos que representa la precipitacion predicha.

Posteriormente se derivan los residuales
(precipitacién predicha por el modelo de
regresidon menos el valor observado) para cada
estacion. Estos residuos se interpolan
espacialmente (método spline), que tiene como
resultado una capa para cada semana del
periodo que se afiade a las capas predichas por
los modelos de regresidn. La suma de ambas es
por lo tanto la salida final, resultando en una
estimacion de la distribucion de la precipitacion
para cada semana del periodo de 14 afios.

La validacidon cruzada se ha utilizado para
obtener una estimacion de la capacidad de
prediccion y de exactitud en cada punto. La
metodologia completa se explica con mas
detalle en [6]).

3. Resultados y Discusion

Los mapas de precipitacion obtenidos con los
modelos de regresién fueron corregidos con las
interpolaciones espaciales de los residuales
entre los valores observados y los estimados en
las ubicaciones de las estaciones. Esto resultd en
una serie temporal semanal de precipitacion
que cubre toda la regidn con una resolucion de
1x1 km. La Figura 1 muestra las precipitaciones
medias anuales calculadas en funcidn de la serie
semanal alo largo de todo el periodo de 14 afios.

Se puede observar que los patrones de las
precipitaciones son muy variables. Se pueden
caracterizar 3 zonas principales: la zona de
paramo de la Cordillera Oriental Ecuatoriana (o
Cordillera Real), que tiene una pluviometria
anual superior a 1.000 mm con época lluviosa de
abril a agosto (véase anejo 1). Después los
flancos orientales de la Cordillera Occidental con
precipitaciones que llegan hasta por encima de
3000 mm por afo en las partes mas bajas de la
provincia. La tercera zona es la Zona del Callején
Interandino, con precipitaciones anuales
alrededor de los 500 mm, pero con importantes
variabilidades debido a los microclimas en esta
zona, o sea pequeiias zonas con caracteristicas
climaticas propias.

La variabilidad temporal de la precipitacion se
puede expresar mediante el calculo del
coeficiente de variacion (el cociente de la
desviacion estandar de la precipitacion media).
Esto da una indicacion de las diferencias
relativas entre periodos humedos y secos. La
Figura 2 muestra la representacion espacial del

coeficiente de variacion, calculado en funcién de
la totalidad de 14-afios periodo de precipitacion
semanales.

El mapa muestra que en la region alrededor de
la ciudad de Ambato, la variacion temporal es la
mas alta. Esta variabilidad relativamente alta de
las lluvias corresponde con las zonas donde se
cultivan principalmente cultivos de ciclo corto.
La zona un poco mas al sur de Ambato muestra
menor variabilidad (colores mds azulados) y
corresponde a las zonas donde se cultivan
principalmente arboles frutales. También en las
zonas del este, aguas abajo, el coeficiente de
variacién es bajo, y las cantidades de
precipitacion elevadas permiten la produccion
de fruta.

La capacidad de prediccion del modelo se ha
estudiado a fondo mediante el uso de validacién
cruzada, como se explica en la seccién
metodolégica. El R? obtenido quitando de forma
secuencial una estaciéon del ajuste de los
modelos, se ha trazado e interpolado y se ve
reflejado en el mapa de la Figura 3. Esto da una
indicacion de la precision relativa de la salida
final en toda la zonay la capacidad de prediccion
del procedimiento. El R? promedio de todas las
estaciones es de 0,75, en base a las
precipitaciones mensuales. Esto indica que el
método es capaz de predecir suficientemente
bien las precipitaciones en base al método y los
variables elegidos.

Es evidente que las zonas cerca de Ambato, que
reciben la menor cantidad de lluvia (véase la
seccion siguiente) muestran una menor
capacidad predictiva, debido a la mayor
variabilidad temporal en estas areas. Por otro
lado, la precision de la prediccion es mayor en
las zonas donde existe una alta densidad de
estaciones. En el suroeste de la provincia (zona
del arenal entre el Chimborazo y Piedramagra)
la precision es menor, debido a las
caracteristicas peculiares de esa zona y la baja
densidad de estaciones. Por otro lado las
precipitaciones en las zonas mas humedas de la
provincia se predicen con mayor precision.

4. Conclusiones

En este estudio se presentan datos de la
distribucion espacial de las precipitaciones y las
tendencias en la provincia montafiosa de
Tungurahua, a partir de un refinamiento de
métodos cientificamente probados. El enfoque
asume que el estado de la vegetacion, la
elevacion y estimaciones satelitales de
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precipitacién son indicadores utiles para inferir
la precipitacién real. Los resultados confirman
que este es el caso y que una parte significativa
de la variacion en la precipitacion semanal se
puede explicar por estos factores, con la
vegetacidon como indicador principal. El método
funciona mejor en las zonas relativamente
secas, donde el desarrollo de la vegetacidon
responde mas directamente a las
precipitaciones.

En el caso en que las precipitaciones son muy
abundantes, por ejemplo mas de 1000 mm, la
relacion entre el indice de vegetacién y la
precipitacion se satura, y los otros factores son
mas relevantes en los modelos de regresion. La
validacién cruzada de las salidas de los modelos
de regresion da un resultado satisfactorio.

La cantidad total de precipitaciones en la cuenca
varia desde alrededor de 500 mm / afio en torno
a Ambato hasta 4000 mm en el sureste de la
provincia y se concluye que tanto la variabilidad
temporal como la espacial son muy
significativas. La zona mas seca es también la
zona con mayor variabilidad en el tiempo,
coincidiendo con la zona principal agricola. El
régimen pluvial permite aqui cultivos de ciclo
corto, lo que refleja la situacidén actual. Los
cultivos plurianuales se pueden producir en las
zonas con una mayor precipitacion media anual
y con menor variabilidad temporal.
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Figura 1. Las precipitaciones anuales en base a
los mapas semanales de los 14 afios

Figura 2. Coeficiente de variacion basado en la
variacion semanal, indicando las diferencias
relativas entre periodos humedos y secos
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Figura 3. Capacidad de prediccion de los
modelos de regresion, expresada por el
coeficiente de determinacion (R?), y calculado
con validacion cruzada
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RESUMEN

Espafia, por su situacidon geografica y caracteristicas, es uno de los paises europeos
con mayores problemas ambientales relacionados a la escasez hidrica y las sequias,
los cuales se pueden agravar debido al impacto de los usos del suelo y del
calentamiento global. En particular, diversos estudios evidencian cambios del ciclo
hidroldgico en cuencas semiaridas, con tendencias crecientes en las temperaturas, y
decrecientes en las precipitaciones, asociadas a una mayor variabilidad climatica. Los
Modelos Climaticos Regionales (0 RCMs por sus siglas en inglés) constituyen una
valiosa herramienta para analizar, comprender y predecir las tendencias a medio y
largo plazo de las componentes del ciclo hidrolégico. Sin embargo, las proyecciones
divergentes obtenidas a partir de diferentes RCMs demuestran las muchas
incertidumbres asociadas. Las metodologias de combinacién de multiples RCMs (o
ensemble en inglés), permiten la cuantificacién y reduccidn de incertidumbres en las
proyecciones. En este trabajo se presenta una version mejorada del método REA
(Reliability Ensemble Averaging) disefiado para generar informacién probabilistica
sobre el cambio climatico a partir de conjuntos de simulaciones de RCMs, en el que el
criterio de convergencia se ha eliminado. Se presentan resultados del andlisis de
sensibilidad de la metodologia aplicada para la generacion de ensembles,
principalmente en temperaturas, en la Espafia Peninsular. Desde los mismos se
demuestra que se mejora la fiabilidad de las proyecciones climaticas, y al considerarlas
como input a modelos hidrolégicos se espera una mayor robustez en las proyecciones

hidrologicas.

Palabras clave: CDFs; Cambio climatico; REA modificado.

1. Introduccion

Segun el Panel Intergubernamental del Cambio
Climatico, el clima ha cambiado los ultimos 100
afios. Existe evidencia robusta sobre Ia
intensificacion actual y futura del ciclo
hidrolégico, y es necesario mejorar la habilidad
para la monitorizacidn y prediccion de impactos
asociados con el cambio de los regimenes
hidrolégicos [1]. En Espafia es prioritario
disponer de los mejores escenarios
regionalizados posibles de cambio climatico
futuro, con objeto de poder realizar andlisis de
riesgos e impactos para determinar las posibles
medidas de adaptacion.

A pesar de los progresos alcanzados en la
modelacion climatica con los RCMs, aun
persisten incertidumbres debidas a la
parametrizacion fisica, a la resolucion espacio-
temporal y a la variabilidad interna de los

modelos. Esto indica que una aproximacion de
tipo combinacion de modelos o “ensemble” es
necesaria para obtener informaciéon robusta
sobre el cambio climéatico (CC), y para estimar
adecuadamente las incertidumbres asociadas
[2]. Dado que no es posible concluir qué modelo
parece el mas confiable de entre todos los
disponibles, una evaluacién global de las
proyecciones del cambio climatico deberia
basarse en la informacion proporcionada por
una combinacién o ensemble de todos ellos para
simular la variabilidad de la temperatura [3].
Estos autores trabajan con Modelos Climaticos
Regionales (RCM). Los sesgos se reducen vy las
simulaciones de los Modelos Climaticos
Globales (GCMs) mejoran promediando las
cuatro simulaciones de RCMs con las que
cuentan [4], lo que sugiere que ensembles de
RCMs (forzados por GCMs) ayudan a compensar
errores sistematicos tanto de los modelos
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anidados como de los considerados como
forzamientos.

Por otro lado, asumir que un modelo es mas
idéneo para simular la funcién de densidad de
probabilidad (PDF) observada de una variable
implica que se tendra una mayor confianza en
las proyecciones de este modelo [5].

Estudios previos han usado el método REA para
evaluar el rendimiento de modelos climaticos
[6-7]. En la bibliografia se encuentran distintos
trabajos [6,8], sobre estimacién de PDFs de
variables hidrometeoroldgicas utilizando
proyecciones climaticas. Sin embargo, la
habilidad del modelo para representar el clima
actual no parece ser suficiente para avalar su
robustez para simular el clima futuro [6].

El principal objetivo de este trabajo es construir
escenarios climaticos plausibles desde RCMs,
para amplias zonas geograficas y distintas
variables hidroclimaticas (precipitaciones y
temperaturas), aplicando  una  técnica
parsimoniosa y robusta de generacion de
ensembles multimodelo en cada celda de la
malla. Asimismo, se estudia la sensibilidad de la
metodologia aplicada para la generacién de los
ensemble multimodelo.

2. Materiales y Métodos

2.1 Area de estudio

Se trabaja en toda la extensién de la Espafia
Peninsular. El clima de Espafia se caracteriza por
un gradiente incremental de precipitacidon en
direcciéon Sureste-Noroeste, con valores de
menos de 250 mm/afio en el Sureste a mayores
valores (1600 mm/afio) en el Oeste de los
Pirineos, la costa Cantabrica y especialmente en
la region de Galicia. Las temperaturas aumentan
de Norte a Sur, y en las tierras del interior los
valores descienden de poniente a levante. En el
interior de la meseta, se registra la mayor
amplitud térmica, llegando a 20°C. Enero es el
mes con la minima temperatura media,
mientras que Agosto es el mes con el promedio
mas elevado.

2.2 Bases de datos

Considerando la zona de estudio seleccionada,
se ha realizado una recopilacion de datos
mensuales meteorolégicos observados, asi
como aquellos simulados provistos por el
Proyecto Europeo ENSEMBLES [9]. Los datos de
precipitaciéon,  temperatura méaxima vy
temperatura minima mensual corresponden a
los proporcionados por el experimento RT2B del
Proyecto Europeo ENSEMBLES para Europa. De

entre todos los modelos disponibles, se trabajé
con los diecisiete modelos seleccionados para
realizar estudios en Espafia [10]. Esta seleccién
se basd en la resolucion espacial (tamafio de
celda 25*25 km), periodo temporal (con datos
en el periodo de control 1961-1990), y en evitar
sesgar los ensembles. Los RCMs estaban
anidados en distintos GCMs, para el escenario
A1B.

También se trabajo con la base de datos
meteoroldgicos observados denominada
Spain02 (periodo 1950-2007) de la Peninsula
Ibérica, que provee datos de precipitaciones,
temperaturas mdximas y minimas diarias con
una resolucion espacial de 0,2° (~20*20 km)
[11].

2.3 Célculo del PDF ensemble

El método REA (Reliability Ensemble Averaging)
[3] proporciona una medida de la fiabilidad, la
media y el rango de incertidumbre del cambio
climdtico simulado a partir de conjuntos de
diferentes GCMs y RCMs. En este trabajo se
presenta una modificaciéon del método original,
el método REA modificado [7], con el fin de
mejorar algunas limitaciones del enfoque
original. Esencialmente se mejora la forma en
que se calculan los pesos del modelo. El nuevo
modelo abandona el uso del criterio de
convergencia a futuro, que cuantificaba la
confiabilidad de cada RCM en base a la distancia
al “mejor estimado” de la respuesta del clima
futuro. Los calculos del factor de fiabilidad del
modelo R; estdn basados en funciones de
distribucion acumuladas empiricas (e-CDF)
estacionales y anual (Eq. 1), y una medida
cuantitativa del grado de ajuste entre las
funciones de probabilidad. Los e-CDF fueron
construidos desde datos observados y RCMs
para el periodo de control 1961-1990.

R; = (Invierno® x Primavera® * Verano® x
Otofio® * Anual®)l/(a+b+ctd+e) (1)

Donde a, b, ¢, dy e son parametros definidos por
el usuario. Para identificar los parametros a
aplicar al ensemble, es necesario estudiar la
similaridad distribucional entre los RCMs vy los
datos observados, puesto que el sélo uso de la
media o desviacién estandar no es suficiente
para una comparaciéon completa de la
variabilidad. Como ejercicio de sensibilidad,
vamos a considerar aqui cuatro formulaciones
diferentes de los pardmetros de REA,
correspondientes a distintas combinaciones de
los pardmetros (Tabla 1). En REA1 todos los
parametros se consideran igual a 1. Este serd el
caso considerado de referencia.
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La métrica para estimar el desempefio de los
modelos corresponde al valor p del test de
bondad de ajuste Smirnov-Kolmogorov (SK) para
dos muestras [12].

La probabilidad asociada a un cambio simulado
por el RCM es proporcional al factor de fiabilidad
del modelo R;. El factor de fiabilidad normalizado
Pn [6] puede ser interpretado como la
probabilidad asociada a cada RCM.

Por ultimo, para la construccidon de ensembles,
se le dio mas peso a los RCM con mayor factor
de fiabilidad normalizado P, utilizando técnicas
de bootstrapping.

3. Resultados y Discusion

Dado que se ha trabajado con mas de 900 sitios
(celdas) en la Espafia Peninsular, con el objeto
de un anadlisis en detalle de los resultados
obtenidos, sdlo se presentan resultados en
algunos sitios seleccionados. Se ha analizado
con mayor detalle en trece puntos distintos de
Espafia, el valor p del test de bondad de ajuste
Smirnov-Kolmogorov y el sumatorio del error
medio anual del ensemble frente al observado
para cada una de las combinaciones (REA1 a
REA4) de precipitaciones, temperaturas
maximas, minimas y medias. A modo de
ejemplo, se exponen sdlo los resultados de un
punto (Tabla 2 y Tabla 3) situado al norte de
Extremadura. Se destaca que para el caso de la
variable temperatura maxima, no se obtienen
mejoras apreciables en el valor de p y el error,
para las 3 combinaciones presentadas. Luego en
la variable temperaturas minimas, se observan
efectos en la CDF, al considerar las distintas
combinaciones. No obstante, desde los
resultados obtenidos para las otras variables
consideradas  (temperaturas medias vy
precipitaciones mensuales) se aprecia que no
hay ninguna combinacidon de parametros, de
entre las consideradas, que implique una mejora
en el ensemble para todos los puntos
estudiados. Ello puede deberse a que tanto la
precipitacion media como la temperatura
media, al ser promedios, suavizan los
resultados.

Ademas para identificar qué factores de
ponderacidn presentan los mejores resultados,
se ha estudiado la similaridad distribucional
entre el ensemble y los datos observados con los
CDFs, para los 13 puntos elegidos y cada uno de
los casos considerados (REA1 a REA4). En la
Figura 1 se presenta el CDF de verano de
temperaturas maximas para las 4 opciones de
REA. Se ha observado, que en los CDFs en los
cuales se deja de tener en cuenta un solo factor
de ponderacion o dos (REA2, REA3) no se

detecta con claridad sensibilidad en los
resultados, los cambios son imperceptibles. Esto
también ocurre en el caso de la precipitacion
media (resultados no mostrados), para cualquier
caso de REA, no se aprecia sensibilidad
visualmente. Es de subrayar que los cambios en
las colas de las distribuciones de temperaturas o
precipitaciones, son diferentes en magnitud que
los observados.

4. Conclusiones

Desde los resultados obtenidos, se concluye que
no se puede generalizar pues el
comportamiento del modelo propuesto es
distinto  segun la  variable  analizada
(precipitacion media, temperatura maxima,
media o minima). Es de destacar, que no se ha
encontrado una combinacién de pardmetros
que mejore la de referencia (todos los
parametros son igual a 1). Ademas con algunas
combinaciones de REA, la sensibilidad del
modelo es inapreciable. Otros problemas que se
presentan a la hora de plantear la generacién de
un ensemble de RCMs, es la seleccion del
escenario de CC, y evitar sesgar el ensemble al
considerar distintos RCMs forzados con el
mismo GCM. Resulta de interés analizar el
impacto que presenta en la ponderacion, el
forzamiento de distintos GCMs, asi como el
impacto de distintos escenarios de emision de
gases de efecto invernadero (A1, A2, B1 y B2)
(GE1).
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Diferentes formulaciones de los
factores de ponderacién de REA en Eq. 1.

Métodos Parametros

REA1 a=1,b=1,c=1,d=1,e=1
REA2 a=1,b=1,c=1,d=1,e=0
REA3 a=0,b=1,c=0,d=1,e=1
REA4 a=0,b=0,c=0,d=0,e=1

Tabla 2. Valores de p del test de SK para el sitio
511 y sumatorio del error en valor absoluto del
ensemble para Tmax.

p REA1 REA2 REA3 REA4
In 023 0.24 0.39 0.20
Pr 1 0.99 0.95 0.52
Ver 0.61 0.41 0.61 0.009
Ot 046 047 021 0.14
An 094 095 0.66 0.61
Ylel 3.28 3.51 39 86

Tabla 3. Valores de p del test de SK para el sitio
511 y sumatorio del error en valor absoluto del
ensemble para Tmin.

p REA1 REA2 REA3 REA4
In 047 0.48 0.07 0.0006
Pr 0.07 0.21 047 3.71e*
Ver 0.008 0.14 0.04 1.16e®
Ot 021 0.0 0.13 0.22
An 071 099 0.99 0.89
Ylel 7.05 6.22 7.03 19.04

SUMMER [511] lon [-5.675] lat [40.125]

Traw [oC] Teman o]
Figura 1.CDFs de verano de Tmax en el sitio 511
con datos observados (negro), ensemble (negra
discontinua) y RCMs (en color) para el periodo
1961-1990: a) REA1; b) REA2; c) REA3 y d) REA4.
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partir de imagenes de la cubierta vegetal para su empleo en
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RESUMEN

El balance hidrico es una metodologia ampliamente utilizada en diversos sistemas de
programacion automatica del riego, basicamente en cultivos intensivos y sistemas de
microirrigacion. Un aspecto de gran importancia para la aplicacion del balance hidrico
es conocer la profundidad del sistema radicular de la planta, pues permite acotar el
volumen de suelo a considerar en dicho balance. En la mayoria de ocasiones, la
evolucion real de este parametro no es considerada, recurriéndose a utilizar valores
fijos tabulados o propuestos por la bibliografia, hecho que provoca que los valores
considerados no se correspondan con los reales, generando situaciones de estrés
hidrico o sobresaturacion del perfil del suelo, que afectan al normal desarrollo del
cultivo. La profundidad radicular es un parametro que puede ser estimado a partir de
fotografias digitales del dosel vegetal, al observarse una excelente relacion entre este
parametro y la fraccion de cobertura vegetal, éste Ultimo directamente relacionado
también con el desarrollo del cultivo y su demanda evapotranspirativa. En base a esta
relacion, se han obtenido modelos matematicos para la estimacion del espesor de la
zona radicular de un cultivo de lechuga variedad ‘Little Gem’, utilizando la fraccién de
cobertura vegetal como variable de entrada en el modelo, obtenida a partir del
procesamiento informatico de imagenes digitales de la cubierta vegetal. Su
implantacion en un sistema automatizado de gestion del riego permitird la
optimizacién hidrica, al ajustar el contenido hidrico del suelo a la zona realmente
explorada por la raices.

Palabras clave: balance hidrico; fraccion de cobertura vegetal; modelo de simulacion;
fotografia digital; procesamiento de imagenes

1. Introduccion posibilidad de poder evaluar en cada momento el
consumo hidrico particular del cultivo en cada una
de sus etapas y el estado de las reservas en los
periodos criticos.

Entre los métodos disponibles para conocer el
estado hidrico del suelo, el balance hidrico resulta
una herramienta fundamental en la ordenacion

cientifica de los recursos hidricos y, por lo tanto, Una variable del desarrollo vegetativo de los
para la sostenibilidad productiva y ambiental de la cultivos es la profundidad del sistema radicular. Su
agricultura. papel en el balance hidrico viene determinado por

la necesidad de conocer el perfil de suelo
explorado por el sistema radicular, en el cual es
necesario mantener unas condiciones éptimas de
humedad para el correcto desarrollo del cultivo
[3]. La profundidad radicular estd relacionada
directamente con la tasa de profundizacién de las
raices, especifica de cada cultivo, y con la textura
del suelo, pues ésta determina la resistencia
mecdnica que ofrece el suelo al desarrollo
radicular [4]. La profundidad radicular es una
La importancia de realizar un seguimiento del variable de entrada en los sistemas de
estado hidrico de los cultivos reside en la programacion del riego, que suele ser resuelta

Esta metodologia, basada en el equilibrio entre las
entradas y salidas de agua en el perfil de suelo
explorado por las raices, ha sido ampliamente
utilizada tanto a gran escala, para evaluar la
cantidad y disponibilidad de recursos hidricos en
cuencas hidrograficas [1], como a nivel de parcela
para estimar la disponibilidad de agua para las
plantas y llevar a cabo la programacién del riego
en base al contenido hidrico del suelo [2].
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mediante el empleo de valores fijos tabulados o
propuestos por la bibliografia.

Se ha observado una excelente relacidn entre la
profundidad radicular (z) y otro parametro de
desarrollo del cultivo, la fraccion de cobertura
vegetal (Fc). Generalmente, la determinacion de
Fc se lleva a cabo mediante el empleo de técnicas
de procesamiento digital de fotografias aéreas de
la cubierta vegetal [5,6], orientada a estimar los
requerimientos hidricos del cultivo, dada su
relacion directa con el coeficiente de cultivo Kc,
empleado en la determinacién de la evapotrans-
piracion de los cultivos segin la metodologia FAO-
56 [7]. Asi pues, Fc también se comporta como
una variable capaz de predecir la profundidad
radicular de la planta mediante el empleo de un
modelo matemadtico predictivo, dada la buena
relacion existente entre ambos parametros. La
implantacién de este modelo en un sistema
automatico de programacién del riego a tiempo
real permitird un mejor control y distribucién del
agua de riego, optimizando el recurso agua.

En el presente trabajo se ha desarrollado un
modelo matematico capaz de predecir el espesor
de la zona radicular de un cultivo de lechuga
variedad ‘Little Gem’ a partir de la fraccion de
cobertura vegetal, obtenida mediante
procesamiento digital de fotografias aéreas de la
cubierta vegetal.

2. Materiales y Métodos

El presente trabajo se desarrollé sobre cuatro
plantaciones comerciales de lechuga variedad
Little Gem, (Lactuca sativa L. cv. ‘Little Gem’),
durante los afios 2011 y 2012, agrupadas en dos
temporadas: dos plantaciones en primavera (de
abril a junio) en una finca de 20,4 ha localizada en
la pedania de Pozohondo, provincia de Albacete,
Espafia; y dos plantaciones en otofio (de octubre
a diciembre) en otra finca de 8,3 ha localizada en
San Javier, provincia de Murcia, Espaiia.

2.1 Disefo experimental

Durante los periodos de observacion de cada
cultivo, en cada finca se delimitaron 4 parcelas de
muestreo, representativas del cultivo, vy
distribuidas aleatoriamente evitando la zona
externa de la plantacién para eliminar el efecto
borde. En cada parcela de muestreo se midié la
profundidad radicular del cultivo (z), mediante
catas realizadas en el terreno; y se llevd a cabo un
seguimiento de la fraccién de cobertura vegetal
(Fc) mediante la obtencion de fotografias digitales
del dosel vegetal; para ello se utilizé una cdmara
digital compacta (Coolpix S3300, Nikon, Japén)
montada sobre un tripode a una altura fija de 1,40

m sobre el terreno. Como valores (z y Fc) de cada
dia muestreado, se tomd el promedio de las 4
parcelas.

2.2 Obtencion del parametro Fc

Para determinar la Fc a partir de cada fotografia
del cultivo, las imagenes obtenidas fueron
sometidas a un proceso de clasificacion
supervisada y posterior proceso de segmentacion
mediante el empleo del software ENVI®
(Environment for Visualizing Images) version 4.0,
desarrollado por Research System Inc. (Boulder,
CO, USA) (Fig. 1). Se trata de un moderno sistema
de procesamiento de imagenes disefiado para
proporcionar analisis multiespectral de datos
obtenidos por teledeteccion desde aviones y
satélites. Ademas, ENVI® proporciona un entorno
potente y de facil uso para presentar y analizar
imagenes de cualquier tamafio y tipo de datos en
un amplio rango de plataformas con su
procesamiento de imagenes, basado en ficheros y
bandas.

En el procesamiento digital mediante el software
ENVI® de las imagenes de la cubierta vegetal
obtenidas en cada wuna de las parcelas
muestreadas, se definieron dos categorias en cada
imagen: suelo (beige) y vegetacion (verde) (Fig. 1).
Para asignar a cada pixel de la imagen su
pertenencia o no a las dos categorias definidas
(suelo o vegetacidon) fue necesario asignar estas
categorias a cada color de la imagen. De esta
forma el resultado final es el numero de pixeles
correspondientes a vegetacion, suelo y totalidad
de la imagen. El parametro Fc fue obtenido en
cada imagen como cociente entre el nimero de
pixeles de color verde y nimero de pixeles totales.

2.3 Ajuste del modelo

Los valores de z y Fc registrados durante las
plantaciones correspondientes al afio 2011, se
ajustaron mediante un analisis de regresidon no
lineal. Para ello se analizaron varias funciones de
aproximacion, incluyendo el modelo logaritmico,
monomolecular, logistico y Gompertz.

El ajuste entre ambos parametros se llevd a cabo
utilizando la herramienta SOLVER de Microsoft
Excel, que permite resolver problemas de
optimizacién lineal y no lineal, pudiéndose incluir
restricciones enteras sobre las variables de
decision. Como estadigrafo de comparacion se
utilizé el error cuadratico medio (ECM) y el
coeficiente de determinacién (R?). Se seleccioné
como solucidn éptima aquella que proporciond el
minimo ECM y méximo R2.

Las ecuaciones matematicas obtenidas en el
modelo fueron aplicadas posteriormente en las
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plantaciones de 2012 para comprobar la bondad
del ajuste.

3. Resultados y Discusion

El seguimiento de las plantaciones de 2011
permitié obtener la evolucidn de los parametros
profundidad radicular (z) y fraccién de cobertura
vegetal (Fc) (Fig. 2). Se puede comprobar que
ambos parametros describen una curva de
crecimiento muy similar, lo que evidencia una
buena correlacidon entre ambas componentes del
crecimiento del cultivo. Esto permite definir una
funcién de estimacidn de la profundidad radicular
a partir de los datos de fraccion de cobertura.

En la plantacion de primavera de 2011, los
mejores resultados fueron obtenidos utilizando el
modelo logaritmico de aproximacion (Fig. 3). Para
evaluar el comportamiento de la ecuacidon
obtenida se realizd un analisis de regresion entre
los valores de profundidad radicular medidos y
estimados obteniendo una pendiente de la recta
de regresion muy similar a la unidad (0,981), un
coeficiente de determinacién R? = 0,981 cm y un
ECM = 0,649 cm.

Por otra parte, para el caso de la plantacién de
otofio de 2011, el mejor ajuste entre zy Fc se logré
utilizando el modelo logistico (Fig. 4). En este caso,
el ajuste realizado reportd un analisis de regresion
muy similar al realizado para el caso de la
plantacién de primavera de 2011, una pendiente
de la recta de regresién muy similar a 1 (0,994), un
coeficiente de determinacién R2=0,993 y un ECM
=0,666 cm.

Segln lo expuesto, se evidencia que Ila
metodologia presenta una fuerte componente de
estacionalidad, que condiciona el tipo de funcion
de aproximacién. Mientras en la plantacion
llevada a cabo en primavera, el modelo
logaritmico es el que comporta mejor ajuste entre
las variables fraccion de cobertura vegetal vy
profundidad radicular, no ocurre lo mismo en la
plantacion de otoio, en el que el modelo logistico
es el que mejor relaciona ambas variables.

Para demostrar la validez de la metodologia
desarrollada, las ecuaciones obtenidas durante las
plantaciones de 2011 fueron aplicadas en
condiciones similares durante las plantaciones de
2012 (Figs. 3 y 4). El analisis de regresion lineal
llevado a cabo en ambos cultivos reportd una
pendiente de recta de regresion lineal muy similar
a 1 (1,002 y 0,935, respectivamente para
primavera y otofio) y un coeficiente de
determinacién R? de 0,987 y 0,999, respectiva-
mente. En ambos casos, el ECM fue de 0,536 cmy

0,830 cm, valores muy similares a los obtenidos en
la plantaciones de 2011.

4. Conclusiones

Este articulo desarrolla una nueva metodologia
para la estimacion de la profundidad radicular de
un cultivo de lechuga variedad ‘Little Gem’,
basada en técnicas de fotografia digital. El
parametro Fc fue obtenido mediante el
procesamiento informatico de fotografias
digitales de la cubierta vegetal, y posteriormente
relacionado con la profundidad radicular (z)
mediante diversas funciones de aproximacion.

En la plantacidon de primavera, se logré obtener
una ecuacion de tipo logaritmico para modelizar
la relacién entre ambos parametros (Fc y z). La
aplicacién de dicha ecuacidn en el siguiente afio,
reportd una excelente bondad del ajuste (R? =
0,987). En el caso de la plantacién de otofio, la
ecuacion obtenida fue de tipo logistico y su
aplicacion en 2012 también reportd un excelente
ajuste (R? = 0,999), demostrando la validez de la
metodologia.

Los resultados obtenidos demuestran la fuerte
relacion existente entre Fc y z. Se trata pues, de
una metodologia basada en dicha relacidn, pero
con una fuerte componente estacional que
condiciona el tipo de ecuacidon que se obtiene,
dependiendo de la temporada del ciclo de cultivo.

La metodologia propuesta permite desarrollar
algoritmos mas precisos para riego inteligente, al
tratarse de wuna herramienta analitica de
aplicacidon en sistemas automaticos de riego que
proporciona una optimizacion del beneficio
econdmico del cultivo de lechuga atendiendo al
agua consumida, pues el conocimiento de la
profundidad radicular en cada momento del
desarrollo del cultivo, permite ajustar las practicas
de gestion del riego para mantener condiciones
6ptimas de  humedad Unicamente la zona
radicular del cultivo.
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Tablas y Figuras

Figura 1. Ejemplo de imagen digital del cultivo y su
correspondiente bicolor segmentada con el
software ENVI® de tratamiento de imdgenes.
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Figura 2. Evolucion de la fraccion de cobertura
vegetal (Fc) y profundidad radicular (z) durante el
ciclo de otofio 2011.
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Figura 3. Relacion entre fraccion de cobertura

vegetal (Fc) y profundidad radicular (z) para

valores reales y estimados de z, obtenidos segun

ecuacion logaritmica. Primavera 2013.
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Figura 4. Relacion entre fraccion de cobertura
vegetal (Fc) y profundidad radicular (z) para
valores reales y estimados de z, obtenidos segun

ecuacion logistica. Otofio 2013.
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RESUMEN

Aquifer overdraft is a major environmental and water management problem in
Southeast Spain. In some coastal areas, the recent development of desalinisation
provides an opportunity to address this problem at a lower social and economic cost.
We analyse the economic impact of using several instruments to address this problem
in the Alto Guadalentin aquifer: a tax on groundwater pumping, the buyback of
groundwater rights and the subsidization of desalinised resources. Their impact is
assessed using a mathematical programming model that maximises the farm net
margin resulting from the use of the available water resources for irrigation in the
area. Our results show that all the alternatives have significant economic impacts,
although the availability of desalinised water significantly reduces them. Whereas the
outright restriction of non-renewable pumping and an environmental tax have the
lowest budgetary cost, they are very unpopular and rather politically unfeasible.
Although more expensive for the public budget, purchasing water rights and
subsidising desalinised water in exchange for reducing groundwater pumping have the
same impact on the agricultural sector, but are likely to be much better received by

farmers. Moreover, the former permanently solves the problem.

Keywords: groundwater; irrigation;
mathematical programming

1. Introduction

Aquifer overdraft is a major environmental and
water management problem in Southeast Spain.
The expansion of intensive horticulture over the
last decades has put pressures on all water
resources, especially of groundwater that is a
major source of water, causing over-exploitation
to reach alarming proportions in many aquifers.

In the Segura basin, the most severe pressures
over water resources that difficult accomplishing
with the environmental objectives established to
comply with the European Water Framework
Directive (WFD) are: reduced river flows, non-
point source pollution and unsustainable
groundwater pumping [1]. The last one is of
special social and economic importance because
of its severity and the relevance of groundwater
for the agricultural sector, one of the most
productive and profitable in Europe.

According to the WFD [2], water agencies must
propose a set of measures to achieve the
environmental objectives in each area. Apart from
assessing their potential for achieving the
environmental objectives, they must also analyse

desalinised water; water economics;

their economic impact. The main economic
instruments considered by the Segura River Basin
Authority are the buyback of water rights and the
substitution of over-exploited groundwater
resources by desalinised water [1].

Our objective is to analyse the economic impact of
several economic instruments that could serve to
eliminate aquifer overdraft in the Alto
Guadalentin aquifer, one of the most severe cases
of groundwater depletion in Spain: the public
purchase of  groundwater rights, an
environmental tax on groundwater pumping and
the subsidised substitution of groundwater by
desalinised resources. We analyse both the
effectiveness of this instruments in achieving such
objective, and its impact in terms of public
budgetary cost, farm profitability, agricultural
production and employment.

2. Methodology

2.1 Description of the problem and area of study

The Alto Guadalentin aquifer is located in the
Guadalentin sub-basin that belongs to the Segura
basin in SE Spain. The Guadalentin is one of the
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most productive agricultural areas of Spain
because of its climate, which ranges between the
semi-arid and the Mediterranean, making it an
ideal setting for out-of-season horticulture. On
the other hand, rainfall is scarce, ranging from 250
to 500 mm, although most of the basin receives
less than 350 mm.

Structural water scarcity is especially severe in the
Segura, despite of receiving external water
resources through the Tajo-Segura Aqueduct
(TSA). The huge expansion of irrigation over the
last three decades has caused a structural water
deficit that positions it as one of the most water
stressed basins in the Mediterranean [3]. For
information on the physical environment, the
agricultural sector and the water budget in the
Segura basin, see [4].

According to the Segura River Basin Authority [1],
the total irrigation area in the Alto Guadalentin
aquifer is 36,026 hectares, of which 21,107
hectares are irrigable. Agricultural water demand
accounts for 116.42 Mm?3/year, while theoretical
water availability is 94.26 Mm?3/year, including
several sources of water (Table 1). This unbalance
between resources and demands is in fact greater.
The official data on water resources availability is
merely theoretical, based on existing rights and
concessions, and serves only for planning
purposes. In practice, using data from [5],
effectively available resources are estimated at
74,35 Mm3/year, leaving the new desalinised
resources aside (Table 1).

Available resources for irrigation only cover 64%
of water demand, the latter exceeding the former
by 42.1 Mm?3/year. Such deficit is covered with a
deficit application of water to crops and a
reduction in the irrigated area. However, as 27.6
out of 74.35 Mm3/year of available resources are
non-renewable pumping of groundwater, such
water deficit is in fact greater. If only 46.75
Mm?3/year of renewable resources were used,
they would cover only 40% of the agricultural
water demand.

The massive use of groundwater resources during
the last decades has caused the severe depletion
of the Alto Guadalentin aquifer [1]. To address this
problem, the river basin authority has proposed
several measures [1]: a management plan to
reduce extraction quotas and to control pumping
over the quotas, which has not been approved yet
because of its great economic impact; the
compulsory purchase of groundwater rights;
substituting  groundwater by  desalinised
resources.

2.2 Economic instruments considered

In accordance with the previous discussion, the
instruments that we analyse are: (i) Purchasing
groundwater rights and concessions to reduce
pressure over the aquifer; (i) An environmental
tax on groundwater to reduce extractions; (iii)
Substituting non-renewable groundwater
resources by subsidised desalinised ones.

Purchasing water rights has the advantage of
permanently reducing extractions and is less
conflictive than consumption quotas and other
command and control policies, but it has both a
high public budgetary cost and significant impacts
on the rural economy.

As the purchase of rights, the substitution of
groundwater by desalinised seawater is also
considered by the CHS in the set of measures to
eliminate aquifer depletion [1]. However, the CHS
does not take into account the large differences in
their cost for farmers. It is very unlikely that they
will substitute groundwater with a more
expensive resource without having any incentive
to do so. We have thus incorporated a subsidy for
desalinisation subject to a reduction in
groundwater extractions. However, as
desalinisation plants are already built or being
built, farmers will also have access to non-
subsidised desalinised water.

On the other hand, setting an environmental tax
on groundwater extractions is a very unpopular
measure. In any case, should it be applied, it is
very politically unlikely that a tax high enough to
promote a sustainable groundwater use could be
set. We consider it because it provides revenue for
the government, instead of putting pressure on
public budgets, although we recognise the
difficulty of its implementation.

Last, we also consider the prohibition of non-
renewable extractions, an option that has been
considered but never implemented by the water
authority because of its high political cost. It is less
conflictive and more effective to purchase water
rights or provide alternative resources. However,
we have included it to measure its economic
impact, i.e. the economic contribution of non-
renewable extractions.

2.3 Economic assessment of the impact of each
instrument

The economic impact of each instrument is
assessed using a mathematical programming
model that maximises agricultural net margin
derived from using the different sources of water
supply available for irrigation in each area under
different water availability scenarios and
economic instruments. The economic data used in
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the model comes from [4] and [5]. For reasons of
space we do not show the model’s equations, but
these are available from the authors upon
request.

The model is run independently for each
instrument to obtain the optimal use of water
from each source and four economic indicators
(farm net margin, agricultural production,
agricultural employment and public budgetary
cost) that allow assessing each instrument.

3. Results and Discussion

First of all, results for the ”no intervention”
scenario show that, because of the high water
demand in the area, and despite their relatively
high price, a proportion of the available
desalinised resources are used, specifically 7.44
out of 28.0 Mm? (second column in Table 2).
However, this increased use of desalinisation does
not result in a reduction of groundwater
extraction because of the severe existing water
scarcity. Neither does it result in all the available
desalinised water being used, as it is far more
expensive for farmers than other resources. In this
situation, the value of agricultural production
generated is nearly 202 million euros/year, farm
net margin is 64.6 million euros/year and
agricultural employment is 126,3 million days per
year.

Restricting groundwater pumping to the level of
aquifers’ recharge by forbidding non-renewable
pumping has a lower impact than it could be
anticipated, as farmers can partly substitute
groundwater for desalinised resources. As shown
in the third column of Table 2, this alternative
reduces agricultural production by 12.5 million
euros/year (a 6.2% reduction), farm net margin by
6 million euros/year (a 9,2% reduction) and
agricultural labour by 114,000 days/year (a 9%
reduction). The availability of desalinised water
partly offsets the negative impact of this option on
the agricultural sector.

Similarly, the purchase of groundwater rights has
a lower impact than anticipated, as farmers can
substitute the sold groundwater rights for
desalinised resources (fourth column of Table 2).
A price of 0.38 euros/m3/year, measured as an
annual equivalent cost, would be required to
buyback enough water rights to eliminate non-
renewable pumping. The impact in terms of
agricultural production and labour is the same as
in the previous case, as the total water use is
identical. On the other hand, the purchase of
water rights increases farm net margin by 4.5

million euros/year (7.6%) but incurring in an
annual budgetary cost of 10.5 million euros.

As expected, the effectiveness of the
environmental tax on groundwater extraction is
reduced because of the low water demand
elasticity, and a high environmental tax of 0,38
euros/m3/year would be required to eliminate
non-renewable pumping. The tax has the same
impact in terms of lost agricultural production and
employment (fifth column of Table 2) as the
purchase of groundwater rights but, unlike the
latter, it notably reduces farmers’ net margin (a
14.4%). On the other hand, public revenue from
the tax is 3.33 million euros per year. In Table 2,
we can see that the environmental tax has a
greater impact in terms of farm net margin than
the prohibition of non-renewable pumping.

In principle, subsidising desalinised water in
exchange for reducing groundwater pumping has
the advantage over the purchasing water rights or
restricting pumping of not reducing water use and
therefore not having any impact on the
agricultural sector. However, the fact that farmers
already have access to desalinised water, even at
a higher price than groundwater, offsets the
effectiveness of subsidising its price, as these
resources are already available without the
subsidy and will be used if the proper incentives
are provided with any of the other instruments. As
aresult, although the amount of water used in the
area is reduced with respect to the “no
intervention” alternative, it is still the same than
with the other instruments, and the impact of this
instrument is identical to that of the public
purchase of groundwater rights.

4. Conclusions

In this study we analyse the economic impact of
several economic instruments that can be used to
face the severe problem of unsustainable
groundwater pumping in the Alto Guadalentin
aquifer in Southeast Spain, one of the most
profitable agricultural areas in Europe.

Our results show that demand for desalinised
water accounts for a quarter of its availability,
despite its high price. However, desalinisation
alone does not reduce groundwater pumping
because of the severe water scarcity in the area.
This is a relevant result, as it shows that, just by
making it available to farmers, groundwater
extractions will not reduced.

The availability of desalinised water mitigates the
relevant economic impact of eliminating aquifer
overdraft using any of the instruments, as farmers
can substitute groundwater with desalinisation.
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Choosing the right one thus depends on the
importance given to its impact on the farming
sector and on the public budget.

Although the outright restriction of non-
renewable pumping and the tax on extractions
have the lowest budgetary cost, they are very
unpopular and quite politically unfeasible, as
experiences in other Spanish basins have shown.

Despite being more expensive for the public
budget, the buyback of water rights and the
subsidisation of desalinised water in exchange for
reducing groundwater pumping have the same
impact on the agricultural sector, but are likely to
be much better received by farmers. Moreover,
the former permanently solves the problem. The
solution could be a combination of instruments
that would share the cost among farmers and the
administration with the lowest possible impact on
the agricultural sector.
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Tables and Figures

Table 1. Available water resources and water
cost in the Alto Guadalentin aquifer

Available . Cost of
Available
water water for
rights water farmers
Mm?3/yr
mmipyry M e
Surface water 13.90 11.10 0.05
Tajo-Segura 37.16 22.25 0.127
Transfer
Treated 4.70 4.70 0.08
wastewater
Groundwater 38.50 36.30 0.24
Desalinised water - 28.0 0.445
Total resources 94.26* 74.35*%
Non-renewable pumping 27.60

(Mm?3/year)

Source: Own-elaboration using data from [1], [5] and a survey
made in 2012 to irrigation districts in the area. Groundwater
resources include infiltration from water applications to crops.
* Excluding desalinised resources.

Table 2. Economic impact of eliminating aquifer
overdraft using each instrument

Subsidy
Prohibitio  Purchase Environm to
n of non- of rights  entaltax  desalinis
renewable (0.38 (0.38 ation
pumping  €/m3/yr)  €/m3/yr) (0.38
€/m3/yr)

No
intervent
ion

Total  water 74.44
use (Mm3/yr) 81.88 (-9.09%)
Groundwater 8.72
use (Mm3/yr) 3632 (-76%)
Reduction in

Groundwater 0.00 27.60
use (Mm3/yr)

Desalinised

water use 7.44 27.60
(Mm3/yr)

Subsidised

desalinised

water use

(Mm3/yr)

Agricultural

production 189.51
(million 201.97 (-6.17 %)
euros/yr)

Net margin 5862 6911 >0 o1
(million 64.59 o N (-14.4 N
oy (0205 (7% Tt 0%

0.00 0.00 27.60

Agricultural

employment 114.87

(1074 million 126.26 (-9 %)

days/yr)

Budgetary

cost (million 0.00 0.00 10.47 -3.33 10.47
euros/yr)

Source: Own elaboration. Proportional change with respect to
the “no intervention” alternative in brackets

227 | 274




Il Workshop en Investigacion Agroalimentaria — WiA3.14. Cartagena, 12-13 de mayo de 2014

Disefio y puesta en marcha de una Infraestructura de Datos

Espacial sobre Agricultura y Agua

M. Erena (), S. Garcia @

W IMIDA, C/ Mayor s/n, 30.150. La Alberca. Murcia.

@ Universidad Politécnica de Cartagena, Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrénomos, Paseo

Alfonso XlIlI, 48, 30203, Cartagena, Espafia

RESUMEN

La integracion de multiples fuentes de datos espaciales es esencial para el desarrollo
de los servicios publicos en todos los dominios tematicos, los datos son suministrados
y a la vez consumidos por todos los niveles de la administracion. Actualmente, la
demanda de datos interoperables esta creciendo enormemente entre los gestores del
agua para buscar soluciones mas eficaces a la gestion o la planificacion de este recurso
tan importante y escaso, para lo cual se necesita integrar una gran cantidad de datos
de caracter geografico de diferentes procedencias y resoluciones. Sin embargo, a
menudo es muy dificil poder integrar conjuntamente la informacién geografica
disponible para un mismo territorio y tematica. Esto es debido a la gran diversidad de
modelos de datos, las diferentes especificaciones y los diversos tipos de conectores
que utilizan las organizaciones que tienen competencias en un mismo territorio. Para
superar estas limitaciones, los organismos deben adoptar unas normas comunes para
facilitar la reutilizacién de los datos espaciales, unas especificaciones estandares y un
acuerdo de intercambio de datos basado en sus necesidades, pero que permita
compartir estos datos con otras organizaciones. Por esta necesidad estan surgiendo
las Infraestructuras de Datos Espaciales (IDE o su acrénimo en inglés SDI Spatial Data
Infraestructure) en los diferentes dominios tematicos, y para su armonizacion la UE
ha desarrollado la directiva INSPIRE, que proporciona un marco global con una serie
de recomendaciones tecnoldgicas que permiten superar los problemas de la

integracion de datos desde multiples fuentes y propdsitos.

Palabras clave: Metadatos; Interoperabilidad; Internet; Inspire

1. Introduccion

El término Infraestructura de Datos Espaciales,
fue acufiado por primera vez en 1993 por el U.S.
National Research Council para referirse a un
marco de tecnologias, politicas y disposiciones
institucionales que, trabajando conjuntamente,
facilitan la creacidn, el intercambio y el uso de los
datos geoespaciales y de los recursos de
informacion relacionados, a través de un sistema
distribuido de informacion. Posteriormente, en el
afio 1994, el gobierno de EE.UU. crea la NSDI
(National Spatial Data Infrastructure) y ese mismo
afio se funda el Open GIS Consortium, que
posteriormente se denominé Open Geospatial
Consortium (OGC), 13 afios después la UE aprueba
la Directiva 2007/2/CE,Infrastructure for Spatial
Information in Europe-INSPIRE [1] que se
desarrolla en Espafia mediante la Ley 14/2010,
sobre las infraestructuras y los servicios de
informacion geografica en Espafia-LISIGE [2].

Las Infraestructuras de Datos Espaciales
tematicas, como la propuesta sobre la agricultura
y el uso del agua en la Regién de Murcia (IDEarM)
tienen como objetivo principal el integrar a través
de Internet los datos, metadatos, servicios e
informacion de tipo geografico que sobre esta
tematica se producen en el ambito Regional,
facilitando a todos los usuarios la localizacion,
identificacidn, seleccidon y acceso a tales recursos,
a través de un geoportal (http://www.idearm.es),
que ademas, integrara los recursos interoperables
de productores de informacidn geografica a nivel
UE, nacional, regional y local Fig. 1 [3].

Unos de los objetivos especificos de esta trabajo
es el de elaborar un inventario de recursos de la
informacion geografica tematica, disponible en el
ambito regional que se actualice utilizando los
estandares de interoperabilidad propuestos por
la OGC, y que sirva de base para implementar la
directiva INSPIRE en este ambito tematico.

2. Materiales y Métodos
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2.1 Inventario de recursos

La fase de recopilacion y produccion de la
cartografia basica necesaria para implementar la
IDEarM se ha basado en los trabajos previos
realizados en el IMIDA para la elaboracion de la
cartografia 1:25.000 del sistema de informacion
de Ocupacion del Suelo-SIOSE en la Regién de
Murcia, de los afios 2005, 2009 y 2011, para los
cuales se ha tenido que convertir toda la
cartografia agraria y de usos del suelo disponible
al sistema geodésico de referencia ETRS89 vy al
sistema cartogrdfico de representacién la
proyeccion UTM, para ellos se ha contado con la
colaboracion del Instituto Geografico Nacional y
del servicio cartografico regional de Murcia.

2.2 La Interoperabilidad de la informacion

La interoperabilidad puede definirse de diferentes
formas. Por ejemplo el Instituto de Ingenieros
Eléctricos y Electrénicos [4] define Ila
interoperabilidad como la habilidad de dos 0 mas
sistemas para intercambiar informacién y utilizar
la informacién intercambiada. Segun la iniciativa
Dublin Core [5] se define como la capacidad de los
distintos tipos de ordenadores, redes, sistemas
operativos y aplicaciones informaticas, para
trabajar conjuntamente de una forma efectiva, sin
requerir comunicaciones previas, de modo que se
intercambie informacién de un modo util y vélido.

En el contexto de las IDE los principales actores
que estan desarrollando los estandares de
interoperabilidad de los datos y sistemas son el
OGC vy la Organizacion Internacional de
Estandarizacion -1ISO. Ambos, ademas de definir
normas para los datos y los metadatos, estan
definiendo modelos de objetos y esquemas XML
(eXtensible  Markup Language) para el
almacenamiento y la transferencia de
informacion, asi como para las interfaces de
servicios, por ejemplo la ISO 19128 basandose en
la especificacién del OGC.

Por otra parte ISO en su norma 1S019119, define
la interoperabilidad geografica como la capacidad
de los sistemas de informacién para intercambiar
libremente todo tipo de informacion espacial
relacionada con la tierra, los objetos y los
fendmenos que existen encima, debajo y sobre la
superficie terrestre, y ejecutar programas capaces
de manejar dicha informacién de forma
cooperativa, sobre redes de comunicaciones.

La interoperabilidad para ser efectiva puede tener
diferentes aspectos: sintacticos, estructurales o
semanticos [6].

Se habla de una interoperabilidad sintactica
cuando hay posibilidad de conexién técnica. Se
habla de una interoperabilidad estructural cuando
se hace referencia a su representacion,
identificacién, licenciamiento y control de los

datos. Y se habla de una interoperabilidad
semantica cuando, ademas de transmitirse los
datos, los sistemas entienden los significados de
los datos compartidos.

Ayuds » la declsion Nivel IDE
Estratégica min y —— IDE Global
Servicios - R IDE Europea
. "’r’“ IDE Nacional
. e ERML \— | IDERegional
‘ !Pé!‘:".‘. . ;_—- IDE Tematica
v

Figura 1. Estructura jerarquica IDEarM, adaptado
de Rajabifard [3]

2.3 Los metadatos

Los metadatos informan a los usuarios sobre la
disponibilidad de datos y de sus caracteristicas,
para que puedan seleccionar qué datos les
interesan y que sean capaces de explotarlos de la
manera mas eficaz posible [7]. Para ello la
informacion incluida en los metadatos debe
incluir al menos: la fecha de los datos, el
contenido, la extensidn que cubren, el sistema de
referencia espacial, el modelo de representacién
espacial de los datos, su distribucidn, restricciones
de seguridad y legales, frecuencia de actualizacion
y calidad. Los objetivos de los metadatos son:

- La busqueda de conjuntos de datos: saber qué
datos existen, qué datos hay disponibles de una
cierta zona, de un tema determinado, a una
escala, de una fecha o en general de unas
caracteristicas especificas.

-La eleccién: es decir, poder comparar distintos
conjuntos de datos entre si, de modo que se
pueda seleccionar cuales cumplen los requisitos
del usuario de manera mds adecuada para el
propdsito perseguido.

-La utilizacion: que consiste en describir las todas
caracteristicas técnicas de los datos, de la manera
mas objetiva, mas amplia y completa, con la
finalidad de permitir su explotacién eficaz.

Para que un metadato cumpla adecuadamente su
funcidn, deben de estar contenido en un servicio
de catdlogo interoperable (CSW), que permita la
publicacién y busqueda de los metadatos que
describen los datos, servicios, aplicaciones y en
general todo tipo de recursos. Los servicios de
catalogo son imprescindibles para proporcionar
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capacidades de busqueda e invocacién sobre los
metadatos registrados dentro de una IDE.

2.3 Los datos y su visualizacion

La forma de visualizar los datos mas extendidos
son los servicios web de mapas WMS del OGC,
produce mapas de forma dindmica a partir de
informacion geografica.

2.4 Caso piloto de interoperabilidad de datos
meteoroldgicos

Para analizar la  problemdtica de |Ia
interoperabilidad se han utilizado un conjunto de
datos meteoroldgicos [8,9], procedentes de redes
de sensores de la Regién de Murcia, la AEMET que
aporta los datos de 32 estaciones, la CHS aporta
los datos de 52 y el IMIDA aporta los registros de
48, la IDE de la Region de Murcia aporta los datos
cartograficos basicos, la Direccién General de
Catastro aporta los limites de la propiedad. Para
facilitar la interoperabilidad se han desarrollado
una serie de servicios encadenados a partir de los
cuales se obtienen nuevos productos, como la
intensidad de lluvia horaria para el conjunto de los
132 sensores, que son publicados
automaticamente mediante un  servicio
interoperable OGC.

3. Resultados y Discusion

Del proceso de inventario se encuentran
disponibles los siguientes recursos.

Tabla 1. Nivel jerarquico de la informacién.

Jerarquia Capas Metadatos  Servicios
Global 12 24 12
EU 23 46 23
Nacional 1.011 1.636 625
Regional 4.864 4.963 99
Local 815 856 41

A partir del analisis tecnoldgico realizado, se
propone un esquema basico de interoperabilidad
basado en las recomendaciones de INSPIRE, que
detallaran los requisitos, la metodologia de
integracion de datos, las barreras técnicas y no
técnicas de integracion de datos espaciales, la
jurisdiccion de las consideraciones especificas
para la integracion de datos espaciales. El modelo
de integracion de datos elegido se basarda en
caracterizacion de los fendmenos geograficos
utilizando modelos de datos conceptuales,
metadatos estructurados y especificaciones
definidas por INSPIRE. Las especificaciones de
metadatos, que han de contener una descripcion
conceptual del dato, las relaciones légicas y las
limitaciones existentes entre las diferentes
caracteristicas  espaciales, permitirdn  una
extraccién automatica de informacién, que serd

un paso significativo hacia la integracion efectiva
de multiples y heterogéneas fuentes de datos
espaciales.

A
Produccién H
do datos

Figura 2. Esquema basico de Interoperabilidad,
adaptado de FGDC [12]

Figura 3. Resultados de la Interoperabilidad de
datos meteoroldgicos [9].

4. Conclusiones

La necesidad de reutilizacion de la informacidn,
hace necesario el modelado de datos segun la
normativa ISO 19101. Otra necesidad, es el uso de
protocolos de estandarizacién ISO y OGC, ya que
son claves para lograr una interoperabilidad
efectiva que permita el desarrollo de servicios
encadenados que convertirdn a las IDE en
verdaderos sistemas de ayuda a la decision en la
gestion  administrativa o la  planificacion
estratégica.

Otra recomendacion importante, es el uso de
sistemas que permitan intercambiar datos
espaciales estandarizados como el GML, lenguajes
de marcado derivado del XML. De esta forma se
asegura el intercambio de datos entre los
diferentes  actores involucradas en la
transferencia de informacién espacial.

Por otro lado, se hace evidente la necesidad de un
modelo de datos normalizado como el propuesto
por INSPIRE para hacer posible el
encadenamiento de la informacién geografica en
todas areas tematicas, de forma que esta pueda
ser reutilizada por otros usuarios y aplicaciones.

Otra parte importante de este trabajo es la
elaboracién de unas recomendaciones
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tecnoldgica y el plan de implementacion de la
directiva INSPIRE que facilitara la explotacién de
las bases de datos geograficas disponibles. Las
recomendaciones a definir, detallardan los
requisitos, la metodologia de integracion de
datos, las barreras técnicas y no técnicas de
integracion de datos y los aspectos legales. El
modelo de integracion de datos se basard en los
significados de los fendmenos geograficos
utilizando modelos de datos conceptuales,
metadatos estructurados y legibles via cddigo, y la
especificacion de datos espaciales definidas en
INSPIRE. Las especificaciones de metadatos,
contendrdan  una  descripcién  conceptual,
relaciones ldgicas y una descripcion de las
limitaciones existentes, asi como una extraccidon
automatica de informacidon que serd un paso
significativo hacia la integracion efectiva de
multiples fuentes heterogéneas de datos
espaciales en las IDE tematica sobre agricultura y
agua, al igual que se ya se ha realizado en otros
dominios temdaticos como el medio ambiente
costero [11] o la hidrologia superficial [12].
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ABSTRACT

The reference evapotranspiration E..s was measured under three screenhouses and
compared to outside Ef. The reduction with respect to outside E.ef was quantified by
means of two factors, rag and Caav. Crad Was found to depend linearly on transmittance
(), and Caav on wind ratio (®). A model was proposed for screenhouse Et based on

outside weather data, T and ®

Palabras clave: Solar radiation, net radiation, transmittance, advective component,

radiative component

1. Introduction

Screenhouses, also called net-houses, are
becoming popular among growers in arid and
semiarid regions like the Mediterranean area, due
to the environmental, economic and agronomic
benefits they offer [1]. Insect proof screenhouses
are environmental friendly as they reduce the
amount of chemical inputs in pesticides and their
associated costs, health risks for workers and
potential environmental pollution [2].
Economically, screenhouses have lower cost
compared to conventional greenhouses [3]. The
reduction of solar radiation due to net-covering
allows alleviating conditions of stress-induced
limitations of the physiological fluxes [4] which are
a major constraint in the productivity and quality
of greenhouse-grown crops. The positive impact
of a net-covering on plant behaviour can be
mostly explained by the more favourable
microclimate under a screenhouse than outdoors.

In particular, the reduction in both radiation
load (net radiation) and wind speed due to the
presence of the cover material leads to a
reduction of the climatic demand with respect to
the open field. This reduction of the climatic
demand — generally expressed in terms of the
evapotranspiration of a reference crop, Er, as
proposed by the FAO [5], hereafter FAO-56-PM
method - leads to a concomitant reduction of the
actual evapotranspiration rate of screenhouse
crops with respect to the open field. This was
demonstrated by several studies performed in the
last decade [6, 7],

However, whereas irrigation scheduling of
open field crop by means of the calculation of the

FAO-56-PM method and subsequent application
of a crop coefficient (K.) is used worldwide, it is
not possible to apply this method to screenhouse
crops, because the calculation of the crop net
radiation, R, is based on formulae that are valid
only for open field conditions. In particular, R, of
a screenhouse crop differs substantially from that
of an open field crop, due to the presence of the
cover, which changes both the net short-wave and
net long wave radiation. To overcome this
problem, we propose in this study to investigate
the links between the advective and radiative
components of Eretin and Ererout With the aim to
propose a simple model of Ertin based only on
outside climate inputs. The specific objectives
were to:

(i) demonstrate that the radiative component
of Eretin is mainly driven by the screenhouse global
transmittance (t), and the advective component
by the screenhouse wind ratio (»), and

(ii) use these findings to formulate and test the
performance of a Eermodel that enables
predicting Eresin from the radiative and advective
components of Erefout and from the knowledge of
tTand o.

2. Materials and Methods

2.1 Screenhouse and open field facilities

The experiments were performed in three
experimental flat roof screenhouses, with the
longer dimension oriented N-S, (362 declination
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clockwise from North), located at the University of
Thessaly near Volos (Velestino: Latitude 392 22/,
longitude 2292 44’, altitude 85 m), on the
continental area of Eastern Greece. The three
screenhouses were 20 m long, 10 m wide and 3.2
m high.

Three screens were tested. Two were insect-
proof (IP) screens manufactured by Meteor Ltd.,
Israel: (1) a pearl 50 mesh (20/10) AntiVirus™
screen, hereafter IP-1; and (2) a white 50 mesh
BioNet™ (BN), hereafter IP2. The third one was a
green shade screen (Thrace Plastics C S.A. Xanthi,
Greece) hereafter GS. The insect proof nets have
a regular mesh netting of 0.27mm x 0.27 mm,
while the green shading net, due to its different
knitting, present meshes that are irregular in size
and arrangement, with dimensions varying in the
range 0.5 mm to 3.0 mm.

Sweet pepper plants (Capsicum annuum L., cv.
Dolmi) were transplanted in the three
screenhouses and in open-field on May 7, 2012.
Plants were laid out 0.5 m apart in the row, in five
double rows with a distance between the double
rows of 1.2 m, resulting in a plant density of 1.8
plants per m2.

2.2 Climate data

The following climatic data were continuously
monitored outside (University weather station,
100 m distant of the screenhouses) and in the
centre of each screenhouse: air temperature and
relative humidity, solar radiation, net radiation
and wind speed.

2.3 Calculations

The daily reference evapotranspiration Eres
(mm day?) was calculated by means of the FAO-
56 Penman—Monteith equation [5], using the
outside and inside measured meteorological data
of air temperature (7,) and vapour pressure deficit
(Da), net radiation (R,) and wind speed, W. The
daily integral of soil heat flux was assumed to be
zero, leading to the following expression for Ees:

0.408AR, Jr\/ﬂWDal
T,+273

E = a 1
ref A+y(L+0.34W) @)

where A is the slope of water pressure curve and
v is the psychrometric constant, both in kPa eC2.

The use of Eq. 1 implicitly implies that crop
albedo was fixed at 0.23, aerodynamic resistance
ra (s m?) was equal to 208/W, and bulk surface
resistance, r., was 70 s m™>. The radiative and
advective components of E.s were defined
respectively as:

0.408AR,,

g = ot (9)
A+y(1+0.34W)
and
o™
2t (2b)

A L y(1+0.34W)

The ratios of screenhouse Er,q and Eagy
(subindice ‘in’) to the respective outside values
(subindice ‘out’) were calculated as:

Crad = Erad,in/Erad,out = radiative reduction factor
Cadv = Eadv,in/Eadv,out = advective reduction factor
Ctot = Erefin/Erefout = Overall reduction factor

We developed a model based on the
hypothesis that the radiative reduction factor
(Craq) is a function of the screenhouse
transmittance, and the advective reduction factor
(Caav) is a function of the wind ratio. Eein is
therefore expressed as:

Eref,in = Zrad Erad,out + Zad Eadv,out

-(3)
= f(T)Erad,out +g(w)Eadv,out

3. Results and Discussion

The time evolution of daily reference
evapotranspiration (Eq.1) for the open-field and
screenhouses (Fig. 1) followed a similar time-
pattern to that observed net radiation, Rp.
Compared to Erefout, the absolute reduction (AE.s,
mm day?) observed in the screenhouses were -
0.60, - 1.58 and -1.57 mm day* for IP1, IP2 and SG
respectively in Aug, and — 0.41, -1.01 and -0.99
mm day? respectively in Sept. Over the two
months periods, the mean relative reduction with
respect to outside Eres Was 17.4%, 41.3% and 42.6
% in IP1, IP2 and SG respectively.

The time pattern of the radiative component,
Erad, (Eq. 2a) followed closely that of E,, (Fig. 2).
On a monthly scale, Eaq,p1 (3.61 and 2.43 mm day”
Lin Aug. and Sept. respectively) was very close to
Eradout (3.68 and 2.54 mm day? respectively).
Erad,ip2 and Eraq,gs Were lower than Eragout (2.71 and
2.50 mm day? respectively in Aug, 1.82 and 1.71
mm day? respectively in Sept). Over the whole
period of observation, the reduction of E.uq
amounted to 3.0%, 27.1% and 31.9 % in IP1, IP2
and SG respectively.
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Eret (Mm day )

——GS —Out

30/7 9/8 19/8 29/8 8/9 18/9 28/9
Day

Figure 1. Time evolution of reference evapo-
transpiration (E.s) outside and in the three
screenhouses. Continuous line = outside; square =
IP1; triangle = IP2; circle = GS)

—o—|P1 —— P2
——GS —Out
30/7 9/8 19/8 29/8 8/9 18/9 28/9
Day

Figure 2. Time evolution of the
radiativecomponent (E,qq) outside and in the
three screenhouses. Symbols as in Fig.1

The advective component, E.sw (Eq. 2b)
followed a distinct time evolution from E and
Erag, Showing maximum and minimum values (Fig.
3) that were concomitant with those of D, and
Wout. Eagy Was the lowest in IP2 and SG, which have
the lowest wind ratios (® = 0.19 and 0.20
respectively), and was approximately doubled for
IP1 (o = 0.43). The latter provided E,q, values that
were approximately half of Egv,our. The mean
relative reduction with respect to outside E.qy was
75.1%, 74.0% and 55.8 % in IP1, IP2 and SG
respectively.

30/7 9/8 19/8 29/8 8/9 18/9 28/9
Day

Figure 3. Time evolution of the advective
component (E,q,) outside and in the three
screenhouses. Symbols as in Fig.1

The respective contribution of the radiative
and advective term with respect to E.s was
calculated as the ratio prag = Erad/Eref and pagy -
Eaav/Eref. = 1- prag. Over the observation period, prag
was higher in the screenhouses with respect to
the outside value, representing on average
96(+3), 94(+4) and 90(%£5) % for IP1, IP2 and GS
respectively, while the mean outside value was
85(+4) %.

Pooling the screenhouse daily data sets for the
two-month period (n= 183), clear linear
relationships were obtained between the
parameters Cr.q and T on one hand and between
Caav and @ on other hand. The regression analysis
provided the following relationships are:

(g =1.90T-0.46  (4a)

with R? = 0.85 and RMSE (root mean square
error) = 0.055, and

Ty =1.21w—0.00 (4b)

with R? = 0.95 and RMSE = 0.030.

Using these equations in the model of Eretin
(Eq. 3), the final model formulation was obtained
as:

Eref,in =(1.90t-0.46) E t +1'21Eadv,out (5)

rad,ou

The predicted values of Eefin, by means of Eq.
5, [Erefin]est, were in fair agreement with the values
derived from Eq. 1 using in situ measurements of
the screenhouse internal variables, [Eref.inlobs (Fig.
4). The inside reference evapotranspiration was
predicted from Eq. 5 with statistical indicators
RMSE (root mean square error) = 0.11 mm day?,
MBE (mean bias error) = -0.02 mm day™ and R? =
0.97.
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y = 1.021x - 0.069

0 1 2 3 4 5
[ETref,in] obs

Figure 4. Relationship between daily observed and
estimated values of Eretin (in mm day™)..

From the previous results, it can be deduced
that the screenhouses enhanced the predominant
role of the radiative component that was
observed in open field conditions. The radiative
component largely outweighed the advective
component in all screenhouses, where Eq
contributed to 96, 94 and 90 % of E in IP1, IP2
and GS respectively, against 85% outside.

This observation underlines that great care
should be taken in assessing the radiative
component of Erf, for which small errors in the
main driving variable —i.e. solar transmittance (Eq
4a) — could lead to significant errors in Erefin. In
corollary, the small weight of the advective
component indicates that large uncertainties in
the determination of the wind ratio would not be
critical to the overall model performance (Fig. 4).

4. Conclusion

The two main inputs of the model, Erag,out and
Eadv,out CAn be provided by agricultural extension
services without more computation requirements
than those corresponding to the calculation of
daily Erefout. The daily values of the radiative and
advective components could therefore be
supplied as specific information devoted to
screenhouse-crops irrigation scheduling.
Individual farmers could easily calculate Eretin from
the proposed model, provided they have a reliable
estimation of the transmittance and wind ratio of
their screenhouse. Other option would be that
extension services provide farmers with a

synthetic table where Ein is calculated for a
range of values of T and w.

Screenhouse transmittance is a parameter of
prime importance in predicting Ere,in. The main
reasons are that (i) the radiative component E.q is
the predominant contributor to total E.f and (ii)
the radiative reduction factor is highly sensitive to
7. A reliable estimate of 1 is therefore required
that should be based preferably on in situ
measurements of the transmittance. This on farm
‘calibration’ could be carried out by research
organisms, extension services or manufacturers,
for the main cover materials and screenhouse
structures that are presently used by farmers.
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RESUMEN

El objetivo general de este proyecto es desarrollar un sistema de autoenfriamiento de
envases de alimentos liquidos optimizando la tecnologia de enfriamiento por
adsorcion a vacio. Para ello se analizaran, seleccionaran y optimizaran las tecnologias
existentes de autoenfriamiento de bebidas envasadas, desde el punto de vista técnico
(facilidad de miniaturizacién y simplicidad, a la vez que efectividad) e higiénico, y de
seguridad alimentaria. Se reproducira el comportamiento termodinamico de cada una
de las alternativas posibles, mediante prototipos, utilizando sistemas adecuados de
medicidn, para poder desarrollar un modelo matematico del sistema que contemple
por un lado el proceso exotérmico que tiene lugar en el adsorbedor, y por otro el
proceso de evaporacion. Se analizaran las ventajas e inconvenientes de cada una de
las alternativas seleccionadas, para ser aplicadas en envases activos autoenfriantes en

bebidas.

Palabras clave: adsorbedor; proceso exotérmico; evaporacién; modelo matematico.

1. Introduccion

Mientras que los envases convencionales
simplemente actuan como una barrera de
proteccién del alimento, los envases activos
pueden hacer mucho mas. Estos materiales de
envasado interactian con el producto para
mejorarlo de alguna manera, o para darle al
consumidor mejor informacion sobre el estado
en el que esta.

La ultima propuesta para hacer mas activo el
envase de cerveza es la lata autoenfriante (self
cooling can) (Kleiner, 2004). En el sector de la
cerveza también se han lanzado al mercado,
desde 2000 los barriles metalicos auto-
enfriantes, (self chilling keg), con el sistema
Coolkeg, cubriendo las capacidades de barriles
desde 5 litros a 20 litros, (desarrollado y
comercializado por la empresa Cool System Bev.,
GmbH, de Alemania, www.coolsystem.com).
Uno de los problemas de estos envases activos es
que son caros, tanto en su desarrollo como en su
fabricacion. Esta es la razén de que tengan un
crecimiento comercial relativamente lento. Pero,
esto estda cambiando porque las empresas
alimentarias en general tratan de poner en el
mercado productos mas frescos, con mayor
calidad gustativa y nutritiva, y con mayor
comodidad en su consumo, aunque sean un poco

mds caros. Estos alimentos, inicialmente
llamados “convenience foods” (alimentos que
requieren una minima preparacion para su
consumo), vienen denominandose actualmente:
“ready to eat foods” o “ready to drink
beverages”, segun sean alimentos sdlidos o
liquidos.

El proceso de adsorcion de gases y vapores en
solidos adsorbentes como zeolita, silica gel,
carbon activo, etc., ha sido empleado en
diferentes campos de la ingenieria de procesos,
pero apenas existen aplicaciones en refrigeracién
debido al uso generalizado de los sistemas de
produccion de frio por compresion mecanica [1,
2]. Hoy dia los sistemas de refrigeracion por
adsorcidn constituyen una alternativa real a los
sistemas tradicionales de compresién mecanica,
ya que utilizan refrigerantes ecoldgicos, como el
agua, y, por otro lado, el ciclo de adsorcion
puede funcionar con un suministro de calor
procedente de energia solar u otras fuentes de
energia de bajo coste [2].

Actualmente, para el desarrollo del envase
autocalentable o autoenfriante, se utilizan
tecnologias basadas en procesos de tipo
exotérmico (6xido de calcio con agua), y de tipo
endotérmico (enfriamiento evaporativo,
adsorbiendo el vapor de agua en un desecante a
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vacio), respectivamente. Esta ultima tecnologia
se basa en la bien conocida tecnologia de
produccion de frio por adsorcién [3], utilizando
agua como fluido frigorigeno y zeolita como
adsorbente ubicada en un espacio a vacio, pero
sin utilizar ningun sistema de regeneracion de la
zeolita (Guilleminot et al., 1981; Ziegler, 2002;
Lépez et al., 2003).

Todas estas tecnologias implican el uso de unos
dispositivos relativamente complejos lo que hace
que repercutan en el envase un coste
excesivamente elevado. Ademas, los sistemas
desarrollados hasta el momento provocan
ciertos recelos técnicos y de seguridad
alimentaria tanto en las propias industrias de
envasado de bebidas y cervezas, como en los
propios consumidores.

Por todo lo anterior, en este Proyecto se plantean
los siguientes objetivos:

1. Estudiar el sistema actualmente
comercializado de enfriamiento por adsorcion a
vacio, para tratar de disminuir el volumen
ocupado por el sistema, y ver las posibilidades de
adaptacion a nuevos envases tanto metalicos
como de plastico.

2. Estudiar las posibilidades de uso de otro
sistema de autoenfriamiento rdpido del envase,
que signifique una alternativa real al sistema
anterior por adsorcion, para envases hasta de 10
[, tanto metdlicos como de plastico.

3. Obtener el disefio optimo y modelo
matematico del sistema de autoenfriamiento
mas adecuado para envases metalicos, vy
pldsticos de aplicacion en refrescos y cerveza.

2. Materiales y Métodos

1) Estudio de los sistemas actualmente
comercializados de autoenfriamiento de bebidas
envasadas, que utilizan el sistema de
enfriamiento evaporativo y adsorcion.

- Revision bibliografica con andlisis de todas las
bases de datos disponibles, incluyendo FSTA,
Internet, Bases de patentes, y todas las bases de
revistas electronicas referentes a sistemas de
enfriamiento y envasado de alimentos y bebidas.
- Adquisicidn y analisis en laboratorio de todos los
sistemas presentes en el mercado.

- Estudio fisico-quimico de los componentes del
sistema:

a) evaporador: fluidos refrigerantes,
materiales de retencidn de liquido y materiales
que forman la pared en el evaporador.

b) adsorbedor: zeolitas y otros
materiales desecantes.

Se han realizado analisis con DSC para la
identificacién de los materiales utilizados en la

fabricacion de fibras. Para la determinacion de la
adsorcién y desorcidon de distintas zeolitas se
utiliz6 un  analizador  termogravimétrico
Shimadzu TGA-50 que mide la variacidon de masa
en un compuesto en funcién de la temperatura.
Para la caracterizacidon dimensional de las fibras
se ha utilizado un microscopio de barrido
electrénico Hitachi S-3500N.

- Estudio termodindmico de cada uno de los
dispositivos de autoenfriamiento de bebidas
envasadas.

- Estudio de la seguridad alimentaria y del disefio
higiénico segun las recomendaciones de la
EHEDG y la FDA de todos los componentes de los
dispositivos de autoenfriamiento de bebidas
envasadas presentes en el mercado.

- Estudio de las posibilidades de mejora técnica e
higiénica de los sistemas comercializados
actualmente.

2) Andlisis y seleccidn de tecnologias alternativas
de autoenfriamiento de bebidas envasadas.

- Estudio y selecciébn de las tecnologias
identificadas de produccién de frio, en envases
activos autoenfriantes para bebidas, en envases
metalicos y de plastico, con capacidades de 1, 2,
3, 4, 5 y 10 L Analisis de las ventajas e
inconvenientes de cada una de las alternativas
seleccionadas, para ser aplicadas en envases
activos autoenfriantes para bebidas, y hasta un
volumen de 10 L.

3) Estudio de la viabilidad técnica y econdmica de
las tecnologias de produccién de frio y eleccién
del sistema mas interesante desde el punto de
vista técnico y econdémico.

4) Desarrollo del prototipo funcional del sistema
de autoenfriamiento de bebidas envasadas, de
aplicacion a cada uno de los tipos de envase:
metalicos (lata y barril de 10 L), y de pl3stico (de
1/3y1,2,3,4,5y101).

Figura 1. Prototipos autoenfriante para
botellas de PET, barril y latas.

3. Resultados y Discusion

Se han realizado ensayos experimentales en los
diferentes prototipos de latas, botellas y barriles.
A continuacion se muestra un ensayo
experimental llevado a cabo en un sistema
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formado por un udnico lecho en el que se
encuentra el evaporador que contiene como
refrigerante agua absorbida en un soporte de
fibra. El adsorbedor es de geometria cilindrica,
de 9 cm de didmetro y 7 cm de altura, encerrado
en un envase de acero inoxidable con una pared
de 1 mm de espesor. El material adsorbente
utilizado es zeolita granulada de 2-3 mm de
didmetro. La zeolita utilizada es artificial de la
marca Zeo-tech, y tiene una capacidad de
adsorcién de aproximadamente el 30% de su
masa.

Los ensayos experimentales se han realizado
trabajando con niveles de vacio en el
evaporador/adsorbedor comprendidos entre 0.2
y 10 mbar utilizando una bomba de vacio de
marca Vacuubrand modelo GZ-6 con un nivel de
vacio maximo de 10*mbar.

En este trabajo se analiza el modelo matematico
del proceso de adsorcién de vapor de agua,
obteniendo las curvas o perfiles de distribucion
de temperatura en el interior de la masa de
zeolita y en la pared metalica del adsorbedor, en
funcién de distintos niveles de vacio.

El modelo matematico asume las siguientes
hipétesis:

- La temperatura en la camara del
adsorbedor se considera uniforme en
todos sus puntos.

- La presién se considera uniforme en
todo el sistema (evaporador vy
adsorbedor).

- E refrigerante es adsorbido
uniformemente en el adsorbedor.

- La temperatura de evaporacién es la
misma que la temperatura del liquido
refrigerante en el evaporador.

- laresistencia a la transferencia de calor
y de masa en el adsorbente es
despreciable.

Electrovishula

Ev

LR

.

Bomba de vacic 1“
Vacusmeto —— |

Figura 2. Esquema del equipo utilizado
para la realizacion de los ensayos.

a) Ecuaciones de adsorcién y de equilibrio
Para calcular el agua adsorbida en el proceso se
ha asumido un modelo del tipo LDF (linear driving

force) ampliamente utilizado en la bibliografia
[5].
dx
i Ky - (Xeq =X) (1)
Donde:

- x=Cantidad de agua adsorbida, kg/kg

adsorbente.
- Xeq = Cantidad de agua adsorbida en el
equilibrio, kg/kg adsorbente.

- T,= Temperatura de la zeolita, K.

- Ts=Temperatura de saturacion, K.

- kg = Constante de cinética de adsorcion.
La cantidad de agua adsorbida en el equilibrio se
ha calculado a través de la ecuacion propuesta
por Gorbach et al, 2004 [6].
Se ha determinado la constante de cinética de
adsorcién k; utilizando las curvas obtenidas de
evolucion de la cantidad de agua adsorbida con
respecto al tiempo para cada nivel de presidn
(Fig.3).
b) Balances de energia en el adsorbente y en la
pared del adsorbedor.

- Balance de energia en el material

adsorbente:
dT

[(mz + X)'(Cz + X'Ca)]' dtz :_(kF) (Tz _Tm)+

AHm, -%—((mz +x)-T,-C,+T,-(C, + x-Ca)%
dt dt

(2)

Donde:
C, = Calor especifico zeolita, J/kg K.
C,= Calor especifico agua, J/kg K.
Tm= Temperatura pared metalica, K.
m, = Masa de zeolita, kg.
kF = Coeficiente global de transferencia
de calor, W/K.
AH = Entalpia de adsorcién del vapor
de agua, J/kg.

- Balance de energia en la pared del

material adsorbente:
dT

r.nmCm : dtm = (kF) (Tz _Tm)_hext (Tm _Tair)

(3)
Donde:

Cm = Calor especifico del metal, J/kg K.

mm = Masa del metal, kg.

Tair = Temperatura del aire, K.

hext = Coeficiente de transmisidon de

calor entre zeolita y la pared, W/K.
Las curvas experimentales obtenidas (Fig.4)
muestran que la temperatura maxima alcanzada
por el material adsorbente aumenta conforme
disminuye la presién, alcanzando a la presion de
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1 mbar la temperatura maxima obtenida de
1062C. A la presion de 5 mbar la temperatura
maxima alcanzada es de 802C, y a 8 mbar apenas
se alcanzan los 552C. Estas temperaturas
maximas obtenidas en el adsorbedor estan
directamente relacionadas con la rapidez con la
que se evapora el agua en el evaporador y se
adsorbe en el adsorbedor. Asi, la mayor
temperatura alcanzada se corresponde con el
nivel de presion menor, y con la menor
temperatura de evaporacion en el evaporador, y
con una mayor cantidad de agua evaporada y
adsorbida, si se compara con las demas
temperaturas alcanzadas a presiones superiores
(Fig.5). Se observa que, en una misma cantidad
de tiempo, a 1 mbar se adsorbe casi el doble de
agua que a 5 mbar, y a 5 mbar se adsorbe
también practicamente el doble que a 8 mbar.

18

16
14
12
o
T8 \‘r-..
B
4 T‘“—%\ |
2 s
(5]
1 5 8

Presidn (mbar)

Figura 3. Influencia de la presion sobre la
cantidad de vapor de agua adsorbida en la
zeolita.

Temperatura (°C)

rior Smbar — — — Tpared Smbar
—— Tpared 1mbar
———— Tinterior 8mbar

— — — Tpared 8mbar

Figura 4. Evolucion de la temperatura interior de
la zeolita y de la pared del adsorbedor.

4. Conclusiones

Los sistemas de refrigeracion por adsorcion
constituidos por un solo lecho, pueden ser
aplicados a pequefios sistemas de enfriamiento
por adsorcion en ciclo abierto que no utilizan
sistemas forzados de evacuacion del calor en el
adsorbedor. El modelo matemdtico que se
presenta permite predecir adecuadamente los
fendmenos de transferencia de calor que en éste
tienen lugar. Se ha establecido un modelo
matematico que permite optimizar el disefio de

adsorbedores en funcidn de la presion y de la
cantidad de liquido refrigerante adsorbido.
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RESUMEN

Las legumbres son el segundo cultivo con mayor produccién mundial después de los
cereales, por lo que su importancia para consumo animal y humano es crucial. El
haba (Vicia faba), el guisante (Pisum sativum) y el caupi (Vigna unguiculata) son
especies de leguminosas con interés agronémico en la Unidn Europea. La seleccién
de variedades de estas especies, mediante técnicas de genotipado, fenotipado y
transcriptomica, permitira la obtencién de lineas de mejora con cualidades
nutricionales (p.ej. alto contenido en proteinas) y agrondmicas (resistencia a estrés
abidtico y bidtico) dptimas para una produccidn sostenible y competitiva de

proteinas en Europa.

Palabras clave: Leguminosas; SNPs; morfologia; proteinas; expresion génica

1. Introduccion

Un tercio de las proteinas consumidas en la
dieta humana proceden de las leguminosas [1] y
el papel que desempefian tanto en la dieta
humana como en la animal es cada vez mas
importante. Las legumbres contienen un alto
nivel de proteinas y una proporciéon adecuada
de carbohidratos y grasas, entre otros
compuestos, que las hacen apropiadas para su
uso en una alimentacion equilibrada. El valor
nutricional de los alimentos depende del
genotipo y de las condiciones de crecimiento,
por lo que estudios enfocados al conocimiento
de las interacciones entre estos dos factores son
importantes [2].

Por otro lado, la soja (Glycine max) es la
leguminosa que tiene la produccién mas
extendida en el mundo (262 Mt/afio) y uno de
los principales productos importados para
consumo humano y animal en la Comunidad
Europea [3], lo que supone una importante
dependencia de esta especie vegetal. La
sustitucion de alimentos a base de soja por
otros cultivados “localmente” con alto valor
nutricional es un aspecto importante para la
seguridad alimentaria en Europa.

Las leguminosas son conocidas por sus efectos
ambientales beneficiosos, principalmente por
las ventajas derivadas de su simbiosis con los
rizobios fijadores de nitrogeno ya que, por
ejemplo, se puede disminuir la contaminacion
por nitratos. El empleo de variedades adaptadas
a los distintos climas, asi como la rotacién de
cultivos y otras técnicas agrondmicas, pueden
proporcionar una fuente competitiva vy
sostenible de proteinas en Europa [4].

El cultivo historico de las leguminosas (lentejas,
guisante y distintas judias, incluyendo caupi) es
muy largo, por lo que se ha generado un amplio
rango de genotipos mejorados durante siglos.
Las tradiciones nacionales y las condiciones
climaticas influencian el cultivo de legumbres y
su consumo, por lo que la importancia de estos
cultivos varia ampliamente a lo largo de Europa.
En la Unién Europea (UE) hay numerosos bancos
de germoplasma en centros de investigacion
gue conservan parte de la diversidad genética,
pero existe una cantidad importante de
genotipos locales que no estan incluidos en
estas colecciones y que se conservan de manera
particular. Estos genotipos estan adaptados a los
distintos climas de la UE, por lo que tienen un
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gran valor que puede ser aplicado, por ejemplo
para la obtencion de legumbres resistentes al
estrés hidrico producido por el cambio climatico.

La clave para el éxito de cualquier programa de
mejora es la disponibilidad de una amplia
variabilidad genética de las caracteristicas de
interés. Por lo que la evaluacion de la diversidad
genética entre poblaciones distantes
geograficamente, es un aspecto importante para
el desarrollo de lineas de mejora eficientes [5].
Para un aprovechamiento optimo de los
recursos disponibles hoy en dia y un mayor
conocimiento de la respuesta de los organismos
al ambiente, el empleo conjunto de técnicas
gendmicas y transcriptomicas es necesario.

Actualmente, los grandes avances que ha
experimentado la secuenciacién y anotacién de
genomas de leguminosas, junto a los avances
técnicos y bioinformaticos, hacen posible la
identificacién de genes involucrados en aspectos
importantes mediante la sintenia [6]. Hasta el
momento los genomas de leguminosas
secuenciados son los de soja, gandul (Cajanus
cajan), garbanzo (Cicer arietinum), Lotus
japonicus, lupino (Lupinus angustifolius), alfalfa
(Medicago truncatula) y judia o frijol (Phaseolus
vulgaris) [7]. Por otro lado, estd muy avanzada la
secuenciacion de: guisante (Pisum sativum),
caupi (Vigna unguiculata) y cacahuete (Arachis
hypogaea).

Debido a la mencionada dependencia de la soja,
por parte de la UE, se ha aprobado un proyecto
llamado “Enhancing of legumes growing in
Europe through sustainable cropping for protein
supply for food and feed” (EUROLEGUME),
dentro del 72 programa marco. El objetivo
Ultimo de este proyecto europeo es un uso
sostenible de las leguminosas y el suelo, para
asegurar fuentes de proteinas de alta calidad en
la dieta de los ciudadanos europeos,
aumentando la competitividad del cultivo de las
legumbres para alimentacion humana y animal.
El presente proyecto de tesis estd enmarcado
dentro de este proyecto europeo y tiene como
objetivos seleccionar y fenotipar accesiones de
haba (Vicia faba), guisante (Pisum sativum) y
caupi (Vigna unguiculata) adaptadas al clima
mediterraneo, genotipar las  accesiones
mediterrdneas en comparacion con accesiones
adaptadas a zonas frias e identificar la expresion
de genes relacionados con el estrés abidtico y la
calidad y cantidad protéica. Ademads, a través del
analisis transcriptémico obtener un
conocimiento profundo sobre la expresion y
regulacion génica de caracteristicas como

adaptacion a estrés abidtico y desarrollo y
composicién de semillas.

2. Materiales y Métodos

El trabajo a desarrollar estara compuesto de una
serie de trabajos en campo (Fig. 1) seguidos por
trabajos en el laboratorio.

2.1 Seleccidon de accesiones adaptadas al clima
mediterraneo

Mediante el wuso de descriptores del
“International Board for Plant Genetic
Resources” (IBPGR), se caracterizara
morfolégicamente y se evaluard en campo el
comportamiento de accesiones locales de caupi
(Tabla 1), haba y guisante. Los descriptores a
tener en cuenta seran: el tiempo desde la
siembra hasta la floracion y la maduracién de
vainas, la duracion de la floracion, el tipo de
crecimiento (erecto, rastrero...), el peso de las
semillas, la incidencia de enfermedades y plagas,
la altura de las plantas, la altura hasta la primera
vaina, el color de la flor y el nUmero de vainas y
semillas por planta.

2.2 Genotipado de accesiones adaptadas al
clima mediterraneo

Dos consorcios han generado dos plataformas
gue permiten identificar las variaciones en la
secuencia de genes de caupi (EEUU) y guisante
(Francia), por lo que el genotipado de estas
especies se realizard utilizando SNPs conocidos
(13.000 en el caso del guisante). Ademas,
debido a que el genoma de Vicia faba no esta
secuenciado, se hard una secuenciacion de
transcritos con el objetivo de desarrollar e
identificar SNPs en esta especie. Para ello, se
extraerd ARN, que retrotranscribird a ADNc y se
secuenciard mediante  Next  Generation
Sequencing (lonTorrent™).

2.2 Analisis bioquimico y de desarrollo de
semillas

Se medird el contenido proteico y el desarrollo
de las semillas (flores y vainas) de las accesiones
seleccionadas por  su comportamiento
macroscopico, asi como en el genotipado.

2.2 |dentificacidon de genes relacionados con el
estrés abiodtico y la calidad y contenido protéico

Se realizaran una serie de ensayos en campo con
las accesiones seleccionadas con alto contenido
proteico. Para ello, se sometera a las plantas a
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estrés hidrico y se hard un andlisis
transcriptémico de distintos tejidos.

3. Resultados y Discusion

Los resultados esperados de este proyecto de
tesis incluyen la identificacion de genotipos de
caupi, haba y guisante con alto contenido en
proteina, buena adaptacién  agrondmica
(principalmente a escasez de agua) y altas
producciones. Este conocimiento facilitard el
desarrollo de lineas mejoradas (a partir de las
accesiones locales, adaptadas al clima
mediterraneo), con buenas aptitudes en campo
que sean una fuente sostenible y competitiva de
proteina para consumo humano y animal.

4. Conclusiones

Este proyecto europeo proporcionara
herramientas para un aumento de la produccién
sostenible de guisante, haba y caupi.

5. Agradecimientos

Al proyecto EUROLEGUME por financiar este
proyecto de tesis doctoral.

6. Referencias bibliograficas

[1] P. H. Graham and C. P. Vance. 2003. “Update
on Legume Utilization Legumes: Importance
and Constraints to Greater Use,” vol. 131, no.
March, pp. 872-877.

[2] D. Levy. 1986. “Genotypic variation in the
response of potatoes (Solanum tuberosum L.) to
high ambient temperatures and water deficit,”
F. Crop. Res., vol. 15, no. 1, pp. 85-96, Oct.

[3] “FAOSTAT Gateway.” [Online]. Available:
http://faostat3.fao.org/faostat-
gateway/go/to/home/E.  [Accessed: 29-Apr-
2014].

[4] T. Nemecek, J.-S. von Richthofen, G. Dubois,
P. Casta, R. Charles, and H. Pahl. 2008.
“Environmental impacts of introducing grain
legumes into European crop rotations,” Eur. J.
Agron., vol. 28, no. 3, pp. 380-393, Apr.

[5] S. R. Eathington, T. M. Crosbie, M. D.
Edwards, R. S. Reiter, and J. K. Bull. 2007.
“Molecular Markers in a Commercial Breeding

Program,” Crop Sci., vol. 47, no. Supplement_3,
p. S—154, Dec.

[6] P. Gepts, W. D. Beavis, E. C. Brummer, R. C.
Shoemaker, H. T. Stalker, N. F. Weeden, and N.
D. Young- 2005. “Legumes as a Model Plant
Family . Genomics for Food and Feed Report of
the Cross-Legume Advances through Genomics
Conference 1,” vol. 137, no. April, pp. 1228-
1235.

[7] “Legume Information System.” [Online].
Available: http://comparative-legumes.org/.
[Accessed: 29-Apr-2014].

Tablas y Figuras

Tabla 1. Accesiones murcianas de caupi para
caracterizacion. CRF-INIA: Centro de Recursos
Fitogenéticos del Instituto Nacional de
Investigacidn y Tecnologia Agraria y Alimentaria.
RMS: Red Murciana de Semillas.

Nombre Institucidn Nombre Institucion
accesion origen accesion origen
BGE022146  CRF-INIA BGE040819 CRF-INIA
BGE038474  CRF-INIA BGE044375 CRF-INIA
BGE038477  CRF-INIA Vi2 RMS
BGE038478  CRF-INIA Vi3 RMS
BGE038479  CRF-INIA Vi4 RMS
BGE039238  CRF-INIA Vi 10 RMS
BGE040000  CRF-INIA Vil2 RMS
BGE040818  CRF-INIA Vil3 RMS

Figura 1. A: plantas de caupi en invernadero; B:
floracion de haba; C: floracion en guisante; D:
formacidn de vainas en guisante.
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RESUMEN

Myzus persicae es una plaga que afecta a una amplia gama de cultivos herbaceos,
horticolas y frutales, tanto por sus dafios directos como por la capacidad de transmitir
mas de 100 virus. Su control se basa casi exclusivamente en la aplicacidon de
insecticidas y, como resultado, esta especie ha desarrollado resistencia multiple a
muchas clases quimicas, incluyendo organofosforados, carbonatos y piretroides. En el
sur de Francia sobre el afio 2009 se descubrié sobre melocotoneros un clon de M.
persicae con resistencia extremadamente potente a los neonicotinoides que
compromete la eficacia en campo de este grupo de insecticidas. Dadas las graves
consecuencias de esta mutacion para un control efectivo de las poblaciones de esta
plaga, se realizd un seguimiento de su expansion geografica. La mutacion se ha ido
extendiendo, y hasta la fecha se ha encontrado en ltalia, Francia y Espafia. Por todo
ello es imprescindible conocer bien el estado de la resistencia a insecticidas en las
poblaciones de M. persicae en los diferentes cultivos en los que causa dafos
importantes, asi como los mecanismos de resistencia implicados, con el fin de disefiar
estrategias adecuadas de tratamientos para un uso sostenible de los fitosanitarios. Por
tanto se pretende con esta tesis estudiar el desarrollo potencial de la resistencia a los
neonicotinoides imidacloprid y tiametoxam, vy los insecticidas flonicamid,

espirotetramat, pimetrocina y azadiractina.

Palabras clave: Flonicamid; spirotetramat; pimetrozina.

1. Introduccion

El pulgdn del melocotonero, Myzus persicae, es
una plaga de importancia mundial de una amplia
gama de cultivos herbaceos, horticolas y frutales,
por sus danos directos y por su capacidad de
transmitir mas de 100 virus de las plantas [1].
Excepto en cultivos horticolas en invernaderos,
su control se basa casi exclusivamente en la
aplicacidn de insecticidas y, como resultado, esta
especie ha desarrollado resistencia multiple a
muchas clases quimicas, incluyendo
organofosforados, carbamatos y piretroides [2].
Los mecanismos moleculares de la resistencia a
los insecticidas en M. persicae incluyen la
sobreproduccién de carboxilesterasas de
desintoxicacion (E4 o FE4) que confiere
resistencia principalmente a organofosforados, y
dos formas de resistencia en el punto de accion
[2]. Una de ellas es una mutacién de la proteina
de la acetilcolinesterasa (acetilcolinesterasa
modificada, MACE por sus siglas en inglés) dando
insensibilidad a los dimetil-carbamatos (e;j.

pirimicarb) [2]. La otra es una mutacion del canal
de sodio dependiente de voltaje (resistencia
knockdown, kdr) dando resistencia a los
piretroides [2]. Los neonicotinoides tales como
imidacloprid, tiametoxam, clotianidina vy
acetamiprid no se ven afectados por estos
mecanismos, y son actualmente el principal
medio de control. A pesar de dos décadas de
constante aumento del uso, los neonicotinoides
han demostrado ser notablemente resistentes al
desarrollo de la resistencia y se han mantenido
muy eficaces contra M. persicae. Se han
encontrado poblaciones de M. persicae con
susceptibilidad reducida a  compuestos
neonicotinoides (10-40 veces la resistencia) en
Europa, los EE.UU. y Japdn [3-5]. Sin embargo, en
la actualidad los niveles de resistencia descritos
tienen un significado practico limitado, ya que
son insuficientes para poner en peligro la eficacia
en campo de estos insecticidas [3,5].

Recientemente, se han utilizado enfoques
bioquimicos y gendmicos para investigar la
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resistencia a los neonicotinoides en un clon de M.
persicae de Grecia mostrando un factor de
resistencia a los neoniconioides de ~40[ 6,7 ]. La
resistencia se asocia con multiples duplicaciones
de un solo gen P450 (CYP6CY3 ), con pulgones
resistentes que llevan ~18 copias del gen en
comparacioén con las dos copias se encuentran en
los pulgones susceptibles. Sin embargo, los
estudios de union a ligando y de secuenciacion no
aportaron pruebas de que la modificacion
estructural del receptor de nicotinico de la
acetilcolina (nAChR; el punto de accién de los
neonicotinoides) contribuyera a la resistencia en
este clon. Aunque los pulgones han seguido
siendo efectivamente controlados por los
neonicotinoides, la resistencia es un problema
significativo en otras especies de insectos plaga,
incluyendo Leptinotarsa decemlineata,
Nilaparvata lugens y Bemisia tabaci [5]. Como el
encontrado en M. persicae, la sobreexpresion de
uno o mds P450s parece ser el principal
mecanismo de resistencia a neonicotinoides en
plagas de insectos [5,8]. El Unico mecanismo
alternativo descrito hasta la fecha, ha sido una
modificacidn del punto de accién (nAChR) en una
poblacidn seleccionada en laboratorio N. lugens,
en el que la resistencia se asocid con una
mutacién puntual en dos subunidades alfa de
nAChR (Nlal y Nla3) [9]. Sin embargo, la
resistencia en poblaciones de campo de N. lugens
parece ocurrir exclusivamente a través de la
desintoxicacion mediada por P450 [10,11] v,
hasta recientemente, ningin caso de
insensibilidad en el punto de accion de los
neonicotinoides se ha descrito en individuos de
cualquier plaga de insectos recogidos
directamente en el campo.

En 2009, se descubrid sobre melocotoneros en el
sur de Francia un clon de M. persicae con
resistencia extremadamente potente a los
neonicotinoides que compromete la eficacia en
campo de los miembros de esta clase de
insecticidas [12]. La resistencia es conferida tanto
por la desintoxicacién mediada por P450s y por
la insensibilidad del punto de accién de los
neonicotinoides. Este es el primer ejemplo de la
resistencia a los neonicotinoides en el punto de
accion encontrada en poblaciones de campo. La
comparacién de la secuencia de nucleétidos de
seis genes de subunidades del nAChR (Mpal-5y
MpB1l) de clones de pulgones resistentes y
susceptibles, revelé un Unico punto de mutacidn
en la regién D del bucle de la subunidad B1 del
nAChR del clon resistente, causando una
sustitucion de arginina a treonina (R81T) [12].

Dadas las graves consecuencias de esta mutacién
para un control efectivo de las poblaciones de
esta plaga, se realiz6 un seguimiento de su
expansion geografica. La mutacion se ha ido
extendiendo, y hasta la fecha se ha encontrado
en Italia, Francia y Espafia [13]. Dentro de Espafia,
se ha encontrado en plantaciones de frutales de
hueso de Cataluia, Aragén, Murcia vy
Extremadura.

La gravedad de la situacion ha motivado que se
haya desarrollado una estrategia de manejo de la
resistencia en pulgones de los frutales de hueso,
limitando el uso de neonicotinoides a una sola
aplicacién por campafia, y asi reducir al maximo
la presion de seleccion sobre esta nueva
mutacion y, por tanto, impedir su diseminacion.

Ademas, la limitacidn del uso de neonicotinoides
ha llevado a un mayor uso, y a veces sobreuso y
abuso, de otros insecticidas como el flonicamid,
espirotetramat, pimetrocina y azadiractin.
Debido a este sobreuso ya se han observado
algunos casos de fallos de control en campo con
alguno de estos productos.

Por otra parte, existe una profunda preocupacion
de que esta mutacién que confiere resistencia
extrema a los neonicotinoides se pase a las
poblaciones de horticolas, lo que agravaria
enormemente el problema.

En Espafia no se ha realizado nunca un estudio
del estado de la resistencia a insecticidas en una
plaga agricola tan importante como M. persicae.
Obviamente tampoco se conoce la prevalencia
en las poblaciones espafiolas de los mecanismos
de resistencia conocidos (a carbamatos,
fosforados y piretroides) ni de los nuevos (a
neonicotinoides), ni si pudieran presentarse
algunos nuevos.

Para disefiar una estrategia eficaz de manejo de
la resistencia, como demanda la Directiva
Europea de Uso Sostenible de Fitosanitarios, es
necesario conocer bien qué insecticidas se
pueden rotar al no tener resistencia cruzadas, es
decir, al no estar afectados por el mismo
mecanismo de resistencia. Por tanto, no basta
rotar insecticidas con distinto modo de accién
(pertenecientes a distintos grupos quimicos), ya
que los mecanismos metabdlicos de
detoxificacion pueden afectar a compuestos de
distintas familias quimicas, con distintos modos
de accidén [14]. Consecuentemente, es necesario
conocer los mecanismos implicados en la
resistencia a cada insecticida, para a partir de esa
base cientifica, disefiar estrategias de control
efectivas y sostenibles en el tiempo.
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Por todo ello es imprescindible conocer bien el
estado de la resistencia a insecticidas en las
poblaciones de M. persicae en los diferentes
cultivos en los que causa dafios importantes, asi
como los mecanismos de resistencia implicados,
con el fin de disefiar estrategias adecuadas de
tratamientos para un uso sostenible de los
fitosanitarios. Por tanto en este trabajo de tesis
se pretende estudiar el desarrollo potencial de la
resistencia a los neonicotinoides imidacloprid y
tiametoxam, vy los insecticidas flonicamid,
espirotetramat, pimetrocina y azadiractina, en
poblaciones de M. persicae de cultivos frutales y
horticolas de la Region de Murcia y otras regiones
espafiolas.

2. Materiales y Métodos

2.1 Poblaciones

Se recogeran 10-15 poblaciones de M. persicae
de cultivos frutales de las principales zonas
productoras (Lérida, Zaragoza y Murcia),
abarcando diferentes escenarios de presion
insecticida. Las poblaciones se criaran sobre
plantas de pimiento en jaulas.

2.2 Insecticidas

flonicamid,
tiametoxam,

Se utilizaran
imidacloprid,
azadiractina.

spirotetramat,
pimetrozina vy

2.3 Bioensayos

Para los ensayos completos se utilizan 4-5
concentraciones y un control para cada
insecticida y poblacién, tres repeticiones por
concentracion, y 30 individuos por repeticién. Las
dosis para cada insecticida se tomaran para un
rango de 0 — 100 % de mortalidad.

En hojas de pimiento se realizaran discos (37 mm
didmetro) que serdn sumergidos durante 10
segundos en la solucidn acuosa del insecticida a
ensayar. Los discos son secados al aire y puestos
sobre agar (2%) con el envés hacia arriba en la
base de cajas de polipropileno (Fig.1). Las cajas
son tapadas con su tapa, en la que se han
efectuado agujeros de ventilacién y otro mayor
para introducir los pulgones. Las placas son
mantenidas a 25 °C y fotoperiodo de 16:8 h
(luz:oscuridad). La mortalidad se estimara a las
24, 48 y 72 horas para ajustar el mejor periodo
para cada insecticida. Se realizaran los
bioensayos con ninfas de 3-4 dias (spirotetramat)
y adultos apteros (resto insecticidas).

2.4 Bioensayos de sinergistas

Este tipo de bioensayos se realizan para poder
determinar que posibles mecanismos estan
implicados en la resistencia a insecticidas. Se
basan en afiadir un producto que por si sélo no
tiene efecto plaguicida, pero sin embargo cuando
se le afade a los insecticidas, éstos incrementan
su actividad. Los sinergistas utilizados en este
estudio seran el butdxido de piperonilo (PBO) y el
S,S,S tributil fosforotritioato (DEF). El PBO es un
inhibidor del citocromo P450 y el DEF inhibe las
esterasas.

La metodologia de estos bioensayos es similar a
los descritos anteriormente. Se diferencian en
gue dos horas antes de ser tratadas las hojas con
el insecticida se realiza un tratamiento con el
sinergista. Todas las hojas son tratadas con una
Unica dosis subletal y se deja un control para
asegurarnos que realmente el sinergista por si
s6lo no tiene efecto sobre M. persicae. El resto
del bioensayo sigue los pasos de un bioensayo
normal.

3. Resultados

Se espera obtener una estimacién del estado de
la resistencia a los principales insecticidas
utilizados para el control de M. persicae. Esto
junto con la informacién suministrada por los
mecanismos de resistencia implicados, nos
ayudard a entender las resistencias cruzadas vy,
por tanto, disefar estrategias eficaces de manejo
de la resistencia.
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RESUMEN

La gran capacidad de Bemisia tabaci (Gennadius) para desarrollar resistencias frente
a numerosos insecticidas asi como resistencias cruzadas ha hecho necesario la
blusqueda de alternativas para crear estrategias de control eficaces. Puesto que ya se
conoce el estado actual de los niveles de resistencia en B. tabaci a diferentes
insecticidas (alfa-cipermetrin, azadiractin, buprofecin, pimetrozina, piridabén vy
piriproxifén), ahora es necesario lograr avances no sélo en su modo de accién sino en
los mecanismos de resistencia en dicha plaga. Por tanto, para comprobar si la
resistencia a insecticidas viene dada por los mecanismos enzimaticos de
detoxificacién, se van a realizar bioensayos de sinergistas (PBO (butdxido de
piperonilo) inhibe especificamente P-450 monooxigenasas, DEF (S,S,S,-
tributilfosforotritionato) inhibe esterasas y DEM (dietil maleato) inhibe glutatién-S-
transferasas (GSTs)) comparativos, utilizando una poblacion sensible de referencia
(KO) y poblaciones resistentes a, pimetrozina (KOPIME), azadiractin (KOAZA),
buprofecin (KOBU), alfa-cipermetrin (KOALFA), piriproxifén (KOPIX) y piridabén
(KOPIB). Ademas, para predecir el desarrollo de poblaciones resistentes es importante
conocer si existen costes ecoldgicos de la resistencia, ya que la adquisicion de los
mecanismos de resistencia puede tener un efecto negativo en la valencia ecoldgica de
la poblacién resistente. Para ello, se va a medir y comparar, la fecundidad, fertilidad,
longevidad u otros parametros bioldgicos de interés, tanto en la poblacidn sensible
como las resistentes nombradas anteriormente.

Palabras clave: Pimetrozina; azadiractin; alfa-cipermetrin; piriproxifén; piridabén.

1. Introduccion

Como consecuencia de la exposicion extensa a
los insecticidas, Bemisia tabaci (Gennadius) ha
desarrollado resistencia a una amplia gama de
agentes de control quimico. La necesidad de una
mayor diversidad de productos quimicos para el
control de mosca blanca en los programas de
manejo de la resistencia ha dado lugar a la
introducciéon de varios insecticidas con nuevos
modos de accién, que no se ven afectadas por los
mecanismos de resistencia a los
organofosforados, por ejemplo, o piretroides.

La resistencia a imidacloprid se demostré por
primera vez en B. tabaci en invernaderos en la
region de Almeria en el sur de Espaia, pero
también fue detectado en poblaciones de Italia y
Alemania [1,2] y en Arizona, pero a niveles mas
bajos [3].

En el caso de los insecticidas reguladores del
crecimiento, a pesar de tener un modo de accion
Unico, han demostrado estar sujetos también a la
resistencia por B. tabaci. Los cambios en la
susceptibilidad a buprofezin y piriproxifén han

sido bien documentados y, de forma similar a
imidacloprid, se detectaron por primera vez en
sistemas de produccidn intensiva, cerrados. La
resistencia a buprofezin fue documentada por
primera vez en poblaciones de B. tabaci
recogidas en invernaderos de los Paises Bajos, y
en invernaderos de Espaiia e Israel [4,5], donde
los cambios en la susceptibilidad se asociaron con
aplicaciones repetidas del compuesto.

Piriproxifén se utilizd por primera vez en Israel en
1991, y al cabo de un afio, se detectd un nivel
relativamente alto de resistencia (> 500 veces) en
poblaciones de B. tabaci recolectadas de un
invernadero de rosas, donde las poblaciones
habian sido expuestas a tres aplicaciones
consecutivas [5].

En el 2005, ya aparece publicado resistencias a
alfa-cipermetrin en poblaciones recogidas en
cultivos de berenjena en Grecia [6].

En carbamatos como metomilo, ya en los afios 90
se observaron resistencia en poblaciones en
Pakistan [7].
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En poblaciones recogidas en invernaderos de
Almeria en 1994 se observaron resistencias a
pimetrozina, a pesar que nunca se habia usado

[1].

Actualmente, se pueden encontrar en la
literatura casos en los que B. tabaci ha
presentado resistencias a mas de 45 materias
activas distintas, por esto es necesario
implementar programas de control integrado y
de manejo de la resistencia en B. tabaci
utilizando distintos sistemas de control e
insecticidas con diferentes mecanismos de
accion que permitan su sostenibilidad en el
tiempo.

A pesar de los numerosos trabajos que existen
sobre la resistencia a insecticidas en B. tabaci, no
se conocen bien los mecanismos implicados, por
lo que es dificil prever las potenciales resistencias
cruzadas. Sin esa informacidon, no se puede
disefiar un efectivo programa de manejo de la
resistencia, que ayude a mitigar la evolucion de
poblaciones resistentes.

Ademds, para predecir el desarrollo de
poblaciones resistentes es importante conocer si
existen costes ecolégicos de la resistencia. La
adquisicion de los mecanismos de resistencia
puede tener un efecto negativo en la valencia
ecoldgica de la poblacion resistente. Es decir, los
individuos resistentes se reproducen menos al
tener una fecundidad menor, o fertilidad, o
longevidad, etc.

Los objetivos de esta tesis son conocer los
mecanismos de resistencia en B. tabaci y si
existen costes asociados a la resistencia.

2. Materiales y Métodos

2.1 Poblaciones

Se utilizaran la poblacién susceptible de
referencia de nuestro laboratorio y las
poblaciones resistentes seleccionadas a cada
insecticida (Tabla 1).

2.2 Insecticidas

Se utilizaran pimetrozina, azadiractina,
buprofecin, alfa-cipermetrin, piriproxifén, vy
piridabén.

2.3 Bioensayos

Se utilizan plantulas de algoddn de unos 20 6 25
cm de altura, con unas 4 hojas verdaderas. A una
de las hojas mas jovenes se le fija una caja-pinza

sujeta mediante un palito de madera, con unas
40 hembras adultas en su interior, de manera que
los individuos queden en el envés de la hoja y se
mantiene durante 48 horas (Fig. 1).

Transcurrido este periodo de tiempo, se procede
al desmontaje del ensayo, se quita la caja-pinzay
se aspira la mosca. A cada planta se le asigna un
nimero y se introduce en una jaula de malla
como las que se utilizan para la cria, que se
mantendra en el laboratorio durante 12 dias.

Transcurrido este tiempo, suficiente para
alcanzar el estadio N2, se observa cada planta en
la lupa binocular, y con un rotulador permanente
se van marcando una por una las ninfas N2 hasta
llegar a un maximo de 30 (Fig. 2).

Una vez marcadas las 21 plantas que se utilizan
para cada bioensayo (6 dosis mas un control y 3
repeticiones para cada una), se reparten por
dosis, de manera que el nimero de ninfas en
cada repeticion sea lo mas homogéneo posible
(sélo en los casos en los que no se alcanzan los 30
ninfas/hoja)

Se separan las plantas que se tratan con cada
dosis, se preparan las 6 dosis necesarias y el
control, todas ellas con agua destilada y mojante,
y se procede al tratamiento (Fig. 3). Este se lleva
a cabo introduciendo por completo la hoja con
las ninfas durante 10 segundos en la dosis
correspondiente. Al sacarla se deja que gotee el
exceso de liquido y se dejan secar al aire entre 30
y 60 minutos.

Transcurrido ese periodo de tiempo, una vez que
las plantas estan secas, se introducen en la jaula
en la que estaban antes de tratamiento, y se
mantienen de nuevo en el laboratorio hasta el
momento del conteo de la mortalidad, dia 30
desde que se inici6 el bioensayo. Se ha fijado este
periodo de tiempo, porque en estudios previos se
ha visto que en las condiciones de nuestro
laboratorio es el tiempo necesario para que
todos los huevos lleguen al menos a estado de
pupa. Por ello, en el conteo, se consideran como
individuos vivos aquellos que se han desarrollado
hasta llegar a estado de pupa, y también los
exuvios (el adulto ya ha emergido). Por otro lado,
se consideran muertos los huevos no
eclosionados, y tanto las ninfas muertas como
aquellas ninfas que a pesar de tener buen
aspecto auin no han llegado a estado de pupa (Fig.
4).

2.4 Bioensayos de sinergistas

Este tipo de bioensayos se realizan para poder
determinar que posibles mecanismos estan
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implicados en la resistencia a insecticidas. Se
basan en afiadir un producto que por si sélo no
tiene efecto plaguicida, pero sin embargo cuando
se le aflade a los insecticidas, éstos incrementan
su actividad. Los sinergistas utilizados en este
estudio seran el butdxido de piperonilo (PBO), el
S,S,S tributil fosforotritioato (DEF) y el dietil
maleato (DEM). EI PBO es un inhibidor del
citocromo P450, el DEF inhibe las esterasas y el
DEM inhibe glutation-S-transferasas (GSTs).

La metodologia de estos bioensayos es similar a
los descritos anteriormente. Se diferencian en
que dos horas antes de ser tratadas las plantas
con el insecticida se realiza un tratamiento con el
sinergista. Todas las plantas son tratadas con una
Unica dosis subletal y se deja un control para
asegurarnos que realmente el sinergista por si
sélo no tiene efecto sobre B. tabaci. El resto del
bioensayo sigue los pasos de un bioensayo
normal.

2.5 Fecundidad y fertilidad

Se utilizan plantulas de algoddn de unos 20 6 25
cm de altura, con unas 4 hojas verdaderas. A una
de las hojas mas jovenes se le fija una caja-pinza
sujeta mediante un palito de madera, con unas
30 hembras adultas en su interior, de manera que
los individuos queden en el envés de la hoja y se
mantiene durante 48 horas (Fig. 1).

Transcurrido este periodo de tiempo, se procede
al desmontaje del ensayo, se quita la caja-pinzay
se aspira la mosca y se cuentan. En cada planta se
cuentan los huevos depositados, obteniendo la
fecundidad media por hembra. Las hojas se
vuelven a leer a los 8 dias para estimar el
porcentaje de huevos eclosionados (fertilidad).

3. Resultados

Se espera llegar a conocer los mecanismos
implicados en la resistencia a insecticidas en B.
tabaci y el coste ecoldgico que conllevan. Todo
ello nos ayudara a disefiar estrategias eficaces de
manejo de la resistencia.
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Poblaciones

Poblacién Resistente a
KO Susceptible
KOPIME Pimetrozina
KOAZA Azadiractin
KOBU Buprofecin
KOPIX Piriproxifén
KOPIB Piridabén
KOALFA Alfa-cipermetrin
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Figura 1. Cajas-pinza en pldntulas de
algodon

Figura 2. Marcado de ninfas en hojas de
algoddn

Figura 4. Pupa viva y ninfa muerta de B.
tabaci
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caracterizacion de su papel en la biologia del virus y uso como
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RESUMEN

El virus del mosaico del pepino dulce (Pepino mosaic virus, PepMV) se ha convertido
en un factor limitante para la produccion y calidad del tomate en la Region de Murcia.
Aunque se ha descrito la existencia de algunas posibles fuentes donadoras de
resistencia a PepMV, éstas parecen parciales, controladas por genéticas complejas y
especificas de cepa viral. Por lo tanto, se hace necesario abordar estrategias
alternativas para el desarrollo de variedades de tomate resistentes a PepMV. Esta es
la finalidad de este trabajo, cuyo fundamento es el siguiente: Los virus son parasitos
obligados que necesitan de la maquinaria celular del huésped para su multiplicacién.
La mutacién o pérdida de los factores del huésped que son requeridos por los virus
para completar sus ciclos (factores de susceptibilidad) puede dar lugar a alelos
recesivos que confieran resistencia a virus. Asi pues, el presente trabajo, que parte de
resultados obtenidos por el grupo de Patologia Vegetal del CEBAS-CSIC, pretende
identificar las proteinas de tomate que interaccionan con las proteinas de PepMV (i.e.,
caracterizar el interactoma de PepMV) con el objetivo de identificar factores de
susceptibilidad al virus para su posible uso como dianas de mejora de resistencias.

Palabras clave: Interactoma, silenciamiento, VIGS, resistencia, tomate.

1. Introduccion

El virus del mosaico del pepino dulce (Pepino
mosaic virus, PepMV) se ha convertido en un
factor limitante para la produccion y calidad del
tomate en la Regidon de Murcia. Aunque se ha
descrito la existencia de algunas posibles fuentes
donadoras de resistencia a PepMV, éstas parecen
parciales, controladas por genéticas complejas y
especificas de cepa viral. Por lo que se hace
necesario buscar estrategias alternativas para la
creacion de variedades resistentes a PepMV.

El virus del mosaico del pepino dulce (PepMV) se
detectd por primera vez en el aflo 1974 en Peru
en plantas de pepino dulce (Solanum muricatum
Aiton) infectadas. En 1999, se detectdé por
primera vez en planta de tomate en cultivo bajo
invernadero en Holanda [1]. En la actualidad se
ha detectado PepMV en varios paises de América
del Norte y del Sur, Europa, Africa y Asia. En
Espafia la mayor incidencia de la enfermedad se
da en las provincias de Murcia, Almeria y en el

archipiélago canario [2,3]. En algunas de estas
comunidades autdénomas, como la Region de
Murcia, las pérdidas alcanzaron hasta el 40% de
la produccion en parcelas afectadas en el afio
2000 [4]. Los sintomas causados por este virus
son muy variables dependiendo de la variedad de
tomate afectado, el estado fenoldgico de la
planta, las condiciones ambientales (luz vy
temperatura) y el aislado de PepMV que infecte
la planta. Los principales sintomas comprenden
mosaicos verdes, amarillos vy brillantes,
abullonados, filimorfismos, estriaduras verdes en
tallo. En fruto maduro puede presentar mosaicos
0 maduracién irregular ademds de afectar al
rendimiento de la planta. Estos dafios se ven
atenuados a temperaturas superiores a 252C [4].
Por el momento, no se han identificado vectores
especificos para este virus, pero su eficiente
transmision mecanica y la alta estabilidad de su
particula viral pueden estar facilitando
notablemente su rapida extension [5].
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A nivel molecular el genoma de PepMV esta
compuesto por una cadena de RNA de sentido
positivo con un tamafio de 6,4 kb [6] que
contiene 5 ORFs. El ORF mds proximo al extremo
5’ codifica la replicasa viral, una RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp) (163-164 kDa). Los
ORFs 2, 3 y 4 se solapan parcialmente en
diferentes marcos de lectura, poseen la
organizacion tipica del bloque triple de genes de
potexvirus (triple gene block, TGB), y codifican
péptidos de 26, 14 y 9 kDa, respectivamente. El
ORF mas cercano al extremo 3’ codifica la
proteina de la capsida (CP), con un tamafio de 25
kDa. La estrategia de expresién de los ORFs
codificados por el genoma de PepMV
presumiblemente sea la misma que la de otros
potexvirus, de forma que el gRNA actuaria como
mensajero para la expresion de la replicasa viral
mientras que los ORFs préximos al extremo 3’ se
expresarian a través de RNAs mensajeros
subgendmicos (sgRNAs).

Los métodos de control de las enfermedades
inducidas por PepMV incluyen esencialmente la
destruccién de plantas infectadas y la prevencion
de la transmisidn del virus mediante medidas
higiénicas durante el cultivo y la propagacién de
material vegetal. Seria muy deseable poder
contar con variedades comerciales de tomate
resistentes a PepMV, pero de momento no existe
en el mercado ninguna de estas variedades. Si se
ha descrito la existencia de algunas posibles
fuentes donadoras de resistencia, como por
ejemplo la entrada LA 1708 de Solanum
peruvianum. Sin embargo, las fuentes de
resistencia a PepMV descritas por el momento
parecen consistir en resistencias parciales,
controladas por genéticas complejas y a menudo,
especificas de cepa viral [7]. Es por tanto
conveniente y oportuno abordar estrategias
alternativas para la identificacién de nuevas
fuentes de resistencia a PepMV. En este trabajo
se plantea la identificacion de las proteinas de
tomate que interaccionan con las proteinas de
PepMV (i.e., caracterizar el interactoma de
PepMV) con el objetivo de identificar factores de
susceptibilidad al virus para su posible uso como
dianas de mejora de resistencias. Asi pues, la
hipdtesis de partida de este trabajo consiste en
que al menos una parte de las proteinas de
tomate que interaccionen con las proteinas de
PepMV sean probablemente utilizadas por el
virus en alguna fase de su ciclo; la modificacion o
ausencia de alguna de estas proteinas puede
tener como consecuencia la ausencia de
multiplicacion del virus. Estas proteinas del
huésped, denominadas factores de

susceptibilidad, constituyen dianas para Ia
mejora biotecnoldgica de resistencias. Es
importante destacar que existen técnicas
descritas de forma relativamente reciente (ej.
TILLING) que hacen que esta mejora
biotecnolégica no deba pasar necesariamente
por la obtencién y uso de plantas transgénicas.
Por tanto este trabajo se basa en la generacion
de mutantes de predidad de susceptibilidad
mediante la identificacion de proteinas del
huésped que interaccionan con proteinas
codificadas por el genoma viral. Hasta el
momento se han identificado 26 interactores y 9
pardlogos con la técnica de Yeast two-hibrid y con
la finalidad de identificar entre estos interactores
aquellos factores cuyo silenciamiento esté
asociado con la pérdida de susceptibilidad a
PepMV se va a emplear la técnica de VIGS.

2. Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal

El material vegetal empleado van a ser como
planta modelo Nicotiana Benthamina vy
posteriormente se reproduciran los resultados
en tomate var. “Moneymaker”.

2.2 Métodos

La principal técnica a emplear en este trabajo es
el silenciamiento de genes inducido por virus
(VIGS). VIGS es un método relativamente rapido
de silenciamiento de genes de planta que
permite la descripcion de su funcién. La
popularidad de este método puede ser atribuida
a cuatro razones. La primera de ellas es que es
un sistema simple que se basa en |la
agroinfiltracion de las plantas. En segundo lugar,
los resultados se obtienen de forma rapida de
dos a tres semanas de la post-inoculacion. En
tercer lugar, la tecnologia no pasa por etapas de
transformacién y por lo tanto es aplicable al
numero de especies de plantas y por ultimo es un
método con gran potencial ya que permite
silenciar genes multicopia.

VIGS se basa en el ARN de interferencia (ARNi),
que se basa a el silenciamiento de la expresion
génica mediada por un pequefio fragmento de
ARN especifico.

3. Resultados y Discusion

Los resultados esperados se basan en la
identificacidn entre los interactores de la TGBp1,
aquellos factores cuyo silenciamiento esté
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asociado con la pérdida de susceptibilidad a
PepMV, asi como caracterizarlos y estudiar sus
mecanismos de interaccidn.
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RESUMEN

La presente propuesta de Tesis se centra en el estudio de procesos microbioldgicos y
biogeoquimicos ligados a ciclos del carbono y nutrientes en el sistema planta-suelo-
agua de humedales afectados por aguas con diferente grado de eutrofizacion, a fin de
determinar en qué medida la presencia o no de planta, la carga de nutrientes y los
periodos de inundacién-desecacion influyen en la capacidad de estos sistemas para
secuestrar carbono y actuar, al mismo tiempo, como filtros verdes y si esta funcién
afecta a la produccion de gases de efecto invernadero (N,0, CO, y CHy). El experimento
se realizard en mesocosmos experimentales sometidos a periodos de inundacion-
desecacidn con dos aguas de diferente composicidn, una con alta carga de nutrientes
y otra con baja carga. Se haran tres repeticiones por tratamiento: sin planta+baja carga
de nutrientes; sin planta+alta carga de nutrientes; con planta+baja carga de nutrientes
y con planta+alta carga de nutrientes. La utilizada elegida sera Phragmites australis.
Se medira regularmente Eh, pH y temperatura del suelo y paralelamente se extraera
la solucién edafica para el andlisis de N, P, C y metales. Se tomaran muestras de suelo
para el analisis quimico y microbioldgico. Se cogeran muestras de los gases emitidos
desde la superficie para la determinacion de las concentraciones de N,O y CHyy se
medird “in situ” el CO, desprendido. Ademads, se cuantificaran y analizaran los
drenajes, recogidos tras cada periodo de inundacién, y también se estudiara la
descomposicion de hojarasca mediante bolsitas de hojarasca.

Palabras clave: Filtros verdes; gases efecto invernadero; Phragmites australis; desnitrificacion

1. Introduccion

El papel que desempefian los humedales frente a
la contaminacién por excesos de nutrientes en
suelos y aguas es objeto de investigacion desde
hace décadas. Los suelos, generalmente de
textura fina, la elevada biomasa vegetal y las
reducidas tasas de mineralizaciéon de la materia
organica a causa de la hidromorfia y la salinidad,
confieren a estos ambientes una elevada
capacidad de fijacion de sustancias. Numerosas
experiencias han demostrado su efectividad en la
retencidn de excesos de nutrientes, por lo que los
humedales se han considerado como filtros
naturales, al depurar las aguas antes de que se
viertan a los cauces principales o al mar, lo que
proporciona evidentes beneficios sin que se
requieran mas inversiones que la adecuada
conservacion y manejo del propio ecosistema (de

ahi que muchas veces se les denomine filtros
verdes).

Pero hay que tener en cuenta que los humedales
son una de las principales fuentes emisoras de
gases de efecto invernadero (N,0, CHsy CO,). Por
un lado, cuando los suelos estan saturados los
procesos de respiracién anaerobia de los
microorganismos llevan a la emisién de N,O vy
CH4, siendo escasa la emision de CO,. Por el
contrario, cuando los humedales se drenan se
produce la estimulacion de la respiracion aerobia
y como consecuencia se dan picos de emision de
CO,. En este sentido, conocer el balance de
carbono fijado como CO; frente al emitido como
CO, y como CH,4 ayuda a valorar si los humedales
estan actuando como sumideros o emisores de
carbono. Igualmente, conocer el balance entre la
cantidad de NOs" y fosforo retirados de un agua
eutrofizada y el N,O emitido en los procesos de
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respiracion anaerobia ayuda a valorar en qué
medida los aspectos negativos de estos sistemas
pueden verse o no compensados por los
positivos.

La Marina del Carmoli, un saladar perteneciente
al término municipal de Cartagena (Murcia), es el
mayor humedal de la costa del Mar Menor. A él
van a parar diversos cauces cuyas aguas estan
eutrofizadas por exceso de nutrientes [1] que se
van perdiendo al fluir a través del humedal [2,3],
de manera que cuando llega al Mar Menor esta
practicamente depurada. Estudios realizados en
condiciones controladas han demostrado que la
desnitrificacion es el principal mecanismo por el
que los nitratos son retirados del agua [4]
jugando la vegetacion un papel secundario.

El objetivo general de este trabajo es estudiar los
procesos microbioldgicos y biogeoquimicos
ligados a los ciclos del N, P y C en el sistema
planta-suelo-agua de humedales afectados por
aguas con diferente grado de eutrofizacidn, a fin
de determinar en qué medida la presencia o no
de planta (Phragmites australis), la carga de
nutrientes y los periodos de inundacion-
desecacion influyen en la capacidad de estos
sistemas para secuestrar C y actuar, al mismo
tiempo, como filtros verdes y si esta funcidn
afecta a la produccion de N,0O, CO; y CH,.

Los objetivos especificos se concretan en:

1. Determinar en qué medida los humedales
actuan como depuradores de altas
concentraciones de NOs™ y PO,*.

2. Determinar en qué medida la descomposicidon
del “litter” procedente de Phragmites australis
esta influenciada por la presencia de elevados
contenidos en N, P y carbono organico disuelto
en el agua.

3. Determinar en qué medida la actividad
microbiolégica del suelo esta influenciada por la
presencia de elevados contenidos en N, P vy
carbono organico disuelto en aguas eutrofizadas
y si esto estd relacionado con la presencia o
ausencia de planta.

4. Determinar en qué medida el desprendimiento
del N,O, CO, y CH4 estd influenciado por la
presencia de elevados contenidos en N, P vy
carbono organico disuelto en aguas eutrofizadas
y si esto esta relacionado con la presencia o no de
planta.

5. Determinar el impacto que puede causar sobre
el balance de C organico, N y P en el sistema
planta-suelo-agua de los humedales el hecho de

gue éstos reciban agua eutrofizada y en qué
medida dicho efecto puede estar condicionado
por la presencia o no de planta.

2. Materiales y Métodos

2.1 Montaje de los mesocosmos

Los mesocosmos se fabricardn con metacrilato
de 1 cm de espesor, de dimensiones 100x50x50
cm. Cada mesocosmos dispondra de un grifo en
uno de los laterales para poder ser drenados
cuando corresponda. Se recubrirdn con un
plastico negro para simular la oscuridad del perfil
del suelo.

2.2 Toma de muestras en el campo y su

colocacién en los mesocosmos

Los mesocosmos se rellenaran con suelo, arena 'y
plantas de Phragmites recogidos en la Marina del
Carmoli. Se colocara primero una capa de unos
15 cm de arena y encima de ella unos 25 cm del
suelo, y en los tratamientos con carrizo, las
plantas. De esta forma se tendra: abajo un
horizonte C arenoso y arriba un horizonte A de
textura fina. El experimento se realizara en la
ESEA de la ETSIA.

2.3 Equipamiento de los mesocosmos

Cada mesocosmos se equipard con:

- 3 electrodos de pH, y 3 de Eh, en el
horizonte Cy 3 de cada en el A.

- 6 sondas Rhizon® para la extraccién de la
solucién edafica en el horizonte Cy 6 en el A.

- 2 anillos de PVC @10 y 5 cm de profundidad,
insertados en la superficie para el posterior
acoplamiento de cdmaras para la recogida de
los gases emanados desde el suelo.

- en cada uno se colocaran 32 bolsas de nylon con
2,5 g de hojarasca de Phragmites para estudiar su
descomposicion.

2.4 Desarrollo del experimento

2.4.1 Tratamientos

El trabajo consistirda en someter a los
mesocosmos a periodos de inundacion-
desecacion con 2 aguas de diferente carga de
nutrientes y similar salinidad a lo largo de unos
12 meses, de manera que tengamos 6 periodos
completos de inundacién-desecacidn. Las fases
de inundacién duraran unas 3-4 semanas y las de
secado de 2 a 3 semanas.
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La composicién del agua con alta carga de
nutrientes serd: NOs ~ 200 mg L%, POs* ~ 10 mg
L, COD ~ 100 mg L%, CI" ~ 2500 mg L, SO,* ~
1000 mg L, Ca?*~300 mg LY, K*~ 100 mg Ly
Na* ~ 1500 mg L. La composicién del agua con
baja carga de nutrientes serd en cuanto a NOs’,
PO,> y COD unas diez veces menor que la
anterior y en cuanto a sales, similar al agua con
alta carga de nutrientes.

2.4.2 Parametros a monitorizar durante el
experimento.

- Regularmente en la solucion del suelo.
Valores de pH, Eh, CE, T2 y contenidos de
nitrégeno y carbono disueltos totales (NDT y
COS, respectivamente), NOs’, NH,*, PO,*, Fe,
Mn, Pby Zn.

- Regularmente en los drenajes. Valores de
pH, CE y contenidos de NDT, COS, NOs", NH,*,
PO, Fe, Mn, Pby Zn.

- Regularmente en el suelo. Se determinara el
carbono de la biomasa microbiana del suelo
(CBM) 'y se monitorizaran diversas
actividades enzimaticas: fenol oxidasa, B-
glucosidasa, proteasa, quitinasa y
deshidrogenasa.

- Alinicioy al final en el suelo. Los contenidos
en carbono organico, nitrégeno y fdsforo
totales. Se hard una extraccion secuencial de
P para determinar en qué forma éste es
retenido.

- Regularmente en los gases emanados desde
el suelo. Se medira el N,O, CHy y COs.

- Regularmente en la hojarasca. Los
contenidosen C, N, Py Fe, Mn, Pby Zn.

- Al inicio y al final en la vegetacion. La
biomasa aérea y subterranea de Phragmites,
asi como los contenidos en C, N, Py Fe, Mn,
PbyZn.

2.4.3 Procedimientos para la toma de datos vy
muestras

- Medida de las condiciones fisico-quimicas. El pH
y Eh se medirdn, para cada profundidad, por
medio de los electrodos instalados en los
mesocosmos. La T2 se medira en el horizonte A
mediante termdmetros insertados en el suelo en
el momento de los muestreos.

- Recogida de la solucién del suelo. Las muestras
de la solucién se recogerdn por medio de los
muestreadores Rhizon® acoplados a jeringas de
succién.

- Recogida de los drenajes. Al finalizar cada fase
de inundacidon se abriran los grifos de los
mesocosmos y se recogeran los drenajes en
contenedores de plastico. Se cuantificard el
volumen recogido y se tomaran las muestras para
su analisis.

- Recogida de muestras de suelo. Al inicio y al final
del experimento se recogeran muestras de suelo
y arena para identificar los cambios en los
contenidos de carbono organico, nitrégeno y
fosforo totales. Para las muestras de superficie se
extraera un volumen conocido, a fin de
determinar la densidad aparente y poder calcular
los stocks totales de C, N y P en cada tratamiento.
Ademds, cada vez que finalice un ciclo de
inundacién y un ciclo de secado también se
recogeran muestras de suelo superficial para
hacer el seguimiento de los parametros
microbiolégicos.

- Recogida de los gases emanados desde el suelo.
Para el muestreo de gases se utilizaran las
camaras de PVC descritas en el apartado 2.3. A
primera hora de la mafiana se acoplaran las
camaras sobre los anillos instalados en los
mesocosmos. Con ayuda de una jeringa, se
inyectaran en ellas unos 100 mL de acetileno,
para bloquear la transformacién del N,O en N; [5]
y asi poder detectar el primero de los gases en
caso de que estuviera presente en la atmdsfera
de la cdmara. Tras 2 horas se extraeran 10 mL de
aire de las camaras, que se inyectaran en un
vacutainer para su posterior andlisis. Alas4 hya
las 6 h se sacaran de nuevo muestras.

- Recogida de la hojarasca. Cada vez que finalice
una fase de inundacion y una de secado se
cogeran 2 bolsas de hojarasca por cada
mesocosmos. Se lavard, se secard a 509C y se
pesara para su cuantificacion.

- Al final del experimento se recolectara toda la
biomasa aérea de carrizo. Para cuantificar la
biomasa subterranea se extraerd un volumen de
suelo conocido de cada mesocosmos. Los
resultados se presentaran como a biomasa seca
la 50 °C.

2.4.4 Anidlisis

NDT y COS. Analizador TOC-VCSH Shimadzu. NOs
. Segun [6], NH4* seglin [7] y PO4* segun [8]. N,O
y CHs con un cromatdgrafo de gases. CO,. Se
medird “in situ” utilizando el equipo CIRAS-2.
Carbono orgdnico y nitrégeno totales. Analizador
automatico. Fésforo total por Fluorescencia de
Rayos-X. Extraccion secuencial de P segun [9] y
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[10]. Actividades enzimaticas y carbono de
biomasa microbiana. Segun [11] y [12] y [13].

3. Resultados Esperados y Discusion

Los resultados esperados del experimento serian
los siguientes:

El potencial redox se espera que caiga en las
inundaciones debido a condiciones de anoxia y
que aumente en los periodos de secado al
producirse condiciones Oxicas.

Cabe esperar que Phragmites favorezca el
intercambio gaseoso en el entorno rizosférico asi
como la movilidad de los solutos disueltos
homogeneizando.

Se espera mayor actividad microbiana en los
tratamientos con agua eutrofizada.

Se espera que la dinamica de los metales solubles
esté ligada a los cambios en las condiciones
redox.

Se espera una alta efectividad en la capacidad de
depuracion de los humedales
independientemente del tratamiento. No
obstante se espera un comportamiento diferente
en cuanto al desprendimiento de gases de efecto
invernadero y los procesos asociados con el
comportamiento biogeoquimico y
microbiolégico: en los tratamientos con agua
eutrofizada se espera una mayor emision de N,O,
CH4 Yy COz.

En cuanto al balance de carbono, se espera que
los sistemas altamente eutrofizados
probablemente tengan una respuesta distinta a
los menos eutrofizados. El balance entre las tasas
de descomposicion y la acumulacién de biomasa
determinard su papel como sumideros de
carbono.
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RESUMEN

Uno de los principales retos socio-politicos mas actuales es la consecucion del uso
sostenible de los recursos naturales. En este contexto el objetivo propuesto es
entender y valorar las relaciones de la sociedad con los servicios proporcionados por
los ecosistemas urbanos e hidricos y utilizar ese conocimiento para promover un uso
sostenible de los recursos. Los estudios que se van a desarrollar estaran orientados a
mejorar la gestion de los espacios verdes de la ciudad de Cartagena. Para la
consecucion del objetivo se evaluaran los factores socio-econdmicos y ambientales
que influyen en el valor de las zonas verdes en la ciudad de Cartagena (Murcia) con
el fin de poder determinar el valor econdémico total de los mismos y poder establecer
una relaciéon con los beneficios que aporta a la sociedad.

Los resultados obtenidos permitiran desarrollar politicas de gestién de los recursos
disponibles en la ciudad que permitan establecer un protocolo de actuacién
sostenible sobre estas zonas verdes objeto del estudio.

Palabras clave: servicios ecosistémicos; valoracion contingente; parques y jardines.

1. Introduccion

Desde el lanzamiento de la Evaluacion de los
Ecosistemas del Milenio [4], los ecosistemas
han sido ampliamente reconocidos como
activos de capital natural de apoyo y prestacién
de servicios, los cuales son de gran valor para
los seres humanos. Hay un creciente
reconocimiento de la funcidon que desempefian
los ecosistemas en el suministro de bienes y
servicios que contribuyen al bienestar humano,
y de los efectos de las acciones humanas sobre
los ecosistemas. La estimacion del valor
econdmico total de los servicios ecosistémicos
desempefian un papel importante en la
conservacion y mantenimiento basico de los
ecosistemas [5, 6, 8], siendo de gran relevancia
para la politica y toma de decisiones a nivel
local, nacional y global [7].

El desconocimiento del valor de un recurso
puede conducir al detrimento y agotamiento
de los servicios ecosistémicos. Como
consecuencia, el enfoque por la Evaluacién de
Ecosistemas del Milenio [4 ]estd siendo cada
vez mas aceptado tanto a nivel académico
como politico. Esta aceptacion ha producido un
crecimiento exponencial en los estudios que
abarcan el marco de la Evaluacion de
Ecosistemas [2, 3].

En este sentido, los espacios verdes urbanos
van a proporcionar unos servicios sociales y
ambientales relacionados con su uso, y con el
no uso de los mismos. A pesar de la
importancia que tienen estos espacios y de los
servicios que proporcionan para la ciudadania,
la comunidad cientifica no ha profundizado en
esta materia. Tampoco se ha valorado el papel
del agua en estos servicios en zonas de escasez.

Sin embargo, en zonas semidridas donde el uso
de agua de riego es necesario para el
sostenimiento social y la escasez de agua es
predominante, el mantenimiento de estos
espacios verdes se puede ver comprometido
debido a la elevada demanda de agua y sus
asociados costes de mantenimiento.

A pesar de que existen otras opciones para
crear incentivos econdmicos que permitan
ahorrar agua, las cuestiones equitativas son
criticas en el desarrollo de instrumentos
efectivos y politicamente aceptables. Ademas,
los instrumentos econdmicos no pueden actuar
pos si mismos de forma aislada, sino que
deberan estar enmarcados dentro de un
contexto institucional en el cual se definan los
derechos de propiedad y el conjunto de normas
y reglas que lo regulan.
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2. Materiales y Métodos

El estudio se realizard dentro del Término
Municipal de Cartagena, en la Region de
Murcia, situado al sureste de Espafia. Este
Termino Municipal dispone de algo mas de 3
millones de Zonas Verdes segun el Plan de
Ordenacion General Urbana (P.G.0.U.) de
Urbanismo del Ayuntamiento de Cartagena,
superficie sobre la que se mantiene ajardinada
aproximadamente la mitad la misma, lo que
supone para los 220.000 habitantes del mismo
en torno a 7m? de espacios verdes urbanos por
habitante.

La Organizacion Mundial de la Salud
recomienda, entre otras cosas, evitar zonas
desprovistas de vegetacién sobredotadas de
equipos e instalaciones o disponer de un ratio
de proporcionalidad minimo comprendido
entre 15 m? y 20 m? de jardines por habitante.

Para la consecucion del objetivo de la tesis se
realizard una exhaustiva revision de la literatura
sobre opciones politicas que promuevan la
gestion sostenible de los espacios verdes
urbanos y el uso sostenible del agua, tanto
desde el punto de vista de la oferta como de la
demanda, asi como de estudios de valoracién
sobre espacios verdes urbanos realizados
internacionalmente.

Se identificaran métodos de gestién de los
espacios verdes urbanos, en base a criterios de
sostenibilidad socio-econdmica y ambiental, y
se estimaran los beneficios asociados a los
servicios ecosistémicos que proporcionan los
espacios verdes urbanos. Se cuantificard el
valor econdmico total, que incluye tanto
valores de uso como de no uso, asociado a
dichos espacios en la ciudad de Cartagena
(Murcia) donde existen numerosos jardines
histéricos. Para ello se empleardn de técnicas
de valoracion que permitan determinar la
relacion existente entre dichos valores y los
beneficios que aportan los espacios verdes a la
sociedad [1] como los métodos de preferencias
establecidas. Por otra parte, también se
estudiara la heterogeneidad en la demanda de
estos servicios, lo que permitird la introduccién
de politicas de gestién integradas en el
contexto social e institucional y acordes con un
proceso de participacion publica.

Posteriormente se identificaran los servicios
asociados a estos ecosistemas y los costes de
mantenimiento, prestando especial interés al
uso del agua y a su coste de oportunidad. A
continuacién se llevard a cabo un estudio
basado en la aplicacion de métodos de

preferencias establecidas dirigidas a los
diferentes agentes implicados. Finalmente,
estas estimaciones se integraran en un Analisis
Coste-Beneficio que permitira evaluar de forma
global las contribuciones al bienestar social de
los espacios verdes urbanos.

Los resultados del estudio duraran 3 afios y
proporcionaran informacion relativa a los
costes y beneficios que proporcionan los
servicios ecosistémicos de los diversos espacios
verdes urbanos de la zona de estudio y el
beneficio asociado a la asignacion del uso del
agua. Asi mismo, esto permitird proporcionar
informacion Gtil a los responsables de la
asignacion de recursos naturales y econdmicos
para que puedan realizar una asignacion de los
mismos eficiente y sostenible.

Los resultados globales permitiran Ia
elaboracion de un nuevo disefio de las
estructuras de gestién los espacios verdes
urbanos y del uso del agua de riego sostenible
gue permitira a los responsables de la toma de
decisiones realizar politicas de gestion de los
recursos naturales eficientes, equitativas vy
sostenibles que permitan un equilibrio
econdémico, social y ambiental de dichos
espacios verdes urbanos.

Los datos obtenidos seran recopilados de
forma aleatoria entre diferentes grupos de la
sociedad en el Término Municipal de Cartagena
y las estimaciones se realizardn con el
programa estadistico Stata.

La direccidn del trabajo se llevara a cabo por el
Profesor del Departamento de Economia de la
Empresa, D. Francisco José Alcdn Provencio
perteneciente al grupo de Investigacion D018-
01, Economia Agraria.

3. Resultados y Discusion

Con este trabajo se espera obtener unos
valores significativos que permitan determinar
la relacién coste-beneficio asociada a los
espacios verdes urbanos del Municipio de
Cartagena y a los servicios que proporcionan a
la sociedad. Estos valores, junto al patrén de
heterogeneidad de la demanda de servicios,
permitird establecer nuevas politicas de gestion
de los recursos disponibles en la ciudad y crear
nuevos protocolos de actuacién sostenible
sobre todas estas zonas verdes objeto del
estudio.
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RESUMEN

Se ha considerado a la Cuenca del Rio Segura, localizada en el Sureste de Espafia,
como darea de estudio. En esta cuenca semidrida las necesidades hidricas del sector
agricola representan el 80 % del uso total del agua. El aumento de fiabilidad en la
estimacién de la evapotranspiracion real (ETeal), se traduce en mayor conocimiento
de la necesidad hidrica real del cultivo. Se propone estimar ET., aplicando
algoritmos que permitan el cambio de escala (upscaling): (i) a escala de parcela
donde se dispone de imagenes de alta resolucion espacial Landsat (e incluso Sentinel
cuando esté disponible), y de datos al suelo medidos en parcelas experimentales
para realizar validaciones de resultados,(ii) a escala de cuenca y en base a imagenes
de moderada resolucion espacial (sensor MODIS) y alta resolucién temporal,
aplicando los algoritmos previamente validados, y su integracion para el cierre de los
balances hidricos a escala mensual. Esta informacion se integrara con datos del Plan
Hidroldgico de la Cuenca del Rio Segura y otras fuentes de informacion. El objetivo es
obtener, evaluar y estandarizar informacion detallada, incluyendo trasvases vy
recursos desde otras fuentes no convencionales con el fin de analizar y demostrar el
potencial de la gestidn, y las medidas para reducir la escasez hidrica en esta region
propensa a la sequia. El Sistema de Contabilidad Hidrica (SCH) para la cuenca,
complementara los balances de recursos hidricos a nivel europeo con datos locales
mediante una soluciéon innovadora en base a Sistemas Informacidn Geografica (SIG).

Palabras clave: Sistemas de Informacion Geografica, imagenes de satélite, balance
hidrico, Sistema de Contabilidad Hidrica.

1. Introduccién y Objetivos

La Cuenca del Rio Segura (Fig. 1), caracterizada
por un clima semiarido, ha sufrido una
profunda transformacion espacial debido a un
incremento de la superficie regada en zonas
donde no existen cauces de régimen
permanente. En esta cuenca el sector agricola
(regadios) representa cerca de 80% de la
demanda total de agua de la Cuenca [5] por lo
que el conocimiento y seguimiento de las
diferentes demandas agricola es fundamental
para el uso racional del recurso.

En este contexto, el seguimiento y Ia
cartografia de la evapotranspiracién real (ETreal)
a partir de informacion satelital representa una
fuente de informacién valiosa para los
agricultores como para las Comunidades de
Regantes y las Confederaciones Hidrograficas.

Los objetivos son (i) estado del arte en la
estimacién de ET.. desde teledeteccion, y su
aplicaciéon en la estimaciéon de necesidades

hidricas de los cultivos, recopilar y evaluar la
disponibilidad de agua de datos y las
demandas, tanto en el tiempo, el espacio y en
el dambito sectorial, principalmente de
existentes estudios y documentos (ii)
desarrollar una herramienta (modelo de datos
e integracion en Sistema de Informacién
Geografico o SIG) que permita incorporar los
mapas de ETrea en un Sistema de Contabilidad
Hidrica (SCH) a escala de cuenca; y finalmente
(iii) integrar SCH con datos del plan hidrolégico
de cuenca, demostrando el potencial de las
medidas de gestion y tecnoldgicas para luchar
contra la escasez hidrica y sequia a escala de
demarcacion hidrogréfica y su uso para la
planificacidn local.

Para ello se prevé aplicar metodologias para la
estimacion y la cartografia de ET,e a partir de
imagenes satelitales de media y alta resolucion
espacial. En una primera etapa, se validan los
algoritmos integrados en un entorno SIG, con
medidas de ET.. llevadas a cabo con la técnica
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de covarianza de remolinos en dos parcelas de
naranjos del Campo de Cartagena (ubicada en
la Cuenca del Rio Segura). En una segunda
etapa, se aplican los algoritmos validados para
estimar las distribuciones espacio-temporales
de ET,eal @ escala de cuenca y para un periodo
largo de tiempo (10-15 afios). En una tercera
etapa, se incorporan los mapas de ETia a
escala de cuenca en un modelo de datos
disefiado para facilitar la aplicacién del SCH
para la Cuenca del Segura. Este sistema
complementard los balances de recursos a nivel
europeo con datos locales integrando datos del
Plan Hidrolégico de Cuenca (PHC) y otras
fuentes de informacion.

El SCH se trata de una herramienta innovadora
desarrollada en base a un modelo de datos
integrado en un SIG que proporcionara
informacion alfanumeérica y espacial (vectorial y
raster) que se utilizard para la gestidn eficiente
y racional del uso del agua. Los objetivos en
este aspecto se pueden identificar: - definir
niveles de agregacion de informacion, - generar
un modelo de datos relacional que asocie la
informacion espacial y la alfanumérica, y -
definir resultados espaciales y alfanuméricos.
Estos datos espaciales se procesaran de
acuerdo con los de interoperabilidad y servicios
de datos definidos por la Directiva Europea
INSPIRE [3].

2. Materiales y Métodos

Distintos modelos de estimacién de
evapotranspiracion a partir de imagenes de
satélite se aplicaran a diferentes escalas
espaciales, desde nivel de parcela a nivel de
cuenca. En primer lugar, serd necesaria la
correccion radiométrica de las imagenes de
satélite de alta resoluciéon espacial. Las mismas
consisten en: correcciones atmosféricas, de
emisividad, mascaras de nubes, y correccién
topografica en base a un Modelo Digital de
Elevacion (MDE) y sus atributos topograficos
derivados [1]. Se obtienen variables como
indices de vegetacion, fraccion de cobertura
vegetal, emisividad y/o demds variables
requeridas para la aplicacion de los algoritmos
propuestos.

Para su validacién se emplearan medidas de
ET eal llevadas a cabo en dos fincas comerciales
de naranjos, situadas en la comarca de Pozo
Estrecho. Ambas parcelas estan equipadas con
torres de flujos (Fig. 2) que miden ETea con la
técnica de covariancia de remolinos (eddy-
covariance). Validados dichos algoritmos se
aplicaran a  imagenes de satélite de baja
resolucion espacial, considerando una serie

temporal larga de un periodo minimo de al
menos 10 afios de datos.

Para ello serd necesario recopilar informacion
adicional, como por ejemplo valores de
temperaturas (minimas, medias y maximas
diarias), asi como otros indicadores necesarios
para la correccion radiométrica de imagenes de
satélite.

Dichos algoritmos seran incorporados al
toolbox SORPRESA (Sistema Operacional
Regional de PRevisién de Efectos de Sequias
Agudas, [2]) programado en Tcl/Tk y bajo el SIG
GRASS  (Geographical Resources Analysis
Support System).

Una vez obtenidos los datos de
evapotranspiracion, se recopilard y evaluara la
disponibilidad de datos de usos del agua vy
demandas para la estimacion de necesidades
hidricas de los cultivos y el cierre de balances
hidricos siguiendo la metodologia del Sistema
de Contabilidad Ambiental y Econémica para el
agua (SCAE-Agua, [4])

Toda esta informacion georreferenciada, asi
como los balances hidricos, se integrara en una
base de datos espacio-temporal, para lo que
sera necesario el disefio e implementacién de
un modelo de datos relacional que permita de
forma precisa la comprensiéon de los datos, de
acuerdo a la Directiva Europea INSPIRE [3].

Esta informacién sera implementada vy
disponible en el SCH para la Cuenca del Segura
gue proporcionard informacion alfanumérica y
espacial (vectorial y raster) que se utilizara para
la gestidn eficiente y racional del uso del agua.

3. Resultados y Discusion

Con este trabajo se pretende demostrar que es
posible estimar ET,ecs con una buena precision
en base casi exclusivamente a la informacién
proporcionada por imagenes satelitales y con la
suficiente resolucion espacial para detectar la
variabilidad espacial de ET.a y de otros
indicadores biofisicos a escala de parcela.

En este sentido, uno de los objetivos que se
plantea es la identificacion de patrones
espaciales y sectores con problemas de
uniformidad de riego (riego insuficiente o
excesivo), asi como de estrés hidrico.

A partir de esta informacion, considerando
incluso la provista por el PHC y otras fuentes,
serd posible la estimacién de necesidades
agricolas y el cierre de balances hidricos
regionales.
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4. Conclusiones

La determinacion de la distribucién espacial de
pardmetros biofisicos de la superficie terrestre
a partir de imdagenes de satélite permite el
seguimiento de la dinamica de la vegetacidon
natural y de los cultivos, y de su estado
fisioldgico (estrés hidrico, entre otros).

Esta informacidon es de gran utilidad no sélo
para realizar recomendaciones de riego e
identificar zonas con estrés hidrico, sino
también para estimar necesidades hidricas y
derivar componentes del balance hidroldgico.

Mediante el presente trabajo se demuestra el
potencial de las medidas de gestidn,
tecnoldgicas y econdmicas para reducir la
escasez hidrica en esta Regidn propensa a la
sequia.
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Figura 1. Cuenca del Rio Segura: Mosaico
Landsat combinacion falso color, bandas 432.
(Junio 2011).

Figura 2. Imagen de torre de flujo en parcela.
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RESUMEN

El agua es un recurso muy escaso, principalmente en la Region de Murcia. Regidn,
que ha sabido introducir innovaciones tecnoldgicas y ha manifestado una clara
disposicidn por la reutilizacién del agua para aprovechar al maximo ese recurso tan
escaso. Es por ello que este trabajo pretende realizar un analisis de la evolucién de la
depuracién de las aguas residuales durante los Ultimos diez afios, y los actuales
métodos de tratamiento, analizando el origen de las aguas y el destino posterior,
tanto del efluente como de los fangos. Con la finalidad de determinar la eficiencia en
este proceso en cumplimiento de la Directiva Marco de Agua.

La reutilizacién del agua dependera del nivel de tratamiento al que ésta haya sido
sometida. Actualmente, el rendimiento en depuracién se ha incrementado en un
17,38 % de efectividad, lo que conlleva que haya una mayor reutilizacién del recurso

hidrico, sobretodo en el sector agrario.

Palabras clave: Recurso hidrico; Reutilizacion; Eficiencia.

1. Introduccion

El agua no se ha considerado, hasta ahora, un
bien comercial como los demds, sino un
patrimonio que hay que proteger, defender y
tratar como tal [1]. Es fundamental para
satisfacer las necesidades humanas basicas, la
salud, la produccién de alimento, la energia y el
mantenimiento de los ecosistemas regionales,
nacionales y mundiales.

El agua como recurso limitado requiere un uso
eficiente para poder satisfacer las demandas,
respetando el medio ambiente.

El estudio del recurso hidrico en Espafia, ha
tenido y sigue teniendo gran importancia, como
consecuencia de las irregularidades de las
condiciones hidroldgicas de las diferentes zonas.
El aumento de consumo, la diferente
disponibilidad de las aguas segun la cuenca, la
creciente contaminacién y la salinizacién de las
aguas subterraneas son algunas de las piezas
claves que componen el mosaico de la
problematica que se genera alrededor del agua
en Espaia.

Debido al cambio climatico, las estimaciones
solventes cifran entre un 10% y un 20% la
disminucién media en las aportaciones a las
cuencas, esta delicada situacion hidrica es cada
vez mas precaria, ya que los episodios de sequia

se suceden con mayor frecuencia, afectando
mas severamente al sureste y litoral del
mediterraneo espafiol [2].

La reutilizacion del agua es cada vez mas
importante e imprescindible, debido a los largos
periodos de sequias lo que provoca una gran
escasez del recurso hidrico, a la
sobreexplotacidon de los acuiferos [3] y a la
concienciacién de la ciudadania de no generar
mas aportes peligrosos y nocivos al medio
ambiente.

En 1991, por medio de la Directiva 91/271/CEE
[4], se establecen las medidas necesarias para
garantizar la correcta recogida y tratamiento de
las aguas residuales urbanas antes de su vertido,
guedando emplazados los paises miembros de
la Unidén Europea a adecuar los sistemas de
saneamiento y depuracién en todas sus
poblaciones mayores de 2.000 habitantes
equivalentes (h-e) antes del afio 2005.

Los problemas de calidad de las aguas en la
Regién de Murcia se deben fundamentalmente
a la actividad agraria, como consecuencia de la
utilizacion de fertilizantes y plaguicidas, y por los
vertidos tanto industriales como urbanos.

La Ley 3/2000 de Saneamiento y Depuracion de
aguas residuales de la Regién de Murcia [5],
disefia un nuevo sistema de gestidon para la
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resolucion de los problemas planteados por la
contaminacion procedente de las aguas
residuales urbanas.

La Entidad Regional de Saneamiento vy
Depuracién de Aguas Residuales, es |la
encargada de llevar a cabo todas las tareas de
gestidn, conservacion, explotacion y control de
las instalaciones publicas de saneamiento vy
depuracién de la region.

El vertido a cauces naturales de las aguas
depuradas, la inexistencia de caudales
permanentes y abundantes en la practica
totalidad del sistema de drenaje superficial,
obligan a tratar de conseguir unos resultados de
depuracién més exigentes.

En el sector agrario, debido a la deficitaria
situacion hidrica de las zonas regables, se
enecuentra en la necesidad de la reutilizacién
directa para regadio de las aguas depuradas[6],
cuyos tratamientos deben de dejar las aguas en
condiciones Optimas que permitan su uso con
garantias para la salud.

Para que los tratamientos realizados en las
estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDAR) sean efectivos debe de haber un grado
de eliminacién de los siguientes parametros
contaminantes del agua: Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO), Demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBOs), Sélidos en suspension (SS),
Nitrégeno y Fésforo, siendo la eliminacion de los
tres primeros mas propia de la depuracion
convencional y los dos ultimos de la depuracion
convencional con tratamiento terciario.

Este trabajo tiene por finalidad analizar la
evolucion de la depuracion de aguas residuales
en la Regién de Murcia en los ultimos diez afios,
estudiando su nivel de eficiencia segun el tipo
de tratamiento y las caracteristicas de cada uno
de los municipios y determinando si el método
de depuracion es el adecuado.

2. Materiales y Métodos

El desarrollo de este trabajo consiste en el
estudio de la evolucién de la depuracion de las
aguas residuales, mas concretamente en el caso
de la Regién de Murcia, para ello es necesario
realizar una revision bibliografica del estado de
arte de la depuracion de las aguas residuales a
nivel regional, nacional y de la Unién Europea.

Para obtener un juicio de valor de aproximacién
sobre la situacion existente, se recabard la
opinidn y la informacion de los stakeholders. Ya

que nos pueden dar una informacion mas
directa y cercana sobre este tema.

3. Resultados y Discusion

La poblacién residente en la Regidon de Murcia
asciende a 1.472.049 habitantes [7], distribuida
en 45 municipios, con 727 nucleos de poblacion
de muy diferente magnitud. Estos nucleos, entre
los que se incluyen barriadas, pedanias, nucleos
rurales, etc., se agrupan a los efectos de
recogida y tratamiento de sus aguas residuales
en las 221 Aglomeraciones Urbanas existentes
en la Region de Murcia (Tabla 1).

De las 116,16 Hm? de volumen generado de
aguas, un alto porcentaje, el 99,1%, de las
aglomeraciones urbanas tiene un sistema de
saneamiento y depuracion adecuado [8].

La Regiéon de Murcia, de acuerdo con la
normativa establecida en la Directiva Marco de
Agua, estableci6 un Plan General de
Saneamiento y Depuracién (2001-2010) para la
dotacidn de infraestructuras de saneamiento a
los sistemas urbanos, cuyo plazo culminé en el
afo 2010.

Concluido este plazo, el total de instalaciones en
el afio 2012 es de 88, [8], contemplandose
varios tipos de tratamiento que se refleja en la
Tabla 2.

Estos métodos de depuracion han ido variando a
lo largo de los afios, tomando cada vez mas
relevancia la  depuracién  bioldgica con
tratamiento terciario en detrimento de Ia
depuracién bioldgica, especialmente a partir del
ano 2009, a diferencia de los otros tratamientos
gue tiene poca significatividad. En la Figura 1,
gueda patente que la Region ha optado por el
tratamiento terciario en el 59,09 % de sus
estaciones depuradoras, lo que favorece su
posterior reutilizacion, sobre todo para usos
agricolas, permitiendo el incremento de los
recursos disponibles y minimizando el impacto
en el medio ambiente.

La evolucion progresiva del numero de
tratamientos, ha incrementado el volumen de
aguas residuales tratadas y mejorado el
rendimiento medio de calidad de las aguas para
su posterior reutilizacion, recuperando casi toda
la totalidad de sus aguas. Con porcentajes del
27,14%, 13,42% y 17,38%, respectivamente,
segln se desprende de la observacion de la
Tabla 3.
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Evidentemente, el aumento de EDAR con
tratamiento terciario, asi como el mayor
rendimiento en la recuperacién de las aguas,
conllevan un aumento en el precio del m? del
agua tratada debido a los costes de explotacion
y mantenimiento, en el que también se incluyen,
los gastos de explotacion de las diferentes
estaciones de bombeo de aguas residuales
(EBAR) y colectores generales. En la Figura 2, se
observa esta subida de precio en los ultimos
anos.

En los seis primeros afios el aumento del precio
es muy elevado, pagandose el maximo en los
afios 2009 y 2010, coincidiendo con el momento
en el que mas estaciones depuradoras habia
activas cuyo nivel de tratamiento es el terciario.

4, Conclusiones

En la Region de Murcia, el agua presenta dos
problemas, fundamentalmente, que es un bien
escaso, cuyas dificultades de obtencion se
ponen muy de manifiesto en época de sequia y
el deterioro de la calidad de las aguas debido a
los vertidos procedentes de las aglomeraciones
urbanas. Por lo tanto, es necesaria su
depuracion para su posterior reutilizacion.

Sélo un 0,9 % de las aglomeraciones urbanas de
la Comunidad Auténoma, se encuentra sin
ningun sistema de saneamiento o depuracién o
en proyecto de tenerlo.

Con un porcentaje de un 35,59%, las estaciones
depuradoras con tratamiento terciario son las
que han tenido un mayor crecimiento con
respecto a los demds métodos de depuracion,
que han ido decreciendo en los ultimos afios.

El rendimiento de las EDAR para obtener una
calidad de las aguas 6ptima es del 98,6%.

El precio de depuracién de m? de agua, es muy
elevado, aumentando en los seis primeros afios
objeto de estudio en 0,15 €/m3.
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Tablas y Figuras

Tabla 1.Saneamiento y depuracién de aguas en
aglomeraciones urbanas. 2014.

Aglomeraciones Numero Volumen %

Urbanas Generado
(hm3)
Con sistemas de 118 115,08 99,1
saneamiento y
depuracion
adecuado
Sin saneamiento 103 1,08 0,9
o con sistema en
proyecto
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Tabla 2. Tipos de tratamiento.

Numero Volumen
de depurado

Ti 9
'po Instalacio (Hm3/ai %
nes o)
Depuracion 34 57,953  53,0%
Bioldgica
Depuracion
Bioldgica con 52 49,980  45,7%
tratamiento
terciario
Plantas de 1 1,437 1,3%
Lagunaje
Plantas con
tratamiento 1 0,037 0,03%
primario o en
construccioén
88 109,407 100%

Totales

Tabla 3. Evolucion de las infraestructuras de
tratamiento. 2012.

Rendimiento

N2 de Volumen .
E.D.A.R. tratado medl.o
activas (Hm3/afio) obtenido
(%)
2003 70 96,1 84
2004 74 106,1 87,8
2005 76 105,7 89
2006 80 100,7 92
2007 83 102,5 94,4
2008 89 99,6 97,6
2009 96 102,1 97,9
2010 97 110,9 97,9
2011 91 1151 98,4
2012 88 109,7 98,6
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