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Prefacios

Como presidente del Comité Cientifico y Organizador del 122 Workshop en Investigacion
Agroalimentaria para jovenes investigadores (WIA2023), y Coordinador del Programa de
Doctorado en Técnicas Avanzadas de Investigacién y Desarrollo Agroalimentario (TAIDA), quiero
resaltar la excelencia de las contribuciones realizadas en el evento. Se pone de manifiesto una vez
mas, la gran calidad de los avances cientificos que estan realizando nuestros doctorandos. El
WIA2023 se celebré presencialmente el 9 de mayo de 2023 en la Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agrondémica de la Universidad Politécnica de Cartagena. Cont6 con mdas de 70
asistentes, que pudieron conocer de mano de 36 doctorandos sus principales avances en las

investigaciones desarrolladas en el ultimo afio.

Particularmente interesante resulto la ponencia invitada a cargo del Prof. Dr. José Manuel Lopez
Nicolas de la Universidad de Murcia quien, gracias a su dilatada experiencia y prestigio, ofrecié
valiosas recomendaciones para una eficaz divulgacion de los resultados cientificos que estan
obteniendo los doctorandos del programa. Las presentaciones orales de los trabajos de
investigacidn, realizadas por los doctorandos de segundo afio en adelante, mostraron un elevado
interés cientifico y revelaron el importante potencial de los Equipos de Investigacidn involucrados
en el Programa de doctorado. Los planes de investigacién presentados por los doctorandos de
primer aflo vislumbran un prometedor horizonte cercano de avances cientificos en el sector de la
agroalimentacion. Desde la Comisién Académica del Programa TAIDA, consideramos que es muy
necesario para los doctorandos en este tipo de eventos cientificos, adquirir la capacidad de
resumir y difundir sus resultados a un publico diverso en un tiempo limitado, incluso en estas
incipientes etapas investigadoras de su carrera. Volver a la presencialidad en esta 122 edicion de
este Workshop propio en nuestro programa ha permitido que los investigadores en formacion
pudieran interactuar entre si en busca de sinergias y posible cooperacidon entre Grupos de

Investigacion que puedan repercutir en la mejora de sus futuras investigaciones.

Prof. Dr. Francisco Artés Hernandez
Coordinador del 122 Workshop en Investigacion Agroalimentaria (WIA2023)

Universidad Politécnica de Cartagena, Espaia




En esta nueva edicion del Workshop en Investigacién Agroalimentaria (WIA) organizado por el
Programa de Doctorado de la UPCT en 'Técnicas Avanzadas de Investigacion y Desarrollo
Agroalimentario’ (TAIDA), donde han participado sus investigadores y doctorandos, se ha
alcanzado uno de los principales objetivos perseguidos en la formaciéon de los doctores: ser
capaces de transmitir sus avances en investigaciéon a otros investigadores de su area de
conocimiento. La ponencia impartida por el Prof. Dr. José Manuel Lépez Nicolas, Catedratico de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Murcia, titulada 'Claves para una difusion
eficaz de los resultados cientificos' ha sido muy bien acogida por los asistentes y les ha permitido
valorar significativamente el impacto no sélo de lo que se transmite sino también de como se
transmite. En esta edicion se ha vuelto a realizar una puesta en escena similar al concurso Tesis
en 3 minutos que organiza anualmente la EINDOC para todos los doctorandos de la universidad y
con el mismo objetivo, que sean capaces de sintetizar en un breve espacio de tiempo en qué
consisten sus planes de investigacion. Ocho estudiantes participaron y fueron capaces de
sintetizar el alcance de sus investigaciones utilizando un vocabulario no técnico. Veintinueve
comunicaciones orales de los doctorandos del programa en las distintas lineas de investigacion

ocuparon la mayor parte de la jornada.

Una vez mas, el WIA puso de manifiesto la utilidad de recibir ‘feedback’ sobre el trabajo que estan
realizando, muy util como aportacion de ideas y sugerencias para mejorar el trabajo de
investigaciéon desde la perspectiva de personas cercanas a la tematica, pero estrechamente
vinculadas al trabajo de los doctorandos. Las aportaciones de los doctorandos son prueba del alto
nivel cientifico de las tesis doctorales que se estan realizando en el marco del citado programa de
doctorado. En definitiva, el WIA se ha convertido en una excelente oportunidad para que los
doctorandos del Programa de Doctorado TAIDA mantengan fructiferas discusiones y difundan sus
logros, al tiempo que ha representado una exitosa experiencia que seguramente inspirara al resto
de programas de doctorado de la universidad. Me gustaria dar las gracias ala Comision Académica
del Programa TAIDA dirigido por el Prof. Dr. Francisco Artés Hernandez, a los doctorandos y a sus
supervisores por su excelente trabajo. El entusiasmo mostrado por los doctorandos durante el

taller es para sus organizadores el mejor estimulo para continuar con esta iniciativa.

Prof. Dr. Pedro Sanchez Palma
Director de la Escuela Internacional de Doctorado - EINDOC

Universidad Politécnica de Cartagena, Espaia




PROLOGO
El decalogo de la divulgacién cientifica

La Transferencia del Conocimiento es la tercera misién de las universidades. Aunque no es tan
conocida como la Investigacion y la Docencia (las otras dos misiones de la maxima institucion
académica), la Transferencia del Conocimiento es un motor de desarrollo social, sanitario y

econdmico imprescindible en cualquier sociedad del siglo XXI.

Hasta hace unos afios la Transferencia siempre se asociaba al sector productivo, ya que esta
relacionada con el desarrollo de nuevos productos, de patentes, de spin-off, etc. Esta Transferencia
del saber generado en los laboratorios de las universidades al tejido empresarial sigue siendo una
pieza clave en la relacion universidad-empresa, pero jamas deberiamos olvidar que la clave del
éxito de la transferencia al sector empresarial reside en la investigacion basica. Pero desde hace
poco tiempo la Transferencia del Conocimiento se dirige también a otros dos sectores: a los
gobiernos y administracién publica para la toma de decisiones basadas en evidencias; a la
sociedad a través de la divulgacién cientifica, una labor con la que estoy fuertemente
comprometido desde hace mas de una década. Centrémonos en este tercer pilar del concepto

moderno de Transferencia del Conocimiento: la divulgacion cientifica.

;Qué puede conseguir un investigador divulgando sus resultados de investigacién? Los resumiré

en este decdlogo:

1. Elevar la cultura cientifica de la ciudadania promoviendo una sociedad que apueste por el
conocimiento.

2. Poner en valor el papel que la ciencia y la tecnologia juegan en nuestra calidad de vida

diaria.

Entender mejor el mundo que nos rodea.

Explicar a la sociedad del uso que damos de sus impuestos.

Fomentar vocaciones cientificas entre las nuevas generaciones.

o 1ok W

Combatir las pseudociencias y promover el pensamiento critico, pero sin hacer de la

ciencia un dogma de fe porque, como decia Julio Verne, “la ciencia se compone de

errores, que, a su vez, son los pasos hacia la verdad”.

7. Aumentar el prestigio social de la ciencia, ya que las actividades de prestigio son mas
susceptibles de financiacion.

8. Estar actualizado de los ultimos avances producidos en mi area de conocimiento y en otras

afines favoreciendo la investigacién interdisciplinar.




10.

Difundir los resultados de nuestro grupo de investigacion estableciendo relaciones con
otros investigadores e instituciones, lo que se traduce en la publicaciéon de articulos
cientificos en colaboracién con nuevos grupos. Comunicar nuestros resultados también
ayuda a que el sector productivo conozca nuestras investigaciones, lo que puede dar lugar
a contratos con diferentes empresas.

Hacernos personas mas libres, entendiendo la libertad como la toma de decisiones

basadas en el conocimiento y no en mitos, mentiras o falsas creencias.

Prof. Dr. José Manuel Lopez Nicolas
Catedratico de Bioquimica y Biologia Molecular

Universidad de Murcia, Espaiia
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Estudio de la vida util de los compuestos fenolicos en
subproductos vitivinicolas

Study of the shelf-life of phenolic compounds in winery by-
products

A. Costa-Pérez’, S. Medina, R. Dominguez-Perles, C. Garcia-Viguera

Laboratorio de Fitoquimica y Alimentos Saludables (LabFAS), Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos,
CEBAS-CSIC, Campus de la Universidad de Murcia -25, 30100 Espinardo, Murcia, Espafia.

*acosta@cebas.csic.es

Resumen

Los subproductos generados en la elaboracion del vino constituyen un problema
medioambiental y de gestion para las empresas. Este trabajo busca conseguir las
condiciones idoneas, para conservar los compuestos bioactivos de dichos subproductos,
con el fin de convertirlos en ingredientes funcionales. Asi, se ha conseguido preservar el
perfil fitoquimico de los subproductos, en estas matrices desecadas, conservando los
compuestos (poli)fendlicos totales en un porcentaje aproximado del 79% en raspon, 83%
en liasy 94% en bagazo tras 12 meses de almacenamiento. De este modo, los subproductos
estabilizados se podrian emplear como fuente de compuestos fitoquimicos a lo largo de
una anualidad.

Palabras clave: Vida util; subproductos vitivinicolas; rasp6n; bagazo; lias; valorizacion.

Abstract

The by-products generated in winemaking constitute an environmental problem, as well
as a management problem for companies. This work seeks to achieve the ideal conditions
to preserve the bioactive compounds of these by-products in order to convert them into
functional ingredients. Thus, it has been possible to preserve the phytochemical profile of
the by-products in these dried matrices, conserving the total (poly)phenolic compounds in
an approximate percentage of 79% in the stalks, 83% in the lees and 94% in the grape
pomace after 12 months storage. Thereby, the by-products stabilized could be used as
sources of phytochemical compounds throughout an annuity.

Keywords: Self-life; winery by-products; grape stems; grape pomace; wine lees; valorization.

1. INTRODUCCION

La industria vitivinicola es uno de los sectores agroindustriales mas importantes a nivel
mundial (1). Su actividad conlleva la generacion de grandes cantidades de residuos liquidos y
sélidos que requieren tratamientos especificos para reducir el impacto medioambiental de su
eliminacion. No obstante, como alternativa, dichos materiales podrian ser revalorizados en el
marco de nuevos procesos productivos que contribuyeran a diversificar la actividad econémica
de estas industrias, aumentando la competitividad del sector. En la actualidad, el residuo del
despalillado (raspo6n) y los residuos de prensado u orujo de uva (pulpa, hollejos y semillas) son
destinados, en un alto porcentaje, para la elaboraciéon de compost (2), lo cual esta asociado a un
limitado retorno econémico. Sin embrago, con la informacién disponible en la actualidad acerca
de la composicién fitoquimica de estos residuos (3), sugiere alternativas de valorizacién hacia
nuevos co-productos con una actividad biolégica interesante, resultado del amplio espectro de
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compuestos fendlicos presentes. Entre las diferentes opciones de valorizaciéon cabe destacar su
uso con fines agroalimentarios, nutracéuticos o cosmecéuticos, entre otros. Sin embargo, la
produccién estacional y el caracter perecedero de estos materiales limita las opciones de
valorizacion. Por tanto, es importante abordar la optimizacién de las condiciones de procesado,
para obtener un producto intermedio estandarizado que preserve su perfil fitoquimico, con el fin
de poder ser incorporado en formulaciones de alimentos funcionales. De esta forma, es también
importante abordar un seguimiento de la evolucion de la estabilidad de los compuestos de interés
en los subproductos desecados y almacenados a temperatura ambiente. Lo que permitira valorar
la posibilidad de empleo de dichos materiales, con la garantia de conservar las composiciones
fitoquimicas de los diversos residuos de la industria vitivinicola en porcentajes elevados y, por
ende, su actividad biolégica.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Reactivos quimicos

Patrones catequina, acido 1,4-clorogénico, resveratrol, quercetina-3-O-glucésido y
cianidina-3-0-glucésido de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Solventes de grado LC-MS de JT
Baker (Phillisburg, NJ, EEUU). Agua ultrapura MilliQ®.

2.2 Material vegetal

Subproductos vitivinicolas desecados (raspén, bagazo y lias) procedentes de uva (Vitis
vinifera L. var. Monastrell) de Bodegas Vifia Elena S.L. (Jumilla, Espaia).

2.3 Desecado para la estabilizacién del material

Gradiente de temperaturas (75-60 °C en 10 horas), disefiado para conservar la composicién
polifendlica, seguido de un pos-secado a baja temperatura (40 °C), hasta peso constante.

2.4 Determinacioén del perfil polifenélico cualitativo y cuantitativo por HPLC-PDA-ESI-MSn

Para la extraccion de los compuestos bioactivos se agitaron 100 mg de muestra en un 1 ml
de una soluciéon MeOH/HCOOH/H,0 (50:2:48, v/v/v), en ultrasonidos durante 60 minutos,
después se mantuvieron a 4 °C durante la noche, y se volvieron a someter a ultrasonidos otros
60 min. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10000 x g durante 5 min. El registro de
cromatogramas se llevo a cabo a 280 nm para proantocianidinas, 320 nm para acidos fenoélicos y
estilbenos, 360 nm para flavonoles y a 520 nm para antocianos (software Agilent Technologies) y
se realiz6 de acuerdo con las especificaciones cromatograficas y de ionizacién descritas por
Barros et al. (4).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la aplicacion de las condiciones de deshidratacién, se tomaron muestras los dias 0, 2,
7,15, 30,90, 180 y 360, y se conservaron en ultracongelacién (-80 2C), para realizar un analisis
conjunto, con el fin de evitar variaciones asociadas a la analitica. Transcurridos los 12 meses se
comprobd que los subproductos continuaban teniendo las propiedades fisicas adquiridas tras su
estabilizacién, no apreciandose modificaciones macroscépicas debidos a un proceso de deterioro.

El andlisis de los compuestos fitoquimicos indic6 que existia una gran diversidad en cuando
a concentracion y distribucion de los diferentes bioactivos en las distintas matrices (Figura 1),
siendo la concentracion total mas del doble en raspén, que en bagazo o lias.

Por otra parte, estos compuestos presentaron una gran estabilidad tras un afio de
almacenamiento, no existiendo degradaciones importantes, a nivel practico, excepto en el caso de
los antocianos, cuya concentracion si se redujo significativamente a partir del dia 15 en el caso de
las lias, mientras que se conservaba alrededor del 70% en las otras dos matrices (Figura 2).
Respecto al resto de familias de (poli)fenoles, cabe destacar que, los que presentaron mayor
degradacion (36% maximo), fueron los provenientes del raspdn, en al caso de los acidos fendlicos,
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flavonoles y estilbenos. Estos resultados son coincidentes con descripciones previas en la
literatura (5), indicando que la estabilizacion de estos subproductos mantiene en una elevada
proporcion la composicion polifendlica responsable de la posible capacidad antioxidante y
antiinflamatoria, que se atribuye a los subproductos de la industria vitivinicola y que constituye
el respaldo tedrico para potenciales valorizaciones en el marco de las industrias alimentarias,
cosméticas y de nutracéuticos.

Por otro lado, sefialar que el analisis del impacto del procesado sobre los distintos tipos de
compuestos fenodlicos de los productos intermedios estabilizados determiné un aumento del
contenido en procianidinas como resultado de un efecto de procesado de entre 7,2 y 330 en
variacion de la concentracion dependiendo de la matriz, siendo el bagazo el subproducto que
mostro este comportamiento de forma mas clara. Este resultado puede atribuirse a condiciones
de desecado mads severas, lo cual sugiere que durante la estabilizaciéon podrian producirse
reacciones de polimerizacion responsables de los aumentos detectados (6).

4. CONCLUSIONES

La aplicacién de un tratamiento de estabilizacion térmica, especifico para los diferentes
subproductos vitivinicolas, permite reducir la actividad del agua, y asi evitar tanto el crecimiento
de microorganismos como las reacciones de degradacion de los compuestos fitoquimicos de
interés, dando lugar a ingredientes seguros y funcionales.

5. AGRADECIMIENTOS
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Resumen

Este estudio aborda la sostenibilidad ambiental y econémica de las hortalizas
minimamente procesadas en fresco, desde la produccion en campo hasta el mercado,
mediante el analisis de ciclo de vida (ACV) y analisis de coste del ciclo de vida (ACCV). Se
utiliz6 el método EF 3.0 para evaluar cinco categorias de impacto ambientales y se calculé
el valor de puntuacion unica. La huella de carbono obtenida fue de 0,72 kg CO: eq/kg,
siendo la produccion de las hortalizas la etapa que mas contribuy6 al impacto ambiental,
seguido del consumo eléctrico en la industria y por ultimo, el transporte al mercado. Del
ACCV se obtuvo un coste total de 2,62 €/kg, destacando los costes laborales como uno de
los factores con mayor contribucion. El indice de eco-eficiencia, definido como el
comportamiento ambiental de un producto por unidad de costo monetario, mostro la
produccion en campo como la etapa con menor eficiencia.

Palabras clave: Analisis de Ciclo de Vida; andalisis de Costes de Ciclo de Vida; eco-eficiencia; huella
de carbono; de la cuna al mercado; listo para consumo.

Abstract

This research evaluated the environmental and economic sustainability of fresh-cut
vegetables, which are highly demanded by consumers. An environmental life cycle
assessment (E-LCA) of 1 kg of fresh-cut vegetables (cradle-to-market) has been done, using
EF 3.0 method to quantify five midpoint impact categories and the single score.
Furthermore, an environmental life cycle costing (E-LCC) was conducted. The carbon
footprint and the total cost was 0.72 kg CO; eq/kg and 2.62 €/kg, respectively. The farming
stage (upstream) was the greatest contributor because of vegetable production, followed
by the electricity consumption for vegetable processing in the industry (core) and the
transport of packaged products to market (downstream). E-LCC analysis highlighted the
labour cost (core), notincluded in E-LCA, as the main contributor. Finally, the eco-efficiency
showed that the upstream stage was the less efficient stage.

Keywords: Life Cycle Assessment; environmental life cycle costing; eco-efficiency; cradle-to-
market; carbon footprint; ready to eat.

1. INTRODUCCION

Las industrias agroalimentarias han incrementado su variedad de productos
comercializados, introduciendo una amplia gama de alimentos listos para el consumo como las
hortalizas procesadas en fresco o productos de [V gama. En Espafia, el consumo de estos productos
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ascendi6 a 307.780 kg en 2020, lo que supuso un incremento del 37,2% respecto al afio 2018 (1).
No obstante, este tipo de hortalizas cortadas puede incrementar el impacto ambiental al conllevar
un mayor procesado. El analisis del ciclo de vida (ACV) es una herramienta de referencia que
permite determinar el impacto ambiental. Diferentes autores han estudiado la huella ambiental
de este tipo de ensaladas cortadas, identificando las aguas residuales generadas en el procesado
y la produccion agricola como los puntos criticos ambientales (2,3). No obstante, la sostenibilidad
de un producto no sélo esta relacionada con su comportamiento medioambiental, sino también
con los impactos econdmicos y sociales que puede generar. El analisis del coste ambiental del ciclo
de vida (ACCV) es una metodologia complementaria al ACV ambiental que se utiliza para analizar
la sostenibilidad econémica de los productos con una perspectiva de ciclo de vida. La mayoria de
los estudios que utilizan el ACCV y el ACV ambiental proporcionan resultados de cada una de estas
metodologias por separado, sin hacer un esfuerzo por analizarlos en su conjunto. Por esta razdn,
el presente trabajo tiene como objetivo cuantificar los impactos ambientales y econémicos de la
industria de hortalizas procesadas en fresco, describiendo la contribucién de las diferentes etapas
del ciclo de vida, analizando los costes de produccién e integrando los resultados econémicos y
medioambientales en un indice de eco-eficiencia.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Definicién del alcance e inventario de ciclo de vida

El alcance se establecié desde la etapa de produccién en campo (cuna) hasta las puertas del
supermercado (Fig. 1). Se han seleccionado tres etapas de ciclo de vida: 1) Aguas arriba (en inglés
“upstream”), 2) Nucleo (en inglés “core”) y 3) Aguas abajo (en inglés “downstream”). El upstream
incluye la produccion agricola de las hortalizas en el campo, la produccién de los desinfectantes y
los materiales de envasado, necesarios en el procesado de las hortalizas. El core describe la
transformacion de las hortalizas en productos acabados e incluye el transporte de las hortalizas
desde el campo a la fabrica, asi como el consumo de electricidad y agua de la industria, los
tratamientos de aguas residuales y biorresiduos, la construccién de edificios y la fabricacién de
equipos de produccion. Ademas, en esta etapa, se consideran los costes no relacionados con el
impacto ambiental como los costes financieros, de mantenimiento, laborales e impuestos. El
downstream incluye el transporte de los productos procesados en fresco envasados, el fin de vida
de los envases y el valor residual del edificio y los equipos necesarios en el procesado de las
hortalizas.

La unidad funcional (UF) seleccionada fue 1 kg de producto terminado. El inventario
(ambiental y econdmico) se recopiléd de la ejecucion un proyecto de construccidén ingenieril.
Ademas se utilizaron las bases de datos Ecoinvent 3.8 (4) y Agribalyse v 3.0.1 (5). El inventario
econdmico se realizé para un ciclo de 15 afios (2021 - 2036), aplicAndose una tasa de descuento
(5%). Para la modelizacién del ACV ambiental se utilizé el software SimaPro 9.3 (6), la
metodologia de evaluacidn del impacto del ciclo de vida EF 3.0 v.1 (7) donde se analizaron 6
categorias ambientales. Se calculé el valor de puntuacién tnica (en inglés “single score”) basada
en las 16 categorias de punto medio. Con el objetivo de integrar los alcances ambientales y
econdmicos, se calculd el indice de eco-eficiencia, descrito por el comportamiento ambiental de
un producto por unidad de costo monetario. La puntuacién mas baja correspondera con una etapa
mas eco-eficiente. El inventario de ciclo de vida para la evaluacién ambiental y econdmica se
puede consultar en Rasines et al. (8).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Huella medioambiental

Los impactos caracterizados totales por UF fueron: 0,72 kg de CO; eq/kg para cambio
climatico, 2,62E-03 kg NMVOC eq/kg para la formacién de ozono fotoquimico, 5,10E-03 mol H+
eq/kg para acidificacidn, 1,60E-04 kg P eq/kg para eutrofizacién del agua dulce, 13,8 M]/kg para
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el uso de recursos fosiles, 125 pPt/kg para el indice de puntuacién inica. Como se observa en la
Fig.2, 1a etapa upstream fue la que mas contribuy6 al impacto total, concretamente la produccion
agricola (64,0 % a 81,0 %)(3), seguida de la etapa de core (9,1 % a 35,3 %) donde se destaca el
consumo eléctrico necesario en la industria. Por ultimo, en la etapa de downstream (0,7 % a 14,5
%), el transporte de los productos acabados hasta el supermercado fue la actividad de mayor
impacto ambiental.

3.2 Anadlisis de costes de ciclo de vida

El coste total para las hortalizas procesadas en fresco fue de 2,62€3021 por UF. Para este
analisis, la etapa core tuvo un mayor peso (49,6 %) que las restantes, basicamente porque integra
los costes econémicos y éstos no presentan un equivalente ambiental, como son los costes de
financiacién, mantenimiento de equipos y edificio, impuestos y empleo, este ultimo fue el obtuvo
un mayor peso. En segundo lugar, se identifico la etapa de upstream (38,3 %), con el coste de
adquisicién de las hortalizas frescas como el mas relevante. Por ultimo, la etapa de downstream
tuvo un peso del 12,2 %, siendo el transporte del producto terminado hasta el supermercado, el
mas importante. Garcia-Herrero et al. (9,10) evaluaron los costes econémicos generados en la
elaboracién de menus en cantinas escolares, obteniendo como costes principales: el empleo y
otros costes (generales, de operacion, amortizacién y mantenimiento), todos ellos contribuyeron
en un 57% al coste global, seguidos de la adquisicion de los ingredientes (34 %).

3.3 Eco-eficiencia

La etapa que presentd mayores emisiones de CO; eq por euro gastado, y por tanto, la menos
ecoeficiente fue upstream (0,41 kg CO2 eq/€) y la mas eco-eficiente fue el core (0,11 kg COz eq/€).

4. CONCLUSIONES

Este estudio evalud la sostenibilidad ambiental y econémica de las hortalizas procesadas en
fresco, desde la produccién en campo hasta el supermercado, obteniendo una HC total de 0,72 kg
CO; eq/kg. La etapa de upstream, principalmente la produccién agricola, constituyé el punto
critico en la evaluacién ambiental. No obstante, ésta fue la segunda causa en la evaluacién
econdmica y ademas resulto ser la etapa menos eco-eficiente. Por esta razén, para mejorar la
sostenibilidad de las hortalizas procesadas en fresco se sugiere focalizarse en esta fase.
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Resumen

El objetivo de esta investigacion consistio en desarrollar un alimento fermentado obtenido
bajo un modelo de economia circular, a partir de los subproductos del brocoli (tallo),
utilizando su propio fitomicrobioma. Los tallos se cortaron en rodajas, y se fermentaron en
una solucion de salmuera, evaluandose dos tipos de aderezos (ajo y semillas de mostaza)
frente a un testigo sin aderezar. El proceso de fermentacion se realizé durante 6 dias a 25
°C, seguido de 6 dias a 4 °C. Se caracterizaron los glucosinolatos (GSL) individuales
mediante cromatografia de masas de triple cuadrupolo (LC-ESI-QqQ-MS/MS). Se observo
un incremento en el contenido total de GSL en el tallo de brdcoli pasado tres dias de
fermentacion, que disminuyo y se mantuvo estable tras la fermentacion y almacenamiento
en frio. En cambio, se observo una transferencia de GSL totales desde la matriz al liquido
de gobierno en los encurtidos testigo y aderezo de ajo.

Palabras clave: Fermentacidn; subproductos; metagendmica; probiotico.

Abstract

The aim of this research was to develop a fermented food obtained under a circular
economy model, from broccoli by-products (stems), using its own phytomicrobiome. The
stems were sliced and fermented in a brine solution, evaluating two types of seasonings
(garlic and mustard seeds) against an unseasoned control. The fermentation process was
carried out for 6 days at 25 °C, followed by 6 days at 4 °C. Individual glucosinolates were
characterised by triple quadrupole mass chromatography (LC-ESI-QqQ-MS/MS). An
increase in total glucosinolate content was observed in the broccoli stem after three days
of fermentation, which decreased and remained stable after fermentation and cold storage.
In contrast, a transfer of total glucosinolates from the matrix to the governing liquid was
observed in the control pickles and garlic dressing.

Keywords: Fermentation; by-products; metagenomics; LC-MS; probiotic.

1. INTRODUCCION

La popularidad de los alimentos vegetales fermentados estd aumentando y se espera que
contintie en la proxima década, con un valor actual de mas de 500 millones de doélares en el
mercado estadounidense y auin mayor a nivel mundial (1). Los alimentos fermentados se han
utilizado desde el afio 13.000 a.C. por su capacidad para prolongar la vida 1util durante el
almacenamiento de los alimentos. Ademas, estudios recientes han destacado sus beneficios
nutricionales para la salud debido a la presencia de microorganismos potencialmente probiéticos
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(2). La industria hortofruticola genera grandes cantidades de subproductos, ricos en compuestos
bioactivos, beneficiosos para la salud que pueden reducir la progresién de enfermedades crénicas
como la diabetes y la obesidad, enfermedades cardiovasculares e intestinales (3). El brécoli,
reconocido por sus compuestos funcionales como fenoles, vitamina C y glucosinolatos (4), genera
grandes cantidades de subproductos (raices, tallo y hojas), ya que sélo se aprovecha la
inflorescencia, la cual representa el 15% de la biomasa total (5). Por este motivo, esta
investigacién tiene como objetivo la revalorizacion del tallo de brécoli mediante el disefio de un
nuevo producto alimentario fermentado con potencial probidtico y funcional.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Desarrollo de producto

Los tallos de brécoli (Brassica oleracea L. var Italica, cv. Parthenon) se obtuvieron de la
Cooperativa Levante Sur (La Palma, Cartagena, Espafia). Los tallos se cortaron en laminas de 6
mm utilizando una cortadora automatica (Eurocort F250E, Espafia) y se envasaron en tarros de
vidrio con salmuera (sal comun, 6% p/v). Para mantener las condiciones anaerébicas durante el
proceso de fermentacion, se utilizé un airlock en la parte superior de las tapas. Se probaron dos
aderezos: dientes de ajo fresco (8 g/envase) y granos de mostaza secos (10 g/envase) frente a un
testigo sin aderezar. La fermentacidén espontanea tuvo lugar en condiciones de oscuridad a 25 °C
durante 6 dias, seguidas de un almacenamiento en refrigeracién a 4 °C durante 6 dias. Se
realizaron analisis periddicos, utilizando tres repeticiones por tratamiento.

2.2 Caracterizacion y cuantificacién de GSL

Se utilizaron 2 g de muestra congelada y se extrajo con una diluciéon de metanol al 70% e
incubacion a 70 °C para la inactivacién de la enzima mirosinasa. Seguidamente, se centrifug6 el
extracto y se filtré. El liquido de gobierno se centrifugé y filtré directamente para el andlisis de
GSL. Se identificaron los glucosinolatos mediante LC-MS/MS-QqQ. El tiempo de retencién y los
espectros de fragmentacion MS y MS/MS se compararon con un estandar comercial o se
identificaron tentativamente comparando su patrén de fragmentacién con los datos bibliograficos
disponibles y en las bases de datos MassBank Europe, MassBank of North America y PubChem.
Para la cuantificacidn, se usaron glucorafanina y glucobrasicina como estdndares externos de GSL
alifaticos e inddlicos, respectivamente. Los resultados se expresaron en mg de GSL por kilogramo
peso fresco (p.f.) o litro de liquido de gobierno.

2.3. Andlisis estadistico

Para conocer como influia el tipo de aderezo en los GSL se realizo, para cada uno de los
tiempos de conservacién (fermentaciéon y almacenamiento en frio), un analisis de varianza
(ANOVA, p £0,05) y cuando los tratamientos presentaron diferencias significativas, éstas fueron
comparadas con la prueba LSD (Statgraphic Plus version 5.1, 2001).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron nueve GSL en los tallos crudos (6), cinco de los cuales pertenecian a GSL
alifaticos (glucoiberina, glucorafanina, glucoiberverina, glucoerucina, gluconasturtina) y cuatro a
GSL  inddlicos  (4-hidroxyglucobrasicina, glucobrasicina, = 4-metoxiglucobrasicina y
neoglucobrasicina) (Figura 1). El contenido en GSL totales fue de 79,3 mg/kg de p.f,
distribuyéndose en un 37 y 63% como alifaticos e indélicos, respectivamente. Durante el proceso
de fermentacion, los GSL alifaticos aumentaron en el tronco de brocoli al tercer dia, en todos los
tratamientos (Figura 1A), disminuyendo en un 90 % al finalizar la fermentacion (dia 6),
manteniéndose en un rango en torno 4,05 a 7,64 mg/kg de p.f. en los encurtidos de testigo y
aderezo de ajo, y 0,06 a 0,13 mg/kg pf en el encurtido con aderezo de mostaza. Glucoerucina fue
el GSL alifatico con mayor concentracion en el tallo de brécoli a lo largo del proceso de
fermentacion y almacenamiento en refrigeracion, seguido de glucorafanina y gluconasturtina. Los
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GSL inddlicos (Figura 1B) aumentaron mas levemente tras tres dias de fermentacién (3 a 17%) y,
finalizado el proceso de fermentacién (dia 6), disminuyeron (90 a 95%) al igual que los GSL
alifaticos. Esta disminucion en GSL totales es debido a la rotura del tejido vegetal tras el corte en
rodajas y actividad enzimdtica microbiana, lo que liberaria la enzima mirosinasa que hidrolizaria
los glucosinolatos en subproductos de degradacién (7). La tendencia en el contenido de GSL
individuales en el liquido de gobierno (Figura 1C y D) fue diferente al que se observé en el tronco
de brocoli (Figura Cy D). Se asumi6 que en el dia 0, no hubo transferencia de glucosinolatos de la
matriz al liquido de gobierno, y se realiz6 el analisis de los dias 3, 6, 9 y 12. En el tercer dia de
fermentacion se cuantificaron, sin observar diferencias estadisticamente significativas, 1,25a 1,79
mg/L de GSL totales en el liquido de gobierno, de los cuales las proporciones eran 1:10 en GSL
alifaticos e inddlicos, predominando 4-metoxiglucobrasicina (0,12 - 0,32 mg/L), posiblemente
por su caracter mas apolar, facilité su transferencia por difusiéon pasiva a través de la pared
vegetal. Finalizada la fermentacion (dia 6), se observo un incremento en la cuantificacion de GSL
totales en testigo y aderezo de ajo, y se mantuvo estable durante el almacenamiento en frio sin
diferencias estadisticamente significativas (22,2 a 25,6 mg/L). Este aumento correspondié con un
incremento en la transferencia desde la matriz (tronco de brdécoli) hacia el liquido de gobierno,
fundamentalmente con un aumento de la glucoerucina (9,0 a 10,6 mg/L) y de GSL inddlicos como
4-methoxiglucobrasicina (5,5 a 6,6 mg/L) y neoglucobrasicina (3,2 a 4,5 mg/L). En cambio, no se
observaron cambios significativos de GSL alifaticos en el encurtido con aderezo de mostaza
durante la fermentacién y almacenamiento en frio (0,09 a 0,15 mg/L). Por otro lado, si se observé
un incremento en GSL indélicos, principalmente en 4-metoxiglucobrasicina, tras la fermentacion
(1,3y 3,6 mg/L, enlos dias 3 y 6, respectivamente) y durante el almacenamiento en frio (5,7 mg/L
en el dia 9), disminuyendo en el dia 12 (3,3 mg/L). Esta disminucién en el contenido de GSL totales
en el liquido de gobierno del aderezo de mostaza pudo ser debida a la actividad de la enzima
mirosinasa presente en las semillas de mostaza, que fue liberada tras su molturacién, provocando
la hidrélisis de los GSL en otros productos de degradacidn.

4. CONCLUSIONES

Los tallos de brécoli fermentados de forma espontanea proporcionaron un alimento vegano,
probiodtico y funcional, rico bacterias acido lacticas y GSL. Al tercer dia de fermentacidn, los tallos
de brécoli presentaron el mayor contenido en GSL totales, disminuyendo una vez finalizada la
fermentacion y manteniéndose estable a lo largo de su almacenamiento en frio. Sin embargo, la
concentraciéon en GSL totales en el liquido de gobierno se incrementd tras la fermentacion en los
encurtidos testigo y con aderezo de ajo, excepto el encurtido con aderezo de semillas de mostaza,
debido a la hidrélisis de los GSL por la enzima mirosinasa. La revalorizacién de los subproductos
promueve la economia circular y mejora la eficiencia y la rentabilidad en el sector alimentario.
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Figura 1. Cuantificacion de GSL alifaticos e inddlicos en tallo de bréocoli (A y B) y liquido de
gobierno (C y D) de los encurtidos testigo (M), aderezo de ajo (/') y aderezo de semillas de
mostaza (M), durante la fermentacién (dias 3 y 6) y almacenamiento a 5 ¢C (dias 9 y 12). Letras

di

stintas indican diferencias significativas (p < 0,05) para cada periodo de conservacion.
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Resumen

Las variedades de uva de mesa con pulpa tinta han tomado gran interés para los programas
de mejora vegetal siguiendo una linea saludable. El principal objetivo de este trabajo es
comparar variedades comerciales frente a hibridos de interés con pulpa tinta ricos en
antioxidantes y compuestos bioactivos. Las variedades comerciales Itumfive, Itumnine, e
Itumtwelve fueron comparadas con nuevos hibridos de pulpa tinta Hsd (Alicante Bouschet
x [tumone) y Hsl (15-284-535 x Itumfifteen) en cuanto a los Compuestos Fenoélicos Totales
(CFT) y la Capacidad Antioxidante Total (CAT) mediante determinaciones
espectrofotométricas. Los nuevos hibridos han registrado valores en pulpa entre 1,9y 5,1
veces mayores en CFT frente a variedades comerciales. La CAT en las bayas ha
representado entre 1,2 y 6,9 veces mayor contenido en los nuevos hibridos frente a las
variedades comerciales. En conclusion, las variedades con pulpa tinta estan genéticamente
enriquecidas en compuestos saludables.

Palabras clave: Vitis vinifera L.; uvas tintoreras; fitoquimicos; antocianos; nutracéuticos.

Abstract

Red berry flesh table grape cultivars have recently become very important in breeding
programs as a healthy challenge. The main objective of this work is to compare commercial
varieties with potential new varieties with red berry flesh rich in antioxidants and
bioactive compounds. Commercial varieties Itumfive, Itumnine, and Itumtwelve were
compared with new hybrids with red berry flesh Hsd (Alicante Bouschet x Itumone) and
Hsl (15-284-535 x Itumfifteen) in terms of their Total Phenolic Compounds (TPC) and Total
Antioxidant Capacity (TAC) by using spectrophotometric determinations. New hybrids
showed from 1.9 up to 5.1-fold higher TPC in berry pulp regarding commercial varieties.
TAC in the whole berry reported from 1.2 up to 6.9 - fold higher content between new
hybrids from commercial varieties. As conclusion, red berry flesh cultivars are genetically
enriched in healthy promoting compounds.

Keywords: Vitis vinifera L.; teinturier grapes; phytochemicals; anthocyanin; nutraceuticals.

26



12° Workshop en Investigaciéon Agroalimentaria para jévenes investigadores. Cartagena, 9 de mayo 2023

1. INTRODUCCION

El cultivo de uva de mesa en el mundo se ha duplicado en los tltimos veinte afios (1). En
este panorama, las variedades tradicionales con semilla estan dejando paso a nuevas variedades
sin semilla dentro de una agricultura rentable y sostenible centrada en la demanda de los
consumidores. En este sentido, los diferentes objetivos en los programas de mejora vegetal para
la obtencién de nuevas variedades de uva de mesa sin semilla estdn centrados en ofrecer
variedades alargando el calendario productivo, ofreciendo nuevos sabores, formas y variedades
resistentes a enfermedades (2). Es conocida el beneficio saludable asociado al consumo del vino
debido a sus compuestos antioxidantes y compuestos fendlicos (3). Por ello, y por su caracter
diferenciador, recientemente se ha introducido la caracteristica de las uvas de mesa con pulpa
tinta en los programas de mejora vegetal de uva de mesa, siendo el objetivo principal del presente
trabajo la determinacién de estos compuestos bioactivos de interés en la tesis doctoral que se esta
desarrollando.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material Vegetal

El material vegetal muestreado objeto de este estudio fueron 3 variedades de uva de mesa
cultivadas en la Regién de Murcia: Itumfive (It-5), [tumnine (It-9) e [tumtwelve (It-12); asi como
2 hibridos seleccionados de interés con pulpa coloreada y con cédigos Hsd y Hsl, fruto de los
cruzamientos por mejora vegetal de Alicante Bouschet x Itumone y 15-284-535 x Itumfifteen,
respectivamente. Los muestreos tuvieron lugar en la ‘Finca Cuatro Viento’, una finca experimental
de Investigacion y Tecnologia de Uva de Mesa (ITUM) en Blanca (Murcia, Espafia). Fueron
realizados en dos momentos: en primer lugar, muestras del hibrido Hsl el 8 de agosto de 2022,
bajo condiciones de recoleccién de 21°Brix y 5,3 mgL-! de acidez. Posteriormente tuvo lugar el
resto de muestreos el 21 de septiembre de 2022 bajo condiciones de recoleccién comprendidas
para las diferentes muestras entre 17,6 - 20,2°Brix y 2,7 - 3,5 mgL-! de acidez. Todas las muestras
fueron conservadas a -80°C tras su recolecciéon hasta la preparaciéon y determinaciéon de
compuestos bioactivos de manera conjunta en octubre de 2022.

2.2 Preparacion de muestras

Se tomaron un total de 15 - 20 bayas por muestra. Las muestras se pelaron, obteniendo por
separado la piel y pulpa de las mismas, descartando las semillas en su caso, todo ello bajo
condiciones de frio y de semi-oscuridad, se liofilizaron (Alpha 1-4 LSC, Martin Christ, Alemania) y
se obtuvo el extracto (4) para proceder a las determinaciones espectrofotométricas.

2.3 Determinacién de Compuestos Fendlicos Totales

Los CFT fueron determinados como previamente descrito por Singleton y Rossi (5), con
medida espectrofotométrica a 765 nm.. La expresion de los CFT se ha efectuado como g de acido
galico equivalente (GAE) kg1 de peso seco (ps).

2.4 Determinacién de Capacidad Antioxidante Total

La CAT se llevé a cabo por el método DPPH segun Castillejo et al, (6), con medida
espectrofotométrica a 515 nm. La expresion de la CAT se ha efectuado como g de trolox
equivalente (TE) kg1 de peso seco (ps).

2.5 Andlisis estadistico

Se ha efectuado un andlisis de varianza (ANOVA) con el programa SPSS 25 (IBM, Armonk,
Nueva York, EE.UU.) donde cada una de las muestras han sido el factor, y las variables han sido
cada una de las determinaciones de compuestos bioactivos efectuadas, asi como la textura. Las

diferencias significativas (p<0,05) se separaron en subconjuntos homogéneos por comparaciones
multiples 2 a 2 utilizando el método Tukey.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

El total de compuestos bioactivos registrados como CFT en las muestras (Fig. 1), muestran
los valores mas elevados 7,8+0,7 y 13,4+1,1 g GAE kg-lps, que corresponden a los hibridos de
pulpa tinta Hsd y Hsl; el resto de valores son 1,5+0,2, 3,2+0,5 y 5,8+0,7 g GAE kglps,
respectivamente para las variedades comerciales It-5, [t-9 e It-12. El rango de datos obtenidos es
coherente con lo mostrado en estudios de uvas de vinificacién comparados con uvas de mesa en
[talia, con valores entre 0,44+0,02 y 7,94+0,19 mg GAE/g, por Lorenzo et al., (7), asi como con
cinco variedades de uva de mesa estudiadas en Argelia (8), con valores de 1,21+0,04 - 3,35+0,21
mg GAE/g. Se destaca en este estudio que los nuevos hibridos han mostrado valores en pulpa entre
1,9 y 5,1 veces mayores en CFT frente a variedades comerciales.

Del mismo modo, la CAT determinada en las muestras (Fig. 2), diferenci6 2 grandes grupos:
a) las muestras con mayor cantidad de compuestos bioactivos antioxidantes, que corresponden a
los hibridos de pulpa tinta, con valores de 6,7+0,8 y 12,8+0,2 g TE kg-1ps, respectivamente para
Hsd y Hsl; b) las muestras con menor cantidad de compuestos bioactivos antioxidantes, que
corresponden a las variedades comerciales, con valores de 1,9+0,5, 2,8+0,6 y 5,5+0,9 g TE kg-1ps,
respectivamente para It-5, It-9 e It-12. Los estudios citados, (7) y (8), correlacionan los resultados
de CFT y CAT, como ocurre con las muestras de este trabajo. El rango de valores en CAT mostrado
en otro estudio (9), para cinco variedades de uva de mesa, es entre 1,90 - 5,34 mg TE/g (32 - 90
pumol/g ps), esta en el rango del presente estudio para las variedades comerciales. En nuestro
trabajo se pone de manifiesto que la CAT en las bayas ha representado entre 1,2 y 6,9 veces mayor
contenido en los nuevos hibridos frente a las variedades comerciales.

4. CONCLUSIONES

Los hibridos con pulpa roja respecto a las variedades comerciales con pulpa blanca, tienen
un mayor contenido en compuestos bioactivos expresados como CFT y CAT. Asi, las variedades
con pulpa tinta estdn enriquecidas genéticamente con compuestos saludables sin perjudicar otros
parametros de calidad.
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Resumen

Listeria monocytogenes es una de las bacterias patégenas mas comunes que pueden
encontrarse en los alimentos porque puede adaptarse muy bien a factores estresantes
como temperaturas bajas o pH acidos. Las verduras envasadas, la leche sin pasteurizar, el
queso y los productos carnicos son los alimentos en los que se puede encontrar. La mayoria
de estos productos estan expuestos a tratamientos térmicos para asegurar su
conservacion. En algunas circunstancias, esta bacteria puede aumentar su resistencia
térmica, si se trata a temperaturas subletales. El objetivo de esta investigacion fue
seleccionar poblaciones de L. monocytogenes resistentes al calor tras aplicar tratamientos
térmicos prolongados a temperaturas de tratamiento bajas (1 hora a 55°C) y tratamientos
térmicos cortos a temperaturas altas (1 minuto a 65°C). Los resultados obtenidos muestran
que el microorganismo es capaz de aumentar su resistencia al calor en ambas situaciones,
tras ciclos sucesivos de tratamiento térmico y crecimiento.

Palabras clave: Listeria monocytogenes; inactivacidn térmica; pasteurizacidn.

Abstract

Listeria monocytogenes is one of the most common foodborne pathogenic bacteria. It can
adapt very well to stressors such as low temperatures or acidic pH. It is mostly found in
food product like packaged vegetables, raw milk, cheese, and meat products. Most of these
food products undergo a heat treatment to ensure preservation. In some circumstances,
this bacterium can increase its heat resistance, if treated at sub-lethal temperatures. The
aim of this study was to select heat-resistant populations of L. monocytogenes after
prolonged heat treatments: long heat treatment at a lower temperature (1 hour at 55°C)
and short heat treatments at a higher temperature (1 minute at 65°C). The obtained results
show that the L. monocytogenes is able to increase its heat resistance in both situations,
after successive cycles of heat treatment and growth.

Keywords: Listeria monocytogenes; thermal inactivation; pasteurization.

1. INTRODUCCION

Listeria monocytogenes es una de las bacterias patdgenas mas relevantes en el mundo
alimentario. Si bien causa relativamente pocos casos de enfermedades de transmision
alimentaria, es una de las bacterias que mas letalidad causa (1). Esta bacteria es capaz de
desarrollar resistencia a las condiciones adversas de los medios alimenticios. De hecho, se puede
encontrar en muchos alimentos que no hayan sido sometidos a tratamientos térmicos previos,
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como por ejemplo leche cruda, vegetales confeccionados, leche no pasteurizada, quesos y
productos carnicos. La resistencia al calor de los microorganismos en los alimentos se ve afectada
tanto por la composicidn del alimento como por la condicidn fisiolégica de las células o esporos
microbianas. Las caracteristicas de los alimentos que conducen a una mayor resistencia al calor
de un organismo incluyen la actividad del agua y la presencia de carbohidratos, lipidos, proteinas,
sal, etc. Las células en fase estacionaria de crecimiento son mas tolerantes al calor que las células
en fase logaritmica. Ademas, la resistencia al calor de las bacterias tiende a aumentar a medida
que aumenta la temperatura de incubacidn.

Han aparecido informes contradictorios en la literatura sobre la posibilidad de que L.
monocytogenes pueda sobrevivir a la pasteurizacidon de la leche. Beams y Girard (2), en 1958,
fueron los primeros en demostrar que el organismo puede sobrevivir a un proceso de
pasteurizacién a 61,7 °C durante 35 min. Listeria es capaz de desarrollar una resistencia al
tratamiento térmico cuando se somete a periodos cortos de adaptacion, denominados choques
térmicos (3).

En este trabajo, nuestro objetivo ha sido lo de demostrar si esta bacteria era capaz de
desarrollar una resistencia al calor tras aplicar tratamientos térmicos prolongados a
temperaturas de tratamiento bajas y tratamientos térmicos cortos a temperaturas altas.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Microorganismo

Se utilizé la cepa de Listeria monocytogenes CECT 4032, procedente de la Coleccién Espafiola
de Cultivos Tipo (CECT). Se prepararon cultivos de este microorganismo en caldo de triptona y
soja (TSB, Scharlab, Barcelona, Espafia) con incubacién a 37 °C durante 24 h, hasta alcanzar la fase
estacionaria de crecimiento (aprox. 109 microorganismos/mlL).

2.2 Determinaciones de termorresistencia

Se realizaron en un termorresistémetro Mastia (4) en caldo TSB. Una vez atemperado a la
temperatura de tratamiento, se inocularon 0,2 mL del cultivo en TSB y se tomaron muestras a
tiempos preestablecidos segiin la temperatura de tratamiento. Se utilizaron dos temperaturas de
tratamiento distintas, 55 y 65 °C.

2.3 Ciclos de tratamiento térmico - crecimiento

Tras 1 hora de tratamiento a 55 °C o 1 minuto a 65 °C, correspondientes en ambos casos a
una inactivacion aproximada de 4 ciclos logaritmicos, se tom6 una muestra de 1 mL, que se
sembro en 5 mL de caldo TSB y se incub6 durante 24 h a 37 °C. Tras esta incubacidn, el cultivo se
utilizé de nuevo como in6culo para realizar un nuevo experimento en el termorresistometro. Este
ciclo de crecimiento inactivacion se repitié diez veces para cada una de las temperaturas de
tratamiento.

2.4 Incubacién y recuento de supervivientes

En los experimentos de inactivacion, para cada uno de los tiempos de muestreo se
realizaron las correspondientes diluciones decimales en agua de peptona (SCharlab), se
sembraron en agar de triptona y soja (TSA, Scharlab) y se incubaron durante 24 h a 37 °C. Los
recuentos de supervivientes se representaron en las correspondientes graficas de superviviencia,
a partir de las que se calcularon los tiempos de reduccién decimal o valores D (tiempo necesario
para inactivar a un 90% de la poblacién de microorganismos).

2.5 Tratamiento estadistico de los resultados

Los experimentos se realizaron, al menos, por triplicado. Para cada uno de los valores D se
calculo el coeficiente de regresion (ro) y los intervalos de confianza para el 95% inferior y superior.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

L. monocytogenes mostré una resistencia al calor caracterizada por un valor Dss «c de 15
minutos y un valor Dgpc de 16 s. Cuando fue sometida a ciclos de inactivacién y posterior
crecimiento de los supervivientes al tratamiento térmico su valor D fue aumentando
progresivamente, hasta practicamente duplicarse a ambas temperaturas. La Fig. 1 muestra, a
modo de ejemplo, las graficas de supervivencia obtenidas a 55 °C tras 2 y 7 ciclos de inactivacién-
crecimiento, en las que se puede observar ese aumento de la resistencia térmica. La Fig. 2 muestra
el resultado obtenido a la temperatura de 65°C, en la que también se pueden observar un efecto
similar.

Entre los mecanismos de adaptacion al calor, la sintesis de proteinas del choque térmico
(HSPs) es uno de los mas conocidos y mas habituales entre las bacterias (2). Estas son sintetizadas,
en tiempos tan cortos como 2 minutos, cuando los microorganismos son sometidos a tratamientos
térmicos subletales. Asi, la sintesis de HSPs podria explicar el aumento de resistencia observado
a 55°C. Sin embargo, la inactivacion a 652C se produce de manera mucho mas rapida,
alcanzandose 4 ciclos logaritmicos de inactivacion en aproximadamente 1 minutos. Este tiempo
es demasiado corto como para permitir la sintesis de HSPs a esa temperatura, por lo que se plantea
que podria haber otros mecanismos detrds del aumento de resistencia tras los ciclos de
crecimiento - inactivacién, al menos a temperaturas elevadas.

4. CONCLUSIONES

Estos resultados abren nuevos escenarios en relacion a la pasteurizacion de alimentos, que
deberia ser capaz de prevenir que los microorganismos fueran capaces de adaptarse a las
temperaturas de tratamiento. Este comportamiento se deberia tener en cuenta a la hora de
disefiar tratamientos térmicos efectivos para conservar alimentos, los cuales deberian evitar
etapas de calentamiento innecesarias.
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Resumen

Aproximadamente el 50% de los subproductos de brécoli tras su cosecha son hojas. Dichas
hojas tienen mayor contenido de compuestos fendlicos totales (TPC), actividad
antioxidante total (TAC), clorofilas y vitaminas (E y K) que los floretes o los tallos, mientras
que su contenido en glucosinolatos (GLS) es practicamente el mismo. Debido a la accion de
la mirosinasa, los GLS son transformados a isotiocianatos, principales compuestos
bioactivos en las Brassicas. Se biosintetizan y tienen importantes propiedades
anticancerigenas y antimutagénicas. El objetivo del presente trabajo fue optimizar la
mezcla de solventes para obtener una mayor extraccion de TPC en hojas de brdcoli. Se
probaron diferentes concentraciones de etanol y agua, donde se puso de manifiesto que
una elevada proporcion de agua en la mezcla logré6 las mayores extracciones de
compuestos fitoquimicos, recomendandose 25% etanol + 75% agua.

Palabras clave: Bréasicas; reutilizar; pérdida de alimentos; fitoquimico; US; antioxidantes.

Abstract

Around 50% of broccoli by-products at harvest are leaves. Such leaves have higher total
phenol content (TPC), antioxidant activity (TAC), chlorophylls and vitamins (E and K) than
florets or stems, while their glucosinolate (GLS) content is almost similar. Due to
myrosinase activity, GLS are transformed in isothiocyanates, the main bioactive
compounds in Brassica. They are biosynthesized and have strong anti-cancer and anti-
mutagenic properties. The objective of present word was to optimize the mix of solvents to
obtain a better extraction of TPC from broccoli leaves. After mixing different concentration
of ethanol and water, we concluded that a high proportion of water in the mix achieved the
best extraction of phytochemical compounds, recommending 25% ethanol + 75% water.

Keywords: Brassica; re-use; food loss; phytochemicals; US; antioxidants.

1.INTRODUCCION

Harvesting broccoli produces many by-products, which most of them are leaves and stems.
About half of the total biomass of the broccoli plant is made up of leaves, so it is a huge amount
that deserves to be revalorized. Broccoli leaves have important values of total phenol content
(TPC), antioxidant activity (TAC), Chlorophylls, and vitamins (E and K), higher than those find in
stems, while their glucosinolate (GLS) content is similar [1]. GLS are the main bioactive
compounds found in Brassica, from which Isothiocyanates (ITC) are biosynthesized and have
strong anticancer and antimutagenic properties [2]. Glucoraphanin and glucobrassicin are the
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main GLS found in broccoli (Brassica Oleracea var. italica) and cauliflower (Brassica oleracea var.
botrytis), while glucobrassin and sinigrin are in kale (Brassica oleracea var. sabellica) [3].

From brassica family wastes from non-edible parts of these vegetables such as (root, stem,
florets, or even pulp obtained from processing) can be obtained from plant nutrients such as
pectin and dietary fiber as well as pigments including carotenoids.

In this sense, the objective of the present work has been to optimize the extraction of some of
those phytochemicals from broccoli leaves using ultrasounds (US) and environmentally friendly
solvents (ethanol and water).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Plant material

Broccoli leaves were harvested and supplied by Grupo Lucas (EI Raal, Murcia, Spain) in
November 2022. After washing, freeze-dried, and milled (@ < 1 mm), 0.5 g of freeze-dried broccoli
leaves were disposed into glasses. Then, 10 mL of solvent were added to every glass (Table 1).
After mixing, all samples were put in an US bath (Bandelin, Berlin, Germany) for 15 minutes at
252C. When finished, we checked the temperature. Samples were filtered and then, analysis of TPC
and TAC were performed. All analysis were carried out in triplicate.

2.2 Total Phenolic Compounds

The spectrophotometric method developed by Folin and Ciocalteau [4] for the
determination of TPC is based on its reducing character and is the most used. A mixture of
phosphopholphramic and phosphomolybdic acids is used as reagent in basic medium, which are
reduce by oxidizing phenolic compounds. Originating blue oxides of tungsten (Wg023) and
molybdenum (MogO33). The absorbance of the developed blue colour is measured at 765 nm.
Results were expressed as g GAE/ kg fresh weight (fw).

2.3 Total Antioxidant Capacity

TAC was determined using the method based on Ferric reducing ability of plasma (FRAP)
as a measure to quantify antioxidant power. This technique is based on the measurement of the
ability of the compounds under study to be oxidized by iron [5]. The complex formed by Fe3+.
TPTZ is reduced to a bluish ferrous-tripyridyl triazine ion complex. This reaction in a medium of
low pH, produces a bluish color whose intensity will tell us about the antioxidant capacity of the
product:

Fe3+-TPTZ (colorless)— Fe2+-TPTZ (very deep blue color)

The absorbance of the developed blue colour is measured at 593 nm. Reaction time was 30
min. Results were expressed in g Trolox/ kg fw.

2.4 Statistical analyses

The experiment was a one-factor (solvent) design subjected to analysis of variance
(ANOVA) using Statgraphics Plus software (v. 5.1. Statpoint Technologies. Inc. Warrenton. VA.
USA). Statistical significance was assessed at the level *p<0.05, and Tukey’s multiple range test
was used to separate means.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Regarding the extraction of TPC the best result was obtained by the mix of 25% ethanol +
75% water and 50% ethanol + 50%, without differences among them, reaching a maximum of
12.29 g GAE/ kg fw. When 100% ethanol or 75% ethanol + 25% water was used, we obtained the
lowest TPC with 3.20 g GAE/ kg fw and 2.24 g GAE/ kg fw. [t was reported 8.92 g GAE/ kg fw when
100% water was used and 12.17 g GAE/ kg fw for a mix of 25% ethanol + 75% water.
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According to the TAC by FRAP, the best result was obtained with 25% ethanol + 75% water,
reaching the highest ability to reduce metals reporting 16.19 g Trolox/ kg fw. When 100% ethanol
was used, we obtained the lowest TAC with 5.77 g Trolox/ kg fw. However, we achieved a
reasonable extraction when we used 100% water with 11.44 g Trolox/ kg fw, which was quite
similar to the 12.03 g Trolox/ kg fw obtained for the mix 75% ethanol + 25% water. When 100%
ethanol was used, the lowest ability to reduce metals and TPC was obtained.

Gudifio et al. (2022) evaluated different broccoli by-products as sources of bioactive
compounds, they recommended 80% ethanol + 20% water for dried broccoli leaves, reaching a
higher TAC and chlorophyll content, while reporting a TPC of 24.3 mg GAE/ kg dry weight (dw),
which is in concordance with our values presented in fw .

4. CONCLUSIONS

For an efficient and sustainable extraction of phytochemicals of broccoli leaves by-products,
the best solvent to use is 75% water + 25% ethanol. Our results are a first step into optimizing the
maximum water able to reach maximum extraction due to be a cheap and easy to handle ‘Green
solvent’.
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Table 1. Sampling code.

Code Sample Ethanol Water
100 EtOH 100% 0%
100 H20 0% 100%

50 EtOH+50 H20 50% 50%
75 EtOH+25 H20 75% 25%
25 EtOH+75 H20 25% 75%
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Figure 1. Total phenolic content (TPC) of Broccoli leaves by-products extracted with different
solvent mixing including water + ethanol. Different letters show significant differences (p<0.05).

20

18

A
B
B B
C I I
0 i

100 EtOH 100 H20 50 EtOH+50 H20 75 EtOH+25 H20 25 EtOH+75 H20

TAC (g Trolox/ kg fw)
= = = =
Ee () (o] o N S o)}

N

Figure 2. Total antioxidant capacity (TAC) measured by FRAP method of Broccoli leaves by-
products extracted with different solvent mixing including water + ethanol. Different letters
show significant differences (p<0.05).
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Resumen

La encapsulacion de aceites esenciales (AEs) mediante complejos de inclusion en f3-
ciclodextrina es una tecnologia eficiente y bajo coste, para conseguir una liberacion
controlada de AEs desde los envases activos. Este estudio determind la concentracion del
complejo de inclusion AEs/B-CD en diferentes zonas después de la impresion sobre las
laminas de carton (mediante UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) y
caracterizd su morfologia mediante microscopio electronico de barrido (SEM). La
concentracion de complejo alcanzada en las laminas activas fue de 803,1y 937,1 mg/m2 en
zonas de alta concentraciéon de complejo con y sin adhesivo, respectivamente. En el caso,
de zonas de baja concentracion, ésta fue de 342,9 y 480,6 mg/m2 para las zonas con y sin
adhesivo, respectivamente. En las imagenes obtenidas mediante SEM se observod la
morfologia de las particulas. Los resultados concluyeron que la concentracion de complejo,
asi como su morfologia fue 6ptima para asegurar una liberacion controlada.

Palabras clave: complejo de inclusion; envases activos; B-ciclodextrina; aceites esenciales;
microscopia electronica de barrido.

Abstract

The encapsulation of essential oils (EOs) by means of inclusion complexes in 3-cyclodextrin
is an efficient and low-cost technology to achieve a controlled release of EOs from active
containers. This study determined the concentration of the AEs/-CD inclusion complex in
different areas after printing on the cardboard sheets (using UPLC (Ultra Performance
Liquid Chromatography)) and characterized its morphology using scanning electron
microscope (SEM). The concentration of complex reached in the active sheets was 803.1
and 937.1 mg/m2 in areas of high concentration of complex with and without adhesive,
respectively. In the case of areas of low concentration, this was 342.9 and 480.6 mg/m2 for
the areas with and without adhesive, respectively. In the images obtained by SEM the
morphology of the particles was observed. The results concluded that the concentration of
complex, as well as its morphology, was optimal to ensure a controlled release.

Keywords: inclusion complex; quality; B-cyclodextrin essential oils; scanning electron
microscopy.

1. INTRODUCCION

En la actualidad se estiman unas pérdidas/desperdicio del 45-55 % de frutas y hortalizas
(1).El etileno, conocido como la hormona de la maduracidn en las plantas y sus frutos, es clave en
los mecanismos que controlan el crecimiento y desarrollo de las plantas. Por otro lado, el perfil
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del consumidor actual se caracteriza por exigir productos naturales saludables sin aditivos,
seguros y con una larga vida util (2).

Los aceites esenciales (AEs) son extractos naturales de plantas, ampliamente aceptados
por el consumidor, los cuales poseen elevadas propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Son
capaces de reducir la produccidon de etileno en frutas y hortalizas (3).

Para ello, las ciclodextrinas (CD) son capaces de encapsular una amplia gama de moléculas
en su interior, formando un complejo de inclusion (4). Asi, gracias a la naturaleza anfifilica de las
CD (es una molécula tronco-cénica con un interior hidréfobo y un exterior hidrofilico) son capaces
de hacer “solubles” los AEs en agua para su incorporacidén en envases activos y posterior
liberacion controlada. Asi, los AEs son las moléculas “huésped” mientras que las CD son las
moléculas "anfitrionas"(4). Asi, es necesario cuantificar la cantidad de complejo de inclusiéon
cargado en el envase activo, asi como la morfologia para asi poder determinar la idoneidad de
dichos envases activos que liberen la cantidad de AEs necesaria.

Los objetivos de este estudio fueron cuantificar la cantidad de complejo de inclusién en el
envase activo a nivel industrial para realizar un control de calidad de dicha concentracién y
observar la morfologia de éstos mediante microscopia electrénica de barrido (SEM).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Extraccién y analisis de 3-CD en los envases activos de cartén

Se analizaron zonas de los envases activos donde se observaba visualmente que habia
habido una impresién del complejo activo superior que, en otras zonas, asi como zonas donde se
habia aplicado adhesivo de contacto para formar los envases (barquetas) activos. Para ello, se
cortaron muestras de envase de carton activo de 20x20 cm, los cuales a su vez se trocearon en
cuadrados de 2x2 cm, que se colocaron en un bote de cristal (tipo Pyrex) de 100 mL de capacidad.
Seguidamente se afiadieron 40 mL del extractante (acetonitrilo:agua, 50:50 (volumen (v):v)) y se
cerrd el bote de cristal. Después se incubaron durante una horaa85°C en un bafio de agua agitado
a 60 rpm. Seguidamente, se dejo enfriar y se realizaron dos ciclos de 5 min de ultrasonidos (100
% de frecuencia). Finalmente, el extracto se filtré a 0,22 um mediante filtros de jeringa (6).

El extracto obtenido se analizé mediante cromatografia liquida de ultra-alta resolucion
(UHPLC) con las siguientes condiciones: columna UHPLC para azucares (Shodex Asahipak NH2P-
50 4E; 4.6mmx250mm;2um), detector de indice de refraccion, fase movil acetonitrilo:agua (60:40,
v:v), flujo isocratico de 1 mL/min, temperatura columna de 40° C y tiempo de analisis de 23 min.

2.2 Andlisis del complejo de inclusién por microscopia electrénica de barrido (SEM).

La morfologia de las $-CD y los complejos de inclusién AEs/(-CD fue analizada utilizando
un microscopio electrénico de barrido (modelo S-3500N Hitachi). Previamente a su observacion,
las muestras se recubrieron con una pelicula delgada de platino y se analizaron a un aumento de
200 nm.

2.4 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el software SPSS (v.19 IBM, Nueva York, EE. UU.)
utilizando analisis de varianza multifactorial (ANOVA) con la prueba de Tukey (p = 0,05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se puede observar en la figura 1 que no existieron diferencias (p>0.05) significativas entre
las con adhesivo y sin adhesivo, tanto en las zonas con alta como de baja concentracién de
complejo. Sin embargo, si hubo diferencias significativas (p<0.05) entre las zonas con alta
concentracion y baja concentracién. La concentracién de complejo obtenida fue de 803,1 y 937,1
mg/m? en zonas de alta concentracion con y sin adhesivo, respectivamente, y a nivel industrial se
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afiaden entre 1000 y 1200 mg/m?2. Estas laminas activas se pueden usar en la fabricacién de cartén
ondulado (3 capas) o usar la lamina activa de papel en el fondo de cajas de plastico. Por lo que el
analisis realizado fue de la ciclodextrina y junto con el AE que fueron 105,7 y 123,3 mg/m?2 (datos
no mostrados) sumarian 908,8 y 1060,4 mg/m? en total, correspondiéndose asi con la
concentracion que se aplica en la fabricacion a nivel industrial de las laminas activas. Y obteniendo
un resultado éptimo en el control de calidad que corrobora que las laminas activas contienen
dicha concentracion de complejo. Los valores obtenidos fueron superiores que los que obtuvieron
(7). En comparacion con estudios anteriores se puede garantizar que se produce una liberaciéon
controlada en el tiempo de la concentracidn que se aflade de complejo a las laminas de cartén, por
ejemplo, en un estudio con limon se afiadié 800 mg/m? (8).

En la Figura 2, podemos observar las distintas imagenes obtenidas por el microscopio
electronico de barrido en las que se ven las particulas correspondientes a los complejos de
inclusion muy compactados. Las imagenes son parecidas a las obtenidas por (9), en la cuales se
observa un tamafo de particula homogéneo, garantizando asi que el proceso de fabricacién del
complejo fue éptimo.

4. CONCLUSIONES

El método de caracterizacion mediante analisis en UHPLC result6 6ptimo, debido a que la
concentracién obtenida concuerda con la afiadida a nivel industrial. La observacién con el
microscopio electrénico de barrido mostré unos complejos de inclusién de tamafios y morfologia
homogéneas en la escala nanométrica.
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Figura 1: Concentracion de 3-CD (mg/m?2) en laminas de baja y alta concentracién de complejo
activo, y zonas con y sin adhesivo de contacto. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre diferentes concentraciones de complejo.
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Figura 2: Imagenes obtenidas del microscopio electrénico de barrido de los complejos de 3-CD
con un aumento de 200x. Imagenes de diferentes particulas del complejo.
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Resumen

Cuando un complejo de inclusion con ciclodextrina entra en contacto con la saliva, el
huésped contenido en su interior puede ser liberado. Durante la masticacion, la
ciclodextrina se mezcla con la saliva en la boca, provocando la hidratacién de la
ciclodextrina y la desestabilizacion del complejo de inclusion. El objetivo de este trabajo
ha sido evaluar la liberacion en saliva artificial del huésped aceite de oliva virgen extra
(AOVE) del complejo de inclusion con alfa-ciclodextrina (aCD), con el fin de evaluar su
potencial aplicacion en la industria alimentaria de productos empanados. Se observé una
liberacion gradualmente rapida del AOVE (liberacion del 100% en menos de 1 min), lo que
permitiria que el AOVE liberado sea percibido por los receptores del gusto en la cavidad
bucal. Este fendmeno ha demostrado la idoneidad de emplear AOVE-aCD en la formulacion
de productos alimentarios empanados, para disminuir el contenido de aceite en estos
productos y evitar el proceso de fritura.

Palabras clave: Saliva artificial; disolucion; producto empanado; fritura; cavidad bucal.

Abstract

The process of releasing of the encapsulated compounds from the cyclodextrin inclusion
complex into the oral cavity is known as guest mouth-release. This occurs when
cyclodextrin is mixed with saliva during chewing, resulting in the hydration of cyclodextrin
and destabilization of the inclusion complex. In this study, the objective was to assess the
release of extra virgin olive oil (EVOO) as guest from the inclusion complex with alpha-
cyclodextrin (aCD) in artificial saliva, with the aim of determining its potential application
in the food industry for breaded products. The results revealed a rapid release of EVOO
(100% release in less than 1 minute), which would be perceived by taste receptors in the
oral cavity. This finding indicates that EVOO-aCD could be used in the formulation of
breaded food products, for reducing its oil content and avoid the frying process.

Keywords: Artificial saliva; dissolution; breaded product; frying; oral cavity.

1. INTRODUCCION

Las ciclodextrinas (CD) son oligosacaridos ciclicos de forma toroidal formados por 6-8
unidades de glucopiranosa. Debido a su estructura tridimensional, poseen la capacidad de
encapsular en su interior parcial o totalmente moléculas hidrofébicas de otros compuestos,
formando complejos de inclusién (1). Estas moléculas albergadas en su interior se denominan
huéspedes y pueden ser protegidas y liberadas de manera controlada por las ciclodextrinas. Esta
habilidad de proteccién mejora la solubilidad y estabilidad de las moléculas huéspedes, lo que
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hace que las CD sean una herramienta versatil en una amplia variedad de aplicaciones industriales
y farmacéuticas (2).

Actualmente, las CD se emplean en la industria alimentaria para encapsular compuestos
lipofilicos sensibles a la degradaciéon como sabores, aromas, colorantes y grasas. Al entrar en
contacto con la saliva las CD pueden tener un papel dual en la percepcion de sabores en boca. Se
pueden emplear para proteger o enmascarar sabores o aromas indeseables, reduciendo su
percepcidn sensorial y asi mejorar la aceptabilidad del producto final (3). Contrariamente, pueden
liberar gradualmente el sabor o aroma encapsulado sintiéndose en los receptores gustativos en la
lengua, y asi crear determinadas sensaciones en boca del consumidor. Una vez que los productos
encapsulados en CD se mastican y entran en contacto con la saliva en la boca, las CD se disuelven
lentamente debido a su naturaleza hidrosoluble, lo que permite que el huésped (sabor o aroma
encapsulado) se libere y sea percibido por el consumidor. Este fendmeno es en algunos casos
inevitable, incluso cuando se emplean las CD para enmascarar sabores desagradables como
ocurre, por ejemplo, cuando se administra un farmaco por via oral (3-5).

En este estudio se ha investigado la liberacién en boca del aceite de oliva virgen extra
(AOVE) microencapsulado en aCD mediante el uso saliva artificial, para evaluar su aplicacién en
la industria alimentaria, concretamente en la elaboracién de platos preparados empanados. El
objetivo de esta investigacidn era simular la disolucién del complejo de inclusién AOVE- aCD en
saliva artificial para ver si se tendria en boca la suficiente sensacién del AOVE libre, y de esta
manera reducir considerablemente el contenido de aceite del producto empanado, pudiendo
evitar la prefritura y la fritura posterior de preparacién para su consumo.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

El pan rallado de maiz fue suministrado por la empresa Fripozo S.A (Las Torres de Cotillas,
Murcia, Espafia). El complejo AOVE-aCD (en polvo) fue preparado y suministrado por la empresa
Bioencapsulation and iPackaging S.L. (Fuente Alamo, Murcia, Espafia).

2.2 Andlisis de la liberacién en saliva artificial del AOVE microencapsulado en aCD

La liberacion del huésped del complejo de inclusién AOVE-aCD se estudié siguiendo el
método descrito por Celebioglu y Uyar (2020) con algunas modificaciones (4). Se empled la
técnica de disolucion por saliva artificial, que se formulé con la siguiente composicién: 1,19 g
NaH3;P0., 0,095 g KHPO4,y 4 g NaCl, en 500 mL de agua destilada, ajustando el pH a 6,8 con acido
fosférico. Para la evaluacion de esta liberacion, se introdujeron 10 mL de saliva artificial en una
placa Petri y seguidamente se depositaron 0,5 g de la muestra a analizar. En placas distintas se
analizo6 por un lado el comportamiento del complejo AOVE-aCD solo; por otro, el pan rallado de
maiz, y por otro la mezcla de AOVE-aCD y pan rallado de maiz (mezclados en una proporcion 1:2,
p:p). El comportamiento de disolucion se registrd realizando tomas de fotos durante 60 s en
intervalos de 15 s.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tan pronto como se afiadié la muestra de AOVE-aCD en la saliva artificial, se observé una
liberacion parcial del AOVE en la placa Petri (Figura 1). De manera andloga, se percibe este
fenémeno en la muestra de pan rallado con AOVE-aCD. Sin embargo, la muestra con solamente
pan rallado no se altera a lo largo de la duracién del ensayo, como era de esperar. A medida que
aumenta el tiempo de contacto, el AOVE (huésped) se va liberando en su totalidad, tanto en la
muestra de AOVE-aCD como en la muestra de AOVE-aCD con pan rallado de maiz. Esto se atribuye
a que una vez que las ciclodextrinas se disuelven en saliva, pueden liberar los compuestos
hidr6fobos que previamente habian sido incluidos en su cavidad hidréfoba, en este caso el AOVE.
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En efecto, la cavidad hidréfoba de las ciclodextrinas tiene afinidad por el AOVE, y al disolverse en
saliva, la cavidad hidréfoba se expone al medio acuoso de la saliva, lo que provoca que los
compuestos hidréfobos (el aceite AOVE) sean liberados y se dispersen en la saliva. Como
resultado, el complejo AOVE-aCD se disuelve completamente en la saliva en menos de 45 s de
contacto. Celebioglu y Uyar (2020) investigaron el comportamiento de disoluciéon de complejos
de inclusion de curcumina + HP-CD y curcumina + HP-yCD en redes nanofibrosas electrohiladas.
Los complejos de inclusién se disolvieron en pocos segundos tanto en agua como en papel de filtro
empapado de saliva, lo que se indicé por la coloracién anaranjada del agua y la rapida disolucién
en papel de filtro empapado de saliva (4). Asi mismo, Topuz y sus colaboradores (2021) (4,5)
llevaron a cabo pruebas de disolucion de complejos de inclusién de HP-BCD con varios
antibioticos. Los resultados mostraron que los complejos se disolvieron en segundos al entrar en
contacto con saliva artificial, demostrando su potencial para la administracién oral de fArmacos.

4. CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que se logro liberar adecuadamente, de forma gradual, en saliva
artificial el AOVE del complejo de inclusion AOVE-aCD, lo que evidencia su potencial para ser
utilizado en alimentos con contenido reducido de aceite. La liberacién gradual en la boca permitira
disfrutar del sabor y aroma del aceite durante la masticaciéon de productos alimenticios que
contengan el complejo de inclusidn. De este modo, se podra ajustar el contenido de aceite (grasa)
en el producto empanado, evitando procesos que incrementan de forma excesiva el contenido de
aceite en el producto, como son la prefritura y la fritura en bafio de aceite hirviente. Asi, este tipo
de encapsulado contribuira a la formulacién de alimentos o platos preparados mas saludables,
pero con todo su sabor.
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Figura 1. Comportamiento de disolucion del (a) AOVE-aCD, (b) pan rallado de maiz, y (c) pan
rallado + AOVE-aCD, al entrar en contacto con saliva artificial a diferentes tiempos de contacto: 0
s,15sy30s.
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Resumen

El presente estudio investigd la caracterizacion fisicoquimica, antioxidante vy
antimicrobiana de vinagres de vino, manzana y alcohol con alto contenido en acido acético
(> 8%). El contenido en polifenoles y la actividad antioxidante fueron analizadas mediante
el ensayo de Folin-Ciocalteu y el ensayo de eliminacion de radicales libres DPPH,
respectivamente. La actividad antimicrobiana se llevd a cabo mediante el método de
difusion en pozos contra bacterias gram positivas y gram negativas. El vinagre de vino tinto
presento las capacidades antioxidantes mas altas, mientras que el vinagre de alcohol no
present6é contenido fendlico ni antioxidante. Todas las tipologias de vinagre exhibieron
una actividad antimicrobiana alta, con una zona de inhibicion de 17,5-33,9 mm; incluso
superior al antibiotico comercial investigado. Se hallé que el vinagre de vino tinto, vino
blanco y manzana son ricos en compuestos fendlicos y son potentes como agentes
antioxidantes y antimicrobianos; evidenciando su elevada funcionalidad tecnolodgica.

Palabras clave: vino; antioxidante; polifenoles; Kirby-Bauer; antimicrobiano.

Abstract

The aim of this study was to investigate the physicochemical, antioxidant and antimicrobial
characteristics of vinegar from red and white wine, apple and alcohol containing high
acetic acid values (> 8%). Total phenolic content and antioxidant activity were determined
using the Folin-Ciocalteu method and DPPH free radical-scavenging activity assay,
respectively. Antimicrobial activity was evaluated against Gram-positive and Gram-
negative bacterial strains by well-diffusion method. Red wine vinegar showed the highest
antioxidant properties, while alcohol vinegar did not have phenolic content or antioxidant
activity. All vinegar samples exhibited significant antimicrobial activity with an inhibition
zone diameter of 17,5-33,9 mm; even superior to the commercial antibiotic assayed. These
results revealed the high ability of red and white wine and apple vinegar as antioxidant
and antimicrobial agents due to their elevated phenolic content and antioxidant activity.

Keywords: wine; antioxidant; polyphenols; Kirby-Bauer; antimicrobial.

1. INTRODUCCION

El vinagre es una solucion liquida producida a partir de productos de origen vegetal por una
doble fermentacién alcohdlica y acética. Su componente principal es el acido acético y su
concentracion esta contenida dentro del 3-5% (peso:volumen) (1). Su composicidon es
dependiente tanto de la materia prima como de la tecnologia empleada para su produccidn.
Principalmente, su elaboracion se realiza utilizando frutas (uva, manzana) como base, aunque
también se pueden utilizar otras materias primas como cereales (arroz) o incluso alcohol.
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Tradicionalmente, el vinagre se ha empleado como condimento y como conservante de alimentos,
consecuencia de su contenido en compuestos bioactivos: acidos orgénicos y polifenoles, entre
otros. Los compuestos naturales bioactivos han tenido un marcado auge a raiz de la preferencia
del consumidor de lo natural frente a lo sintético. Estos compuestos tienen gran influencia en las
caracteristicas organolépticas del vinagre, pero también juegan un papel crucial en sus
propiedades antioxidantes y antimicrobianas (2). Estas propiedades tecnoldgicas del vinagre lo
convierten en un producto util y efectivo como conservante y estabilizante de alimentos. Asi pues,
a fin de identificar nuevos formatos de vinagre para uso alimentario se evalda la tipologia de
vinagre con mayor calidad funcional tecnolédgica en vinagres de alto contenido en 4cido acético.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

Vinagre de vino tinto, vino blanco, manzana y alcohol fueron suministrados por la empresa
JR Sabater S.A. (Cabezo de Torres, Murcia, Espafia). Listeria monocytogenes CECT 4032 y
Salmonella enterica CECT 443 fueron proporcionados por la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo
(CECT; Valencia, Espaiia).

2.2 Determinacién de las propiedades fisicoquimicas

El pH se determiné utilizando un pH-metro digital (Crison GLP 21; Barcelona, Espaifia). La
titulacién de los vinagres se realiz6 empleando NaOH 0,1 M hasta punto final de 8,1 (3). El
resultado se expresé como equivalentes de acido acético en tanto por ciento. Para la medicion de
solidos solubles totales (% Brix) se utilizé un refractometro digital portatil (Atago PAL-1; Tokio,

Japén).
2.3 Andlisis del contenido en polifenoles totales y actividad antioxidante

El contenido en polifenoles totales se determiné mediante el método de Folin-Ciocalteu (4),
con modificaciones. Vinagre liquido se mezclé con MeOH 50% (1:40) y se extrajo durante 1h a
120 rpm. Los resultados se expresaron como mg acido galico/mL. La capacidad antioxidante
(umoles Trolox/mL) se evalu6 empleando este mismo extracto, mediante la actividad de
captacion de radicales libres por el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), con adaptaciones (5).

2.4 Efecto antimicrobiano de los vinagres

Una alicuota de 10 puL de microorganismo se transfirié a 10 mL de caldo TSB y se incub6 a
37 °C durante 20 h hasta obtener una concentraciéon aproximada de 108 UFC/mL. La capacidad
antimicrobiana se evalué en base al método de los pozos en el agar de Kirby-Bauer (6), con
modificaciones. Se empled oxitetraciclina dihidrato (Sigma-Aldrich; San Luis, Misuri, EE. UU.) y
agua destilada estéril como controles positivo y negativo, respectivamente. El didmetro de la zona
de inhibicién (en mm) se midié empleando un calibre digital.

2.5 Andlisis estadistico

Para el tratamiento estadistico de los resultados se utiliz6 el software estadistico RStudio.
El nivel de significacion estadistica se evalu6 al 95% (p<0,05) realizando un anélisis
unidireccional de ANOVA y la prueba Tukey HSD.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido en polifenoles y la capacidad antioxidante de los vinagres evaluados se recogen
en la Tabla 1. Los vinagres de vino y manzana obtuvieron valores en un rango de 0,1-0,9 mg acido
galico/mL. Estos valores se hallaron en concordancia con los obtenidos por Bakir y colaboradores
(2017) (7) para vinagre de uva y manzana, aun siendo ligeramente superiores. No se detectd
contenido fendlico en el vinagre de alcohol. Los resultados de este estudio revelaron cémo la
tipologia de vinagre influye en la variabilidad de los compuestos bioactivos, especificamente en el
caso de los polifenoles. A su vez, las diferencias de concentracién se encontraron supeditadas a la
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materia prima (vino, manzana o alcohol) (8). Varios estudios han evidenciado la relacién entre la
funcién antioxidante y el contenido de compuestos fenoélicos, siendo mas elevados en los vinagres
de vino (2,8). En este estudio se observa la existencia de una relacién positiva entre estas dos
variables. Asi pues, el vinagre de alcohol no exhibié capacidad antioxidante. El efecto
antimicrobiano de todas las variedades de vinagre evaluadas demostré una gran eficacia frente a
L. monocytogenes CECT 4032 y S. enterica CECT 443, con un rango de inhibicién de 33,9-43,7 mm
y 17,5-33,9 mm, respectivamente (Tabla 2). Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) en las zonas de inhibicién del crecimiento de L. monocytogenes CECT 4032
entre los tratamientos aplicados y el control positivo; siendo en orden ascendente de efecto
inhibitorio tinto > alcohol > blanco > manzana. La inhibicién de S. enterica CECT 443 mas
acentuada la manifest6 el vinagre de alcohol (19,4+0,6% acético) mostrando diferencias
significativas con respecto al resto de vinagres y al control positivo. En todas las pruebas
efectuadas, se hallé una actividad antimicrobiana notoriamente significativa al obtenerse un
didmetro de inhibicién superior a 15 mm (7-10 mm, baja; 11-14 mm, media; y > 15 mm, alta
inhibicién) (7). Los elevados niveles de acidez que reflejan el considerable contenido de acido
acético en combinacidn con la elevada cantidad de polifenoles presentes en los vinagres podrian
ser los responsables del marcado efecto antimicrobiano exhibido (7,8). Esta correlacion fue
afirmada por Bakir y colaboradores (2017) (7), quienes reportaron que los didmetros de
inhibicién eran obtenidos en consecuencia al desequilibrio protdnico provocado por el acido
acético al disociarse en el citoplasma tras atravesar la membrana bacteriana. Estos mismos
autores expusieron que el vinagre de uva y manzana (2,12-5,02% acético) presentaron un efecto
medio o débil inhibitorio (didmetro de inhibicién 7-14 mm) sobre Staphylococcus aureus y
Salmonella typhimurium. En contraposicion a los autores mencionados, los vinagres utilizados en
este estudio presentaban un nivel de contenido de acido acético mas elevado, lo que podria
explicar su efecto inhibitorio mas acentuado.

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron la influencia de la tipologia de
vinagre sobre sus caracteristicas fisicoquimicas, antioxidantes y antimicrobianas. Vinagres de
vino tinto, vino blanco y manzana mostraron las capacidades antioxidantes mas elevadas, en
consonancia con su alto contenido en polifenoles totales. Ademas, la elevada acidez de los vinagres
estudiados contribuy6 a su marcada actividad antimicrobiana frente a las dos bacterias patégenas
ensayadas. Todo ello contribuyé a poner de manifiesto la notable funcionalidad tecnolédgica en
términos antioxidantes y antimicrobianos, y a evidenciar los beneficios de su aplicacion industrial
en la investigacion de nuevos formatos de vinagre.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas, contenido en polifenoles totales y capacidad antioxidante
total de vinagres evaluados. Se muestran valores promedio (n =3) y desviacién estandar.

Muestra pH AT (%) SST (% Brix) Polifenoles totales  Capacidad antioxidante
(mg acido galico/mL) (nmoles Trolox/mL)

V. vino tinto 3,0 £0,1ab 10,1 £ 0,32 8,8+0,1a 0,9+0,1a 2,8+0,1a
V. vino blanco 3,0+0,12 9,7 +0,22 7,8+0,1b 0,1+0,1b 04+0,1b
V. manzana 3,2+0,2b 8,4 +0,6b 10,1 £0,2¢ 0,5+0,1c 1,2+0,1¢
V. alcohol 2,8+0,1a 19,4 +0,6¢ 10,0 £ 0,3¢ 0,0+0,0d 0,0+0,0d

AT = acidez titulable; SST = s6lidos solubles totales; Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas
(p<0,05) entre los vinagres.

Tabla 2. Didmetros de inhibicién (mm) de vinagres sobre Listeria monocytogenes CECT 4032 y
Salmonella enterica CECT 443. Se muestran valores promedio (n = 3) y desviacion estandar.

Muestra Diametro zona de inhibicion (mm)

L. monocytogenes S. enterica CECT

CECT 4032 443
Control + 26,0 + 4,52 20,7 £ 4,52
V. vino tinto 43,7 +0,8b 21,5+0,82
V. vino blanco 36,4 + 5,0bc 17,5+ 0,62
V. manzana 33,9 +£1,0¢ 20,1 +0,62
V. alcohol 42,5 +1,5bc 33,9+1,9b

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre los vinagres.
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Resumen

El estudio de las propiedades beneficiosas de los microorganismos probioticos no viables
(paraprobidticos) se encuentra en auge tanto en el ambito de la industria alimentaria como
en el de la salud humana, por las prometedoras ventajas que presentan a nivel industrial y
anivel clinico. Para obtener microorganismos no viables que retengan dichas propiedades,
es necesario determinar las condiciones de inactivacion que permitan optimizar este
procedimiento. En este ensayo estudiamos el proceso de inactivacion mediante
tratamiento térmico de dos cepas de Lactobacillus rhamnosus y L. acidophilus crecidas en
condiciones de fermentacion. A 75°C ambos microorganismos probiodticos pudieron ser
inactivados completamente en periodos cortos de tiempo (8-10 min), siguiendo un modelo
de distribucion de Weibull, y cuyos parametros pueden ser optimizados para ser escalados
a su produccion industrial.

Palabras clave: Paraprobidticos; bacterias acido-lacticas; analisis de supervivencia; respuesta
térmica.

Abstract

The assessment of the beneficial properties of non-viable probiotic microorganisms
(paraprobiotics) is a growing topic in both food industry and human health, due to their
promising prospects both at an industrial and at a clinical level. To obtain non-viable
microorganisms retaining said properties, it is paramount to determine the inactivation
conditions that allow for an optimization of this process. In this study we evaluated the
inactivation process via thermal treatment of two strains of Lactobacillus rhamnosus y L.
acidophilus cultured in fermenting conditions. At 75 °C, both probiotic strains could be
completely inactivated within short time periods (8-10 min), fitting a Weibull distribution
model, and whose parameters may be suitable for optimization upon escalation to
industrial production of the non-viable microorganisms.

Keywords: Paraprobiotics, lactic acid bacteria; survival analysis; heat response.

1. INTRODUCCION

Se define a los probi6ticos como microorganismos vivos que proporcionan un beneficio en
la salud de aquel que los ingiere cuando son administrados en las cantidades adecuadas. De entre
los microorganismos con propiedades probidticas mas estudiadas destacan las bacterias acido-
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lacticas, y mas concretamente las pertenecientes al género Lactobacillus spp. (1). Los mecanismos
con los que los probiéticos interactian con la flora intestinal, si bien se han descrito ampliamente,
siguen sin estar completamente dilucidados(2), y pueden incluso no requerir de viabilidad. En
consecuencia, un enfoque de estudio se centra en los paraprobioticos, que se definen como células
microbianas no viables, intactas o lisadas, que cuando son administradas en cantidades adecuadas
contribuyen a un efecto beneficioso en la salud del consumidor (3). El interés de su utilizacién de
reside en dos importantes ventajas sobre sus homologos vivos. Tecnoldgicamente son maés
estables y seguros en la produccion industrial, ya que interaccionan en menor medida con otros
componentes y no requieren de condiciones muy controladas para su conservaciéon (4).
Clinicamente, suponen una alternativa mas segura para su administracién en personas cuyo
sistema inmune se encuentre comprometido, lo que minimiza riesgos de reacciones adversas (5).
Para obtener estos paraprobiéticos se debe someter a los probidticos vivos a un tratamiento que
los inactive pero que a la vez consiga conservar las propiedades benignas de estos (4,6), no
obstante los parametros especificos varian segiin la cepa probidtica y la propiedad beneficiosa,
por lo que es clave optimizar los procedimientos.

Asi pues, el objetivo de este estudio se centra en determinar estas condiciones de
inactivacién mediante tratamiento térmico de dos cepas de bacterias acido-lacticas comerciales
crecidas en condiciones de fermentacion, y mediante la modelizacién de los datos obtenidos
usando el método de distribucion de Weibull (7), establecer unos parametros que permitan
optimizar estas condiciones de inactivacion.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Preparacion de las muestras

Se emplearon cultivos liofilizados de los microorganismos probioéticos Lacticaseibacillus
rhamnosus (cepa 278 de la Coleccién Espafiola de Células Tipo (CECT)), y Lactobacillus acidophilus
(cepa DSM 24936, adquirido a un proveedor especializado (Origgio, Italia) a través de la empresa
Martinez Nieto, S.A. (Cartagena, Espafia)). Un in6culo de 0,5 g de cada uno de ellos se activ6 en
tubos de ensayo con caldo MRS (Condalab, Espafia) Estos tubos de ensayo fueron incubados
durante 20 h en estufa a 37 °C. Cada uno de los inéculos activados fue incorporado en botellas de
1 L de leche desnatada en polvo obtenida en supermercado local (Cartagena, Espafia),
previamente reconstituida al 8% en peso en agua destilada y esterilizada mediante autoclave a
121 °C y presion de 1 bar por encima de la presiéon atmosférica durante 5 min. Las muestras
inoculadas se incubaron durante 20 h a 37 °C en un agitador orbital (IVYMEN, Comecta, Barcelona,
Espafia) programado a 160 rpm.

2.2 Tratamiento térmico de las muestras

Se distribuyeron alicuotas de 100 mL en bolsas estériles de polietileno tipo Stomacher™
(Seward, Reino Unido) termoselladas en condiciones de esterilidad. Las bolsas se dispusieron
sumergidas en un bafio estatico termostatizado (JP Selecta, Espafia) a una temperatura
programada. Se realizaron tratamientos térmicos a 70 °C, 75 °C y 80 °C por triplicado. Las
muestras se fueron extrayendo de forma sucesiva tras un determinado periodo de tratamiento y
se fueron sembrando de forma acorde en placas de MRS agar que se incubaron durante 48 ha 37
°C.

2.3 Anadlisis de los datos

Los datos experimentales de supervivencia fueron modelizados mediante distribucién de
Weibull usando para ello el complemento Excel Solver, de acuerdo con la ecuacion (Ec.) 1
mediante regresion no lineal (7):

logNl0 =— (%)p (Ec. 1)
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donde N representa el numero de células supervivientes tras un tratamiento de tiempo ¢, Ny
representa el recuento inicial de células vivas, § es el tiempo de primera reduccién decimal (el
tiempo en que la poblacion de células supervivientes pasa de Ny a Ny/10), y p es un parametro de
la curva de supervivencia que define su concavidad o convexidad.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se muestra en las Figuras 1 y 2, podemos describir el proceso de inactivacion tanto
de L. rhamnosus como de L. acidophilus crecidos en condiciones de fermentacion mediante una
distribucion de Weibull con un buen ajuste de la raiz de la desviacién cuadratica media (RDCM).
Asi pues, a concentraciones iniciales de 8 log UFC/mL ambos requieren de periodos cortos de
inactivacion a 70 °C, siendo estos inferiores a los 12 min para L. rhamnosus (670=3.013 min) y a 18
min para L. acidophilus (870=8.119).

El aumento de temperatura disminuye el tiempo de inactivaciéon necesario para conseguir
la inactivacién completa de ambos microorganismos. Observamos que el efecto del aumento de
temperatura en el tratamiento es significativamente mayor para L. acidophilus en comparaciéon
con L. rhamnosus (Tabla 1). De hecho, el tratamiento térmico de L. acidophilus a 80 °C presenté
una notable alteracién en la integridad del medio de fermentacién empleado, lo cual puede tener
un impacto negativo sobre el proceso de inactivacidn, por lo que estos resultados fueron
descartados; no asi para L. rhamnosus crecido y tratado en iguales condiciones.

Estos valores estan en consonancia con lo descrito en la literatura para estos lactobacilos
en los que la inactivaciéon constituye metodologia de trabajo para posteriores estudios. En
concreto, ToKi et al. (8) describieron la inactivaciéon completa de L. rhamnosus GG tras 20 min a 70
°C, mientras que Ding et al. (9) reportaron este hecho para L. acidophilus ATCC 4356 tras 30 min
a 65 °C. No obstante, destacamos que en la literatura estos tratamientos fueron realizados sobre
microorganismos crecidos medios de cultivo selectivos como MRS en lugar de en leche.

4. CONCLUSIONES

En funcién de los resultados obtenidos, podemos concluir que el procedimiento de
inactivacion de los lactobacilos seleccionados puede llevarse a cabo en periodos cortos de tiempo
a temperaturas en torno alos 75 °C sin que se produzca alteracion sobre el medio de crecimiento,
e inferir que el proceso se ajusta al método de distribucion de Weibull. No obstante, los resultados
aqui presentes obtenidos a escala de laboratorio deben ser validados mediante pruebas mas
exhaustivas y con volimenes mas cercanos a los utilizados en las producciones industriales para
tratar de optimizar este procedimiento.
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Figura 1. Inactivacién térmica de L. rhamnosus CECT 278 a 70, 75 y 80 °C. Los puntos azules
representan los datos experimentales, mientras que las lineas rojas expresan los modelos de
inactivacion mediante distribucién de Weibull. N = Unidades Formadoras de Colonias/mL.
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Figura 2. Inactivacidn térmica de L. acidophilus DSM 24936 a 70 y 75 °C. Los puntos azules
representan los datos experimentales, mientras que las lineas rojas expresan los modelos de
inactivacion mediante distribucién de Weibull. N = Unidades Formadoras de Colonias/mL.

Tabla 1. Valores estimados del modelo de distribuciéon de Weibull para L. rhamnosus CECT 278 y
L. acidophilus DSM 24936, obtenidos mediante inactivacién térmica.

Temperatura Valor & Valor z
Cepa o X log valor & RDCM o
P ) (min) & P ()
L. rhamnosus 70 3.013 0.479 1.684 0.455 28.61
CECT 278

75 2.632 0.420 2.213 0.652
80 1.347 0.129 2.081 0.591

L. acidophilus 70 8.119 0.910 3.087 0.843 12.47

DSM 24936

75 3.226 0.509 2.034 0.955
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Resumen

La proteccion del medio ambiente y la mitigacion de externalidades negativas en la
agricultura son aspectos que han ganado protagonismo en el diseiio de las politicas
agrarias en las dltimas décadas. El impacto de estas politicas es frecuentemente analizado
en la literatura cientifica mediante programacion matematica, técnica que simula el
comportamiento de los agricultores de una zona de estudio, bajo la premisa de la
racionalidad econémica de sus decisiones. El objetivo de este trabajo es evaluar el impacto
de una politica de internalizacion del coste de las emisiones de carbono de la actividad
agricola sobre la estructura de cultivos del Campo de Cartagena (Region de Murcia). Para
ello se emplea de manera conjunta el Analisis del Ciclo de Vida para la cuantificacion de la
huella de carbono y la Programacion Matematica Econométrica para la modelizacion del
escenario de implementacion de la politica.

Palabras clave: Programacion matematica econométrica; Campo de Cartagena; andlisis de ciclo
de vida; huella de carbono.

Abstract

Environmental protection and the mitigation of negative externalities in agriculture are
aspects that have gained prominence in the design of agricultural policies in recent
decades. The impact of these policies is frequently analysed in the scientific literature by
means of mathematical programming, a technique that simulates the behaviour of farmers
in a study area, under the premise of the economic rationality of their decisions. The aim
of this work is to evaluate the impact of a policy of internalising the cost of carbon
emissions from agricultural activity on the crop structure of Campo de Cartagena (Region
de Murcia). To this end, Life Cycle Analysis is used jointly to quantify the carbon footprint
and Econometric Mathematical Programming to model the policy implementation
scenario.

Keywords: Econometric mathematical programming; Campo de Cartagena; life cycle analysis;
carbon footprint; carbon footprint.

1. INTRODUCCION

Los aspectos ambientales de la producciéon han cobrado protagonismo en las politicas
agrarias desde la década de 1990, enfatizandose los aspectos multifuncionales de la agricultura,
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asi como sus externalidades (tanto positivas como negativas), para las cuales no existe un
mercado (1). La internalizacion de estas externalidades es una herramienta de politica ambiental
que busca corregir este fallo de mercado, haciendo coincidir el nivel dptimo social de las
actividades econdmicas con el de los intereses privados (2).

El analisis del impacto de estas politicas ha sido realizado mayoritariamente mediante
modelos de programacién matematica, calibrados en su mayoria mediante el método de
Programaciéon Matematica Positiva (PMP) (3). Sin embargo, dicho método no se encuentra carente
de limitaciones para su aplicacion, ya que se realiza el proceso de calibracién mediante ecuaciones
con 0 grados de libertad y empleando tinicamente los niveles de actividad observados en un tinico
afio de referencia. Estos aspectos son de especial relevancia para el caso de politicas agrarias y
ambientales, dado el enfoque multifuncional que estas hacen de la agricultura y sus impactos
directos sobre los costes o ingresos. Recientemente se han propuesto metodologias como la
Programaciéon Matemaética Econométrica (PME) (1) que ademdas de superar gran parte de las
limitaciones econométricas de la PMP. La PME permite emplear métodos de calibracién mas
flexibles que resultan mas adecuados, ya que, ademas de los niveles de actividad observados,
emplea informacién relativa a los costes de los recursos variables y limitantes. Por tanto, se
adecta més al andlisis de un niimero de escenarios elevado.

En este contexto, el objetivo de este trabajo es evaluar el impacto econémico de una
politica de internalizacion del coste de las emisiones de carbono sobre la estructura de cultivos.
Para ello se utilizara como caso de estudio la agricultura de regadio del Campo de Cartagena
(Region de Murcia). Se emplea el andlisis de ciclo de vida (ACV) para la cuantificacion de los
impactos ambientales y la PME para la modelizacién del escenario de implementacién de la
politica.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Determinacién del caso de estudio y los principales cultivos

Se va a estudiar la agricultura de regadio del Campo de Cartagena, mas concretamente, la
Unidad de Demanda Agraria (UDA) 58 “Regadios redotados del TTS de la ZRT Campo de Cartagena”.
La superficie de los principales cultivos de dicha UDA se ha determinado a partir de los datos de
extension de cada cultivo por municipio, ajustandose estos a dicha UDA mediante un proceso de
desagregacion dasimétrica empleando la cartografia SIGPAC como informaciéon auxiliar. Se han
identificado 13 cultivos que suponen mas del 88% de las 10.880 ha de superficie de regadio de la
UDA. Ademas, también se han considerado las principales rotaciones(combinaciones) de cultivos
horticolas que se practican en la zona.

2.2 Coeficientes técnicos, costes de produccién e ingresos

Los coeficientes técnicos y costes de produccion, asi como productividad de los distintos
cultivos han sido obtenidos de distintas publicaciones del Instituto Murciano de Investigaciéon y
Desarrollo Agrario y Medioambiental (4-6). Con el fin de obtener datos homogéneos se ha
considerado que en todos los cultivos se realizan practicas de manejo convencionales. Los costes
han sido valorados en un el afio de referencia comun, 2015. El coste del agua de riego por afio
proviene de los informes de la Comunidad de Regantes del Campo de Cartagena (7).

2.3 ACV y modelo PME

La cuantificacion de las emisiones de carbono se ha realizado mediante la metodologia del
ACV, empleando el software Simapro 9.13 y aplicando el método IPCC 2013. El coste econémico
asociado a dichas emisiones de carbono se ha obtenido de una revision de literatura (8) que ha
sido actualizado temporalmente y adaptado territorialmente (9).

La calibracion del modelo PME se ha realizado siguiendo la metodologia propuesta por de
Frahan (3) y empleando los datos de extension de cada cultivo en la UDA para los anos 2013, 2016,
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2020 y 2021, asi como los costes de produccién estimados en cada afio. El afio planteado para
estimar el impacto de la politica es el 2021, el mas reciente para el cual se dispone de datos de
calibracion. Asi se han realizado dos modelos de PME para el afio 2021, uno que reproduce la
superficie de cada tipo de cultivo para dicho afio en la situacién actual, status quo, y otro mediante
el cual se estiman los cambios en la estructura de cultivos en el caso de haber introducido una
politica de pagos por las emisiones de carbono.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos del coste econémico de las emisiones de CO; para cada tipo de
cultivo, asi como la superficie ocupada por estos en 2021 y la estimada por el modelo status quo
(modelo 1) y el de implementacién de la politica de pagos por las emisiones de carbono (modelo
2) se muestran en la Tabla 1.

En términos generales, el modelo 1 reproduce de forma precisa la estructura de cultivos
estimada para el ano 2021 en la situacion status quo, aunque conviene matizar que en este se
infraestima ligeramente la superficie de los cultivos horticolas en pro de los lefiosos. Ademés, en
los resultados del modelo se incluyen rotaciones de cultivos horticolas no existentes en el afio
objetivo, pero si observadas en los afios de calibracidn, lo cual lleva a ligeras sobrestimaciones de
estos cultivos, como es el caso de la patata.

La implementacion de una politica de internalizacién del coste de las emisiones de carbono
supondria una reduccion de la superficie de regadio de 820.8 ha (Tabla 1, Modelo 2). Esta
reduccion serfa practicamente generalizada en todos los cultivos, pero no homogénea, siendo mas
acusada en el olivar de regadio, el vifiedo y la alcachofa. Por el contrario, el pimiento en
invernadero seria el Unico cultivo que no reduciria su superficie de cultivo. Estas diferencias
parecen explicarse por la diferencia entre los margenes brutos asociados a cada cultivo y el coste
de las emisiones de CO?, siendo los cultivos que mas reducirian su superficie aquellos con menor
diferencia entre su margen bruto y el pago por las emisiones.

El disefio de las politicas agroambientales debe tener en cuenta el caracter multifuncional
de la agricultura. Por tanto, la inclusién de otras externalidades negativas de la actividad agricola,
asf como de las externalidades positivas, en forma de servicios agro-ecosistémicos (10), podria
tener un impacto muy distinto sobre la estructura de cultivos.

4. CONCLUSIONES

La PME se ha mostrado como una herramienta valida para modelizar el impacto de
politicas agrarias que abordan el caracter multifuncional de la agricultura. No obstante, la
calibracién de este tipo de modelos requiere de mucha informacién con elevado grado de detalle,
la cual determinante para un buen funcionamiento de la técnica.

La implementacién de una politica de internalizacién del coste de las emisiones de
carbono de las producciones agrarias en el Campo de Cartagena originaria una reduccion de la
superficie de regadio en cultivo, la cual no seria homogénea entre los diferentes cultivos. Asi esta
reduccion afectaria principalmente a aquellos cultivos con menor diferencia entre el margen
bruto y el pago por las emisiones de CO».
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Tabla 1. Coste de las emisiones de carbono por cultivo, superficie observada en 2021 y

superficie estimada por el modelo en la situacion status quo (Modelo 1) y con la implementacion

de la politica del pago por emisiones de CO; (modelo 2).

Cultivo Coste de las emisiones Superficie observada Modelo 1 Modelo 2
de CO: en 2021 (ha) (ha) (ha)
(€/ha)
Alcachofa 799 887 609 526
Almendro en regadio 285 91 90 85
Limonero 451 2.849 2.623 2.527
Mandarino 511 1.237 1.182 1.132
Naranjo 511 1.405 1.817 1.721
Olivar en regadio 289 94 109 94
Pimiento en invernadero 209 809 688 686
Pomelo 499 231 150 137
Lechuga y melén 792 1.689 1.414 1.352
Apio y patata 995 571 333 314
Brécoli y patata 830 1.017 1.041 989
Patata repeticion 829 0,0 171 165
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Resumen

En las ultimas décadas, el consumo de bebidas azucaradas se ha asociado con un mayor
riesgo de enfermedades cronicas. Consecuentemente, las industrias alimentarias estan
desarrollando nuevas formulaciones con bajo contenido de azucar y alto contenido en
compuestos bioactivos. Asi, este trabajo tiene como objetivo desarrollar nuevas bebidas
funcionales, que constituyan una fuente dietética de compuestos fenélicos suplementadas
con estevia, sucralosa o sacarosa, con el fin de estudiar la influencia del edulcorante
durante su procesamiento y almacenamiento. El impacto de las tecnologias de
procesamiento sobre el perfil fitoquimico y microbiolégico se evalué aplicando dos
tratamientos térmicos a 60 y 80 °C durante 15 s. Se monitorizo el almacenamientoa 5y 25
°C durante 60 dias. Ambos tratamientos de pasteurizacion aseguraron la estabilidad
microbioldgica a lo largo de la vida util. Ademas, el perfil fisicoquimico no mostro
diferencias significativas entre las bebidas durante el periodo de almacenamiento de 60
dias.

Palabras clave: Antociano; tratamiento térmico; estevia.

Abstract

In recent decades, the consumption of sugary drinks has been associated with an increased
risk of chronic diseases. Consequently, food industries are developing new formulations of
beverages with low sugar and high bioactive compound contents. In this regard, this work
aims to develop new functional beverages, which constitute a dietary source of phenolic
compounds and supplemented with stevia, sucralose or sucrose, in order to study the
influence of the sweetener during processing and storage. The impact of the processing
technologies on phytochemical and the microbiological profile was evaluated by applying
two heat treatments at 60 and 80 °C for 15 s. The storage at 5 and 25 °C was monitored for
60 days. Both pasteurization treatments ensured microbiological stability throughout
shelf life. Moreover, the physicochemical profile did not display significant differences
between beverages over a 60-day storage period.

Keywords: Anthocyanin; heat treatment; stevia.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte humana, y una
proporcion importante de las ECV son consecuencia de habitos alimentarios inadecuados que
influyen en otras condiciones fisiopatologicas (obesidad, hipertension, diabetes mellitus,
colesterol alto, entre otras) estrechamente relacionadas con la incidencia de las ECV(1). Asi,
estudios epidemioldgicos previos han demostrado que el consumo de bebidas azucaradas es uno
de los principales factores que contribuyen a la incidencia de las ECV y las comorbilidades (2).

En este sentido, las industrias de alimentos y bebidas estan desarrollando productos con
menor contenido de azucares (sacarosa o fructosa), enfocando su actividad en el desarrollo de
nuevas formulaciones, que ayuden a preservar los nutrientes y reduzcan el contenido glucémico
de las bebidas, para lo cual basan su estrategia en la adicion de otros edulcorantes no caléricos,
como es el caso de la estevia (3).

Para desarrollar nuevos alimentos y bebidas saludables utilizando edulcorantes no
caldricos, se seleccionan frutas con un alto contenido de compuestos biodisponibles y bioactivos
como frutas rojas (bayas), siendo el maqui (Aristotelia chilensis (Mol.) Stunz), un ingrediente
alimentario de especial relevancia, como potencial fuente rica en antocianos (delfinidinas y
cianidinas) (4). De hecho, la caracterizacién nutricional y fitoquimica de esta fruta, asi como sus
propiedades biolédgicas, han sugerido la capacidad de las antocianinas del maqui para modular la
hiperglucemia y la sensibilidad a la insulina, asi como para inhibir los mecanismos involucrados
en la absorcion de aztcares (5).

Por otra parte, en cuanto al proceso de elaboracion de las bebidas, la pasteurizacion es una
tecnologia de procesado muy utilizada, entre otros tratamientos térmicos, ya que inactiva
microorganismos y enzimas, asegurando la estabilidad a lo largo del proceso de fabricaciéon y la
vida util, pero su influencia en los compuestos bioactivos (especificamente los mas labiles) debe
estudiarse cuidadosamente para cada nueva bebida.

Dados estos antecedentes, el propdsito del presente estudio fue evaluar la influencia con
respecto al perfil microbiolégico y fitoquimico, de los diversos edulcorantes (estevia, sucralosa y
sacarosa) adicionados en la elaboracién de las nuevas bebidas, ricas en compuestos bioactivos
(especialmente antocianos), durante el procesado y vida util de las bebidas de frutas,
almacenandolas durante 60 dias a 5y 25 °C.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Compuestos quimicos y reactivos

El metanol y acido férmico 98% fueron obtenidos de PanReac (Barcelona, Espafia). El
estandar de cianidina 3-0-glucosido (298% pureza) se adquirié de TRansMIT. El Plate Count Agar
(PCA) y el Agar Rosa de Bengala fueronobtenidos de Scharlab (Barcelona, Espafia). Todas las
soluciones se prepararon con agua ultrapura de un sistema de purificacién de agua ultrapura
Milli-Q Advantage A10 (Millipore, EE. UU.).

2.2 Ingredientes

El maqui organico seco y en polvo fue proporcionado por Maqui New Life S.A. (Santiago,
Chile). Los edulcorantes sacarosa, estevia y sucralosa fueron proporcionados por AB Azucarera
Iberia S.L. (Madrid, Spain), Agriestevia S.L. (Murcia, Spain), y Sunvision Sweet Co., Ltd. (Xintai City,
China), respectivamente. Las bebidas citricas fueron adquiridas de las empresas Citricos de
Murcia S.L. (Murcia, Espaina) y AMC Grupo Alimentacién S.A. (Murcia, Espaia).

2.3 Disefio experimental

59



12° Workshop en Investigacién Agroalimentaria para jévenes investigadores. Cartagena, 9 de mayo 2023

Los zumos de citricos fueron mezclados con el maqui en polvo para obtener las bebidas de
base. Posteriormente, estas bebidas fueron suplementadas con los tres edulcorantes. Finalmente,
fueron procesadas con dos tratamientos térmicos de pasteurizacién a 60 y 80 °C durante 15 s.

Las bebidas se almacenaron inmediatamente después del procesamiento a 5 y 25 °C en
oscuridad durante 60 dias. Las muestras se analizaron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias. Todas las
determinaciones analiticas fueron llevadas a cabo por triplicado.

2.4 Anélisis microbiolégico

Las muestras se diluyeron asépticamente en agua de peptona tamponada y luego se
analizaron para cuantificar las bacterias aerobias mesofilas y psicroéfilas, mohos y levaduras. Las
cuantificaciones de mohos y levaduras se realizaron sembrando las muestras en Agar Rosa de
Bengala (RBA), seguido de incubacién durante 5 dias a 25 °C. Los recuentos de bacterias aerobias
mesobfilas y psicréfilas se realizaron en medio Plate Count Agar (PCA), incubados durante 48 h a
30 °C y durante 10 dias a 5 °C, respectivamente. Los recuentos microbianos se expresaron como
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).

2.5 Identificacién y cuantificacién de antocianos

La identificacién y cuantificacién de compuestos fenélicos se realizé aplicando el método
previamente reportado por Salar et al. (6) mediante HPLC-DAD. Los compuestos fendlicos de las
muestras se identificaron por comparaciéon con compuestos estandar de grado analitico. Los
antocianos se cuantificaron como cianidina 3-0-glucésido a 520 nm. Los resultados se expresaron
como contenido total de antocianos en mg por 100 mL de bebida.

2.6 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + SD (n = 3). Se realizaron analisis de varianza
(ANOVA) y pruebas de rango multiple de Tukey para comparar tres o mas condiciones. Todos los
analisis estadisticos se realizaron con el software SPSS 19.0 (LEAD Technologies, Inc., Chicago, IL,
EE. UU.). El nivel de significacion estadistica se establecié en p < 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los antocianos individuales (cianidinas y delfinidinas) presentes en A. chilensis, descritos
previamente por Salar et al. (6), se identificaron y cuantificaron por HPLC-DAD. La concentracién
total inicial de antocianos fue similar para los distintos zumos (p > 0.05), 19.15 * 0.12 mg/ 100
mL en los zumos edulcorados con sucralosa, 19.69 * 0.08 mg/ 100 mL en los zumos
suplementados con estevia, y 19.55 + 0.11 mg/ 100 mL para los zumos con sacarosa.

Durante el almacenamiento se observé una disminuciéon general de los compuestos
fendlicos (antocianos), llegando a perder alrededor del 50% a los 2 meses para todos los
edulcorantes, cuando se almacenaron a 5 °C, independientemente de las condiciones de
pasteurizacién (Fig. 1 y Fig. 2). Para aquellas muestras almacenadas a 25 °C, estos porcentajes se
alcanzaron después de solo 15 dias, con una tasa de degradacion final del 100% a los 60 dias,
independientemente del edulcorante adicionado (p > 0.05). Por tanto, estos resultados
confirmaron que la tasa de degradacién de antocianos en las bebidas de frutas, es menor cuanto
mas baja sea la temperatura de almacenamiento (7).

En cuanto al analisis microbiolégico, tanto para los microorganismos mesoéfilos totales
como para los psicréfilos, los resultados fueron <10 UFC/mL, para todas las bebidas, a 5 °C y
almacenamiento a 25 °C, independientemente del edulcorante agregado (datos no mostrados).
Para mohos y levaduras, los resultados fueron <100 UFC/mL para todas las condiciones y
edulcorantes (datos no mostrados) después de 60 dias de almacenamiento.

4. CONCLUSIONES

60



12° Workshop en Investigacién Agroalimentaria para jévenes investigadores. Cartagena, 9 de mayo 2023

La temperatura de almacenamiento tiene el mayor efecto en la conservacion de los

antocianos, mientras que el tipo de edulcorante no influye, ni en la conservacién de los antocianos
(solo con ligeras diferencias en la cinética de degradacién de los antocianos entre los
edulcorantes) ni en el perfil microbioldgico final. Por otro lado, la pasteurizacién tiene poca
influencia en la concentracion de compuestos bioactivos. Asi, los resultados obtenidos indican que
tanto estevia como la sucralosa podrian ser considerados como edulcorantes alternativos por la
industria alimentaria, en cuanto al uso de sacarosa, contribuyendo de esta manera a la reduccién
de la ingesta de azucares.
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Resumen

La presencia continua de agentes de control bioldgico es fundamental en el éxito del
control bioldgico, siendo Orius laevigatus uno de los depredadores mas utilizados. Su éxito
es gracias a su capacidad de alimentarse de otros alimentos alternativos como el polen.
Pero existen cultivos carentes de polen por lo que se recurre a alimentos suplementarios.
Una posibilidad son los acaros astigmatidos, utilizados con éxito en la producciéon de acaros
depredadores, pero no para los insectos depredadores. Hemos estudiado la alimentacion
con estos acaros presa en varias poblaciones de 0. laevigatus, una comercial y otras
seleccionadas para una mejor respuesta alimentandose de polen. Las razas seleccionadas
presentaron mejor supervivencia durante el desarrollo ninfal y mayor fecundidad cuando
se alimentan de acaros astigmatidos. Por lo tanto, estos acaros astigmatidos podrian usarse
como un alimento suplementario rentable sobre los cultivos para mejorar la instalacion y
supervivencia de nuestras razas mejoradas.

Palabras clave: Agentes de control biolégico; control biolégico; alimento alternativo;
supervivencia; fecundidad.

Abstract

The continuous presence of biological control agents is fundamental in the success of
biological control, being Orius laevigatus one of the most used predators. Its success is
thanks to its ability to feed on other alternative foods such as pollen. But there are crops
devoid of pollen, so supplementary foods are used. One possibility is astigmatid mites, used
successfully in the production of predatory mites, but not for predatory insects. We have
studied feeding with these prey mites in various populations of O. laevigatus, one
commercial and others selected for a better response feeding on pollen. The selected
strains presented better survival during nymphal development and higher fecundity when
they feed on astigmatid mites. Therefore, these astigmatid mites could be used as a cost-
effective supplementary feed on crops to improve the establishment and survival of our
improved strains.

Keywords: Biological control agents; biological control; alternative food; survival; fecundity.
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1. INTRODUCCION

La Gestion Integrada de Plagas basada en los agentes de control bioldgico tiene un éxito
rotundo en muchos cultivos, sobre todo en aquellos que se producen bajo invernadero (1). Este
éxito es en gran medida gracias al uso de depredadores omnivoros, capaces de alimentarse de
diferentes presas y en ausencia de ellas son capaces de permanecer en el cultivo gracias a su
capacidad de alimentarse de otros alimentos alternativos disponibles como el polen (2). El
chinche depredador Orius laevigatus es un claro ejemplo de depredador omnivoro, uno de los
enemigos naturales mas empleados en la cuenca mediterranea y el norte de Europa. Esencial en
el control del trips Frankiliniella occidentalis, también es capaz de alimentarse de polen en escasez
o ausencia de presas. Gracias a ello, se puede liberar de forma preventiva antes de que aparezca
la plaga (3). Sin embargo, en cultivos cuyas flores carecen de polen hace que sea imposible de
hacer una buena estrategia de control preventivo. Las poblaciones seleccionadas con éxito por el
grupo Biocontrol Selection Lab presentan unos valores mejorados de supervivencia y fecundidad
alimentandose de polen (2). El polen es suministrado en cultivos que carecen de él, y las razas
seleccionadas pueden establecerse, sin embargo, en condiciones de humedad relativa alta el polen
suministrado puede degradarse con facilidad e incluso puede crear problemas de hongos en los
cultivos, siendo también alimento para plagas como es el trips. Por otro lado, los acaros
astigmatidos son empleados con éxito en la alimentacién de Aacaros fitoseidos, se producen
facilmente de forma econémica y no presenta problemas de suministro durante todo el afio. Es un
alimento de buena calidad para acaros depredadores, pero no para insectos depredadores. Por
esto ultimo, planteamos la posibilidad de que las poblaciones adaptadas a un alimento subdptimo
como el polen también podrian presentar una mejor respuesta de supervivencia y fecundidad
alimentandose de acaros astigmatidos que una poblacién estandar, y por tanto poder emplear este
alimento rentable directamente en el cultivo para facilitar la actuacion de las razas de O. laevigatus
seleccionadas en programas de control.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Poblaciones de Orius laevigatus

Los diferentes experimentos se llevaron a cabo por un lado con poblaciones comerciales
(Agrobio y Biobest) y por otro lado con poblaciones seleccionadas a un alimento sub6ptimo
(polen), obtenidas a través de un proceso de selecciéon (2). El mantenimiento de las poblaciones
empleadas se llevd a cabo mediante la metodologia de cria previamente descrita (4).

2.2 Ensayos de fecundidad

Estos experimentos fueron realizados para comparar la cantidad de huevos depositados
entre las hembras de las distintas poblaciones (comerciales y seleccionada) alimentadas con
acaros astigmatidos. Para este ensayo, las ninfas de quinto estadio fueron seleccionadas y dejadas
durante cuatro dias para obtener adultos recién emergidos. Posteriormente se sexaron 40
hembras, nimero de repeticiones para cada tipo de poblacion y dieta. Cada hembra fue depositada
en un vaso de plastico de 30 ml cubierto por una tapa agujereada para facilitar la ventilacién. Cada
vasito contenia el alimento, dcaros astigmatidos ad libitum y un trozo de judia de unos 3,5 cm
sellada con parafina en ambos extremos como fuente de hidratacién y oviposicién. Cada 3-4 dias
se contaron los huevos, examinando cada trozo de judia con una lupa estereoscdpica, cambiandolo
por uno nuevo y afiadiendo alimento fresco. Este proceso se repetia hasta que la hembra moria;
de esta forma se media la fecundidad a lo largo de su vida. Estos experimentos se realizaron en
condiciones controladas de laboratorio de 26 + 1 °C, 65 + 5 % de HR y fotoperiodo de luz-
oscuridad de 16:8.

2.3 Ensayos de supervivencia

Para este tipo de experimento, se empezo6 recolectando el mayor nimero de huevos recién
depositados (24h), para ello, se introdujeron pequefios trozos de judia (3 cm aprox.) en los
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recipientes con adultos de cada poblacién (comercial y seleccionada) y eran cambiados por trozos
nuevos cada 24 horas. Los trozos de judia que eran extraidos fueron conservados a 6°C, con el fin
de evitar el desarrollo de los huevos. Este proceso fue repetido durante una semana. Pasado ese
tiempo, los huevos de cada trozo de judia se contaron con una lupa binocular y cada 90-110
huevos se colocaron en vasos de carton de 200 ml, con una pieza extra de judia de
aproximadamente 5 cm, cascara de trigo sarraceno y acaros astigmatidos ad libitum. Cada vaso
que contenia entre 90y 100 huevos se consider6 una repeticién, con un total de cinco repeticiones
para cada poblacién y dieta (un total de 500 huevos por poblacién). Todas las repeticiones fueron
dejadas en condiciones de laboratorio, 26 + 1°C, 65 + 5% HR y fotoperiodo luz-oscuridad 16:8. El
cambio de judias y el suministro de alimento fresco se realiz6 tres veces por semana, observando
siempre el estadio ninfal de los individuos. Después de 10 dias, se observé cada repeticion cada
24 h pararetirar los adultos recién emergidos (<24 h), siguiendo este procedimiento hasta que no
quedaron ninfas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la fecundidad se muestran en la Fig. 1. Ambas poblaciones comerciales
presentaron valores similares para fecundidad, pero con respecto a la poblacién seleccionada, si
que se observaron diferencias significativas (F = 5.04, gl = 2/68, p < 0.05), presentando una
fecundidad superior.

Los resultados de supervivencia de huevo a adulto de las diferentes poblaciones
alimentandose de acaros astigmatidos se pueden observar en la Fig. 2. Aunque no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (F = 1,44, gl =2/14, p > 0,05), si que se puede observar
una tendencia en cuanto al porcentaje medio de supervivencia, presentando las poblaciones
seleccionadas a polen el doble o el triple de supervivencia en este caso.

La fecundidad de las poblaciones de O. laevigatus alimentadas con un alimento éptimo como
huevos de Ephestia kuehniella puede superar los 100 huevos por hembra (2). Sin embargo, la
fecundidad cuando se alimentan con acaros astigmatidos se reduce drasticamente a 6-5 huevos
en las poblaciones comerciales, pero casi el doble en la poblacién seleccionada. Aunque la
fecundidad es reducida, esta alimentaciéon suplementaria permitiria el mantenimiento de la
poblacidén del depredador en el cultivo, siendo la respuesta de la poblacién seleccionada superior
a las comerciales.

4. CONCLUSIONES

Como conclusién podemos decir que las lineas mejoradas de O. laevigatus presentan una
mejor respuesta reproductiva y de desarrollo cuando se alimentan de un alimento sub6ptimo
como son los acaros astigmatidos. Por tanto, se puede emplear este alimento rentable
directamente en el cultivo para facilitar la actuacion de las razas de O. laevigatus seleccionadas en
programas de control bioldgico.
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Resumen

Los enemigos naturales son sensibles a fluctuaciones ambientales, siendo la temperatura
el factor ambiental que mas influye. La fecundidad de Orius laevigatus disminuye a bajas
temperaturas, mientras que el trips, Frankliniella occidentalis, es capaz de desarrollarse,
generandose una falta de control en invierno. Obtener cepas tolerantes al frio posibilitaria
sueltas tempranas mejorando el biocontrol en esta época. Por tanto, se estudio la
variabilidad de 4 poblaciones silvestres mediterraneas y 1 comercial en su fecundidad a
15 °C, respecto de la fecundidad del control, a 26 °C. Existen diferencias significativas de la
fecundidad entre las poblaciones a bajas temperaturas. Agrobio destaca en fecundidad a
26°Cy Cazorla a 15°C, siendo esta ultima la que presenta una mayor fecundidad para ambos
tratamientos respecto al resto de poblaciones silvestres. Este es el inicio de un proceso de
seleccion para la obtencion de poblaciones adaptadas al frio, mejorando el biocontrol del
trips en invierno.

Palabras clave: Agentes de control bioldgico; control bioldgico; alimento alternativo;
supervivencia; fecundidad.

Abstract

Natural enemies are sensitive to environmental fluctuations, with temperature being the
most influential environmental factor. The fertility of Orius laevigatus decreases at low
temperatures, while the thrips, Frankliniella occidentalis, is able to develop, generating a
lack of control in winter. Obtaining cold-tolerant strains would allow early releases,
improving biocontrol at this time. Therefore, the variability of 4 Mediterranean wild
populations and 1 commercial population in their fecundity at 15 °C, compared to the
fecundity of the control, at 26 °C, was studied. There are significant differences in fecundity
between populations at low temperatures. Agobio stands out in fecundity at 26°C and
Cazorla at 15°C, the latter being the one with the highest fecundity for both treatments
compared to the rest of the wild populations. This is the beginning of a selection process to
obtain populations adapted to cold, improving biocontrol of thrips in winter.

Keywords: Biological control agents; biological control; alternative food; survival; fecundity.

1. INTRODUCCION

67


mailto:*aniqa95_ct@hotmail.com

12° Workshop en Investigacién Agroalimentaria para jévenes investigadores. Cartagena, 9 de mayo 2023

El uso de enemigos naturales es un método de control de plagas eficiente y robusto. Sin
embargo, ciertos factores como la humedad y la temperatura influyen en el establecimiento de los
agentes de control bioldgico en el cultivo. Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae) es
un depredador generalista muy utilizado en control bioldgico y es el principal enemigo de
Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae), una de las plagas que mayores
dafios econdémicos provoca en cultivos de invernadero de todo el mundo. Sin embargo, la
temperatura influye negativamente en la capacidad reproductiva de O. laevigatus, ya que para que
exista elevada fecundidad en las hembras de este insecto, son necesarias temperaturas superiores
a 20 °C [1]. Ademas, la respuesta a las condiciones ambientales es distinta entre los enemigos
naturales y sus presas, afectando al establecimiento y tasa de reproduccion de los mismos. Por
ejemplo, el umbral de temperatura para O. laevigatus (alrededor de 11 °C) [2]es m4s alto que el
de su presa F. occidentalis (alrededor de 8 °C) [3]. Por tanto, la plaga se desarrolla durante los
meses de invierno dentro de los invernaderos, pero no el depredador, ocasionando la falta de
control en los meses mas frios. Por ello, en ciertas latitudes en invierno es dificil encontrar Orius,
aunque se haya realizado una suelta efectiva durante el otoio, ya que el frio reduce su fecundidad

[4].

El mejoramiento genético de enemigos naturales podria responder a los desafios
planteados [5]. La seleccion artificial de enemigos naturales con ciertos rasgos puede contribuir a
un mayor éxito del control biol6gico. Por tanto, el objetivo de este trabajo es estudiar inicialmente
la variabilidad de la fecundidad de distintas poblaciones de O. laevigatus con el fin de realizar, mas
tarde, una seleccién para conseguir cepas mejoradas.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Recoleccidn y cria de Orius laevigatus.

El material bioldgico utilizado para la cria en laboratorio de O. laevigatus se obtuvo de
recolecciones de diferentes poblaciones silvestres de distintos lugares de clima mediterraneo. Las
poblaciones se criaron utilizando recipientes de plastico de 1 L con tapas de papel de filtro, huevos
congelados de Ephestia kuehniella (en adelante, huevos de Ephestia) ad libitum como alimento,
trozos de judia como fuente de humedad y sustrato de desove y cascara de trigo sarraceno como
refugio para evitar canibalismo. Todas estas poblaciones se mantuvieron en condiciones
controladas a 26£1°C, 65+5% rh y condiciones de luz L.16:D8.

Las poblaciones empleadas para el estudio de la fecundidad fueron Teruel, Logroiio,
Mérida, Cazorla y una poblacién comercial conocida como Agrobio.

2.2 Método de evaluacién de fecundidad.

Se partié de ninfas de ultimo estadio de cada poblacién silvestre y comercial, que fueron
introducidas en distintos recipientes diferenciados por poblacién con las mismas condiciones que
en la cria. Tras un tiempo durante el cual emergen los adultos y se realiza la cépula, se
individualizan hembras para someterlas a un tratamiento de temperatura de 26°C como control
y otras a 15°C como tratamiento diferencial de cada poblacién, para estudiar la diferencia de
fecundidad entre ambos tratamientos y entre las respectivas poblaciones. En pequefios
recipientes de polipropileno de 45 mL con tapa ajustable se proporciona a cada hembra un trozo
de judia como sustrato de puesta e hidratacién, asi como huevos de Ephestia como alimento. Todos
los bioensayos realizaron con fotoperiodo 16:8 (Luz: Oscuridad).

2.3 Lectura y toma de datos
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Cada 2-3 dias se cambid la judia a las hembras aisladas a 26°C durante 10 dias y
semanalmente a las hembras a 15°C durante 15 dias, anotando el nimero de huevos puestos
durante ese tiempo.

2.4 Andlisis estadistico

Para comprobar si existian diferencias significativas entre la fecundidad de las distintas
poblaciones sometidas a tratamientos de 15°C y 26°C, se realizé un ANOVA, ademas de un test de
correlacidn para evaluar la interaccion entre los tratamientos. Todos los test se evaluaron al 95%
de confianza (p<0,05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza prueba que los factores poblacién y temperatura tienen una
interaccion estadisticamente significativa sobre la fecundidad (F=25,35; g.1.=4/426; P=0,000). En
el andlisis de correlacién no se observo relacion alguna entre la fecundidad diaria media (FDM)
de los tratamientos ensayados.

Todas las poblaciones de O. laevigatus fueron capaces de ovipositar independientemente
de la temperatura. Sin embargo, en la Tabla 1 podemos observar los resultados para las dos
variables de FDM evaluadas a 15°C y a 26°C en funcién de la poblacién, observandose una clara
reduccion de la FDM a 15°C como ocurre en el estudio de [1] donde el nimero total de huevos
ovipositados por 0. laevigatus a 30 °C es dos veces mayor, y el periodo de preoviposicién 9 veces
menor que a 15 °C. El efecto de la temperatura también es notable en la fecundidad de otras
especies de Orius. El estudio de [6] mostr6 una disminuciéon de un 55% en la fecundidad de O.
laevigatus y un 77% en la de O. strigicollis al bajar la temperatura de 25 a 15 °C, al igual que [7],
donde también comprobaron que la fecundidad diaria de O. strigicollis fue mayor a 27°C que a
18,5°C.

El analisis estadistico ANOVA mostr6 que las poblaciones tratadas con temperatura de
26°C presentaron diferencias significativas (F=20,92; g.l.=4/198; P=0,000) entre los valores de
sus FDM, excepto las poblaciones Mérida y Logrofio que no presentaban diferencias entre ellas.
Se distingue la poblaciéon Agrobio con la mayor FDM (15,54+0,53) a diferencia del resto de
poblaciones silvestres que presentan una FDM mas baja. Esta razén puede darse por la mejor
adaptacidn de la poblacién Agrobio a la alimentacién con huevos de Ephestia en la biofabrica, al
contrario que el resto de poblaciones. En cuanto al tratamiento a 15°C, también se dieron
diferencias significativas entre las poblaciones (F=3,76; g.l.=4/228; P=0,006). Al contrario que el
tratamiento a 26°C, Agrobio presenta baja FDM (1,27+0,08) en comparacién con el resto de
poblaciones silvestres, siendo Cazorla (1,64+0,08) la de mayor fecundidad. Esto puede ser debido
a que la poblacién Cazorla esté mejor adaptada a las bajas temperaturas, viéndose menos afectada
la fecundidad de la poblacion.

4. CONCLUSIONES

Este estudio demuestra que la reproduccion de O. laevigatus esta altamente influenciada
por las variaciones de temperatura. Ademads, existe una variacién genética natural entre
poblaciones en su adaptacién a bajas temperaturas. Por ello, es posible la mejora genética de este
insecto hacia una mayor capacidad de adaptacion al frio, posibilitando un establecimiento de esta
especie en los invernaderos en épocas invernales. De esta manera seria posible controlar la plaga
de manera mas efectiva, consiguiendo una disminucién de dafios en frutos y reduccién en la
transmision de enfermedades ocasionadas por el trips, con el fin de obtener un mayor beneficio
econdmico de la explotacién agricola.
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Figura 1. Diferencias en la Fecundidad Diaria Media de las distintas poblaciones de Orius

laevigatus ensayadas en funcién de la temperatura.
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Resumen

La radiacién solar mas la adicién de compost es un uso practico para la desinfeccion del
suelo que podria tener efectos sobre el cultivo establecido posteriormente, en nuestro caso
las espinacas. Se ha comparado la calidad de las hojas de espinaca después de dos tipos de
desinfeccion del suelo: suelo no enmendado (SNE) y suelo enmendado con compost (SEC)
para intentar encontrar biomarcadores de ambos tipos de desinfeccion. Estas practicas no
mostraron diferencias significativas en los niveles N total y COT (carbono organico total
con respecto al suelo control (CS). Sin embargo, la cantidad de antinutrientes como el NO2
y NO3- fue significativamente menor en CAS y NAS que en CS. Ambos tipos de suelos
desinfectados produjeron concentraciones mas altas de flavonoides individuales en hojas
de espinaca. El analisis de Cromatografia liquida de alta resolucion-espectrometria de
masas precisa de alta resolucion (HPLC-HRAMS) mostr6 que cuatro compuestos podrian
identificarse como marcadores de espinacas cultivadas en SEC, y, ademas, mejoraron la
calidad de la hoja de espinaca.

Palabras clave: nutrientes minerales; compuestos bioactivos; compost; solarizacion.

Abstract

Solar radiation plus the addition of compost is a practical use for soil disinfection that could
have effects on the crop established later, in our case spinach. The quality of spinach leaves
after two types of soil disinfection has been compared: non amended soil (SNE) and soil
amended with compost (SEC) to try to find biomarkers of both types of disinfection. These
practices did not show significant differences in the total N and COT (total organic carbon)
levels with respect to the control soil (SC). However, the amount of antinutrients such as
NOZ and NO3- was significantly lower in CAS and NAS than in CS. Both types of disinfected
soils produced higher concentrations of individual flavonoids in spinach leaves. Analysis
of high performance liquid chromatography-high-resolution accurate mass spectrometry
(HPLC-HRAMS) showed that four compounds could be identified as markers of SEC-grown
spinach, and, in addition, they improved spinach leaf quality.

Keywords: mineral nutrients; bioactive compounds; compost; solarization.

1. INTRODUCCION

La radiacion solar eleva la temperatura del suelo a través del calor pasivo que se puede
utilizar para el control de plagas y patégenos que se encuentran en el suelo (1). Ademas, el suelo
expuesto a la radiacién solar libera mas nutrientes solubles, mejorando el crecimiento y
rendimiento de las plantas (2) y aumentando metabolitos beneficiosos en hojas de cultivos (2). La
eficacia de la desinfeccion del suelo mediante la radiacién solar puede en ocasiones ser mejorado
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significativamente al combinarlo con enmiendas organicas, tales como verde y estiércol animal,
residuos de cultivos o compost (1,2). La espinaca baby leaf es una de las verduras muy saludables
debido a los nutrientes (vitaminas y minerales) y los compuestos bioactivos que promueven la
salud que contiene (3). Sin embargo, las hojas de espinaca también pueden acumular altos niveles
de antinutrientes (oxalatos y nitratos), que pueden considerarse nocivos para la salud (4). Los
compuestos bioactivos como fenoles y flavonoides son componentes nutricionales naturales de
las plantas y productos alimenticios que promuevan la salud humana (5).

El objetivo de este trabajo fue comprobar si la desinfeccién del suelo puede mejorar la
captacion de nutrientes y compuestos bioactivos en las hojas de espinacas. También estudiaremos
si pueden identificarse nuevos compuestos que actiien como biomarcadores de SNE y SEC a través
del analisis no dirigido por HRAMS en espinaca.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Experimento de campo y muestreo

Se utilizaron nueve parcelas con dos tratamientos y tres repeticiones de cada tratamiento.
Los tratamientos fueron: suelo no enmendado (SNE), el suelo se cubrié con plastico de polietileno
transparente; suelo enmendado con compost (SEC), el suelo se mezclé con compost agroindustrial
(72% de poda de vifiedo y 28% de residuo de puerro); y suelo control (CS). En julio de 2020 se
dispuso la cubierta de polietileno transparente sobre las parcelas, en noviembre de 2020 se retiré
En diciembre de 2022 las semillas de espinaca (Spinacia oleracea L, variedad Nembus) se
sembraron. Las plantas fueron cosechadas después de 40 dias, en febrero de 2021.

2.2 Propiedades quimicas

El N total y COT total fueron medidos por ICP-OES (ICAP 6500 DUO). Nitratos (NO3-) y
nitritos (NO?2-) se determinaron mediante cromatografia idénica utilizando una columna Metrosep
A SUPP 5 (Metrohm AG, Zofingen, Suiza) a un caudal de 0,7 ml min-1.

2.3 Andlisis de fenoles v flavonoides

El contenido total de fenoles fue determinado usando el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu.

Los flavonoides en las hojas de espinaca fueron determinados mediante cromatografia
liquida de alta resolucién junto con deteccién de matriz de fotodiodos y espectrometria de masas
con trampa de iones/ionizacion por electropulverizaciéon (HPLC-DAD-ESI/MSn).

2.4 Analisis no dirigido usando HRAMS

Para evaluar las variaciones en el contenido de compuestos bioactivos naturales de las hojas
de espinacas se utilizé6 UHPLC Dionex™ Ultimate 3000 (Thermo Scientific™, San Jose, USA).

2.5 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados usando IMB Statistics SPSS 23.0 software. Se realiz6 una
prueba de analisis de varianza (ANOVA) en los distintos parametros.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha demostrado que SNE y SEC inducen cambios en el suelo, principalmente al aumentar
la disponibilidad de ciertos nutrientes en el suelo (2). Esto aumenta la solubilidad de los
nutrientes, promueve un crecimiento mas rapido de las plantas y da como resultado mayores
rendimientos debido al control de malezas y enfermedades.

Los nutrientes juegan un papel crucial en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Los
valores obtenidos (datos no mostrados) estuvieron dentro del rango de otros autores (6). El
contenido de NO3-en las hojas de espinaca mostro6 valores por debajo de los limites legales de la
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UE (<3500 mg kg-1 FW) (Tabla 1). Ademas, las espinacas cultivadas en SNE y SEC mostraron una
mejor cantidad de NO2- y NO3- que las cultivadas en SC (Tabla 1).

Las espinacas cultivadas en SNE y SEC mostraron un mayor contenido de fenoles totales
que las cultivadas en SC (Tabla 1), debido al aumento de la actividad microbiana causado por la
materia organica y el aumento de temperatura (7). De la misma manera, las espinacas cultivadas
en SNE y SEC mostraron un mayor contenido en flavonoides que las cultivadas en SC (Tabla 1),
esto les proporcioné a las espinacas una mayor actividad antioxidante y una mayor resistencia a
las enfermedades (8).

Los perfiles de metabolitos variaron entre los diferentes tipos de desinfeccién siendo mas
abundantes en las espinacas en suelos desinfectados que en el suelo control. Estos compuestos
podrian ser un marcador del suelo desinfectado (SNE y SEC) (Tabla 1). Ademas, son beneficiosos
para la salud humana (9) y promueven la actividad microbiana y antifingica de patégenos (10).

4. CONCLUSIONES

El efecto de NAS y CAS produjo una disminuciéon en el contenido de compuestos
antinutricionales (NO3z-, NO2). Ambos tratamientos desinfectados mostraron un mayor contenido
en fenoles totales y en compuestos flavonoides que las espinacas cultivadas en SC. El andlisis no
dirigido utilizando HRAMS tuvo la suficiente resolucién para identificar metabolitos en hojas de
espinacas cultivas en SNE y SEC.
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Tabla 1. Efecto de 1a enmienda de compost y solarizacion en el suelo sobre el cultivo de la
espinaca (Spinacia oleracea).

Calidad de las espinacas

SC SNE SEC p-valor
N total (g Kg-1) 48.81+0.08 48.21+0.46 51.61+3.09 NS
COT (gKg1) 331.47+3.04 329.43+0.32 329.90+10.66 NS
NOs- (mg Kg -1 FW) 228.35+30.64a 101.77+8.90c 161.22+18.88b ok
NO2 (mg Kg -1FW) 114.39+15.61a 49.99+13.33c 65.74+3.29b ok

Fenoles (mg GA g'1 FW)
Fenoles totales 856+35b 974+48a 932+30ab *
Compuestos flavonoides (mg g1 DW)

SC SNE SEC p-valor
Patuletin 3-glucosyl-(1-6)[apiosyl(1-2)]glucoside 0.445+0.006 b 0.530+£0.016 a 0.489+0.018 a ok
Patuletin 3-0-gentiobioside 0.214+0.003 c 0.243+0.008 a 0.223+0.009 b ok
Spinacetin-3-glucosyl-(1-6)[apiosyl(1-2)-glucoside] 0.325+0.006 b 0.394+0.014 a 0.382+0.015a ok
Spinacetin 3-0-gentiobioside 0.530£0.012 b 0.646+0.022 a 0.612+0.024 a okx
Spinacetin glucuronide (Spinatoside) 0.887+0.064 b 1.065+0.029 a 1.006+0.043 a x
Jaceidin glucuronide 0.281+0.007 c 0.350+0.012 a 0.324+0.013 b ok
534" trihydroxy-3-methoxy-6:7- 0476£0010c  0.580£0.017a  0.526£0.024b  ***
methylenedioxyflavone-4'-glucuronide
54"-dihydroxy-3,3"-dimethoxy-6:7- 0.127:0.011c  0.172£0.006a  0.152£0.007b  ***
methylenedioxyflavone-4'-glucuronide

Area de los picos identificados por HRAMS (log1o)

SC SNE SEC p-valor
Pentadecan-8-amine 6.49+0.04b 5.89+0.06¢ 6.66%0.04a okx
Olmelin (compuesto fendlico) 6.18+0.01c 6.97+0.02b 7.07+£0.03a okx
L,1-Dimethylethyl N-(4-aminobutyl)-N- 7.84£0.02b 7.73£0.03¢ 8.03£0.01a e
methylcarbamate
2-Methyl-2-propanyl = (Z-aminoethyl)  {[3- ¢ ;.0 01} 6.76£0.03¢ 7.09£0.03a e
(diethylamino) propyl] carbamoyl} carbamate
(E)-p-coumaric acid (compuesto fenélico) 6.57%0.06 6.70+0.03 6.67%0.03 NS
L-Phenylalanine (amino acido) 8.95+0.01c 9.27+0.01a 9.24+0.01b ok
Dopamine 5.69+0.16b 6.60+£0.06a 6.55+0.04a ok
DL-Tryptophan (amino acido) 8.68+0.01b 9.06+0.06a 9.06+0.08a ok
D-Pantothenic acid (vitamina) 7.69+0.01b 7.94+0.02a 7.91+0.01a ok
BOC-D-GLU(OALL)-OH (amino 4cido) 6.47+0.16b 7.44+0.08a 7.34+0.06a ok

Los asteriscos indican diferencias significativas * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; NS: no significativo. Las diferentes letras
indican las diferencias significativas. Los valores son la media + desviacion estandar (n = 4). COT: carbono organico total; SC:
suelo control; SNE: suelo no enmendado; SEC: suelo enmendado con compost.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue producir hinojo marino reduciendo la descarga de
nutrientes mediante sistemas de cultivo en cascada (SCC). Los SCC consistian en un cultivo
primario de racula [Diplotaxis tenuifolia (L.) DC] cultivada en dos sustratos de cultivo:
compost y turba. El drenaje recogido se utilizé6 para cultivar hinojo marino (Crithmum
maritimum L.) en un sistema flotante con los siguientes tratamientos: T1-100% drenaje de
turba; T2-100% drenaje de compost; T3-mezcla de drenaje de turba y SN (50%/50%); T4-
mezcla de drenaje de compost y SN (50%/50%); T5-100% SN. La reutilizacion del drenaje
de compost como SN produjo un mayor rendimiento, uso eficiente de agua (WUE) y uso
eficiente de nitrogeno (NUE) que la reutilizacion del drenaje de turba. Se necesita mas
investigacion para optimizar el porcentaje de drenaje reutilizado para maximizar el
rendimiento y la calidad del hinojo marino en un sistema flotante.

Palabras clave: Rucula; uso eficiente de agua; economia circular.

Abstract

The objective of this study was to produce sea fennel reducing the nutrients unload by
closing the cascade cropping systems (CCS). The CCS consisted of a primary crop of rocket
salad [Diplotaxis tenuifolia (L.) DC] cultivated in two different growing media: agro-
industrial compost and peat. The collected drainage was used to cultivate sea fennel
(Crithmum maritimum L.) in a floating system with the following treatments: T1 - 100%
peatleachate; T2 - 100% compost leachate; T3 - mixture of peatleachate and fresh nutrient
solution (NS) (50/50 v/v); T4 - mixture of compost leachate and fresh NS (50/50 v/v); T5-
100%fresh NS. Reusing compost drainage at 100% as a NS produced higher yield, water
use efficiency (WUE) and nitrogen use efficiency (NUE) than reusing peat drainage.
However, further research is needed to optimize the percentage of reused drainage to
maximize yield and quality of sea fennel in a floating system.

Keywords: Rocket salad; water use efficiency; circular economy.
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1. INTRODUCCION

El agua tiene un papel clave en la produccién agricola y la seguridad alimentaria. Por ello, el
reciclaje del agua es un tema muy investigado dentro de la agricultura sostenible. Dentro de estas
premisas, los sistemas cerrados de cultivo sin suelo y, en particular, los sistemas de cultivo en
cascada (SCC) - los sistemas que recogen el drenaje del cultivo principal para cultivar cultivos
secundarios - son de especial interés en entornos naturalmente secos, con escasez de agua y
pobres en nutrientes como los de la costa de los paises mediterraneos (1). SCC necesita dos
caracteristicas principales para generar circularidad y eficiencia de los recursos: la combinacion
adecuada de cultivos para reducir los aportes de agua y nutrientes y, en segundo lugar, encontrar
un cultivo secundario tolerante a la sal (2). La halofita comestible hinojo marino (Crithmum
maritimum L.) podria ser un buen candidato como cultivo secundario, ya que se puede cultivar
hidrop6nicamente en una solucién de nutrientes salinos, mejorando la calidad del producto crudo
y la vida util después de la cosecha como un vegetal "listo para comer" (3). Por lo tanto, el enfoque
clave de este estudio es lograr un uso eficiente del agua y los nutrientes mediante el cierre del
sistema de cultivo en cascada utilizando lixiviados de un cultivo primario hecho con ensalada de
rucula cultivada en compost y con hinojo marino como cultivo secundario cultivado en un sistema
flotante con estos lixiviados.

2. MATERIALES Y METODOS

Todo el experimento se desarolld en la Estacion Experimental Agroalimentaria de la
Universidad Politécnica de Cartagena (UPCT; lat. 37241' N; long. 0257' O).

2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento de la ricula

Las plantulas de rdcula [Diplotaxis tenuifolia (L.) DC.], cv. 'Apollo’ se trasplantaron en
canaletas metalicos (3 marzo 2022), rellenos de turba o de un compost agroindustrial como medio
de cultivo. Después del trasplante, se aplicé diariamente solucién nutritiva (SN) con la siguiente
composicién: 7,2 mM NO3-, 4,8 mM NHy*, 2 mM H,POy4, 2,5 mM S04%, 6 mM K+, 1,9 mM Caz+y 1,5
mM Mg?2* mas una solucién comercial de microelementos Nutromix® (2 mg L1) y Sequestrene®
G100 Syngenta (un quelato de hierro al 6% - 1,5 mg L-1). Ademas, los lixiviados de cada medio de
cultivo se recogieron en tanques separados y se midieron.

2.2 Material vegetal y condiciones de crecimiento de hinojo marino

El experimento se realizé del 4 de mayo (siembra) al 18 de julio (cosecha). La siembra de
hinojo marino (Crithmum maritimum L.) se realiz6é de forma manual en bandejas de poliestireno
rellenas de turba, y colocadas en mesa de flotacién lleno de agua de lluvia con una CE de 0,52 dS-m-
1, Un mes después de la siembra, las mesas se llenaron con 230 litros de SN. Los tratamientos
fueron los siguientes: T1 - 100% drenaje de turba; T2 - 100% drenaje de compost; T3 - mezcla de
drenaje de turba y SN (50%/50%); T4 - mezcla de drenaje de compost y SN (50%/50%); T5-
100% SN cuya concentracion fue 0.6 de la utilizada en el cultivo de ricula. La cosecha se realizd
cuando las plantas alcanzaron la etapa de 10-12 hojas verdaderas.

2.3 Disefio experimental y andlisis estadistico

En el invernadero se utilizé un disefio de bloques completos aleatorizados con tres
repeticiones (mesas de flotacidon). Cada mesa tenia tres bandejas flotantes de 60 cm x 41 cm. Se
realizé un andlisis de la varianza (ANOVA unidireccional). Los datos se analizaron con
Statgraphics Centurion 19 (The Plains, VA, EE.UU.). La separacién de medias se realizé mediante
la prueba de Tukey a P < 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el experimento, ambos medios de cultivo tuvieron un contenido de agua
relativamente alto, confirmado por un potencial matrico del agua similar (entre 1y 5 kPa). Por lo
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tanto, la fraccion de lixiviaciéon durante todo el periodo de crecimiento fue de 0,18 en el compost
y de 0,21 en la turba. La composicién quimica de estos lixiviados se muestra en la Tabla 1, donde
se puede observar que no hubo diferencias significativas en la concentracion idnica, pH y CE entre
los lixiviados. La relaciéon nitrato/amonio alcanzé valores superiores a 1,5 en T3 y TS5,
significativamente superiores al resto de tratamientos, mientras la relacién cloruro/nitrato
mostroé el valor mas alto en T1, siendo este tratamiento significativamente superior a T3, T4 y T5.
T4 mostré una relacion entre 2 y 3, mientras que T3 y T5 tuvieron valores entre 1y 2. En presencia
de altas concentraciones de cloruro, la captaciéon de nitrato podria ser inhibida debido a la
interaccion de transporte idnico entre estos iones (4). La CE aumenté en todos los tratamientos al
final del experimento con respecto a los valores iniciales. Ademas, este parametro podria verse
afectado como consecuencia de la solubilizacion de sales debida a las variaciones de pH. La mayor
produccién de hinojo marino se obtuvo en T3 (0,7 kg m-2), mientras que la menor se encontré en
T1 (0,2 kg m-2). Las plantas cultivadas en lixiviado de compost (T2) incrementaron el rendimiento
en un 137% respecto a las cultivadas en lixiviado de turba (T1). El nimero de hojas por planta en
T5 fue el doble que en T1, mientras que T2, T3 y T4 produjeron, en promedio, seis hojas, sin
diferencias significativas entre ellos. El area foliar maxima fue de 211 mm?2 planta-! en T3, la cual
fue 258% mayor que T1, 87% y 128% mayor que T2 y T4, respectivamente, mientras que T5
disminuy6 29% con respecto a T3. En este trabajo, el rendimiento y el area foliar tienen una
estrecha correlacion positiva, ya que los tratamientos con mayor LA tuvieron mayor rendimiento.
En promedio, el SLA en T3 fue 138% mayor que en el resto de los tratamientos y es un buen
indicador del rendimiento de la planta (5). En cuanto a los parametros radiculares volumen
radicular, el T2 presenté el valor mas bajo (147% inferior al T4), probablemente debido a la mayor
presencia de sales (CE) en la solucién nutritiva en comparacién con los otros tratamientos, ya que
las raices son la primera parte de la planta que se encuentra con la salinidad y, por lo tanto, se ven
afectadas de forma mas marcada por las condiciones mencionadas (6). Se observaron algunas
diferencias en cuanto al contenido de iones en las hojas de hinojo marino. T1 tenian el menor
contenido de N (NO3z- y NH4*), y el mayor contenido de Cl- y Na+* (Tabla 2). En consecuencia, la
relacién Cl-/ NOs- alcanzo el valor mas alto en T1. Los mayores contenidos de nitratos en las hojas
de hinojo marino se encontraron en T5 y T3, pero fueron muy inferiores al maximo legislado en
la UE (Reglamento (CE) n2 1258/2011 de la Comision) para otras hortalizas de hoja. El contenido
de CI- fue mayor que el de Na+* en todos los tratamientos, lo que indica un mecanismo regulador
para retener el Na+* lejos de las hojas de las plantas de hinojo marino (3). En este estudio, la
relacion K+/Na+ oscil6 entre 1,9 y 4,2 cercano al valor de 3 a 4 que se considera el mas adecuado
en especies haléfitas para la retencion normal de proteinas durante el crecimiento (Guil et al.,
1997), evitando los efectos de la toxicidad por Na+* (7). WUE tuvo el valor mas alto en T3, con un
incremento del 240% respecto a T1. Ademas, el valor de T3 fue un 64% y un 59% superior al de
T4 y T5, respectivamente. Ademads, las plantas cultivadas en T2 produjeron un WUE
significativamente mayor que T1. En cuanto a la NUE, los valores mas altos se obtuvieron en T3 y
T5, que tenian el mayor contenido inicial de N (NO3- y NH4+) en la NS, mientras que T1 tuvo el
valor mas bajo, lo que coincide con los resultados obtenidos en otras especies cultivadas en
sistemas flotantes (8).

4. CONCLUSIONES

El uso de un SCC que recoja el drenaje de un cultivo de cohetes para cultivar hinojo marino
en un sistema flotante puede generar circularidad y eficiencia de los recursos, logrando beneficios
ecosistémicos, logrando beneficios ecosistémicos y reduciendo la contaminacién ambiental aguas
abajo. Estos prometedores resultados ponen de relieve que es necesario seguir investigando para
optimizar la produccién de hinojo marino en sistema flotante reutilizando el lixiviado de un
cultivo anterior.

5. AGRADECIMIENTOS
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/501100011033. Esta investigacién ha recibido financiacién externa a través de una ayuda
posdoctoral Margarita Salas del Ministerio de Universidades y de la Union Europea.
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Tabla 1. Concentraciéon iénica (mM), pH y CE (dS m!) en cada tratamiento de hinojo marino al
inicio del experimento.

Ion (mM) T1 T2 T3 T4 T5
NOs- 1.6+03b 1.9+03b 36+x0.1a 22+04Db 42+02a
NHa* 1.8+05b 1.6+02b 22%02a 1.7+0.2b 23+05a
PO4+ 09+03b 06+02b 14+04a 08+0.1b 1.7+02a

K+ 0.7+04b 1.3+04Db 24+0.2ab 1.7+0.2b 33+£02a
Caz+ 08+03b 1.1+0.1b 1.6+ 0.3 ab 1.3+x0.1a 20+03a
Mg2+ 04+03b 04+04Db 1.3+03a 0.7+0.1b 1.7+05a

Cl- 6.3+0.2a 6.5+0.1a 53+03ab 6.2+08a 48+06b
Na+ 51+02a 6.7+0.1a 49+02a 63+0.2a 47+11a
S042- 21+03a 20x03a 21+0.1a 21+02a 22+05a

pH 79+03a 7.7+0.1a 69+0.1a 73%0.1a 7.0x0.2a

EC (dS m1) 29+02a 32x04a 31+02a 34%0.1a 35+04a

Todos los datos representan el valor medio * SE (n = 3). Letras distintas en las filas indican diferencias significativas
entre tratamientos P < 0,05.

Tabla 2. Contenido de iones (NOz,, NH4*, K+, Cl-, Na*) (mg kg1 FW) y ratios Cl-/NO3- and K*/Na*
en la cosecha en hojas de C. maritimum cultivadas bajo diferentes tratamientos.

Ion T1 T2 T3 T4 T5
NOs- 369+0.2c 335%0.1c 161.8+42.3b 41.0+17c 2149+13.2a
NHa* 31.8+3.2e 131.1+24.0d 597.7+18.1b 2743 +125¢c 697.0+14.4a
K+ 6629.2+33.3b 6707.5+27.0b  4669.2+579¢c 7712.6 £13.6 a 6737.4+79.2b
Cl- 8141.9+119.8a 62343 +159c¢ 6129.9+30.0c 76109+31.0b 5801.2+30.6d
Na* 2812.7+15.6a 1829.5+31.1c  2475.0+35.6b 2390.5+33.4b 1606.0 £239d
Cl-/NOs 220.1+4.6a 1889+13b 381+126¢c 185.6+7.2b 27.0+18¢c
K+/Na+* 24+01d 3.7+0.1b 1.9+0.05e 32+01c 42+0.1a

Values are the mean * SE (n = 3). Different letters indicate statistically significant differences at P < 0.001.
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Resumen

La fertilidad del suelo es determinante en las asociaciones planta - microorganismos,
afectando tanto a la productividad de los cultivos como a la funcionalidad de los
ecosistemas. En este estudio evaluamos diferentes dosis de fertilizantes inorganicos y té
de compost en el cultivo de verdolaga y su efecto sobre el crecimiento de las plantas,
calidad del suelo y la estructura y funcionalidad de las comunidades microbianas. Los
tratamientos aumentaron la biomasa del tallo de verdolaga y aumentaron las actividades
enzimaticas relacionadas con los ciclos biogeoquimicos del C, N y P. Todos los tratamientos
afectaron a la composicion fiingica y bacteriana, aunque los tratamientos inorganicos
redujeron la diversidad y funcionalidad microbiana del ecosistema.

Palabras clave: Portulaca oleracea; aplicacién de nitrégeno; comunidades bacterianas;
comunidades fungicas; composicion funcional.

Abstract

Soil fertility is determinant for plant-microorganism associations, affecting both crop
productivity and ecosystem functionality. In this study, we evaluated the effect of different
doses of inorganic fertilizers and compost tea on purslane cultivation and its effect on
purslane growth parameters, soil quality, microbial community structure and
functionality. Treatments increased purslane stem biomass and improved the enzymatic
activities related to C, N and P biogeochemical cycles. All treatments affected fungal and
bacterial composition, while inorganic treatments reduced microbial diversity and
functionality of the ecosystem.

Keywords: Portulaca oleracea; nitrogen application; bacterial community; fungal community;
functional composition.
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1. INTRODUCCION

La verdolaga (Portulaca oleracea L.) es una especie salvaje comestible que ha llamado la
atencion para su cultivo en los ultimos afios principalmente por sus propiedades nutricionales y
medicinales, debido a su alto contenido en acidos grasos omega - 3 y antioxidantes (1).

Para aumentar la produccién agricola, tradicionalmente se han usado fertilizantes quimicos
inorganicos (2), pero su uso conlleva diversos efectos negativos tanto para el ecosistema, como
para la contaminacion de aguas por nitratos o la acidificaciéon del suelo (3), y también para la
calidad del suelo, degradando la materia organica o disminuyendo la actividad biol6gica del suelo
(2,4). Por otro lado, la aplicacién de fertilizantes organicos puede mejorar la calidad del suelo (5)
asi como la abundancia, diversidad y funcionalidad de las comunidades microbianas (6,7). Los
microorganismos del suelo juegan un papel clave en el funcionamiento del ecosistema,
contribuyendo a la degradacién de la materia organica, modelando los ciclos biogeoquimicos o la
supresion de patégenos, por lo que en general, pueden contribuir a la produccién agraria. (8).

El objetivo de este estudio es evaluar los cambios que diferentes dosis de fertilizacion
inorganica y té de compost causan al crecimiento de plantas de verdolaga, a parametros de calidad
del suelo y a la composicion y funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo.

2. MATERIALES Y METODOS

Estudio con macetas en condiciones de invernadero en la finca experimental CEBAS-CSIC
(Santomera, Murcia) por 3 meses con semillas de verdolaga sembradas directamente en maceta
en abril 2021. El sustrato empleado fue una mezcla de suelo superficial de la propia finca mezclado
con vermiculita y arena (1:1:1 v:v:v) en macetas de 2 litros.

2.1 Disefio experimental

El experimento consistié en cuatro tratamientos de fertilizacién inorganica con diferentes
dosis de NPK: IT1 300-100-100, IT2 300-200-100, IT3 300-200-200, IT4 600-100-100 (NPK
ppm), un tratamiento organico de té de compost, OT, equivalente a 300 ppm de N y un tratamiento
control sin fertilizacion. 7 réplicas por tratamiento. Los tratamientos se aplicaban semanalmente.

2.2 Parametros fisico-quimicos

Se determinaron el pH, conductividad del suelo (EC), carbono, nitrégeno, fosforo y potasio
total (CT, NT, PT y KT), fésforo disponible (PT), materia organica (MO) y carbono organico (CO).

2.3 Parametros bioldgicos

Se determinaron la actividad B-glucosidasa, fosfatasa, ureasa y deshidrogenasa del suelo.
También se estudi6 la comunidad microbiana por amplificacién de la regién ITS2 para hongos y
de la regién V3-V4 del rRNA 16S para bacterias. Las lecturas obtenidas se analizaron usando el
pipeline DADA2 y la asignacién taxon6mica se realizé con las bases de datos UNITE 8.2 y SILVA
r.132 para hongos y bacterias respectivamente. Para la funcionalidad fingica se usé la base de
datos Fungal Traits. La predicciéon de funciones metagendmicas bacterianas se realizd con
PICRUS.

2.4 Andlisis estadistico

La normalidad y homocedasticidad se comprobaron usando los tests Kolmogorov-Smirnov
y de Levene respectivamente. Los datos no normales fueron transformados de forma logaritmica.
El efecto de los tratamientos se comprobé con un test ANOVA de una via y las las comparaciones
de medias con un test Tukey HSD al 95% de confianza con lenguaje de programacion R. Los
analisis NMDS de distancias Bray Curtis y el perMANOVA se realizaron con el paquete “vegan” de
R.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

80



12° Workshop en Investigacién Agroalimentaria para jévenes investigadores. Cartagena, 9 de mayo 2023

Los resultados mostraron que todos los tratamientos de fertilizacién incrementaron el
crecimiento de verdolaga, aunque en el caso del té de compost no igualé a su equivalente
inorgdnico en nitrégeno, posiblemente debido a la menor disponibilidad de nitrégeno (9). La
actividad enzimatica también aumento mas en general en los tratamientos inorganicos,
posiblemente debido a una mayor cantidad de exudados radiculares causado por un mayor
crecimiento de las plantas (10,11). Sin embargo, los tratamientos inorganicos disminuyeron la
diversidad microbiana, salvo para IT3, probablemente a causa del efecto positivo del K o P frente
al uso aislado de N. (12). El analisis NMDS (Fig. 1) muestra la distribucién de las comunidades
microbianas del suelo en los tratamientos inorgdnicos y organico, compartiendo el tratamiento
organico y control la misma comunidad bacteriana. Sin embargo, la comunidad fiingica mostré
una mayor sensibilidad a ambas fuentes de fertilizaciéon (13). También se encontré un aumento
de los genes asociados a la oxidaciéon de amonio (amoA, amoB, amo() y a la desnitrificacion (nirK)
en los tratamientos inorganicos con mayor nivel de nitrégeno, pero no en el tratamiento organico
(Tab. 1), posiblemente debido a que la dosis aplicada no fue suficiente para provocar una
respuesta funcional microbiana como ocurrié con los tratamientos con menor dosis de N.

4. CONCLUSIONES

Como conclusion, este estudio aporta nueva informacion sobre la respuesta microbiana a
distintos tipos de fertilizacién en el cultivo de verdolaga. Nuestros resultados muestran como la
fertilizacién inorganica, pese a aumentar la productividad, puede generar una perdida en la
diversidad microbiana. Por ello, se necesita mas investigaciéon para estudiar sistemas de
fertilizaciéon mas sostenibles para la explotacion comercial de verdolaga.

5. AGRADECIMIENTOS
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Figura 1. Analisis NMDS en una matriz de Bray-Curtis basada en los datos de ASVs de
comunidades bacterianas (izquierda) y fingicas (derecha) en diferentes tratamientos de
fertilizacién

Tabla 1. Prediccion de genes de rutas asociadas al metabolismo del nitrégeno encontradas en
diferentes tratamientos de fertilizacion. Los datos muestran la media y desviacion estandar.
Valores en una misma columna con diferente letra no son significativamente diferentes (P<0,05)
segun test de Tukey HSD.

Denitrification Nitrification

Treatment narG narH narl nirk norB norC nosZ amoA amoB amoC hao
Control 0.95+0.11 0.110.01 0.51+0.08 0.66+0.07a 0.96+0.03bc 0.20£0.03  0.96+0.16 0.12+0.05a 0.12+0.05a 0.22+0.09a 0.45+0.07
IT1 0.98+0.07 0.110.01 0.55+0.08 0.71+0.03ab 0.92:£0.09abc 0.18+0.02 0.93+0.05 0.27+0.07ab 0.27+0.07ab 0.49+0.14ab 0.44+0.03
1T2 0.85+0.21 0.10+£0.02  0.49+0.01 0.83+0.10c 0.84+0.06a 0.21+0.04 1.13+0.36 0.22+0.03ab 0.22+£0.03ab 0.39+0.05ab  0.37+0.10
IT3 0.92£0.07  0.11x0.01 0.50+0.05 0.74+£0.06abc ~ 0.95+0.04abc  0.2140.06 1.01£0.06 0.35+0.09b 0.35+0.09b 0.63+0.16b 0.44+0.02
1T4 0.91+0.16 0.10+0.02 0.49+0.09 0.81+0.07bc 0.87+0.09ab 0.22+0.04 0.93+0.22 0.38+0.27b 0.38+0.27b 0.68+0.47b 0.42+0.07
oT 0.93£0.05  0.11+0.01 0.51+0.06 0.68+0.07a 0.99+0.05¢ 0.21£0.05  0.9440.12 0.11+0.03a 0.11+0.03a 0.20+0.05a 0.43+0.04

I}N‘gl‘; 1: 0.49 0.93 0.26 3.60 2.64 0.47 0.65 3.33 3.33 3.38 0.83

(P value) (ns) (ns) (ns) (0.021) (0.05) (ns) (ns) (0.028) (0.028) (0.026) (ns)
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Resumen

Los estreses abidticos alteran la actividad de las enzimas sacaroliticas que controlan las
relaciones fuente-sumidero, reduciendo el transporte de sacarosa y su utilizacion en los
organos sumidero y afectando, al crecimiento y la productividad de los cultivos. El objetivo
de este trabajo fue estudiar la modulacion de la actividad sacarolitica mediada por el
portainjerto en frutos de plantas de pimiento sometidas a estrés salino. Los frutos de
plantas injertadas sobre el portainjerto Creonte presentaron los valores mas altos de
sacarosa sintasa, invertasa vacuolar y de pared celular con respecto a las otras
combinacionesy las plantas sin injertar, lo que podria explicar su mayor tasa reproductiva.
Ademas, los frutos de plantas injertadas sobre Atlante y Terrano presentaron una mayor
actividad de la invertasa citoplasmatica, relacionada con su mayor tasa de crecimiento. Por
tanto, el portainjerto modula las relaciones fuente-sumidero en condiciones de salinidad a
través del incremento de las enzimas sacaroliticas.

Palabras clave: Capsicum annuum L.; injerto; relaciones fuente-sumidero; enzimas sacaroliticas.

Abstract

Abiotic stresses alter the activity of saccharolytic enzymes that control source-sink
relationships, reducing sucrose transport and utilization in sink organs and affecting crop
growth and productivity. The objective of this work was to study the modulation of
sucrolytic activity mediated by the rootstock in fruits of pepper plants subjected to salt
stress. Fruits from plants grafted on the rootstock Creonte presented the highest values of
sucrose synthase, vacuolar invertase and cell wall invertase with respect to the other
combinations and ungrafted plants, which could explain their higher reproductive rate. In
addition, fruits from plants grafted onto Atlante and Terrano presented higher cytoplasmic
invertase activity, related to their higher growth rate. Therefore, the rootstock modulates
source-sink relationships under salinity conditions through the increase of sucrolytic
enzymes.

Keywords: Capsicum annuum L.; grafting; sink-source relationships; sucrolytic activities.
1. INTRODUCCION

Las relaciones fuente-sumidero, que influyen en el crecimiento de las plantas y la
adaptacion al estrés, se ven afectadas por estreses abidticos como la salinidad y la sequia,
reduciendo el crecimiento y el rendimiento de los cultivos por una disminucién en el nimero y
tamafio de los drganos sumidero. En condiciones de estrés, los 6rganos fuente no pueden
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mantener el suministro de asimilados necesarios para apoyar los procesos competitivos de
crecimiento vegetativo, llenado de estructuras reproductivas y adaptaciéon al estrés (1). La
sacarosa es sensible al estrés abidtico y es el principal carbohidrato de transporte en las plantas
superiores, desde los tejidos fuente a los tejidos sumidero (2). Los carbohidratos acumulados en
plantas sometidas a estrés salino juegan un papel importante en la mitigaciéon del estrés que
implica la osmoproteccidn, el ajuste osmoético, el almacenamiento de carbono y la eliminaciéon de
especies reactivas de oxigeno (3,4). De hecho, algunos estudios han mostrado que el papel de los
azucares en la adaptacion de las plantas a la salinidad se asocia universalmente con la tolerancia
a la salinidad (5,6), actuando como moléculas sefializadoras y participando también en la
regulacion de genes relacionados con los mecanismos de tolerancia (7,8). Las invertasas son
enzimas clave para el suministro de energia a los 6rganos sumidero, catalizando la escision del
enlace glucosidico de la sacarosa (9) y desempefiando importantes funciones, especialmente la
invertasa de pared celular, en las respuestas al estrés biotico y abiético (10). Por ello, el objetivo
de este trabajo ha sido el estudio de la regulacién de la actividad sacarolitica mediada por el
portainjerto en frutos de plantas de pimiento sometidas a estrés salino.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal y condiciones del cultivo

Se evaluaron plantas de pimiento de la variedad comercial ‘Gacela’ ‘F1’ (Syngenta Seeds,
USA) sin injertar o injertadas sobre tres portainjertos comerciales: ‘Atlante’ (Ramiro Arnedo,
Espafia), ‘Creonte’ (De Ruiter-Monsanto Seeds-Bayer Crop Science, Alemania) y ‘Terrano’
(Syngenta Seeds, USA). Las plantas se cultivaron individualmente en macetas de 20 L y se
distribuyeron en filas en un invernadero multitinel con una separacién de 40 cm entre plantas y
100 cm entre filas. El tratamiento de salinidad se inicié 15 dias después del trasplante, afiadiendo
NacCl a la solucién nutritiva Hoagland estdndar hasta llegar a una concentracidn final de 35 mM,
mientras que las plantas control se regaron con la solucién nutritiva original durante todo el
ensayo.

2.2 Actividad sacarolitica

Las actividades sacaroliticas se evaluaron mediante la determinaciéon del NADH producido
en una reaccion enzimadtica acoplada utilizando sustratos/enzimas especificos segin la enzima
objetivo, con base en el protocolo descrito por Balibrea et al. (11) con algunas modificaciones.
Brevemente, 50 mg de muestra liofilizada de fruto en crecimiento activo de pimiento recolectado
20 dias después de antesis, se resuspendieron en 1 ml de tampé6n de homogeneizacién (HEPES
200 mM, MgCI2 3 mM, EDTA 1 mM, glicerol al 2 %, PMSF 0,1 mM, benzamidina 1 mM). El
homogeneizado se mezcl6 durante 20 min a 4°C y se centrifug6 durante 15 min a 10.500xg y 4°C.
El sobrenadante se usé parala determinacidn de la actividad de la invertasa soluble. El precipitado
se utilizé para la determinaciéon de la actividad de la invertasa de la pared celular, lavando el
extracto no soluble tres veces con agua bidestilada y resuspendiéndolo en HEPES 200 mM, MgCl12
3 mM, EDTA 15 mM, glicerol al 2%, PMSF 0,1 mM, PMSF 1 mM benzamidina y NaCl 1 M. El NADH
se determiné espectrofotométricamente a una longitud de onda de 340 nm. Las actividades de
cada una de las enzimas sacaroliticas se expresaron sobre la base del contenido en peso.

2.3 Andlisis estadistico

Los valores medios de las distintas combinaciones de injertos y del tratamiento salino se
compararon utilizando el test Tukey con P<0,05, utilizando el software SPSS para Windows
(Versidn 25.0, SPPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En condiciones control, no se encontraron diferencias significativas en la actividad de la
sacarosa sintasa, aunque los frutos de las plantas injertadas sobre Atlante alcanzaron los valores
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mas elevados. En condiciones de estrés salino, tampoco se observaron diferencias significativas
por efecto del portainjerto en la actividad sacarosa sintasa, si bien los frutos de plantas injertadas
sobre Creonte presentaron una actividad mas alta (Figura 1a).

Con respecto a la invertasa de pared celular, que tiene un papel fundamental en la
regulacion del estrés por salinidad, en condiciones control no se observaron diferencias
significativas por efecto del portainjerto. I[gualmente, en condiciones salinas no se encontraron
diferencias significativas por efecto del portainjerto, aunque los frutos de las plantas injertadas
presentaron valores mas elevados que las plantas sin injertar, destacando la actividad de
invertasa de pared celular en los frutos de plantas injertadas sobre Creonte que, ademas,
presentaron una mayor produccion (12) (Figura 1b).

La actividad de la invertasa vacuolar no se vio afectada por el portainjerto en condiciones
control, aunque los frutos de plantas injertadas sobre Creonte presentaron la actividad mas
elevada. La salinidad provocd una disminucién significativa de la actividad de la invertasa
vacuolar con respecto al tratamiento control, excepto en los frutos de plantas injertadas sobre
Creonte, que presentaron un incremento significativo de la actividad de la invertasa vacuolar en
relacién a los otros tratamientos (Figura 1c). Esto podria explicar la mayor relacién
reproductiva/vegetativa de las plantas injertadas sobre Creonte de entre todas las combinaciones
estudiadas (12).

En condiciones control, la actividad de la invertasa citoplasmatica en fruto no presenté
diferencias significativas por efecto del injerto, si bien los frutos de plantas injertadas sobre
Atlante y Terrano presentaron los valores mas altos (Figura 1d). De igual forma, en condiciones
salinas, se observaron valores significativamente mas altos en los frutos de las plantas injertadas
sobre Atlante y Terrano (Figura 1d). Estos mayores valores en esta invertasa podrian explicar el
mayor desarrollo vegetativo en las plantas injertadas sobre Terrano (12).

4. CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra que la modulacién del metabolismo de la sacarosa a través del
portainjerto es fundamental en los procesos de crecimiento y desarrollo de la planta en respuesta
al estrés salino, ya sea directamente o a través de interacciones con otras vias de sefializacidn,
incluidos los procesos mediados por hormonas y redox.
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Figura 1. Invertasa (a) sacarosa sintasa, (b) de pared celular, (c) vacuolar y (d) citoplasmatica
en frutos de plantas de pimiento de la variedad comercial ‘Gacela F1’ no injertadas (G) o
injertadas sobre tres portainjertos comerciales, Creonte (G/C), Atlante (G/A) y Terrano (G/T), y
cultivadas en condiciones control (0 mM NaCl) y salinas (35 mM NacCl). Las barras muestran la
media de 5 plantas # error estandar. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas debido al tratamiento salino, mientras que letras mintusculas diferentes muestran
diferencias entre combinaciones de injerto de acuerdo con el test Tukey (P<0,05).
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Resumen

En esta comunicacion se estudian las vigas inferiores de apoyo del recipiente de cultivo de
un lisimetro de pesada transportable para plantaciones horticolas. El cajon de cultivo
alberga el terreno reconstituido donde se desarrolla la plantacion y descansa sobre un
sistema de pesaje. Para asegurar el correcto funcionamiento del lisimetro el recipiente de
cultivo no debe entrar en contacto con otros elementos, evitindose que sus deformaciones
interfieran entre si y modifiquen las mediciones del sistema de pesada. Se han analizado
con SolidWorks Simulation los esfuerzos de las vigas y las deformaciones que
experimentan. Los resultados obtenidos permiten valorar la supresion de estos elementos
para reducir las dimensiones del lisimetro.

Palabras clave: Lisimetria; agricultura de precision; elementos finitos; disefio; construccién.

Abstract

In this communication, the lower beams of the cultivation vessel of a transportable
weighing lysimeter for horticultural plantations are studied. The cultivation vessel
contains the reconstituted soil where the plantation is developed and rests on a weighing
system. To ensure the proper functioning of the lysimeter, the cultivation container have
to avoid come into contact with other elements. Its deformations could modify the
measurements of the weighing system. The stresses of the beams and the deformations
have been analysed with SolidWorks Simulation. The results obtained make it possible to
evaluate the elimination of these elements in order to reduce the dimensions of the
lysimeter.

Keywords: Lysimetry; precision agriculture; finite elements; design; construction.

1. INTRODUCCION

Los lisimetros contienen una porcion de suelo independizado hidrolégicamente del terreno
circundante, en el cual resulta posible controlar y medir los diferentes términos que intervienen
en el balance hidrico (1). En los lisimetros de pesada, el incremento o pérdida de agua se mide por
el cambio en la masa del recipiente en el que se encuentra el suelo. Actualmente, existen
numerosos métodos y herramientas en el &mbito agrondmico para determinar el peso de los
cultivos que comprenden una gran variedad de modelos, funcionamiento y precios (2-4).

En la presente comunicacion, se exponen la modelizacion y analisis estructural de la viga
del cajon interior de un lisimetro de pesada transportable.
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2. MATERIALES Y METODOS

El recipiente de cultivo estd formado por dos conjuntos de elementos: unas chapas plegadas
y unas vigas horizontales (Fig. 1). El recipiente de cultivo transmite las cargas al sistema de pesada
através de las vigas de apoyo soldadas en su base. A continuacion, se describe el modelo analizado
en SolidWorks Simulation.

2.1 Pieza a estudiar y definiciéon del modelo

La viga esta formada por un perfil hueco cuadrado de 500 mm de longitud, 40 mm de lado
y 2 mm de espesor, con dos taladros en la base de 9 mm de didmetro situados a 31,5 mm de los
extremos. El material es acero inoxidable AISI 316. Se ha considerado un peso del cajén metalico
de 37,5 kg (0,37 kN). Este peso incluye el de las dos vigas, que es de 1,17 kg para cada una.

El peso del cajon lleno de tierra es de 420,82 kg (4,13 kN). Para ello se ha considerado una
densidad humeda para terrenos del tipo arena densa de 2.12 T/m3 (20,79 kN/m3). El peso total
del cajéon metalico y de la tierra de cultivo es de 4,95 kN (458,32 kg).

Las tierras extraidas parala instalacion del lisimetro se utilizaran como tierra de cultivo con
la que se rellenara el cajon interior. Se trata de un terreno con una densidad hiimeda entre una
arcilla semicompacta y una arena densa, de valores comprendidos entre 1,92 y 2,12 T/m3
respectivamente. De forma conservadora, se ha optado por este altimo valor.

2.2 Cargas y condiciones de contorno

Esta carga total de 4,95 kN se ha dividido entre dos, obteniendo un valor de 2,25 kN, ya que
la mitad de la misma sera transferida a cada viga y de ahi a la estructura portante inferior. Esta
carga de 2,25 kN, actuando sobre todo la cara superior del elemento, es la que se ha introducido
en SolidWorks Simulation.

Para establecer las condiciones de contorno se ha considerado que esta carga se transmite
al esqueleto inferior a través de cuatro puntos, que permiten el giro de la viga, pero impiden los
desplazamientos horizontales y verticales. De ahi que se hayan modelizado como apoyos
articulados.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos (Fig.2) indican que la viga tiene tensiones equivalentes de Von
Mises muy bajas, excepto en los apoyos que experimentan una concentraciéon de tensiones, al
transferirse de forma puntual al elemento inferior. Este apoyo puntual se podria modelizar de
forma mas precisa teniendo en cuenta que debajo apoya sobre un cilindro del que sobresale el
vastago que se introduce en el taladro realizado en la viga. Las deformaciones obtenidas son
también muy pequeias, siendo la maxima en el centro de la viga de 0,17 mm.

4. CONCLUSIONES

Las reducidas deformaciones de la viga permiten valorar la supresién de estos elementos
para reducir las dimensiones del lisimetro y facilitar su instalacién y transportabilidad, sin afectar
a la precisién en la cuantificacidon de la evapotranspiracion.
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Figura 1. Vigas de apoyo del recipiente de cultivo.
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Resumen

Los cultivos del sureste de Espafia se ven amenazados principalmente por: a) la baja
disponibilidad de nutrientes; b) la necesidad de afiadir continuamente insumos externos.
Las practicas actuales de gestion de los cultivos no estan optimizadas para maximizar el
desarrollo de los organismos del suelo. Por ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de nuevos productos, basados en formulaciones de microorganismos promotores
del crecimiento vegetal, sobre las poblaciones microbianas del suelo y el rendimiento y
calidad de un cultivo de melén, con el fin de reducir el uso de fertilizantes de sintesis y
promover el desarrollo de practicas medioambientalmente sostenibles. En relacion a los
resultados obtenidos, se puede concluir que el uso combinado de fertilizantes minerales y
biofertilizantes parece ser un enfoque prometedor para la reduccion de fertilizantes
sintéticos, sentando las bases para futuras investigaciones para evaluar el uso de tales
biofertilizantes microbianos en diferentes condiciones de cultivo, de modo que pueda
haber una aplicacion efectiva en el agroecosistema.

Palabras clave: Melon; biofertilizantes; PGPR.

Abstract

Crops in southeast Spain are mainly threatened by: a) low nutrient availability; b) the need
to continuously add external inputs. Current crop management practices are not optimised
to maximise the development of soil organisms. Therefore, the aim of this work was to
study the effect of new products, based on plant growth-promoting microorganism
formulations, on soil microbial populations and the yield and quality of a melon crop, in
order to reduce the use of synthetic fertilisers and to promote the development of
environmentally sustainable practices. In relation to the results obtained, it can be
concluded that the combined use of mineral fertilisers and biofertilisers appears to be a
promising approach for the reduction of synthetic fertilisers, laying the foundations for
future research to evaluate the use of such microbial biofertilisers in different growing
conditions, so that there can be an effective application in the agroecosystem.

Keywords: Melon crop; PGPRs; biofertilisers.
1. INTRODUCCION
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El mel6n Piel de Sapo, es una variedad tipica del sur de Espafia muy consumida y apreciada.
Espafia es lider europeo en produccién y exportacion, asi como de amplio consumo en el periodo
estival. Por tanto, este trabajo experimental pretende maximizar el rendimiento de la produccién
de meldn Piel de Sapo salvaguardando la fertilidad inherente del suelo mediante la aplicacién de
practicas sostenibles como el uso de biofertilizantes microbianos.

Disefiamos un experimento comparando el uso de fertilizantes inorganicos en un cultivo de
meldn con el uso de dos tipos de biofertilizantes, bacterias y bacterias+hongos asociados a una
disminucién del 50% en la tasa de fertilizacion inorganica. El objetivo era evaluar si la fertilizacion
mineral puede ser parcialmente remplazada por microorganismos y comprobar su efecto en la
salud del suelo y el rendimiento de los cultivos. Se consider6 oportuno evaluar los principales
indicadores bioquimicos del suelo relacionados con actividades enzimaticas del ciclo del
nitrégeno (actividad ureasa); la presencia y descomposicion de pesticidas, si estdn presentes en
el suelo (actividad arilesterasa); y la degradacién de la materia organica vegetal (actividad
betaglucosidasa y celulasa). Se evalud si el uso de biofertilizantes puede modificar la abundancia
de microorganismos del suelo, la estructura de la comunidad microbiana del suelo un cultivo de
mel6n en comparacién con un cultivo fertilizado sélo con fertilizantes inorganicos.

2. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se llevd a cabo en Cartagena, Sureste de Espafia, en la Finca Experimental
Tomas Ferro de la Universidad Politécnica de Cartagena (37°41'16.6 "N 0°56'55.6 "W) (37° 41" N;
0° 57" E). El experimento se realizé sobre un cultivo de melén (Cucumis melo cv. Paredes F1, tipo
Piel de sapo), cultivado desde el 29/03/2022 hasta el 5-14/07/2022. La fertilizacién inorganica
en CONTROL 100% consistié en 157 kg ha'tde N, 75 kg ha't de P,0Osy 250 kg ha1 de K0 aplicados
por fertirrigaciéon durante toda la vida del cultivo (1). Los otros tratamientos: i) CONTROL 50%;
ii) NUVE (aplicacién de bacteria y hongos) y iii) BACTONECO (aplicacién bacteria) recibieron el
50% de reduccion de la dosis aplicada al CONTROL 100%. Se pesaron cada unidad de meldén
recolectada, se analiz6 la producciéon en termino de kg ha-1 y el grado Brix usando un
refractometro. La actividad arilesterasa (Aryl) se determind segun (2). La actividad celulasa (Cls)
se evalué mediante la determinacién de(3,4). La actividad ureasa (Urs) (5). Todos los analisis se
expresan en peso seco al aire. Se utilizé el analisis de PCR cuantitativa (QPCR) para cuantificar el
nimero de copias de los genes 16S (segmento V3 del ARNr bacteriano) e ITS (espaciador
transcrito interno en hongos). Las comparaciones se realizaron con el andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA) seguido de pruebas post-hoc, (HSD) de Tukey.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontraron diferencias significativas en el peso de los melones cosechados en las
distintas parcelas de tratamiento (Tabla 1). Los analisis enzimaticos, realizados en las 3 muestras
de suelo recogidas en marzo, abril y mayo, muestran diferencias significativas entre las distintas
parcelas de suelo en cada época de muestreo. En los andlisis de ureasa las parcelas NUVE
presentan una actividad muy baja en marzo en comparacién con los Controles 50% y 100%,
diferencias que dejan de ser significativas en abril y mayo donde la actividad enzimatica se sitda
en valores similares entre todas las parcelas (Figura 1). La actividad celulasa en marzo muestra
diferencias significativas s6lo para las parcelas con BACTONECO respecto al resto de las
investigadas; en abril se encuentra diferencias significativas en las parcelas con NUVE respecto a
las parcelas con BACTONECO y CONTROL 50% y una diferencia no significativa, pero aun
relevante, con CONTROL 100%. En mayo se observa un desplome de la actividad enzimatica
respecto a los meses anteriores para todas las parcelas investigadas, manteniéndose en niveles
significativos para BACTONECO y NUVE frente a las afines CONTROL50% y CONTROL 100%. En
cuanto ala actividad 3-glucosidasa, hubo una diferencia significativa en marzo en CONTROL 100%
en comparacion con todas las parcelas investigadas. Por ultimo, la actividad enzimatica de la
Arilesterasa se encuentra continua y poco variable en el suelo que se sitia siempre por encima de
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60 pmoles de p-nitrofenol gt h-! para todas las parcelas examinadas. Mediante PCR cuantitativa
se analizé la abundancia los genes 16S e ITS para cuantificar la abundancia de las poblaciones
bacterianas y fingicas y se determind el ratio F:B (Tabla 2). Segun los anélisis qPCR de los genes
16S e ITS, la proporcién entre hongos y bacterias varié en marzo dentro un rango de 0,22 y 0,04;
0,76 y 0,19 en abril; y dentro de 2,16 y 1,33 en mayo. En marzo y abril hay dominancia bacteriana
sobre la fingica, pero en mayo, en los tratamientos BACTONECO y CONTROL al 50%, encontramos
un aumento marcado de la dominancia flngica, aunque no significativo. En el analisis ANOVA
encontramos diferencias significativas en la produccién, destacando como los tratamientos NUVE
y BACTONECO tienen las mejores performances. En este estudio, el efecto combinado de los
biofertilizantes microbianos y los fertilizantes minerales resulté mejor que el de los fertilizantes
quimicos por si solos. Dado que la materia energética biol6gica, como los nutrientes organicos y
el consorcio microbiano, puede proporcionar energia disponible y acelerar la multiplicacién de
las células de microorganismos y enzimas para mejorar su entorno vital y aumentar su
composicidn y actividad microbiana y enzimatica del suelo (6). Por dltimo, Queiroga et al. (2020)
en experimentos mostraron que la aplicacién de biofertilizantes en meldn dio valores mas altos
en términos de peso, nimero de frutos por planta y rendimiento en comparaciéon con el
tratamiento de control sin biofertilizantes (7).

4. CONCLUSIONES

Los resultados globales pusieron de relieve que la adopcién de nuevas practicas de gestion
agricola, como el uso de biofertilizantes, parece ser un enfoque prometedor para reducir el uso de
fertilizantes minerales manteniendo o aumentando el rendimiento de los cultivos agricolas. No
obstante, deberian combinarse diversas practicas para lograr un efecto de mitigacion mas
contrastado con los cambios en el sistema agroalimentario. Este estudio es un punto de partida
para futuras investigaciones dirigidas a evaluar el uso de estos biofertilizantes en diferentes
condiciones de cultivo para una aplicaciéon efectiva en el agroecosistema. Se necesitan mas
investigacién y apoyo publico para desarrollar plenamente el potencial de los biofertilizantes
microbianos mediante un conocimiento adaptativo entre investigadores, agricultores y otras
partes interesadas.
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Figura 1. Analisis enzimatico. ANOVA test, post-hoc Tukey HSD. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p= < 0,05).

Tabla 1. Produccién y calidad de melén en los cuatro tratamientos.

Tratamiento Peso promedio Num.Meldon /m2  Produccién °Brix
Kg/unidad Tn/ha
BACTONECO 3,74+£090 a 0,89+0,1 a 33,42+297 a 12,88+0,47 ab
NUVE 3,73+£0,89 a 0,88+0,1 a 32,67+2,02a 12,0909 b
CONTROL 50% 3,52+085 b 0,87+0,15a 30,81+3,11b 13,040,555 ab
CONTROL 100% 3,65+0,89 ab 0,90+0,25a 32,97+3,72ab 13,53%0,59 a
F- ANOVA 5,97 ** 1,32 ns 5,97** 3,40*

ANOVA test, post-hoc Tukey HSD. Letras diferentes, en cada columna, indican diferencias
significativas (p= < 0,05). * (p= < 0,05); *** (p=<0,001)

Tabla 2. Proporcion hongos:bacterias (F:B) determinada por qPCR de los genes genes 16S e ITS
de las muestras de suelo recogidas en marzo y mayo.

F:B ratio March April May
BACTONECO 0,04 b 019 b 2,16 a
CONTROL 100% 0,22 a 041 ab 0,65 a
ONTROL 50% 0,05 b 076 a 1,33 a
NUVE 0,08 b 032 ab 0,73 a
- ANOVA 10,01%** 1,382* 0,744 ns

ANOVA test, post-hoc Tukey HSD. Letras diferentes, en cada columna,
indican diferencias significativas. * (p= < 0,05); ** (p=<0,01)
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Resumen

La salinidad es uno de los principales problemas ambientales que afecta al crecimiento y
productividad de los cultivos. El objetivo del presente trabajo es relacionar los cambios en
la expresion de diferentes genes de aquaporinas PIP2, PIP1 y TIP2 de Allium cepa L. frente
a diferentes concentraciones de NaCl (25,50,75 y 100 mM) como mecanismos de
adaptacion fisiologica frente al estrés. Los resultados mostraron una estrategia dual, en
primera instancia una disminucion significativa del crecimiento de hojas, raices y bulbos
con concentraciones entre 25-50 mM. Sin embargo, a 75 mM se detecté un aumento de
clorofila A (fotosintesis) y una activacion de la PIP2 que se relacioné con la captacion de
Zn, dando como resultado el aumento en peso de las cebollas.

Palabras clave: Aquaporinas; cebolla; estrés salino; PIP; TIP.

Abstract

Salinity is one of the main environmental problems that affects the growth and productivity
of crops. The objective of this work is to relate the changes in the expression of different
PIP2, PIP1 and TIP2 Allium cepa L. aquaporin genes against different concentrations of NaCl
(25,50,75 and 100 mM) as mechanisms of physiological adaptation to a stressful
environment. The results showed a dual strategy, in the first instance a significant decrease
in the growth of leaves, roots and bulbs with concentrations between 25-50 mM. However,
at 75 mM an increase in chlorophyll A (photosynthesis) and an activation of PIP2 was
detected, which was related to the uptake of Zn, resulting in the increase in weight of the
onions.

Palabras clave: Aquaporins; onion; salt stress; PIP; TIP.

1. INTRODUCCION

La acumulacidén de iones de sal en el suelo, especialmente en regiones aridas y semiaridas,
limita el rendimiento y la productividad de los cultivos (1). La salinidad reduce el crecimiento de
las plantas debido a la disminucion de la absorcién de agua por el efecto osmético, la acumulacion
de iones a concentraciones potencialmente tdxicas o al desequilibrio nutricional causado por la
competencia entre el NaCl y los nutrientes (2). Asimismo, la salinidad provoca alteraciones en los
procesos fisioldgicos y metabolicos en las diferentes etapas de crecimiento de las plantas, siendo
el control sobre el movimiento de agua y nutrientes un factor clave de aclimatacion al estrés salino
(3). En este sentido, se ha demostrado que las acuaporinas estan directamente implicadas en el
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trasporte de agua, ademas de gases, nutrientes e iones, siendo clave en la respuesta al estrés salino
en multiples cultivos. En general, ante estrés salino, la expresion de los genes de TIPs y PIPs
disminuye como mecanismo defensa y adaptacion para evitar la pérdida de agua, aunque se ha
observado el aumento en isoformas concretas como mecanismo para compensar la via apoplastica
reducida y el potencial osmético elevado (4).

A pesar de la gran importancia de la cebolla a nivel mundial, la bibliografia sobre la
tolerancia de la cebolla a la salinidad es escasa. Su sistema radicular poco profundo hace que las
cebollas hayan sido consideradas tradicionalmente como sensibles a dicho estrés, si bien estudios
recientes han encontrado diferencias entre variedades (5) siendo las de dia corto en general més
tolerantes. Asimismo, niveles crecientes de salinidad reducen el contenido en micronutrientes y
afectan negativamente a la altura de la planta y el volumen del bulbo (6).

De acuerdo con todo lo anterior, el propésito del presente trabajo es estudiar la respuesta
de Allium cepa L. a concentraciones crecientes de salinidad analizando determinados parametros
fisioloégicos significativos como el peso, el contenido en pigmentos fotosintéticos, o la
concentraciéon de nutrientes y su posible relaciéon con la expresion de diferentes genes de
acuaporinas (PIP1, PIP2 y TIP2).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Condiciones de cultivo

El material vegetal utilizado es una variedad de ciclo intermedio identificada con el c6digo
A-13. Las plantas se enjuagaron y se esterilizaron con agua destilada con NaClO al 0,5%.
Posteriormente, se transfirieron a una camara de ambiente controlado con un ciclo 16h de luz y
8h de oscuridad, T2 de 25 y 20°C dia/noche, humedad relativa de 60 - 80% y radiaciéon de 400
umol m-2s-1. Las plantulas se cultivaron en contendores de 15 L de solucién de Hoagland con 10
plantas por contenedor. Se realizaron cinco tratamientos diferentes (NaCl 25, 50, 75, y 100 mM)
mas un testigo durante 10 dias en plantas en estadio de bulbificacién (66 dias). Los experimentos
se replicaron 3 veces.

2.2 Pardmetros fisioldgicos

El peso se midi6 mediante balanza de precisiéon separando raiz, hoja y bulbo. La
concentraciéon de clorofila A se calcul6 mediante espectrofotometria. La concentraciéon de
micronutrientes (Zn) se calculd en hojas, raices y bulbos mediante ICP.

2.3 Andlisis moleculares

Las secuencias de los genes de acuaporinas se obtuvieron de la base de datos NCBI. El ARN
total se extrajo de las hojas de cebolla utilizando el kit ARN NZY (NZYTech, Lisbon, Portugal). Se
midio el nivel de expresidn de todos los genes a partir de 2 pul de ADNc diluido 1:10 mediante gPCR
en tiempo real (QuantStudio 5 Flex) utilizando el 2-22¢t como método de estandarizacion.

2.4 Andlisis estadistico

Se realiz6 un disefio al azar con 3 repeticiones experimentales y 9 muestras individuales.
Se utiliz6 software SAS version 9.3 y Duncan test con nivel de asignacion del 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mas destacados del presente trabajo muestran una reduccién en peso
significativa en bulbos, hojas y raices a 50 mM, observandose una recuperacion del tamafioa 75y
100 mM (Tabla 1). Este efecto dual dependiente de concentraciéon no habia sido anteriormente
descrito. En nuestra variedad, el incremento de la clorofila A a partir de 50 mM, tienen relaciéon
con el incremento del crecimiento encontrado a niveles altos de salinidad (Tabla 1).
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En cuanto a la concentraciéon de micronutrientes existen algunos trabajos que citan el
aumento de Zn, Mn o Fe a altos niveles de salinidad como consecuencia de la reduccién de la
biomasa(7). En nuestro trabajo, el Zn mostr6 un comportamiento dual, disminuyendo a
concentraciones bajas y aumentando hasta niveles normales en hojas y raices a 75y 100 mM y en
bulbos a 100 mM (Tabla 1). Dichos cambios podrian estar relacionados con la captacién de agua
y la expresion de las acuaporinas.

En este sentido, el andlisis de aquaporinas revel6 que: PIP1 no se alter6 de forma
significativa en hojas y bulbos, pero si en raices, donde sufri6 una caida hasta 50 mM pero
presenté un aumento a 75 mM, recuperando los niveles del control. De igual modo ocurrié con
PIP2, siendo significativo este incremento en bulbos, alcanzando sus valores maximos de
expresién a 75 mM y manteniendo los niveles del control a 100 mM. TIP2 en hoja, raiz y bulbo se
redujo progresivamente hasta salinidad de 50 mM, aumentando de nuevo a 75 mM en hojas y
raices, volviendo a reducirse a 100 mM (Fig. 2). En conjunto, la activacién de acuaporinas a 75 mM
esta fuertemente correlacionada con la concentracion de Zn y parece estar relacionada con las 2
fases de respuesta a salinidad en estas plantas: una a bajas concentraciones (25 y 50 mM) y otra
a altas (75-100 mM) afectando al crecimiento, que se increment6 a partir de 75 mM (Figura 1).
No se puede descartar que alguna acuaporina este implicada en el transporte de otros nutrientes
ayudando a la planta a adaptarse a las condiciones de estrés salino.

4. CONCLUSIONES

El cultivar estudiado A-13 mostro una tolerancia moderada al estrés salino con una
estrategia dual segun la concentracién de NaCl: a bajas concentraciones se observa una reduccion
del crecimiento relacionada con los micronutrientes. A concentraciones mas altas, la expresion de
PIP2 resultd en relaciéon con la captacién de Zn. Dado que la funcidn del Zn es esencial para las
células y los tejidos, su concentracion en los tejidos podria ser relevante para inducir la tolerancia
de las plantas de cebolla a altas concentraciones de salinidad. El hecho de que algunas acuaporinas
puedan aumentar su expresidn para asegurar la disponibilidad de micronutrientes bajo estrés
abidtico, como se observa en nuestro trabajo, debe investigarse mas a fondo. El préximo desafio
sera determinar el mecanismo involucrado en esta respuesta.
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Figura 1. Expresion de niveles de acuaporinas PIP1, PIP2 y TIP2 en hoja, raiz y bulbo.
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Resumen

Este estudio tuvo como objetivos evaluar si diferentes patrones de cultivo asociado entre
brocoli (Brassica oleracea var italica) y haba (Vicia faba), bajo manejo organico, y una
reduccion en un 30% de fertilizacion, pueden mejorar la produccion y la fertilidad del
suelo comparado con sus respectivos monocultivos. Tras tres ciclos de cultivo
desarrollados en el campo de Cartagena, los sistemas asociados incrementaron
significativamente el N total, P disponible y K intercambiable (0,13%, 39 mg-kg! y 364
mg-kg-1) comparado con el monocultivo de brécoli (0,11%, 11 mg-kg1y 277 mg-kg-1). La
produccion total fue significativamente mayor en los cultivos asociados, con un Land
Equivalent Ratio (LER) > 1. Por tanto, la introduccion de haba asociada al brécoli es una
estrategia viable de agricultura mas sostenible, con beneficios ambientales y ahorro
econdmico en fertilizantes y agua.

Palabras clave: Agricultura sostenible; asociacién cultivos; fertilidad del suelo; hortalizas;
leguminosas.

Abstract

The aim of this study was to evaluate whether different broccoli (Brassica oleracea var
italica) and fava bean (Vicia faba) intercropping patterns can improve crop yield and soil
physicochemical properties under organic management in Murcia (Spain). After three crop
cycles, intercropped systems significantly increased total N, available P, and exchangeable
K (0.13%, 39 mg-kg-1 y 364 mg-kg-1) compared to the broccoli monoculture (0.11%, 11
mg-kg-1 y 277 mg-kg-1). Total production was significantly higher under the diversified
systems, with land equivalent ratio (LER) > 1. Thus, introducing fava bean intercropped
with broccoli is a viable strategy for more sustainable agriculture, offering environmental
benefits and economic savings on fertilizers and water.

Keywords: Sustainable agriculture; intercropping; soil fertility; vegetables; legumes.

1. INTRODUCCION

La agricultura convencional, basada en monocultivos, ha generado problemas ambientales,
como la disminucién de biodiversidad, contaminacion del suelo y del agua, erosiéon y aumento de
plagas y enfermedades. La agricultura moderna busca mantener rendimientos sin impactar
negativamente el medio ambiente (1). La asociacién de cultivos puede mantener la producciéon
actual y mejorar la resistencia del agroecosistema a sequias y enfermedades. Las leguminosas,
como el haba, son adecuadas para la asociacién de cultivos, ya que fijan nitrégeno y aumentan el
rendimiento de cultivos. El objetivo de este estudio fue evaluar si la asociacién de cultivos entre
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brécoli y haba, en comparacién con monocultivos, y con una reduccion del uso de fertilizantes en
un 30%, puede mejorar la produccion y la calidad del suelo.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en Cartagena (Murcia), con un clima mediterraneo semiarido. Se
compararon monocultivos de brécoli y haba con diferentes asociaciones de ambos a lo largo de
tres ciclos de cultivo de invierno. Se estudiaron tres tipos de asociaciones: filas alternas 1:1, filas
alternas 2:1 y asociacién mixta. Cada sistema de cultivo tuvo tres repeticiones, distribuidas
aleatoriamente en parcelas de 120 m2. Se redujo un 30% la fertilizacion en los cultivos asociados.
El muestreo del suelo se realiz6 a una profundidad de 0-10 cm y 10-30 cm al final del periodo de
cosecha (marzo). Se recogieron tres muestras compuestas de cada parcela. Las muestras se
secaron al aire durante 7 dias, se tamizaron a <2 mm y se almacenaron a temperatura ambiente.

El C organico del suelo (SOC) y el N total (Nt) se determinaron utilizando un analizador
elemental CHNS(O) (CHN 628, Leco). El P disponible se calculé utilizando el método de Burriel-
Hernando (2) y se midié con un ICP-MS (Agilent7500CE). El NO3- se extrajo con agua desionizada
en una proporcion de suelo:extractante de 1:10 y se midié por cromatografia de iones (Metrohm
861).

Se utiliz6 la prueba de Shapiro-Wilk para verificar la distribuciéon normal de los datosa P <
0.05 y se transformaron logaritmicamente cuando fue necesario para garantizar una distribucion
normal. La homocedasticidad se comprobé mediante la prueba de Levene. Los datos se
sometieron a un ANOVA de medidas repetidas de tres vias, con el afio (2019, 2020 y 2021) como
factor intrasujeto, y el tratamiento (monocultivos y cultivos asociados) y la profundidad (0-10 y
10-30 cm) como factores intersujetos. Los andlisis estadisticos se realizaron en R version 4.1.2.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El SOC no se vio afectado por la diversificacion de cultivos, sin diferencias significativas
entre tratamientos en la evolucidn a lo largo del periodo de tres afios (Fig 1.A). Se pudo apreciar
que los sistemas asociados pueden mantener los niveles de SOC, deteniendo la tendencia de
disminuciéon del contenido de SOC que se da en el monocultivo de brécoli, ya observado en otros
estudios (3). El Nt mostrd diferencias entre tratamientos, con valores significativamente mas altos
en el monocultivo de haba y en todos los sistemas de cultivo asociado, como consecuencia de la
introduccién de laleguminosa (Fig. 1.B). En los sistemas asociados se incremento6 la disponibilidad
de P, independientemente del patrén de asociacion (Fig 1.C), corroborando resultados de estudios
anteriores (4). La interaccién entre ambas especies pudo haber activado microorganismos
beneficiosos asociados a la solubilizacién de P. En ese sentido, Cuartero et al. (2022) estudiaron
la comunidad bacteriana de las muestras de este estudio y confirmaron que los sistemas asociados
aumentaron la abundancia de bacterias solubilizadoras de fosfato. El nitrato fue
significativamente mayor en las parcelas con monocultivo de haba, lo que sugiere un
enriquecimiento en N mineral del suelo a través de la fijacion bioldgica de N (Fig 1.D). La falta de
dicho aumento en los sistemas asociados puede indicar que algunos nitratos pueden haber sido
absorbidos por las plantas de brécoli, y asi, el haba contribuye a complementar parte de los
requerimientos de N para el brécoli. La producciéon de broécoli en el cultivo mixto fue similar al
monocultivo, mientras que en el intercalado en hileras fue menor debido a la menor densidad de
plantas de brocoli (tabla 1). La produccién de habas disminuyé en el cultivo mixto, pero no vari6
en intercalado en hileras en comparaciéon con monocultivos. La produccidon total (brécoli+haba)
fue mayor en los sistemas asociados, casi el doble en algunos casos, a pesar del uso reducido de
fertilizantes y sin efectos negativos en la calidad o caracteristicas nutricionales (tabla 1). Los tres
patrones de asociacién mostraron valores de LER (Land Equivalent Ratio)>1, confirmando la alta
eficiencia del sistema propuesto.

4. CONCLUSIONES
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La produccién total, Nt y P aumentaron en el sistema asociado en comparacién con el
monocultivo de brocoli, independientemente del patrén de asociacion. Esto demuestra la eficacia
de introducir una especie de leguminosa, como el haba, en sistemas de cultivo asociados con
hortalizas para mejorar la calidad del suelo y disminuir el uso de insumos externos como
fertilizantes y agua.
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Figura 1: A) carbono organico del suelo (SOC), B) nitrégeno total (Nt), C) fésforo disponible (P)
y D) nitrato (NO3-) para las condiciones iniciales del suelo (2018) y después de tres ciclos de
cultivo (2019, 2020 y 2021) en sistemas de monocultivo y asociado para dos profundidades del
suelo. Br Mn: monocultivo de brécoli; Fb Mn: monocultivo de haba; Mix: asociado mixto; 1:1:
asociado en filas 1:1; 2:1: asociado en filas 2:1; 0-10 y 10-30 indican la profundidad del
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muestreo del suelo en cm. Las barras de error representan el error estandar (n = 5). Significativo
en ***p <0,001; **p <0,01; * p <0,05; ns: no significativo (p> 0,05).

Tabla 1. Produccién de brécoli, producciéon de haba, produccién total y land equivalent ratio
(LER) para tres ciclos de cultivo consecutivos. Los valores son la media # el error estandar (n = 3).

Produccion Produccion Produccion
de brécoli de haba total LER
(kg-ha't) (kg-ha't) (kg-ha't)
2018/2019
Monocultivo de 19196 + 192 19196 + 192
brécoli
Monocultivo de haba 17857 + 2062 17857 + 2062
Asociado mixto 18998 + 645 8138 £ 347 27136 =795 1.44 +0.04
Asociado en filas 1:1 11973 + 331 21130 £ 2041 33103 +1778 1.21 £ 0.04
Asociado en filas 2:1 14497 + 850 22925 + 2195 37422 + 1366 1.13+£0.01
2019/2020
Monocultivo de
brécoli 14634 + 1132 14634 + 1132
Monocultivo de haba 14643 + 1691 14643 + 1691
Asociado mixto 15785 + 683 10482 £ 690 26267 £ 598 1.67 £ 0.04
Asociado en filas 1:1 8772 +£1330 16988 + 1615 25760+ 2773 1.11+0.13
Asociado en filas 2:1 11187 + 631 19056 + 209 30242 + 422 1.07 £ 0.03
2020/2021
Monocultivo de 16680 + 500 16680 + 500
brécoli
Monocultivo de haba 10871 + 1255 10871 + 1255
Asociado mixto 15228 + 417 4865 + 1117 20093 + 1495 1.32+£0.12
Asociado en filas 1:1 11295 + 449 13777 £ 515 25072 £910 1.28 £ 0.05
Asociado en filas 2:1 12270+ 1172 16344 + 2439 28614 + 2319 1.15 £ 0.08
F-Valora
Factores intersujetos
Diversificacion (D) 4.494 ns 0.207 ns 60.329%** 6.597*
Factor intrasujeto
Afio (Y) 19.861*** 14.470%** 21.256*** 0.039 ns
YxD 0.619 ns 0.861 ns 4.302 ns 0.039 ns

aSignificativo en *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05; ns: no significativo (p > 0,05).
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Resumen

Debido a los escasos recursos hidricos presentes en la actualidad, se hace necesario
explorar otras fuentes de agua para el riego. La salinidad es uno de los mayores problemas
a los que se deben enfrentar los cultivos que utilicen un recurso hidrico de escasa calidad,
mermando principalmente el rendimiento del cultivo, y a su vez, pudiendo afectar al suelo.
Con el fin de atenuar ambos, en este estudio se ha realizado la aplicacién de Accudo®, un
bioestimulante compuesto por microorganismos. A pesar de observar un incremento
significativo en la conductividad eléctrica del suelo, que causé una reduccion de la
actividad ureasa, la bioestimulacién incremento esta actividad enzimatica, mitigando los
efectos que la salinidad causo sobre el suelo y permitiendo llevar a cabo cultivos con aguas
no convencionales de una forma mas sostenible.

Palabras clave: Bacillus licheniformis; aguas no convencionales; conductividad eléctrica.

Abstract

Due to the scarce water resources present at the moment, other water resources need to
be explored for irrigation. Salinity is one of the major problems that crops using this type
of resources must face, mainly affecting yields, but also having an effect on soil quality. In
order to mitigate both, Accudo®, a biostimulant composed of microorganisms, was applied
in this study. Despite observing a significant increase in soil electrical conductivity, which
caused a reduction in urease activity, biostimulation increased this enzyme activity,
mitigating the effects that salinity caused on the soil and allowing crops to be grown with
non-conventional water resources, in a more sustainable way.

Keywords: Bacillus licheniformis; non-conventional water resources; electrical conductivity.

1. INTRODUCCION

La escasez hidrica casi permanente a la que se enfrenta el sudeste de Espafia pone en riesgo
la sostenibilidad de la agricultura en la zona. Esta situacidn ha provocado la necesidad de evaluar
el uso de otras fuentes de agua, como las aguas reutilizadas, desalinizadas o subterraneas. Siendo
la subterranea la mas accesible para los agricultores, pero con la desventaja de presentar una
conductividad eléctrica (CE) en torno a 6.5 dS m-, superando el umbral de tolerancia de la
mayoria de los cultivos hortofruticolas de la region. Bajo estas condiciones, la cebada, uno de los
cultivos mas tolerantes a la salinidad, se presenta como una alternativa viable, dado que su
rendimiento comienza a disminuir en torno a 8 dS m-* (FAOSTAT). Con el fin de mitigar los efectos
adversos de la salinidad sobre el cultivo, diversos estudios han reportado que la aplicacion de
microorganismos al suelo, como Bacillus spp., promueve una mayor tolerancia a las sales del
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cultivo debido a la asociacion de estos con la rizosfera de las plantas o por la colonizacién de su
interior (1).

Es importante considerar que el riego con agua altamente salina no sélo puede afectar a la
productividad del cultivo, sino que también tiene un efecto negativo sobre la actividad
microbiolégica y los procesos biogeoquimicos del suelo. Uno de los parametros cominmente
utilizados para medir la calidad de los suelos es la actividad ureasa, una enzima involucrada en el
ciclo del N, que cataliza la hidrélisis de urea a amonio, transformandolo a formas asimilables por
las plantas; y se ha reportado que su actividad se encuentra afectada debido a la salinidad (2).

Por lo tanto, el objetivo de nuestro trabajo fue evaluar el efecto del riego con agua altamente
salina y la bioestimulacion con Bacillus licheniformis, sobre la produccion del cultivo y la actividad
de la ureasa, para disminuir la presion ejercida por el recurso hidrico y no afectar negativamente
la calidad biolégica del suelo.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Condiciones experimentales

El ensayo se desarroll6 en una parcela de 1700 m2 ubicada en la Finca Experimental Tomas
Ferro de la Universidad Politécnica de Cartagena (37°41'17.8"N, 0°57'00.6"W) con un cultivo de
cebada (Hordeum vulgare L.) cv. Shakira, sembrado el 27 de enero de 2022 a una dosis de 200 kg
ha'l. El sistema de riego fue por goteo, compuesto por laterales de riego separadas 0,5 m entre
ellas y con emisores de un caudal de 1.6 L h-1, distanciados a 0,4 m sobre la lateral.

Se estableci6 un disefio experimental bifactorial de dos niveles (2 x 2) con n = 3 repeticiones
por tratamiento. Los factores correspondieron a (i) Salinidad del agua de riego (S): riego con agua
no salina (1,46 dS m1y NO3z- <5 mg L) proveniente del trasvase Tajo-Segura (CTL) y riego con
agua subterranea altamente salina (CE 6,5 dS m-1y NO3 96 mg L-1) (PZ); (ii) Bioestimulacion (B);
no tratado y bioestimulado, en que se aplicé el producto Accudo® (FMC Corporation, EEUU),
compuesto por Bacillus licheniformis RTI-184 (3), via riego y a una dosis de 0,5 L ha‘l, previo al
estado fenoldgico de la hoja bandera (81 dias después de siembra).

Los tratamientos se regaron para satisfacer el 100% de la evapotranspiracion del cultivo
(ETc) seguin el método de FAO (4). En los tratamientos regados con agua proveniente del Trasvase
Tajo-Segura se fertilizé con nitrato de amonio de manera proporcional al aporte de N del agua
subterranea, para igualar las unidades fertilizantes en cada uno de ellos.

2.2 Medidas realizadas

Rendimiento. Se recolectaron dos cuadrantes de 1 m?2 dispuestos al azar sobre cada
repeticién (n = 6 por tratamiento) para determinar el nimero de espigas y granos, el peso de 1000
granos y el rendimiento como t de grano por ha. Asimismo, se recolecté una muestra compuesta
de 1 kg de granos por repeticién (n = 3 kg por tratamiento) y se determiné la distribucién de
calibre comercial y la capacidad germinativa (%).

CE del suelo. Cada 30 dias durante el ciclo de cultivo, y a los 250 y 280 dias después de
siembra (DDS), se extrajeron 2 muestras de suelo por repeticién (n = 6 por tratamiento) en el
perfil de 0 a 40 cm y se determind la CE en extracto 1:5 (p:v) con un conductivimetro modelo
PC80+ (XS Instruments, Italia).

Actividad ureasa. A partir de las muestras obtenidas para evaluar la CE del suelo, se extrajo
una submuestra para determinar la actividad de la enzima ureasa en el suelo realizando la
extraccion acorde a lo descrito por Nannipieri et al (5), y posteriormente, determinando la
concentracién de amonio por colorimetria (6).

2.3 Andlisis estadistico.
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Se realiz6 un ANOVA bifactorial utilizando los factores salinidad (S) y bioestimulacién (B)
(p < 0.05), las medias se separaron mediante la prueba de Duncan (p < 0.05). Los analisis y la
comprobacién de supuestos del ANOVA se realizé mediante el software Infostat.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad de agua aplicada durante el ciclo de cultivo fue de a 2.092 m3 ha'! (Fig. 1A). La
duracidn del periodo de riego y del ciclo completo fue de 133 y 150 dias, respectivamente. Los
tratamientos con agua salina presentaron un mayor peso del grano y proporcion de granos con
calibre superior a 2,8 mm, con respecto al no salino. Sin embargo, el nimero de granos por espiga
fue ligeramente menor, por lo que no se detectaron diferencias entre tratamientos en el
rendimiento total. El rendimiento medio correspondi6 a 3,48 t ha1 y la capacidad germinativa fue
en todos los casos superior al 99% (Tabla 1).

A pesar de las intensas precipitaciones ocurridas entre 30 y 60 DDS, se detectaron
diferencias asociadas al factor salinidad en la CE;:s. Estas diferencias fueron incrementandose a
medida que se reanudd el riego tras las precipitaciones. La CE1s maxima se observd en los
tratamientos regados con agua de pozo a los 120 DDS, alcanzando valores en torno a 0,8 dS m-.
Posteriormente y por efecto de las precipitaciones, a partir de los 250 DDS, tras el cultivo, la CE1:s
del suelo se igual6 entre tratamientos en valores en torno a 0,35 dS m-L. El factor bioestimulante
no tuvo efecto sobre la CE1:5 del suelo durante las evaluaciones realizadas (Fig. 1B).

Respecto a la actividad ureasa (Fig. 1C), no se detectaron diferencias entre tratamientos
durante el periodo de riego. Sin embargo, laacumulacién de sales junto con la desecacién del suelo
previa a la cosecha, afecté a este parametro, de forma que el tratamiento salino no bioestimulado
(PZ) mostro una actividad ureasa reducida respecto al bioestimulado, tal y como ha sido advertido
por otros autores (7). En concreto, los valores presentados por el tratamiento PZ+Bio, alcanzaron
unos niveles similares al control, mitigando a través de la bioestimulacion los efectos negativos
de la aplicacion de salinidad. Asimismo, la bioestimulacién en condiciones no salinas (CTL+Bio),
incrementé significativamente la actividad ureasa, alcanzado alrededor de dos veces la detectada
en el CTL. Esta tendencia se mantuvo hasta los 250 DDS (sin cultivo). Tras las precipitaciones, la
actividad ureasa se igual6 entre todos los tratamientos (280 DDA), al igual que la CE1:5 (Fig. 1A, B

y C).
4. CONCLUSIONES

Incluso en cultivos con alta tolerancia a la salinidad se pueden observar efectos adversos
tras la aplicacién de una elevada cantidad de sales, ya que el uso de agua salina puede afectar a la
calidad del suelo. En este estudio, aunque el rendimiento no se afect6 negativamente, la salinidad
y la desecacion del suelo disminuyeron la actividad ureasa del suelo. La aplicaciéon del
bioestimulante Accudo®, permitié que estos efectos negativos sobre la actividad ureasa no se
manifestasen. Estos resultados abren la puerta a incrementar la sostenibilidad de cultivos que en
un futuro utilizarian recursos hidricos no convencionales.
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Tabla 1. Parametros productivos y calidad de grano de cebada.

Tratamiento Rendimiento Espigas m2 1000 granos Capacidad Calibre

germinativa comercial

that g % > 2.8 mm

CTL 3,50 +0,23 420,8+18,8 51,48 +0,55 99,33 0,67 86,57 +1,08

CTL+Bio 3,16 +0,17 3758+19,1 50,09 0,96 100 +0,00 84,87 +3,98

PZ 3,46 +0,46 390,5 +35,8 53,06 +0,49 100 0,00 91,53 £1,02

PZ+Bio 3,80 0,27 416,3 £21,9 52,35 +0,38 99,33 0,67 92,00 #1,32
Salinidad (S) ns ns ok ns *
Bioestim. (B) ns ns ns ns ns
SxB ns ns ns ns ns

* Medias * error estandar; n = 3. Letras distintas para el mismo parametro indican diferencias significativas segin la
prueba de Duncan (p<0.05). *: p < 0.05; ***: p <0.001 y ns: ANOVA no significativo.
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Figura 1. Evolucion de (A) riego semanal y parametros climaticos (B) CE de suelo, medida en
extracto 1:5 y (C) actividad ureasa en el suelo. Lineas verticales discontinuas sefiala el fin de
riego, lineas punteadas el dia de recoleccién. La flecha roja indica el momento de aplicacién del
bioestimulante. Medias * error estandar; n = 3. Asteriscos indican diferencias significativas entre
el factor correspondiente, segin Duncan (p < 0.05).
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Resumen

Los frutos del género Prunus sp sufren un rapido deterioro de su calidad, provocando el
acortamiento de su vida util. En el transporte y comercializacion de estos frutos, color y
firmeza son parametros cualitativos muy importantes. Se ha observado que algunos
minerales como el Ca, By Si estan implicados en la estructura y funcién de la pared celular,
que son vitales para mantener la firmeza. En este trabajo, se aplicaron diferentes sprays
combinados (Ca, Ca + B, Ca + Si y un producto comercial llamado ANTISALGold + BREAK-
Thru), se llevé a cabo en cuatro especies de Prunus, con la intencion de comprobar si se
produce una mejora en el mantenimiento de la firmeza y diferencias en el color medido
durante el periodo post cosecha y en su vida tutil. En general, los frutos del cultivo tratado
con Ca+ Si mostraron una menor pérdida de firmeza y un tono mas asociado a madurez en
este periodo.

Palabras clave: Firmeza; nutricion vegetal; color; tono; vida util.

Abstract

The fruits of the genus Prunus sp suffer a rapid deterioration of their quality, causing the
shortening of their useful life. In the transport and marketing of these fruits, color and
firmness are very important qualitative parameters. It has been observed that some
minerals such as Ca, B and Si are involved in the structure and function of the cell wall,
which are vital for maintaining firmness. In this work, different combined sprays were
applied (Ca, Ca + B, Ca + Si and a commercial product called ANTISALGold + BREAK-Thru),
it was carried out in four species of Prunus, with the intention of checking if there is an
improvement in the maintenance of firmness and differences in the color measured during
the post-harvest period and in its useful life. In general, the fruits of the crop treated with
Ca+ Si showed a lower loss of firmness and a tone more associated with maturity in this
period.

Keywords: Firmness; plant nutrition; color; tone; life.

1. INTRODUCCION

El género Prunus sp es, agrondmicamente, uno de los géneros mas importantes y en él
podemos encontrar frutales de hueso como: almendras (Prunus dulcis), albaricoques (Prunus
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armeniaca), cerezas (Prunus avium L.), nectarinas y melocotones (Prunus persica L.), paraguayo
(Prunus persica L. var platycarpa) y ciruelas (Prunus domestica). En la maduracion estos frutos
sufren un rapido deterioro de sus propiedades fisicas, bioquimicas, fisiol6gicas y organolépticas.
Dos de los parametros de calidad que se consideran entre los principales atributos de calidad y
encuentran afectados por este proceso son la firmeza y el color (1,2).

Los sprays foliares, ademas de ser mas respetuosos con el medio ambiente que los
fertilizantes naturales, se han utilizado para conseguir una mejor absorcién de nutrientes con
poca disponibilidad en el suelo(3). Entre estos minerales se encuentra el Ca, el cual tiene una
importancia vital en la estructura de las paredes y las membranas celulares, influyendo de manera
positiva en la firmeza de los frutos de Prunus sp (4,5). Por otra parte, tanto B como Si juegan un
rol muy importante en la formaciéon de puentes intercatenarios en las paredes y membranas
celulares (6,7).El principal objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de diferentes tratamientos
minerales combinados de Ca, By Si, (Ca, Ca + B, Ca + Si y Ag + Bt) sobre la pérdida de firmeza y la
tonalidad (dngulo HUE) presentado por los frutos en su fase final de la vida util.

2. MATERIALES Y METODOS

Los tratamientos fueron aplicados 3 veces en periodo de fructificacién sobre los seis arboles
centrales de la segunda. La cosecha fue en el momento comercial, se recolectaron un total de 24
frutos por bloque distribuidos en 3 réplicas técnicas equitativamente. Dado que el tiempo de vida
util es distinto para cada fruto, las medidas fueron realizadas en diferentes dias tras la recolecta.

2.1 Firmeza

En cereza se midio la fuerza necesaria para causar una deformacién de 5 mm en la superficie
del fruto, con un analizador de texturas CT3, mientras que para el resto de frutos se midi6 la fuerza
necesaria para penetrar 8 mm en el fruto, con una maquina de ensayo universal Ibertest.

2.2 Color

Los valores de color se tomaron tras haber salido de cAmara y haber permanecido a 202 C.
Para ello se utiliz6 un colorimetro digital Konica Minolta CR 400 para medir los parametros Ay B
para hallar la tonalidad mediante el uso de la siguiente férmula:

HUE=Arctang (B/A)*180/m
2.3_Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos realizados fueron un Test Anova seguido de un Post-hoc con T de
Student. Los softwares estadisticos utilizados fueron Microsoft office Excel y SPSS.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Pérdida de firmeza

La pérdida de firmeza vari6 en funcién del tratamiento y las caracteristicas especificas de
cada fruto. Las cerezas del control presentaron una pérdida de firmeza ligeramente inferior al
20% con respecto a la medida en la salida de cdmara a los 14 dias. A excepcién del spray
compuesto por Ca + Si, La influencia de los tratamientos sobre la pérdida de firmeza de los
albaricoques (Fig.1B) fue similar, salvo en el tratamiento compuesto por Ca +Si cuyos frutos
experimentaron una menor pérdida de firmeza que los del control. En Paraguayo (Fig.1C) los
frutos del control fueron los que menor pérdida de firmeza presentaron, mientras que las
muestras procedentes del cultivo tratado con AG + Bt sufrieron la mayor pérdida de firmeza. En
nectarina (Fig.1D), a excepcién del tratamiento compuesto por Ca, todos lograron mitigar la caida
en la firmeza, observada en los frutos del control, especialmente el tratamiento compuesto por AG
+ Bt.

3.2 Tonalidad de color
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Las cerezas procedentes de los cultivos tratados con AG + Bt y por Ca + B mostraron un
aumento en el tono. En albaricoque las muestras que presentaron una tonalidad mas roja fueron
las procedentes del cultivo tratado con Ca + Si. Las muestras procedentes del cultivo tratado con
AG + Bt presentaron un color mas verdoso. En paraguayo todas las muestras presentaron un tono
mas cercano al rojo que los del control, especialmente las procedentes del cultivo tratado con Ca
+ Si. Por ultimo, en nectarina se observd que unicamente el cultivo tratado con tratado con Ca + B,
presentaron una apariencia de mayor madurez. Estos resultados se hallan en concordancia con
estudios anteriores, donde la aplicacién precosecha de sprays compuestos por Ca, inicamente, o
en combinacién con otros minerales, obtuvieron una mejora en los parametros fisiolégicos de
calidad de los frutos y mantenimiento de estos durante el almacenamiento (8-10).

4. CONCLUSIONES

1. La aplicacién de sprays de Ca combinado con Siy también con AG + Bt favorece una menor
pérdida de firmeza.

3. Los frutos obtenidos de los cultivos tratados con Ca +Si y Ca + B presentaron un color mas
atractivo visualmente.

4. En albaricoque la aplicacién de AG + Bt favorece una menor madurez del fruto tras estar
21 diasal2cy5diasa20°c.

5. AGRADECIMIENTOS
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Figura 1. Pérdida de firmeza (%) frutos de Prunus tras la aplicacion de distintos sprays
foliares. Especies: A) Cereza; B) Albaricoque; C) Paraguayo D) Nectarina. Tratamientos:
Control; Ca; Antisal Gold+ BEAK-Thru (AG+Bt), Ca + By Ca + Si. Analisis estadistico ANOVA 'y
Test de Duncan Post-Hoc (@=0,05). Las diferentes letras mintsculas sobre las barras indican
diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05). Las medidas se realizaron tras 14 dias
al2cy5diasa202cencereza;21 diasa12cy 5 diasa 202 c en albaricoquey 21 diasa12cy
5 dias a 202 c en nectarina y paraguayo.

Tabla 1. Tono (HUE) de frutos de Prunus sp tras la aplicacién de diferentes sprays

foliares.
Fruto Tratamientos
Control Ca AG + Bt Ca+B Ca+Si P-Valor
Cereza 17,46£0,04b  16,49+0,05a  16,55+0,04a  19,90+0,05c  20,49+0,06¢ ok
Albaricoque 51,85+0,17c  49,51+0,14b  64,66+0,20d 46,66+0,29b  40,04+0,02a ok
Paraguayo 74,48+0,33e  66,45+0,42d 52,60+0,23b  61,47+0,11c  47,46+0,06a ok
Nectarina 31,84+0,05b  49,85+0,22c  62,57+0,36d  25,73+0,0l1a  32,40+0,20b ok

Especies: A) Cereza; B) Albaricoque; C) Paraguayo Tratamientos: Control; Ca; Antisal Gold+ BEAK-Thru (AG+Bt),
Ca + By Ca + Si. Andlisis estadistico ANOVA y Test de Duncan Post-Hoc (a@=0,05). Las diferentes letras mindsculas
sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05). Las medidas se realizaron tras 14
diasa 12 cy 5 dias a 202 cen cereza;21 diasa 12 cy 5 dias a 202 c en albaricoque y 21 diasa 12 cy 5 dias a 202 ¢
en nectarina y paraguayo.
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Carbon and nitrogen mineralization in metal mine tailings
technically recovered vs. abandoned spontaneously
colonized by vegetation as indicator to assess soil
functionality
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Resumen

Los residuos mineros metaliferos se encuentran entre los ambientes mas inhdspitos para
la biota (altos niveles de metales/metaloides, pH extremos, alta salinidad, escasa materia
organica y nutrientes). A menudo estos residuos se depositan en pilas al aire libre
(depésitos de residuos mineros), que clasicamente son restaurados mediante técnicas de
cubricion con suelo limpio y posterior plantacion. Una alternativa es favorecer el
crecimiento de especies vegetales sobre los residuos, contribuyendo a crear sistemas
suelo-planta funcionales, como han demostrado estudios previos. El objetivo del trabajo
fue evaluar como los suelos de depdsitos técnicamente restaurados y los abandonados
colonizados espontaneamente por la vegetacion difieren en su capacidad para mineralizar
carbono y nitrégeno. Los resultados muestran que los suelos de ambos depédsitos son
funcionales, y tienen un potencial similar para mineralizar nitrégeno. Sin embargo, los
suelos del depésito restaurado mostraron mayor capacidad de mineralizar carbono.

Palabras clave: contaminacion del suelo; mineria metalica; transformacién de C; transformacion
de N; microbiologia edafica.

Abstract

Metal mine wastes are among the most hostile environments for biota (high
metal/metalloid levels, extreme pH, high salinity, low organic matter and nutrients). These
wastes are often stored in open-air piles (mine tailings) that are classically restored with
techniques of topsoil capping and then afforestation. An alternative is to promote the
growth of native plant species directly in mine wastes, which help to create functional soil-
plant systems, as previous studies showed. This work aimed to evaluate how technically
reclaimed and abandoned spontaneously colonized metal(loid) mine tailings’ soils differ
in their ability to mineralize carbon and nitrogen. The results show that the soils of both
mine tailings are functional and have a similar potential to mineralize nitrogen. However,
the soils of the restored reservoir showed a greater capacity to mineralize carbon.

Keywords: soil pollution; metal mining; C transformation; N transformation; soil microbiology.
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1. INTRODUCCION

La mineria metdlica es una de las actividades humanas mas perjudiciales para el medio
ambiente. Entre otros, esto se debe a la gran cantidad de residuos potencialmente peligrosos que
genera, muchos de los cuales se almacenan en depositos al aire libre (depésitos de residuos
mineros). Estos residuos se caracterizan por tener, muchas veces, valores de pH acido o alcalino,
alta salinidad, escaso contenido en materia orgédnica y nutrientes y elevados niveles de
metales/metaloides (elementos potencialmente toxicos, EPTs) (1). Como consecuencia, los suelos
de los depoésitos de residuos mineros metaliferos constituyen, generalmente, ambientes
inhéspitos para la biota, lo que dificulta el crecimiento de las plantas. Los dep6sitos desprovistos
de vegetacidn son propensos a ser erosionados por el viento y el agua, favoreciendo la dispersion
de EPTs a las zonas circundantes, lo que supone un riesgo para el medio ambiente y la salud
humana. Una técnica ingenieril clasica de restauracidén de los depdsitos de residuos mineros
consiste en encapsularlos, cubriéndolos con materiales “limpios” para crear un nuevo suelo, y
posteriormente realizar una plantacién. Estas actuaciones deberian priorizarse cuando los
depésitos entrafien un riesgo inaceptable por colapso y/o por su cercania a nicleos de poblacidn.
Sin embargo, a causa de la gran cantidad de depésitos de residuos mineros abandonados que
existen, es poco viable asumir los elevados costes econémicos y las dificultades técnicas de
restaurar todos ellos por métodos de encapsulado (1). Ademas, esta opcién ha sido cuestionada
en regiones aridas y semidridas debido, sobre todo, a que el material de relleno puede no
proporcionar suficientes recursos a la biota para que se desarrolle un sistema suelo-planta
funcional y autosostenible a medio y largo plazo. Una alternativa es promover el crecimiento de
las plantas directamente sobre los residuos mineros almacenados en los depdsitos, un fendmeno
que muchas veces se produce de forma natural cuando ciertas especies colonizan estos ambientes
espontaneamente. Esto promueve la mejora de las condiciones fisicoquimicas y microbiolédgicas
de los suelos de los depdsitos mineros, contribuyendo a que sean funcionales, mejorando el
ecosistema (2). Las técnicas que estudian estos procesos naturales y tratan de incentivarlos se
engloban en lo que se conoce como fitomanejo. El fitomanejo por fitoestabilizacién trata de
estimular la formacidén de sistemas suelo-planta funcionales, al tiempo que se reducen los riesgos
de movilizacién y dispersion de EPTs, al quedar éstos estabilizados en las rizosferas. Los procesos
implicados en la mineralizacién del carbono (C) y nitrégeno (N), claves en el ciclado de la materia
organica, estan considerados como uno de los indicadores mas sensibles para establecer la
funcionalidad edafica. Asi, este trabajo tuvo como objetivo evaluar cdmo los suelos de los
depdsitos de residuos mineros metaliferos técnicamente restaurados (cubricidn y plantacién) y
los abandonados que han sido colonizados espontdneamente por la vegetacidn difieren en su
capacidad para mineralizar C y N, y si esto puede estar influido por el tipo de vegetacién y la
estacion del afio.

2. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevo a cabo en el antiguo distrito minero de La Uni6n-Sierra de Cartagena (SE
de Espaifia). La zona presenta un clima Mediterraneo semiarido y la vegetacién natural consiste
en arbustos xerofiticos y pequeias formaciones de pino carrasco (Pinus halepensis). En la zona la
actividad minera fue intensa hasta su cese definitivo en 1991. Actualmente existen 89 depositos
de residuos mineros metaliferos, muchos de ellos abandonados sin ningtn tipo de restauracidn,
habiendo sido algunos de ellos parcialmente colonizados por la vegetacidn de la zona de manera
espontanea. Para este estudio se seleccionaron dos depdsitos de residuos mineros: uno de ellos
restaurado técnicamente por cubricién con suelo limpio y posterior plantacién (R) y otro
abandonado y colonizado espontaneamente por la vegetaciéon (C). Ambos pantanos almacenan
residuos similares y fueron restaurados/abandonados hace unos 40 afios. En ambos se
establecieron cinco parcelas (5 x 10 m2) en dos ambientes: vegetaciéon arbustiva (especies
similares en ambos depdsitos) y vegetacion arbdrea (P. halepensis). Por tanto, se estudiaron
cuatro ambientes: R-arbustos; R-arboles; C-arbustos; C-arboles. En invierno (principios de
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febrero) y verano (finales de julio) de 2022 se recogieron muestras de suelo de todas las parcelas.
En las muestras de invierno se llevo a cabo una caracterizacion inicial de los suelos de estudio
analizando, entre otros, textura, pH, conductividad eléctrica (CE), carbono organico total (COT) y
soluble en agua (COS), nitrégeno total (NT) y soluble (NTS), micro/macronutrientes y
metales/metaloides totales y solubles en agua, siguiendo la metodologia empleada en trabajos
previos realizados por el grupo de investigacion (2).

Ademas, en las muestras recogidas en ambas estaciones se evalu6 la mineralizacién del Cy
N de la materia organica por los microorganismos del suelo (3,4). Las muestras fueron incubadas
durante 28 dias a 20 °C y 50 % de capacidad de retencién hidrica en oscuridad. Para la
transformacion del C, tras 28 dias, se adicion6 glucosa a las muestras de suelo y durante 12 horas
se midi6 la tasa de respiracion inducida por la glucosa (producciéon de C-CO;). Para la
transformacion del N, antes de iniciar la incubacién, se afiadi6 alfalfa a las muestras. Tras 28 dias
se calculé la tasa neta de mineralizacién de N. Adicionalmente, en las muestras de suelo recogidas
en ambas estaciones se determiné el carbono de la biomasa microbiana (CBM) y la actividad
proteasa, siguiendo la metodologia empleada en trabajos previos (2).

En ambos depositos para el tratamiento estadistico de los datos se aplicé un ANOVA de dos
vias, con el fin de conocer la influencia del tipo de vegetacién y la estacidn del afio.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 recoge las principales caracteristicas de los suelos de estudio. Ambos depdsitos
mostraron textura parecida y valores de pH similares (x7,1-7,5). En ambos las concentraciones
totales de metales/metaloides fueron muy altas (As *73-521 mg kg1, Pb #5433-7221 mg kg1, y
Zn =3348-5784 mg kg1; datos no mostrados). En ambos depdsitos los valores neutros-béasicos de
pH favorecieron concentraciones bajas de metales/metaloides extraibles con agua (en pg kg1): As
x2-10, Pb =27-132,y Zn =212-589 (datos no mostrados). La CE, medida indirecta de la salinidad
del suelo, fue mas alta en el depoésito colonizado (0,4-0,9 vs. #1,9-2,1 dS m-1), mientras que los
contenidos de COT y NT fueron mas bajos (COT #12,0-13,8 vs. %5,4-11,7 mg kg1 y NT =0,8-1,1 vs.
=0,3-0,6 mg kg1), especialmente en los suelos con vegetacién arbustiva.

En relacién con la mineralizacién del C, los suelos del depoésito restaurado mostraron
mayores tasas de respiracion inducida (C-COz) por glucosa que los del depdsito colonizado (Figura
1A), coincidiendo con mayores niveles de CBM en el primero (en mg C kg-1: R-arbustos 168-205,
R-arboles 156-234, C-arbustos #29-33, y C-arboles x97-104; datos no mostrados). En este caso,
cuando realizamos el ANOVA de dos vias, se obtuvo para los suelos del depésito restaurado una
interaccidn significativa de la vegetacion y la estacion, mientras que en los suelos del depésito
colonizado solo se observé un efecto significativo de la vegetacion. En relaciéon con la
mineralizacion del N, en las muestras de invierno, la tasa de mineralizacion de N fue similar en
ambos pantanos y entre ambientes (Figura 1B). Sin embargo, en las muestras de verano, ambos
depédsitos mostraron una tasa superior de mineralizacion de N en los ambientes con arboles. En
este caso, no se ha encontrado un comportamiento similar entre estos datos y la actividad protesa
(uno de los enzimas limitantes en la mineralizacion del nitrégeno) (en pg Tir g1 h-1: R-arbustos
%10,0-10,8, R-arboles %12,7-20,3, C-arbustos =3,5-5,2, y C-arboles =7,6-8,9; datos no mostrados.
En este caso, para los suelos de ambos depdsitos se obtuvo una interaccion significativa de la
vegetacion y la estacidn al realizar el ANOVA de dos vias.

4. CONCLUSIONES

Los resultados apuntan a que tanto el depdsito minero restaurado como el colonizado
espontdneamente por la vegetacidn presentan suelos funcionales, capaces de mineralizar el Cy N
de la materia organica. No obstante, existen diferencias entre ellos. El depdsito restaurado, con
mayor actividad microbioldgica, muestra una mayor capacidad para transformar el C, influenciada
por la vegetacion y condicionada por la estacion. Sin embargo, en el caso del N, ambos depdsitos
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muestran un potencial similar, influenciado por la vegetacién y condicionado por la estacion. Este
estudio forma parte de un proyecto mas amplio en el que se estdn analizando maultiples

parametros funcionales del suelo para comprender mejor la funcionalidad de los suelos de estos
sistemas.
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Tabla 1. Caracterizacion inicial de los ambientes de estudio en el depdsito de residuos minero
restaurado (R) y colonizado espontaneamente por la vegetacion (C) (media = DE, n=5).
CE=conductividad eléctrica; COT=carbono organico total; NT=nitrégeno total.

Parametro Rarbustos Rarboles Carbustos Carboles
Textura Areno-limosa Areno-limosa Limo-arenosa Limo-arenosa
pH-H20 7,4+ 0,3 bc 75%0,1c 7,1%+0,1a 7,2+0,1ab

CE (dS m1) 09+09a 04+03a 21+0,1b 19+04Db

COT (gkg!) 13,8+3,5b 12,0+2,0b 54+12a 11,7+3,3b

NT (g kg1) 1,1+0,2¢c 0,8+0,2 bc 0,3+0,2a 06+0,1b

Letras diferentes indican diferencias significativas entre ambientes (ANOVA de un factor seguido de prueba post-hoc
de Tukey, p < 0,05).

A) B)

7 1,4

— nvierno

64 — Verano 1 A A
< A b F e ' = b
< 54 3 2 "
=] | a = 1—_‘1'0 1 A i
S S T A | =
? 4 - 8 Tos
=] N o a
= w o b -
5 3 5 P06 =
o B b £~
o 7/ A a = ‘o
o 24 E Doa
&) 0. =

11 E Eoz/

0l— . 0,0 . !

R-arbusto  R-pino  C-arbusto  C-pino R-arbusto  R-pino  C-arbusto  C-pino
Figura 1. Tasa de respiracion inducida por glucosa (A) y tasa de mineralizacion de N (B) tras 28
dias de incubacion de las muestras de suelo del depoésito de residuos mineros restaurado (R) y
colonizado espontaneamente por la vegetacion (C). Los datos son la media + DE (n=5). Letras
diferentes (mayusculas para invierno y minusculas para verano) indican diferencias
significativas entre ambientes (ANOVA de dos vias, p < 0,05).
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Efectos del medio condicionado para reduccién de estrés
por cizalla y por dilucién en cultivos de células vegetales

Conditioned medium effects on reducing shear and dilution
stress in plant cell cultures
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Resumen

A pesar de las ventajas que presentan los cultivos de células vegetales para expresion y
produccion de proteinas y otros metabolitos de interés en biorreactores frente a los
cultivos microbianos, tienen algunas limitaciones. Dos de las mas importantes son el alto
porcentaje de indculo que se necesita para que los cultivos sean viables y el estrés por
cizalla que sufren por la agitacion mecanica. El estrés por dilucion, o bajo porcentaje de
indculo, y el estrés por cizalla dan lugar al proceso de muerte celular programada (MCP).
En estudios previos se ha visto que un medio de cultivo condicionado puede proteger a las
células de la MCP. En este trabajo se ha estudiado este efecto frente al estrés por cizalla y
por dilucién que sufren los cultivos celulares vegetales a escala de matraz, para poder
aplicarlo a cultivos en biorreactores.

Palabras clave: Biorreactor; producciéon proteinas; metabolitos; muerte celular programada.

Abstract

Although there are advantages about using plant cell cultures as expression system to
produce proteins and metabolites of interest in bioreactors comparing to microbial
cultures, they also have some limitations. Two of the most important ones are the high
inoculum percentage is needed to have viable cultures and the shear stress they suffer from
mechanic agitation. Both stresses lead to programming cell death (PCD). In previous
studies, it has been demonstrated that a cell-conditioned growth medium has a protective
effect against PCD. In this work, we have studied this effect against both stresses in flasks
cultures, to apply it in the future to bioreactor cultures.

Keywords: Bioreactor; protein production; metabolites; programmed cell death.

1. INTRODUCCION

El cultivo de células vegetales y su uso como sistema de expresidon para produccién de
proteinas y metabolitos de interés ha incrementado a partir del siglo 21. Debido a ello, se ha
intentado obtener el mayor rendimiento posible con estos cultivos, para sacar el maximo
provecho. Este tipo de cultivos presenta ventajas frente a los cultivos que se emplean
normalmente en la industria farmacéutica para la produccién de proteinas recombinantes. Por
ejemplo, la seguridad del producto o la capacidad de producir proteinas que requieran
modificaciones post-traduccionales; con microorganismos pueden aparecer problemas de
pérdida de funcionalidad en proteinas debido a que no realizan estas modificaciones, y en células
de mamifero si se podrian hacer, pero los medios de cultivo tienen un precio muy elevado. Sin
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embargo, las células vegetales presentan también problemas relacionados con su cultivo en
biorreactores.

Dos de los problemas mas importantes son el estrés por cizalla que se genera por la
agitacion mecanica en biorreactores de agitacion continua y el alto porcentaje de in6culo que se
necesita para que el cultivo sea viable. Ambos suponen un reto a la hora del escalado de los
procesos de produccion, afectando a los costes y a los rendimientos.

En estudios previos se ha demostrado que en cultivos celulares vegetales muy diluidos se
induce la muerte celular programada(1). Por otro lado, el estrés por cizalla causa dafio celular que
puede provocar la apoptosis. Pero este proceso de MCP puede inhibirse afladiendo medio
condicionado(2). Este medio consiste en un medio libre de células, en el cual han crecido
previamente células sanas.

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto del medio condicionado en la inhibicién de
la MCP en células sujetas a estrés por dilucién y estrés por cizalla debido a la agitacién mecanica.
Los ensayos primero se realizaran a escala de matraz y posteriormente, en futuros trabajos, se
haran a escala de biorreactor si la hipétesis es correcta.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Cultivos vegetales

Para estos ensayos se emplearon cultivos celulares de Arabidopsis thaliana de las
variedades Columbia (Col0) y Landsberg erecta (Ler).

2.2 Medio condicionado

El medio condicionado se prepard6 siguiendo el siguiente protocolo:

1. Filtrar un cultivo sano de Arabidopsis thaliana de siete dias de edad crecido en oscuridad
a través de una malla con un tamafio de poro de 71pm.

2. Filtrar de nuevo el cultivo a través de un filtro Whatman Grado 1 (11pum).

3. Ajustar el pH del medio a 5.8 y afiadir las fitohormonas.

4. Autoclavar el medio a 1219C durante 30 minutos.

2.3 Condiciones de estrés

Las condiciones para inducir la muerte celular programada fueron:

- Estrés por dilucién: Los cultivos de Col0 y Ler se subcultivaron a una tasa de dilucion de
1:10 como control positivo, y a una tasa de 1:50 como control negativo. En ambos casos
se afiadi6 el medio condicionado al 20% para ver su efecto. Se realizaron recuentos cada
24 horas durante siete dias.

- Estrés por cizalla: Los cultivos de Col0 con siete dias de edad se sometieron a agitacién
con un agitador magnético durante 48 horas. Los recuentos se realizaron a las 6, 24 y
48 horas del inicio de la agitacion.

2.4 Determinacién viabilidad celular

Parala determinacion de la viabilidad celular y el recuento de células viables, en proceso de
muerte celular programada o necrdticas, se recurrié al método de tincién mediante diacetato de
fluoresceina. El recuento se hizo con la ayuda de un microscopio con fluorescencia. Para cada
muestra se hacia un recuento de al menos 200 células.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Comenzando por los ensayos de estrés por dilucidn, se pudo observar que tras siete dias de
cultivo el medio condicionado tuvo un efecto protector en ambas lineas de Arabidopsis thaliana,
aunque se vieron resultados con mayor contraste en los cultivos de Ler. En la Fig. 1 se puede

116



12° Workshop en Investigacién Agroalimentaria para jévenes investigadores. Cartagena, 9 de mayo 2023

observar la viabilidad celular de cada muestra a las 24 horas posteriores al inicio del tratamiento.
Mientras que en la Fig. 2 se presentan los porcentajes de viabilidad de las muestras alas 168 horas.

Por otro lado, en cuanto al tratamiento con estrés por cizalla, también se observaron
diferencias en los cultivos con medio acondicionado y aquellos con solamente medio fresco. En la
Fig. 3 se muestra la viabilidad celular de cada muestra en cada tiempo de recuento. Se observé
mayor diferencia a las 24 horas.

4. CONCLUSIONES

Como se ha podido comprobar con los resultados obtenidos, el medio condicionado aporta
un efecto protector que inhibe la muerte celular programada inducida tanto por el estrés por
cizalla por agitacién mecanica, como por el estrés debido a elevadas tasas de dilucion en los
cultivos. Sin embargo, estos ensayos se deben de repetir e implementar en la escala de biorreactor
para poder confirmar definitivamente la hip6tesis y poder darle una aplicacién industrial al medio
condicionado.
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Figura 1. Diagrama de cajas donde se representa la viabilidad celular de las muestras del ensayo
de estrés por dilucion tras 24 horas.
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Figura 2. Diagrama de cajas donde se representa la viabilidad celular de las muestras del ensayo
de estrés por dilucion tras 168 horas.
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Figura 3. Diagramas de caja representando la viabilidad de cada muestra tras 6, 24 y 48 horas
del inicio del ensayo de estrés por cizalla. Las muestras son: agitacion orbital con medio fresco
(Shake FM) o medio condicionado (Shake CM); agitacién mecanica con medio fresco (Spin FM) o

medio condicionado (Spin CM).
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La adopcion a largo plazo de labranza reducida y abonos
verdes mejora las propiedades fisicoquimicas del suelo y
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Resumen

El uso intensivo de maquinaria y labranza crea una fuerte presion sobre los agro
ecosistemas al alterar las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas del suelo. En este
estudio, nuestro objetivo fue evaluar los cambios en las propiedades fisicoquimicas del
suelo y la estructura de la comunidad bacteriana del suelo, después de 10 aiios
implementando labranza reducida mas abono verde en una almendra (Prunus dulcis Mill.)
mediterranea de secano. Estas aplicaciones aumentaron significativamente el carbono
organico total, el nitrégeno total y el carbono organico particulado del suelo. La comunidad
bacteriana cambio significativamente con un manejo que favorecia los géneros bacterianos
beneficiosos. Una combinacion de labranza reduciday abono verde podria representar una
gestion sostenible para los huertos de almendros de secano.

Palabras clave: Bacteria; diversificacion de cultivos; gestion sostenible; labranza; abono verde

Abstract

Intensive use of machinery and tillage creates heavy pressure on agroecosystems by
altering the soil physicochemical and biological characteristics. In this study we aimed to
assess the changes in soil physicochemical properties and the soil bacterial community
structure, following 10 years implementing reduced tillage plus green manure in a rainfed
Mediterranean almond orchard. Reducing tillage and applying green manure significantly
increased total organic carbon, soil total nitrogen and particulate organic carbon was
increased. The bacterial community significantly changed with management favoring
beneficial bacterial genera. A combination of reduced tillage and green manure could
represent a sustainable management for rainfed almond orchards.

Keywords: Bacteria; crop diversification; sustainable management; tillage; green manure

1. INTRODUCCION
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Las practicas agricolas como el monocultivo o la diversificacién de cultivos, la labranza y la
adicién de fertilizantes, junto con el tipo de cultivo, son los principales factores que controlan las
propiedades del suelo, la biodiversidad y la productividad de los cultivos en las areas cultivadas.
Dentro de los componentes del suelo, los microbios del suelo, y especificamente las bacterias del
suelo, son esenciales en la provisidn de multiples funciones del suelo, como la produccién de
biomasa, el almacenamiento y el ciclo de nutrientes, la filtracién y transformaciéon de
contaminantes, el almacenamiento de carbono, la retencidn e infiltracién de agua, la aireacién, etc.
(1). Por lo tanto, es fundamental seleccionar aquellas practicas de gestién que mejor contribuyan
a aumentar la abundancia bacteriana y la biodiversidad y mejorar las caracteristicas del suelo,
como el contenido de carbono organico, la concentracién de nutrientes, la agregacién o la
disponibilidad de agua, para contribuir a la sostenibilidad a largo plazo de la agro-ecosistemas (2).

La labranza es una practica comin que puede afectar las propiedades del suelo y puede
desencadenar la erosidn del suelo, afectando en ultima instancia la estructura y la actividad de la
comunidad microbiana del suelo. En esta linea, la mayoria de los huertos frutales de clima
mediterraneo se someten a un intenso laboreo con suelo desnudo durante la mayor parte del afio,
con el fin de disminuir la competencia hidrica con las malas hierbas. Esto se hace porque los
agricultores temen que la competencia con la vegetacion de callejones pueda reducir la
produccién de frutos. Las desventajas de la labranza intensiva y el mantenimiento de suelos
desnudos pueden minimizarse no solo con la adopcién de labranza reducida sino también con la
implementacién de abonos verdes. La labranza reducida asociada con el abono verde en los
huertos puede mejorar las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo debido a la
liberacidn de exudados de raices mientras el cultivo esta creciendo y la incorporacién de residuos,
lo que lleva a acumulaciones significativas de material organica del suelo y nutrientes (3).
Investigaciones anteriores han demostrado que la labranza cero y la labranza reducida junto con
el abono verde pueden aumentar la biomasa microbiana, la diversidad microbiana y la actividad
enzimatica (4).

Los objetivos de este estudio fueron: i) investigar los efectos a largo plazo de la labranza
reducida y el abono verde sobre las propiedades fisicoquimicas del suelo y la estructura de la
comunidad bacteriana del suelo en un huerto mediterraneo de almendros en comparaciéon con un
monocultivo bajo labranza intensiva convencional; y ii) evaluar las relaciones entre la estructura
de la comunidad bacteriana del suelo y las propiedades fisicoquimicas en respuesta a cambios en
las practicas de manejo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Sitio de estudio y montaje experimental

En 2009 se estableci6 un experimento de campo en un huerto de almendros (Prunus dulcis
Mill.) de 5000 m 2 situado en la Region de Murcia, Espafia. El cultivo del almendro se cultiva en
régimen de secano organico. Los tratamientos fueron: i) monocultivo de almendro bajo labranza
convencional (CT); ii) monocultivo de almendras bajo labranza reducida (RT); y iii) huerto de
almendros bajo labranza reducida diversificado con Avena sativa L.y Vicia sativa L. (RTD).

2.2 Muestreo de suelo, rendimiento del cultivo y biomasa aérea de la vegetacidén de
callejones

Se tomaron muestras del suelo antes de la labranza en noviembre de 2019 a una
profundidad de 0 a 10 cm. Las muestras se dividieron en dos grupos, como analisis fisicoquimico
(secado) y andlisis bioldgico (conservado en refrigeracion). Todos los experimentos se realizaron
de acuerdo con las normas ISO.

2.3 Andlisis fisicoquimicos de suelos
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El carbono total, el carbono organico total (TOC) y el nitrégeno total (Nt) se determinaron
mediante un analizador elemental. El TOC se midié después de eliminar los carbonatos del suelo
mediante la adicion de HCl. Carbono orgénico total particulado (POC), definido como material
organico fresco o en descomposicién se midio.

2.4 Aislamiento de ADN y secuenciacién 16S

La extraccion de ADN del suelo se llevé a cabo utilizando el kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN).
Asignaciones de valores de pureza y concentracidnse realizaron con un espectrofotdmetro
NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific) y con un fluorémetro Qubit® 2.0 (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific) combinado con el kit de ensayo Qubit dsDNA HS (Thermo Fisher
Scientific) , respectivamente. La amplificacién de las regiones hipervariables 16S bacterianas se
realizé con el kit de metagendémica Ion 16S™ (ThermoFisher Scientific). El proceso de preparaciéon
de bibliotecas se llev a cabo con el kit de preparacidn de bibliotecas de fragmentos de gDNA Ion
Xpress™ Plus (ThermoFisher Scientific). La reacciéon de secuenciacion se llevé a cabo con el
sistema lon PGM™, el servidor de torrents lon PGM™ y el kit de secuenciacién lon PGM™ Hi-Q™
View apropiado (Thermo Fisher Scientific) compatible con chips de secuenciacién del kit Ion
316™ Chip v2. El proceso de bioinformatica posterior se realizé con QIME y el analisis estadistico
con el software R.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento del cultivo y la biomasa aérea de la vegetacion de callejones fueron similares
en todos los tratamientos, con valores medios de 349 kg ha-1 y 120 g m-2, respectivamente. Ellos
no fueron afectados por tratamientos agricolas en este estudio.

TOC fue significativamente mayor en RTD en comparaciéon con CT; Nt y POC fueron
significativamente mas altos en los tratamientos RT y RTD en comparacién con CT (Tabla 1). Se
observa que la labranza reducida y la aplicacién de abono verde mejoran el suelo con mas fuentes
de carbono y nitrégeno.

La concentraciéon de ADN fue significativamente mayor en RTD, sin diferencias significativas
entre CT y RT. La comunidad bacteriana a nivel de OTU fue significativamente diferente entre los
tratamientos (R-ANOSIM = 0,57; p < 0,001). Los géneros bacterianos mas dominantes fueron
Blastococcus (28,26 %), Rubrobacter (12,43 %), Nocardioides (12,06 %) y Solirubrobacter (11,20
%) (Fig. 1). Solo tres géneros mostraron diferencias significativas entre tratamientos.
Blastococcus mostr6 una abundancia significativamente mayor en CT y RT que en RTD (p < 0,05),
mientras que Streptomyces y Solirubrobacter mostraron una abundancia significativamente
mayor en RTD (p < 0,01) (Fig. 1). La mayor abundancia relativa de Streptomyces en RTD puede
considerarse como un indicador positivo de la productividad del suelo y el biocontrol.
Streptomyces esta altamente asociado con la fertilidad del suelo, el crecimiento de las plantas y
los altos rendimientos de los cultivos.

4. CONCLUSIONES

La labranza reducida asociada con abono verde durante 10 afios promovié un aumento en
el contenido de carbono organico y nitrégeno total del suelo sin afectar negativamente los
rendimientos de almendras, contribuyendo a la sostenibilidad general del agro ecosistema. Las
bacterias del suelo se asociaron significativamente con una variacién en el carbono organico del
suelo, con una mayor presencia de bacterias beneficiosas relacionadas con la productividad y
fertilidad del suelo con un mayor contenido de materia organica del suelo.
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Figura 1. Abundancia relativa (>1%) de géneros bacterianos en los tres tratamientos.

Tabla 1. Carbono organico total (TOC), nitrégeno total (Nt), carbono organico particulado
(POC), concentracién de amonio (NH4) de un huerto de almendros bajo diferentes practicas

agricolas.
Tratamiento TOC Nt POC NH4
(g/kg) (g/kg) (g/kg) (mg/kg)
CT 17.09+253a 150+0.17a 6.14+142a 2.24+1.35
RT 18.21+1.31ab 1.86+0.14b 10.21+2.86b 3.36+2.14
RTD 19.49+2.69 1.75+0.23b 11.65+2.09b 3.32+1.61
Significativa p<0.01 p <0.001 p<0.01 ns
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Resumen

La dorada es una especie que ocupa un papel importante dentro de la acuicultura espaiola
y cuya crianza se ha consolidado dentro del contexto europeo. A pesar de ello, su
produccion industrial presenta aun importantes inconvenientes como son la presencia de
anomalias morfolégicas desde edades muy tempranas o crecimientos no maximizados,
entre otros. El objetivo de este trabajo ha sido analizar el crecimiento de diferentes
poblaciones de dorada en diferentes afios-estaciones. Se han observado diferentes ritmos
de crecimientos en la poblacion del Atlantico estudiada en 2009 y 2017, pero no en la
poblacion del mediterraneo cuando se estudi6é en 2016 y 2017. También se ha encontrado
como la seleccion por crecimiento tras dos generaciones ha conducido a un incremento del
peso del 8,8%. Se van a realizar futuros trabajos en los que se analicen caracteres de
calidad de canal y de carne.

Palabras clave: Seleccidn; afio estacion; peso; talla.

Abstract

The sea bream is a species that occupies an important role within Spanish aquaculture and
whose breeding has been consolidated within the European context. Despite this, its
industrial production still presents important drawbacks such as the presence of
morphological anomalies from very early ages or non-maximized growth, among others.
The objective of this work has been to analyze the growth of different batches of sea bream,
make a summary of all the data, carry out an analysis of them through descriptive statistics
focusing on two variables, weight and size and describe the effect of selection. and of the
season of the year on the growth of the different lots.

Keywords: Selection; year season; weight; size.

1. INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad en gran crecimiento y un sector fundamental en la
conservacion de nuestro medio acudtico asi como de la alimentacion futura. Hace ya afios la ONU
advertia del agotamiento de los recursos pesqueros para el afio 2050. En la actualidad, segun la
FAOQ, alrededor del 34,2 % de las poblaciones de peces estan sobreexplotadas. Si a esto le sumamos
la contaminacién del agua y el cambio climatico cada afio mas acuciante, vemos como la
acuicultura se convierte en una actividad provechosa e imprescindible. Sin embargo, las
estrategias de mejora para las especies acuicolas han sido muy escasas. La dorada es una de las
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especies mas importantes del area mediterranea para la pesca y la acuicultura (1). El objetivo de
este trabajo ha sido analizar el crecimiento midiendo valores de peso y talla de lotes de dorada
procedentes de diferentes poblaciones atlanticas y mediterraneas teniendo en cuenta el efecto del
afio estacion y de la seleccion.

2. MATERIALES Y METODOS

El material utilizado en este trabajo abarca los datos de tres proyectos dirigidos a la
seleccién genética de dorada Sparus aurata (Progensa I abril 2009, II febrero 2016 y III febrero
2017). Se ha analizado dos poblaciones diferentes: la poblacion del Atlantico sin que haya sido
sometida a ninglin proceso de seleccion en abril de 2009 (0ATLO9AB) y en febrero de 2017
(0ATL17FEB) y también tras 2 generaciones de seleccién por crecimiento (2ATL17FEB) y la
poblacién del Mediterraneo sin ningtin proceso de seleccion en febrero de 2016 (OMED16FEB), y
2017 (OMED17FEB). Los peces estaban marcados mediante el sistema Passive Integrated
Transponder (PIT) y fueron criados en una jaula en el mar. En las diferentes poblaciones se midio6
peso y talla a diferentes edades en un nimero determinado de peces que se muestra en la tabla 1.
El peso se medid con una balanza de precision de 0,001 gramos y la longitud con un ictiometro.

Los datos fueron analizados mediante el programa de estadistica SPSS v27 (2) tras
comprobar su normalidad con el test de Kolmogorov-Smirnov. Para su andlisis se utilizé un
modelo lineal general que incluia como efecto fijo la poblacion (0ATL, OMED, 2ATL) y el afio
estacion (09AB, 16FEB, 17FEB) segun el caso.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Respecto al efecto del afio-estacién, se observa que a los 230 dias post-eclosion (dpe) la
poblacién OATLO9AB crece mejor que la OATL17FEB pero a partir de los 600 dias empieza a
observarse lo contrario, la poblacion OATL17FEB obtiene mejores datos. Si comparamos las
poblaciones del Mediterraneo en febrero de 2016 y 2017, al inicio, hacia los dias 230/270 dpe, la
poblacién OMED16FEB presenté mayor valor de peso medio que la 0OMED17FEB. Para edades mas
avanzadas no las podemos comparar porque se pesaron en edades diferentes, pero si calculamos
la ganancia media diaria (GMD), observamos que OMED16FEB crece 0,539 g/dia y OMED17FEB
crece 0,532 g/dia, por tanto, vemos que al inicio la OMED16FEB era mas grande pero después
vemos como la ganancia media diaria fue similar en ambas poblaciones, por lo que es de esperar
que el peso final sea semejante. Asi, si estimamos el peso a los 762 dias en la poblacién
OMED16FEB seria de 284,4 g frente a los 317,6 de la OMED17FEB, por lo que observamos que
estas dos poblaciones se comportan de manera muy similar (Fig. 1).

No hemos encontrado trabajos que estudien el efecto afio/estacién. En Garcia-Celdran y col.
(2) se comparaban diferentes poblaciones una procedente del Atlantico y otra del Mediterraneo
(zona norte/Cataluiia), observando que la poblacién del Mediterraneo era de mayor tamafio que
la del Atlantico, al contrario que en nuestro trabajo ya que a los 600 dias la poblacién del Atlantico
tuvo un mayor peso que la del Mediterraneo. Si las comparamos a los 600 dias casi se obtiene una
diferencia en peso de 30 g més. Los datos para la talla se corresponden con lo hallado para el peso.

Por ultimo, el efecto de la seleccién sobre el peso, vemos que al inicio, hacia los 230 dias la
diferencia no llega a 3 g (20,9% mas que la poblacion no seleccionada), y al final la diferencia fue
20,9 g (8,8% mas que la poblacion no seleccionada) por tanto si influye el factor seleccion (Fig. 2).
Para la talla sin embargo no existe apenas diferencia, los valores son de 24,6 frente a 25,2 cm, esto
indica que el incremento de peso se produce claramente en el volumen del animal y no en la
longitud. Un efecto similar ha sido observado por Carballo y col. (4) quienes observaron que la
seleccidn por crecimiento habia conducido a mayor peso inicial cuando eran comparados a 80 y
140 dpe. Sin embargo, el efecto de la talla tendia a desaparecer (para los 80 y los 140 dias). Esto
es consecuencia de una seleccion realizada utilizando como criterio el peso y no la talla. Por tanto,
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vemos un efecto del afio estacién en el caso de la poblacidn del atlantico cuando se comparan con
8 afios de diferencia, pero no se observa en la poblacién del Mediterraneo cuando se comparan
afos consecutivos.

4. CONCLUSIONES

El efecto del afo estacion depende de las poblaciones comparadas y de la distancia entre los
afios comparados, en cualquier caso, sera un efecto a tener en cuenta en los modelos matematicos.
El efecto de la seleccion por crecimiento usando como criterio el peso es eficiente en cuanto a que
se incrementa el peso, pero no se acompaifia de un incremento de la talla. Otros caracteres de
calidad de canal y carne serdn analizados en futuras investigaciones.
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Tabla 1. Ndmero de datos por poblacion y edad (dias)

EDAD OATLO9AB OATL17FEB 2ATL17FEB OMED16FEB OMED17FEB
(dias)

163 308

230 178 36 64
250 67 491

272 325 367
368 120

516 102

600 178 36 64
660 79

690 233

762 382

980 464
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Resumen

El modelo actual de herencia del quimiotipo en Cannabis sativa se centra en las dos sintasas
terminales de la ruta biosintética de los cannabinoides, THCAS y CBDAS. Sin embargo, el
modelo ignora la posible contribucion de la regulacion de la expresion génica de estas
enzimas a la determinacion del quimiotipo. En el presente trabajo en curso se muestra una
red de regulacion génica con los posibles factores de transcripcion que regulan a THCAS y
CBDAS y se debaten posibles implicaciones.

Palabras clave: Cannabinoides; expresidn génica; factores de transcripcion; red de regulacion
génica.

Abstract

The current model of chemotype inheritance in Cannabis sativa revolves around the two
terminal synthases of the cannabinoid biosynthesis pathway, the THCAS and CBDAS.
However, the model ignores the possible contribution of the regulation of these enzymes’ gene
expression to the determination of the chemotype. In the present on-going work, we present
a gene regulatory network inferred in silico with the candidate transcription factors that
regulate the expression of the THCAS and CBDAS and discuss possible implications.

Keywords: Cannabinoids; gene expression; transcription factors; gene regulatory networks.

1. INTRODUCTION

Cannabis is today the source of a multibillion-dollar industry pharmaceutical industry
thanks to the compounds it produces, the cannabinoids. Specificallyy, THC (A-9
tetrahydrocannabinol) and CBD (cannabidiol) have therapeutic value in treating insomnia,
chronic pain, and cancer among other applications. (1), (2), (3).

Therefore, the single most relevant trait of the plant is the synthesis of cannabinoids.
Different varieties have a different quantity and relative abundance of these compounds. The final
step of the pathway is where the genetic model focuses on. Here, several terminal synthases, like
THCAS and CBDAS compete for a common precursor called CBGA to form different
cannabinoids.(4)

The model is a biallelic codominant one with one locus for the THCAS and one for the CBDAS.
These loci are comprised of several paralogs tightly linked that get inherited together, but only
one of them is actively expressed. The model divides the alleles of THCAS and CBDAS into
functional and non-functional. Depending on the combination of alleles, the plant will produce a
different ratio of THC to CBD. A plant with two, one of none functional allele for a particular
synthase will accumulate high, low or null quantities of that cannabinoid .(5)

The model however does not consider the likely effect of gene regulation of the synthases
on the chemotype determination. This would be an independent extra layer of control on top of
the alleles. Mutations in either CIS and/or TRANS regulatory elements like promoters and
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transcription factors may also contribute to the chemotype. In this work we present a gene
regulatory network inferred in silico with the putative candidates that regulate the expression of
the CBDAS and THCAS. Understanding the control of the expression of the cannabinoid synthases
will provide insight into other elements that contribute to the chemotype and may be targets for
breeders.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Data used

We downloaded from the NCBI database a total of 123 RNAseq datasets from Cannabis
sativa trichomes. The data originates from 4 different studies (NCBI BioProject accession
numbers: PRINA560453, PRINA599437, PRINA498707, PRINA483805) and contains a total of 16
varieties. This data was combined with 15 additional RNAseq dataset generated by ourselves
originating from 3 varieties of the company LinneoHealth S.L.

2.2 Differential gene expression

The data in FASTQ format was first analyzed with FastQC and the reads were edited when
necessary with Trimmomatic. To quantify the gene expression, we used Salmon and the R package
Tximport from Bioconductor. Lowly expressed genes were discarded. Two negative-binomial
GLMs (generalized linear model) were fit with the edgeR package. The independent variables are
the variety and the experiment from which it comes. The model using the variety was used to
perform all 1-vs-1 and 1-vs-all comparisons between plants. The model using the experiment was
used to mitigate the batch effect.

2.3 Dataset visualization

The count matrix was transformed to log2CPM using the normalization factors calculated
with the TMM method of edgeR. The PCA method was used as dimensionality reduction. The
expression level of the cannabinoid synthases was then visualized as a barplot.

2.4 Gene regulatory networks

A list of TFs (Transcription Factors) from Cannabis sativa was retrieved after annotating
with GO terms the reference transcriptome using Sma3. The keywords “transcription factor” were
used to obtain a list of possible TFs. This was then manually curated and filtered to include only
differentially expressed TFs in any of the contrasts. The end list contains 870 genes.

These TFs together with the log2CPM transformed count matrix were inputed to ARACNe
to infer the gene regulatory network.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The expression pattern of the THCAS and CBDAS enzymes differs. As can be seen in Fig.1,
the THCAS is expressed moderately in many varieties. However, CBDAS is highly expressed only
in some varieties. The varieties with an above average level of expression are coincidentally the
ones that accumulate a high quantity of CBD. This indicates that the CBDAS expression could be
used as a marker to discriminate high and low CBD producing chemotypes. The production of CBD
is thus determined not only by the allele a plant has, like it has been proven in (5) and (6) but also
by its expression level. We do not know yet if this is due to CIS or TRANS regulatory elements
polymorphisms.

For the THCAS, gene expression alone cannot explain the differences in chemotype. Other
factors such as sequence polymorphisms that affect the catalytic activity or the enzyme
localization within the cell may play a bigger role in this case. Other studies have identified QTLs
related to CBD/THC balance which are located in different chromosomes and may be related to
this.(7)
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The gene regulatory network (Fig.2) shows that CBDAS and THCAS are mostly controlled
by a different set of TFs. CBDAS was also linked to fewer TFs than THCAS. Interestingly, the TFs
that regulate CBDAS according to the network include two transposases (RICESLEEPER and
DAYSLEEPER)(8). The implications of this links are unknown. Regarding THCAS, it is controlled
by TFs belonging to families that in Arabidopsis thaliana are known to be related to abiotic stress
response, like SRM, GT, RAP or NLP

There are two studies that identified TFs from Cannabis sativa involved in cannabinoid (9)
(10) and anthocyanin biosynthesis belonging to the AP2, MYB and WRKY families. The MYB and
AP2 family are represented in our network but the TFs from these works do not appear. An
experimental validation of our network through yeast-one-hybrid assay is currently undergoing

4. CONCLUSSIONS

THCAS expression is not directly correlated to the synthesis of THC. CBDAS expression on
the contrary can discriminate between high and low CBD-producing plants. The expression of the
synthases is controlled by a different set of TFs which are related to different processes.

5. AKNWOLEDGEMENTS

This work was funded by Project PID2021-1279330B-C21 financed by
MCIN/AEI/10.13039/501100011033 and FEDER to M. Egea-Cortines and ]. Weiss. A. Gila-
Navarro received an FPU fellowship FPU21/02130 from the Spanish Ministry of Universities

6. REFERENCES

1. Kuhathasan N, Dufort A, MacKillop ], Gottschalk R, Minuzzi L, Frey BN. The use of cannabinoids for sleep: A
critical review on clinical trials. Exp Clin Psychopharmacol. 2019;27:383-401.

2. Johal H, Devji T, Chang Y, Simone ], Vannabouathong C, Bhandari M. Cannabinoids in Chronic Non-Cancer Pain:
A Systematic Review and Meta-Analysis. Clin Med Insights Arthritis Musculoskelet Disord. 2020
Jan;13:117954412090646.

3. Mangal N, Erridge S, Habib N, Sadanandam A, Reebye V, Sodergren MH. Cannabinoids in the landscape of
cancer. ] Cancer Res Clin Oncol. 2021 Sep 1;147(9):2507-34.

4. Hurgobin B, Tamiru-Oli M, Welling MT, Doblin MS, Bacic A, Whelan ], et al. Recent advances in Cannabis sativa
genomics research. New Phytol. 2021;230(1):73-89.

5. Wenger JP, Dabney III CJ, EISohly MA, Chandra S, Radwan MM, Majumdar CG, et al. Validating a predictive
model of cannabinoid inheritance with feral, clinical, and industrial Cannabis sativa. Am ] Bot.
2020;107(10):1423-32.

6. Weiblen GD, Wenger JP, Craft K], EISohly MA, Mehmedic Z, Treiber EL, et al. Gene duplication and divergence
affecting drug content in Cannabis sativa. New Phytol. 2015;208(4):1241-50.

7. Campbell LG, Dufresne ], Sabatinos SA. Cannabinoid Inheritance Relies on Complex Genetic Architecture.
Cannabis Cannabinoid Res. 2020 Mar;5(1):105-16.

8. Knip M, de Pater S, Hooykaas PJ. The SLEEPERgenes: a transposase-derived angiosperm-specific gene family.
BMC Plant Biol. 2012 Oct 16;12(1):192.

9. Liu'Y, Zhu P, Cai S, Haughn G, Page JE. Three novel transcription factors involved in cannabinoid biosynthesis
in Cannabis sativa L. Plant Mol Biol. 2021 May 1;106(1):49-65.

10. Kundan M, Gani U, Fayaz Mohd, Angmo T, Kesari R, Rahul VP, et al. Two R2R3-MYB transcription factors,
CsMYB33 and CsMYB78 are involved in the regulation of anthocyanin biosynthesis in Cannabis sativa L. Ind
Crops Prod. 2022 Nov 15;188:115546.

129



12° Workshop en Investigacién Agroalimentaria para jévenes investigadores. Cartagena, 9 de mayo 2023

Gene expression (logCPM)

Cannablnold synthases

THCAS THCAS-Inact THCAS-lIke
8- 10-
gl Ly - i it | &
:|: & 2- i variety
o 5" u i i . AfganKush
0-
I ii ]- ii !I f!]: BlackBerryKush
0-
o I o~ . BlackLime
I I BlueCheese
| | 5-
a e rrrrrr frrrrrrrrnn rrrr e e . CannaTsu
CEBDAS-llke CBDAS CBCAS cannblo2
2- I 12 & BIBE: Bl ceo skunkkaze
8- I I . CherryChem
0- B I I T a- I I Chocolope
I
N I . T n M o
b I I I I T o- Lemonskunk
_, FHB I o- e . I lInneoHealth_C
0 i L e e ] e .“nne‘m‘@alm_T
THCAS-untrans TCHAS-untrans

=3

o

0

Il rreoteatn_Tv

E ik I T . MamaThal
] I i SourDiesel
ii W vareyrre
0-
I

@

-

WhiteCookles

,:I II T

HH Wl
1

Cvarety
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