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Prefaces

As the Convener of the Organizing and Scientific Committee of the 9t Workshop on Agri-Food
Research for young researchers (WIA2020), and the Coordinator of the Doctoral Program in
Advanced Techniques for Research and Development in Food and Agriculture (TAIDA), [ am very
proud of all participants despite the worldwide effects caused by the SARS-CoV-2 pandemic

during this year.

This WIA was for first time virtually held on July 27th, 2020, with more than 50 TAIDA PhD
candidates from the Agri-food sector who presented the main advances of their research
activities. It was more international than ever, connecting our young researches from several
countries such as Chile, Uruguay, Colombia, Mexico, Tunisia, Morocco, Greece and Spain.
Presentations showed a great scientific interest and reflected the outstanding potential of the
Research Groups involved in the TAIDA PhD Program. Those Groups belong to several institutions
of the Murcia Region (UPCT, CEBAS-CSIC and IMIDA) and to many foreign institutions in where
our researches are developing their experiments. It is necessary that PhD candidates acquire the
typical skills of a PhD during this formative activity on how to summarize and disseminate their
results to a diverse audience in a limited time, as usually happens in the presentations at scientific
meetings. The Organizing Committee is very proud of how they have adapted to the situation of

presenting remotely and probably attending the first virtual scientific meeting.

FOOD has been a key factor in this crazy stormy period bringing serenity to the whole population,
and its supply to consumers with the required quality and safety should has been guaranteed. This
has been largely thanks to the investment made in R&D in the Agri-food sector, as well as to the
excellent training of the sector technicians. In anticipation of possible future episodes, it will be
convenient to invest in R&D and increased the qualification of Agri-food personnel. It will be a safe

bet in any country.

Prof. Francisco Artés-Hernandez, PhD
Convener of the 9t Workshop on Agri-Food Research (WIA2020)

Universidad Politécnica de Cartagena, Spain




Workshops and conferences are a great opportunity for feedback on the work being carried out
by PhD candidates. Comments from the audience are very useful as input to improve not only the
article but also the thesis work. A previous preparation is needed to be able to present the
research in a structured manner and provide a holistic view of the work. It is also a challenge to
present in a limited timeframe and face-to-face with talented and experienced academics. But the
benefits despite all this effort are there; networking and getting in touch with other professionals
are important reasons for attending these events. Thanks to that, PhD candidates gain valuable
insights, contacts and tips to help them advance. Attending these events, one has nothing to lose,
only things to gain. In this respect, the Workshop on Agri-Food Research (WIA) has become over
the last years an excellent opportunity for PhD students of the Doctoral Program ‘Advanced
Techniques for Research and Development in Food and Agriculture’ (TAIDA) to allow them
fruitful discussions and dissemination of their achievements. In the present edition of WIA2020,
over the course of three sessions specializing in different themes, with twenty-six doctoral
students taking part in them, plus a poster session with contributions from ten more doctoral
students, the high quality of the works presented and therefore the success of the event is beyond
doubt. The contributions are proof of the high scientific level of the doctoral thesis being produced

under the umbrella of the aforementioned doctoral program.

I would like to thank the Committee of the TAIDA Program led by Prof. Francisco Artés-
Hernandez, the PhD students and their supervisors for their excellent work. The limitations
imposed by the pandemic we are experiencing have not been an obstacle to making the event a
reality, taking advantage of the new technologies for remote broadcasting. This has been possible

thanks to the enthusiasm and effort of all the participants, organizers and doctoral students.

Prof. Pedro Sanchez Palma, PhD
Director of the International Doctoral School- EINDOC

Universidad Politécnica de Cartagena, Spain




As Rector of the Universidad Politécnica de Cartagena it is a pleasure and pride to address these
words for the Proceedings of the 9t Workshop on Agri-Food Research for young researchers
(WIA2020), an event consolidated after its eight previous editions and an important reference in

agri-food research in Europe.

The COVID-19 pandemic has shown that the agri-food industry has great social relevance, because
it safeguards the supply of agricultural products and food for the European population. For this
reason, we can think that agri-food research and innovation will be essential to maintain the food
supply chain in the EU, making it more competitive and sustainable. On the other hand, as social
actions are taken aimed at the implementation of the Sustainable Development Goals (SDGs), the
key role of agri-food systems stands out. Not only are they essential to ensure food security and
better nutrition for the population, food systems are also important to achieve social, economic
and environmental goals. In fact, the agri-food system faces enormous environmental challenges
in relation to food production and waste, food packaging, transportation, and consumer habits
and behavior. This, in turn, involves environmental aspects related to the use of energy, materials

and water, as well as greenhouse gas emissions.

The TAIDA doctoral program aims to train scientists and professionals capable of responding to
the growing demand for science, research and innovation in the fields that support the agri-food
sector, mentioned above and the WIA2020 is a dynamic event that allows to present and discuss
new lines of investigation and works related to agri-food research. These presentations show the
work carried out in the last year in our School of Agronomic Engineering and our Institute of Plant

Biotechnology, which actively contribute to the training of our doctoral students.

[ would like to end this preface by thanking Prof. Francisco Artés-Hernandez and his team for the
work carried out in organizing the workshop. I congratulate them for the high quality of the papers
presented by researchers from our university and other institutions, such as CEBAS-CSIC and
IMIDA, integrated into the TAIDA doctoral program. Also, I congratulate all of our PhD candidates

and their directors and encouraged them to continue their stimulating research work.

Prof. Beatriz Miguel Hernandez PhD

Rector of the Universidad Politécnica de Cartagena, Spain
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Inactivation of Salmonella typhimurium by cold plasma
activated water application

Inactivaciéon de Salmonella typhimurium por la aplicacién de
agua activada por plasma frio

M. Clemente-Carazo!’, S. Borroug?, P. Bourke?

1Departamento de Ingenieria Agronémica, ETSIA, Universidad Politécnica de Cartagena, Paseo Alfonso XIII, 48, 30203
Cartagena. Spain.

2Plasma Research Group, College of Science and Health, Dublin Institute of Technology, Dublin. Ireland.

*marta.clemente@edu.upct.es

Abstract

Cold plasma is defined as the fourth state of matter and is generated by a series of
discharges called Spark and Glow, which originate chemical substances that can interact
with microorganisms resulting in the inactivation of these. S. typhimurium has been the
pathogen of choice for this work, since it is the second serovar of Salmonella spp. with more
cases of Salmonellosis in 2018. The results provided in this study, showed a clear effect on
the inactivation of S. typhimurium due to the reactive species generated during PAW
treatments.

Keywords: Glow discharge; spark discharge; PAW; reactive species.

Resumen

El plasma frio es definido como el cuarto estado de la materia y es generado por una serie
de descargas denominadas Spark y Glow, las cuales originan unas sustancias quimicas que
pueden interaccionar con microorganismos dando lugar a la inactivacion de estos. S.
typhimurium ha sido el patégeno elegido para este trabajo, ya que es el segundo serovar de
Salmonella spp., con mas casos de Salmonelosis en el aiio 2018. Los resultados aportados
en este estudio mostraron un claro efecto sobre la inactivacion de S. typhimurium debido a
las especies reactivas generada durante los tratamientos PAW.

Palabras clave: Descarga brillo; Descarga chispa; PAW; especies reactivas.

1. INTRODUCCION

El plasma es descrito como el cuarto estado de la materia, se trata de un gas ionizado que
consiste en moléculas neutras, electrones e iones positivos y negativos (1). Para la generacién del
plasma se requiere de la administracién de un fuerte campo eléctrico que da lugar a la ionizacion
(2). Enlaactualidad existen dos tipos de descarga para generar plasma: Spark-cuyo “High Voltage”
se encuentra debajo de la muestra que va a ser tratada- y Glow-en este caso “High Voltage”, se
encuentra directamente en contacto con la muestra que va a ser tratada- (Imagen 1).

Por otro lado, cuando un producto esta siendo tratado con plasma, este esta generando una
serie de especie quimicas; H202 y NOs™ con Spark y NO3™ y NOz™ con Glow (3). Estas especies
quimicas también llamadas “especies reactivas”, tienen capacidad antimicrobiana, por lo que el
contacto de estas con algiin microorganismo patégeno puede llegar a ser capaces de inactivarlo o
reducir su concentracion.
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En este estudio hemos trabajado con Salmonella typhimurium, ya que fue el segundo serovar
con mas casos de Salmonelosis en el afio 2018 con 10.395 en los 28 estados miembros de la UE

(4).
El objetivo principal de este proyecto fue conseguir la mayor inactivacién de S. typhimurium
con las distintas aplicaciones de plasma frio.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismo

Este estudio se ha llevo a cabo, con Salmonella enterica serovar typhimurium ATCC 14028,
que fue proporcionada por American Type Culture Collection.

2.2 Preparacion de las suspensiones

Del cultivo fresco de S. typhimurium en TSA (Tryptic Soy Agar), se suspendié una colonia en
un tubo con 5 mL de TSB (Tryptic Soy Broth) y se dejo incubar a 37 °C durante 24 h.

Se introdujo 1 mL del cultivo en un tubo Eppendorf que fue centrifugado a 10.000 rpm
durante 5 min. El pellet fue resuspendido en PBS (Phosphate Buffered Saline) y de nuevo se
centrifugd con las mismas condiciones que anteriormente fueron programadas, este paso se
repiti6é dos veces mas.

Finalmente, 30 uL del cultivo fueron diluidos en 970 pL. Esta fue la solucién con la que se
trabajé en cada experimento con una concentraciéon aproximada de 106 UFC/mL.

2.3 Tratamientos “Plasma Activate Water” (PAW)

Se gener6 plasma en 10 mL agua destilada, a dos tiempos de tratamiento, 20 y 25 min tanto
con Spark, Glow y la combinacién de Spark+Glow, en esta tiltima los tiempos fueron divididos para
cada una de las descargas. PAW fue recuperada después de los tratamientos en tubos Falcon y
estos se pusieron durante 30 min a 37 °C para estabilizar su temperatura.

Una alicuota de 720 uL. de PAW (de cada tratamiento) fueron resuspendidos en 80 uL de la
suspension celular preparada anteriormente y se estipularon tiempos de contacto: 0; 2,5; 5; 6; 7,5;
8;9;10; 12,5y 15 min. Posteriormente, 100 pL eran extraidos para cada tiempo y se introdujeron
en una placa tipo, Honeywell de 96 pocillos, que contenian (cada pocillo) 30 uL de PBS a pH de
4,5. Finalmente, 20 pL de esta suspension se mezclé con 180 ul. de MRD (Maximun Recovery
Diluent) para hacer diluciones seriadas, en este caso las muestras fueron sembradas en TSA de la
0 ala-3, dividiendo la placa en 4 partes y en cada una de ellas se sembraron 3 gotas de 10 pL por
cada dilucidn. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 48 h. Este proceso fue repetido al dia 1
de tratamiento para el analisis de PAW.

2.3 Determinacién de las especies reactivas.

El andlisis de las concentraciones de especies reactivas de plasma en agua se llevo a cabo de
acuerdo con Lu et al. (3).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados en Spark 20 min, mostraron un leve efecto antimicrobiano mayor en el dia 1
de andlisis, pero sin diferencias significativas respecto al dia 0. Adn asi el limite de deteccion fue
alcanzado antes en el dia 1 a los 8 min de tiempo de contacto de PAW y S. typhimurium (Fig. 1A).
Tal y como muestra la Fig. 1B, en Spark 25 min la inactivacion en los primeros min de contacto es
diferente a Spark 20 min, ya que en este tratamiento a 25 min la inactivacion es ligeramente mayor
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en el dia 0. Este descenso de la concentracion tendié a igualarse para dia 0 y 1 en los tiempos de
contacto 6, 7y 7,5. El aumento del tiempo de tratamiento y por tanto la agresividad de este, fue
mas rapido en alcanzar el limite de deteccion de 8 min en ambos dias. En el caso de Glow 20 min
se obtuvo una mayor supervivencia de S. typhimurium en el dia 1 de andlisis, no llegando a obtener
una aparente inactivacion total de la poblacién a los 5 min para el dia 0, como se puede observar
en la Fig. 1C. En la generacion de plasma con la combinacion de Spark y Glow, se consiguié una
tendencia de inactivacién del patégeno muy parecida, llegando al limite de detecciéon en ambos
casos a los 6 min en el dia 0 de analisis (Fig. 1D).

Respecto al H,0- (Fig. 2A), como era de esperar solo apareci6 en Spark, obteniendo un valor
mayor en dia 0 y en Spark 25 min. La Fig. 2B, representa el NO3". este también obtuvo un valor
superior en el dia 0 sin presentar diferencias significativas entre ambos tratamientos de 20 y 25
min, en cambio este se ve muy reducido en el dia 1 tanto en Spark y Glow a 25 min. Con relacién
al NO2- (Fig. 2C), presenta valores mas levados al contrario que los otros en el dia 1 y en Glow 20
min, sigue la misma tendencia en los tratamientos a 25 min de Glow y en la combinacién de Spark
y Glow.

CAP (Cold Atmospheric Plasma) dispone de distintos mecanismos de accién que causan
dafio en los microorganismos. En el caso de las especies reactivas respecto de los resultados
obtenidos para Spark 20 min, no estarian muy claras las causas de la inactivacién, ya que se gener6
mas H;0,y NO3™ en el dia 0 y la inactivacidn fue mayor en el dia 1. Una de las explicaciones al
respecto puede deberse a la agresividad del tratamiento, ya que a 20 min quizas no fue suficiente
para debilitar la célula y poder esta protegerse ante la entrada de estas dos especies reactivas
dando lugar a causar algin dafio intracelular. Lo contrario pasaria con Spark 25 min (ya que
presenta una mayor inactivacién en el dia 0) en este caso el tratamiento que se aplicé fue mayor,
dejando a la célula microbiana mas debil y, por tanto, causando algun tipo de dafo a nivel de
membrana y dando lugar a la formaciéon de poros desprotegiendo a la célula de la entrada de
cualquier agente externo, como puedo ser el H;0, y NO3". Este mismo efecto fue observado
también en Glow y la combinacién de Spark y Glow 20 min con NO3™. En cambio, en la combinacién
Spark y Glow 20 min su inactivacién también podria verse relacionada con NO;" ya que no se
aprecian diferencias significativas en los dias 0 y 1.

4. CONCLUSIONES

Estos resultados microbiolégicos y de determinacion de las especies reactivas, muestran
que, de alguna manera estas, son capaces de reducir o llegar a inactivar S. typhimurium, viendo su
efecto mas marcado en los tratamientos que han resultado mas agresivos para este patdégeno.

5. AGRADECIMIENTOS

Gracias al MINECO, AEI y FEDER, por la financiacién del proyecto "Validacién de nuevas
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Prediccion del contenido de polifenoles totales de extractos
de cacao, a partir del espacio de color CIElab

E. Acosta-Otalvaro?’, ].C. Mazo-Rivas?, C. Garcia-Viguera?

1Compania Nacional de Chocolates S.A.S., Centro de Investigacién, Desarrollo y Calidad (CIDCA), Km 2 Via Belén
Autopista Medellin-Bogota, Rionegro Antioquia. Colombia.

2Laboratorio de Fitoquimica y Alimentos Saludables, Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, CEBAS-CSIC,
Campus Universitario de Espinardo, 25, 30100 Espinardo, Murcia. Spain.

*eacosta@chocolates.com.co

Abstract

Cocoa polyphenols are composed of flavanols (catechins, epicatechins, and procyanidins)
and anthocyanins. Some compounds generated from reactions between flavanols and
anthocyanins are related to the purple colors typical of unfermented beans. Colors such as
brownish are the product of oxidation reactions of these compounds with the enzyme
polyphenol oxidase or by the effect of temperature. Some techniques for the quantification
of polyphenols are complex and sometimes imprecise. This work aimed to propose a
mathematical model to correlate the total polyphenol content (TPC) and the color
coordinates L*, a*, b*, of three unfermented cocoa extracts. This model was obtained from
experimental data and multiple regressions between the variables mentioned above. This
represents a tool for the prediction of the SCT in a rapid manner, as a possible indicator of
quality in the control of the cocoa extract extraction process. The mathematical models
obtained were acceptable as the resulting correlation coefficients were mostly above 0.829
(R2?) and the error values between actual and predicted data were below 5 %.

Keywords: mathematical models; experimental data; predicted data.

Resumen

Los polifenoles del cacao estan compuestos por flavanoles (catequinas, epicatequinas y
procianidias) y antocianinas. Algunos compuestos generados de las reacciones entre
flavanoles y antocianinas se relacionan con los colores purpura tipicos de los granos sin
fermentar. Colores como los amarronados son el producto de las reacciones de oxidacion
de estos compuestos con la enzima polifenol oxidasa o por efecto de la temperatura.
Algunas técnicas para la cuantificacion de los polifenoles son complejas y en ocasiones
imprecisas. Este trabajo tuvo como objetivo proponer un modelo matematico, para
correlacionar el contenido de polifenoles totales (TPC) y las coordenadas de color L*, a*,
b*, de tres extractos de cacao sin fermentar. Dicho modelo se obtuvo a partir de datos
experimentales y regresiones miltiples entre las variables mencionadas anteriormente.
Esto representa una herramienta para la prediccion del TPC de forma rapida, como un
posible indicador de calidad en el control del proceso de obtencion de extractos de cacao.
Los modelos matematicos obtenidos fueron aceptables ya que los coeficientes de
correlacion resultantes, en su mayoria estuvieron por encima de 0,829 (R2), y los valores
de error entre los datos reales y los predichos por debajo del 5 %.

Palabras clave: modelos matematicos; datos experimentales; datos predichos.
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1. INTRODUCCION

Los polifenoles de cacao estan compuestos principalmente por flavanoles (catequinas,
epicatequinas y procianidinas) y antocianinas (1). El grano de cacao sin fermentar tiene un color
purpura tipico el cual puede darse por los compuestos derivados de las reacciones entre las
antocianinas y flavanoles, las cuales pueden ocurrir directamente o por la presencia de
acetaldehido en el grano de cacao el cual genera un puente etilo entre ambos compuestos (2).
Cuando los flavanoles o las antocianinas sufren procesos oxidacion por efecto de enzimas como la
polifenol oxidasa y o por efecto de la temperatura estos colores pueden tornarse en un color
amarronado (3). Existen diferentes técnicas para la cuantificaciéon del contenido de estos
compuestos (4-7). La mayoria de estas técnicas son complejas, requieren preparaciones rigurosas
de las muestras y no son funcionales desde el punto de vista del control de procesos, ya que no
pueden realizarse mediciones en linea en un proceso industrial. Llerena et al. (8), propusieron
modelos matematicos para predecir el contenido de carotenoides, polifenoles totales y
antocianinas de diferentes frutos del ecuador a partir de la medicién de las coordenadas de color
(L*, a* b*), encontrando una adecuada correlacién entre el color de los frutos y el contenido de
biocompuestos. Esto es una herramienta simple, que puede permitir el control de un proceso en
el que se quiera monitorear el contenido de compuestos bioactivos, a través de una medida
indirecta y facil de monitorear en linea. El objetivo de esta investigacién es proponer modelos
similares a los propuestos por los autores mencionados anteriormente con el fin de predecir el
contenido de polifenoles totales en extractos de cacao a partir de un analisis de color, para
establecer si es posible usarlo como un predictor de esta variable, durante el proceso de obtencion
de dichos extractos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencién de extractos de cacao

Las muestras de cacao fueron tomadas aleatoriamente de la granja experimental de
Compafiia Nacional de Chocolates S.A.S (CNCH) ubicada en el departamento de Tamesis,
Antioquia. Se tomd un bloque experimental con dos niveles, que corresponden a dos tiempos
diferentes de muestreo con una diferencia de 8 meses entre ambos (t1 y t2), de mezclas de cacaos
sin fermentar ni secar al sol. Estos cacaos fueron recolectados y sometidos a tres tratamientos: A)
sin tratamiento/control, B) congelacién a -20 °C (9) usando un ultracongelador modelo 3552A
(Thermo scientific, Massachusetts, USA) y C) inhibicién de la polifenol oxidasa (PPO) de acuerdo
alo descrito por (10-11). Posterior a dichos tratamientos, el cacao fue deshidratado a condiciones
controladas en un deshidratador FBA_GFD1850 (Gourmia, Brooklyn, NY) a 45 °C (Espinoza,
2011), hasta alcanzar una humedad de 8 % aproximadamente, descascarillado en un
descascarillador cocoawinnow 240-1-150 (Capco test equipment, Ipswich, UK), desgrasado
mediante extrusion, empleando una prensa de tornillo (screw) (CNCH, Medellin, Colombia).
Finalmente, se realizé una reduccion de tamafio de particula en un molino (Capco test equipment,
[pswich, UK).

2.2 Andlisis de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales (TCP) se determiné por espectroscopia UV-VIS usando
el método a micro-escala de Folin-Ciocalteu (Merk, Darmstadt, Alemania) (6). Todas las
mediciones se realizaron por triplicado y se reportaron en solidos secos de cacao.

2.3 Andlisis de color

Para la determinacién del color se selecciond el espacio de color CIELab, obteniéndose las
coordenadas luminosidad (L*), coordenada rojo-verde (a*) y coordenada amarillo-azul (b*). Para
ello se utilizé el espectrofotocolorimetro ColorFlex EZ modelo 45/0 (HynterLab, Virginia, USA).
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Las mediciones se realizaron con iluminante D65. Se efectuaron 3 mediciones para los granos de
cada tratamiento.

2.4 Andlisis estadistico

Se realiz6 un modelo de bloques completamente aleatorizado donde el factor principal fue
el tratamiento que se compone de tres niveles: A) Sin tratamiento/control, B) congelado y C)
inhibicién de la PPO, y un bloque con dos niveles (t1 y t2) que corresponden al momento de
cosecha del cacao (la diferencia entre los dos bloques fue de 8 meses). Esto fue necesario para
eliminar el ruido experimental asociado a las diferencias estacionales de la cosecha. La asignacién
de los tratamientos a las unidades experimentales traidas en cada evento fue completamente
aleatoria. Se realizé un analisis de varianza ANOVA y una prueba de Tukey para establecer
diferencias significativas entre los tratamientos. El tratamiento estadistico de los datos se hizo
utilizando el lenguaje estadistico R (R Development Core Team, 2019). Adicionalmente se
construyeron modelos matematicos a partir de regresiones multiples, para la prediccion del
contenido de polifenoles totales a partir de las coordenadas L*, a*, b*. Esto se realiz6 siguiendo la
metodologia propuesta por Tsanova-Savova et al. (10).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los modelos construidos se presentan en la Tabla 1, donde es posible observar las
ecuaciones matematicas obtenidas en la regresion y los coeficientes de correlacidn, los cuales
presentan un buen ajuste exceptuando el modelo obtenido para el tratamiento B (R2=0,5974),
para los tratamientos A y C se obtuvieron ajustes adecuados (R2?=0,9999 y 0,9482
respectivamente). Llerena et al. (8) en un estudio, obtuvieron coeficientes de correlacién para la
prediccion de polifenoles totales en diferentes frutas entre 0,81 y 0,89, lo que nos permite
mencionar que los modelos obtenidos en esta investigacion tienen un buen ajuste para la
prediccion de TPC a partir de las coordenadas de color L* a* b*. Los modelos obtenidos se
validaron a partir de una comparaciéon de los datos experimentales y los predichos por los
modelos, adicionalmente se calculd el error absoluto entre ambos como se muestra en la Tabla 2.
Llerena et al. (8) mencionaron que para el TPC son aceptables niveles de error entre 5-8 %, en los
tratamientos A, B y C del t1 se encontraron valores por debajo de este limite, en el t2 los
tratamientos B y C se ajustan al limite propuesto, mientras que el tratamiento A estuvo por
encima.

4. CONCLUSIONES

Los mejores modelos obtenidos la prediccidon del TPC a partir de las coordenadas de color
L* a* b*; en términos del ajuste y los menores valores de error, fueron los encontrados para los
tratamientos A y B en tl1 y C en t2. Estos modelos representan una herramienta que permiten
predecir de forma rapida y aproximada el TPC de extractos de cacao con el fin de cuantificar esta
variable en linea como un parametro de calidad del extracto durante su proceso de obtencidn.
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Tabla 1. Modelos matematicos para la prediccion del contenido de polifenoles totales (TPC) en
los extratos de cacao.
TPC = bo + bl(L*) + bz(a*) + b3(b*)

Tratamiento b, b, b, bs R?
A (Control) 106.241 -2.543 17.619 31.142 0.9999
B (Congelacion) 93.150 5.972 -18.014 25.533 0.5974
C (Inhibicién PPO) 692.930 -32.283 28.706 -2.152 0.9482

Tabla 2. Valores reales, predichos y error aboluto del TPC para los pre-tatamientos de cacao.

*t1 *t2
Tratamiento Valor Real Valor Error Valor Real Valor Error
(mgGAE/g) Predicho absoluto  (mgGAE/g) Predicho  Absoluto
(mgGAE/g) (mgGAE/g)
A (Control) 153.06 152.92 0.13 113.64 131.06 17.42
B (Congelacion) 149.14 147.38 1.76 104.19 98.77 5.42
C (Inhibicién PPO) 202.14 201.80 0.33 103.64 103.88 0.23

*t1y t2 corresponden al tiempo de cosecha.
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Abstract

Pulsed Electric Fields (PEF) is a promising emerging technology, used in the field of food
engineering. This treatment can improve the extraction of bioactive compounds from food
matrixes among the effect of the electroporation phenomenon. On the other hand,
cruciferous sprouts, such as radish (Raphanus sativus), are rich in secondary metabolites
with interest for the human health (glucosinolates and degradation metabolites:
isothyocianates, as well as phenolic compounds). Due to all the previously mentioned,
pulsed electric fields could be a promising extraction technique for such bioactive
compounds from radish sprouts.

Keywords: Radish sprouts; bioactive compounds; extraction.

Resumen

Los pulsos eléctricos (PE) son una tecnologia emergente muy prometedora, cada vez mas
empleada en el campo de la industria alimentaria. En este sentido, este tratamiento puede
mejorar la extraccion de compuestos bioactivos de diferentes matrices alimentarias,
mediante el efecto del fenémeno de electroporacion. Por otro lado, los brotes de cruciferas
como el rabano (Raphanus sativus), son ricos en metabolitos secundarios con un gran
interés en la salud humana (glucosinolatos y sus productos de degradacion: isotiocianatos,
asi como compuestos fendlicos). Debido a todo ello, los PE podrian ser una tecnologia
prometedora para la mejora de la extraccion de fitoquimicos como los GLS en brotes de
rabano.

Palabras clave: Brotes de rabano; compuestos bioactivos; extraccion.

1. INTRODUCCION

Las tendencias nutricionales de los consumidores se han ido transformando con el paso de
los afios. Cada vez mas, la alimentacion se ha dirigido hacia una preocupacion por la salud, la dieta
equilibrada y la eleccidon de alimentos mas naturales. Todo esto ha impulsado el consumo de
alimentos de origen vegetal, asi como de nuevos productos como por ejemplo los brotes, entre
ellos los de rabano. Estos alimentos son fuentes importantes de macronutrientes (bajo contenido
en hidratos de carbono y alto contenido en fibra, acidos grasos insaturados y proteinas), asi como
de micronutrientes (vitaminas y minerales) y compuestos fitoquimicos (compuestos fendlicos y
glucosinolatos) (1). Los glucosinolatos (GLS) son tiohidroximatos unidos a una 3-D-tioglucosa y
una cadena lateral derivada de R-aminoacido, que definira la clasificacion del GLS (alifatico,
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indélico o aromatico), siendo la glucorafenina (GRE), el glucosinolato (alifatico) predominante en
los brotes de rabano y responsable de gran parte su bioactividad (2-4). En este sentido, cuando la
planta es sometida a un dano, libera al medio celular una enzima denominada mirosinasa, para
emplear los GLS como sustrato y generar los isotiocianatos, compuestos bioactivos de gran interés
nutricional

En la actualidad, algunas tecnologias emergentes como los pulsos eléctricos (PE) se estan
aplicando para mejorar la extraccion de compuestos fitoquimicos. En referencia a lo anterior, los
PE permiten mejorar la transmision célula-extractante, mediante el fenémeno de electroporacién,
permitiendo reducir el tiempo de extraccion o la cantidad de solvente empleado (5). Durante este
estudio, se investigaron los efectos de los PE sobre los GLS de brotes de rabano, tratados con luces
LED, con el fin de optimizar el método original de extraccién hidrometandlica empleado hasta el
momento, que se caracterizaba por la aplicacion de altas temperaturas y tiempos elevados, con el
fin de acelerar la actividad de la mirosinasa (6).

2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Germinacién y almacenamiento de los brotes

Las semillas de rabano (R. sativus) se obtuvieron de la empresa Intersemillas S.A. (Valencia,
Espafia). Los brotes se desarrollaron de acuerdo con las condiciones de crecimiento definidas por
Baenas et al. (7). Todas las muestras se conservaron liofilizadas a temperatura ambiente. Los
tratamientos, con luces LED (3 pantallas experimentales de 95,1 W), se realizaron en una cdmara
de cultivo con condiciones ambientales controladas (humedad 60 % a 25 °C de luz y humedad 80
% a 20 °C, en ciclo de oscuridad. Ciclos de 16 h de luz/8 h de oscuridad) (Equitec, Madrid, Espana).

2.2 Aplicacién de PE

Las muestras liofilizadas y molidas se sometieron a un tratamiento de PE en un sistema a
escala piloto (Elcrack-kW, DIL, Quakenbruck, Alemania), establecido en la National Technical
University of Athens. Para ello, se emple6 una celda (4 cmx 5 cm x 5 cm) con un volumen de 3 mL.
Los pulsos se llevaron a cabo con una fuerza de campo eléctrico de 1 a 6,5 kV/cm, y se aplicaron
frecuencias de 200 y 500 pulsos eléctricos en 10 s.

2.3 Extraccidén v andlisis de los brotes

Tras la aplicacion de los PE, se extrajeron las muestras mediante el método establecido por
Baenas et al. (6), con modificaciones. El andlisis cromatografico de glucosinolatos se llevé a cabo
en un HPLC-DAD Agilent 1269 Infinity equipado con una bomba binaria (modelo G 1312 B), un
desgasificador (modelo G 1379 B), un autoinyector (modelo G 131-44510) y un detector de red
de diodos, DAD (modelo G 4212 B), controlado por el software Agilent B.02. 02. Para la
cuantificaciéon de GLS se empled la glucorafenina (GRE) como compuesto representativo,
empleandose un patrén de sinigrina (empleada para glucosinolatos indélicos) a 227 nm.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos, con las condiciones establecidas en la extraccion (70 °C, 30 min.),
no mostraron diferencias entre los brotes tratados con PE y el control. Estos parametros de
temperatura y tiempo, aplicados con el fin de desactivar la actividad de la mirosinasa, pueden
provocar una rapida saturacion del extractante que explicaria la ineficacia del tratamiento con PE.
Por otro lado, el estado de la muestra (polvo liofilizado) también puede influir en estos resultados,
ya que el material fresco permitiria una mayor facilidad para la transmision de los PE a través de
los tejidos, debido a su contenido en agua, potenciando la electroporacion y el efecto del
tratamiento (8).
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Tras lareduccion de la temperatura (25 °C), se logré observar diferencias entre las distintas
cinéticas de extraccion. De este modo, el tratamiento de los brotes con PE a 500 pulsos permitid
obtener una mayor concentracién de GRE, y alcanzar el pico maximo significativamente mas
rapido, en comparacion con el control. Por el contrario, no se observaron diferencias significativas
al comparar los brotes tratados con PE a 200 pulsos en 10 s y el control, debido, posiblemente, a
una falta de intensidad en el tratamiento (Fig. 1).

Por ultimo, el estudio de las diferentes curvas de extraccidon permitié acortar el método
original establecido (30 min, con una reduccién de 10 min) (Fig. 2).

4. CONCLUSIONES

El tratamiento de PE a 500 pulsos en 10 s puede resultar efectivo para evitar altas
temperaturas en la extraccién de GLS, facilitando asi el procesado de muestras. Sin embargo, se
debe tener en cuenta que la mirosinasa puede seguir teniendo actividad enzimatica, lo que podria
degradar los GLS. Es necesario mas investigaciéon para estudiar la actividad enzimatica de la
mirosinasa y su comportamiento ante los tratamientos de PE a temperaturas relativamente bajas.

Adicionalmente, estos resultados permiten la optimizacién del tiempo de extraccién de GLS
establecido en el método original.

Estudios futuros podrian demostrar que la aplicacién de esta tecnologia sobre el material
fresco, permitirian ahorrar los pasos de congelacién, liofilizacién y molienda, previos a la
extraccidn.
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Abstract

Tomato fruit is highly nutritious, but it is susceptible to fungal diseases including gray mold
caused by Botrytis cinerea. In this study, an antifungal sachet-based packaging system was
made using Tyvek® film to form the sachet and thymol as the active agent. The effect of the
sachet was assayed both in vitro against B. cinerea growing on PDA medium and in vivo to
control gray mold on artificially infected cherry tomatoes. According to the assay,
inoculated plates or infected fruit were stored at 11 °C inside a packaging system with and
without a sachet attached to the lid inner side. The results showed that the prepared sachet
was effective at inhibiting the B. cinerea growth during the 6 incubation days, with 97 % of
inhibition. Furthermore, when the sachet was evaluated during storage of infected tomato,
the incidence and severity of decay was reduced, especially from the second day to the day
20 of storage. Thus, this thymol-carrying sachet has a potential application as an
antifungal-releasing packaging system for preserving cherry tomato, and probably other
fruit and vegetables susceptible to B. cinerea infection.

Keywords: Botrytis cinerea; antifungal-releasing sachet; essential oils.

Resumen

El tomate es altamente nutritivo, pero muy susceptible a enfermedades filingicas, incluido
el moho gris causado por Botrytis cinerea. En este estudio, se elaboré un sistema de
envasado antifiingico a base de un sachet utilizando una pelicula Tyvek® para formar la
bolsa y timol como agente activo. El efecto del sachet se evalud in vitro contra B. cinerea en
medio PDA e in vivo para controlar el moho gris en tomates tipo cherry infectados
artificialmente. Segun el caso, las placas inoculadas o frutos infectados fueron almacenados
a 11 °C en un sistema de envasado con y sin el sachet adherido a la parte interna de la
cubierta. Los resultados mostraron que el sachet elaborado fue eficaz para inhibir el
crecimiento de B. cinerea durante los 6 d de incubacion, con un 97 % de inhibicion. Ademas,
cuando el sachet fue evaluado durante el almacenamiento del tomate infectado, la
incidencia y la severidad se redujeron, especialmente desde el segundo dia hasta los 20 d.
Por lo tanto, este sachet activo con timol tiene una aplicacion potencial como un sistema de
envasado antifingico para preservar tomates tipo cherry, y probablemente otros
productos hortofruticolas susceptibles a la infeccion por B. cinerea.

Palabras clave: Botrytis cinerea; sachet antifingico; aceites esenciales.
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1. INTRODUCCION

El tomate es una fruta de gran importancia econémica a nivel mundial. Particularmente, el
tomate cherry es una fruta de consumo popular, debido a los beneficios que se han reportado para
la salud, asi como a sus caracteristicas sensoriales (1). No obstante, es altamente perecedero y
susceptible a enfermedades, principalmente al moho gris causado por Botrytis cinerea (2).

Numerosos aceites esenciales de origen vegetal tienen actividad antiflingica contra diversos
patogenos postcosecha. Entre estos destaca el aceite esencial de tomillo, cuyo componente
principal es el timol (2). El timol es un monoterpenoide que presenta una estructura de un anillo
fenolico simple, cuyo poder antimicrobiano ha sido atribuido a la presencia de un grupo hidroxilo
y a un sistema de electrones deslocalizado (3). El timol es una sustancia volatil lo cual resulta de
gran interés para ser liberado en el espacio de cabeza de un envase alimentario (4). En la dltima
década, el envasado activo ha suscitado gran atencién como una tecnologia emergente (1). El
compuesto activo puede ser incorporado dentro de un dispositivo portador (sachets o pads), el
cual se coloca dentro del envase sin tener contacto con el alimento. En el caso del envasado activo
antimicrobiano, el modo de accién se basa en la evaporacién de un compuesto volatil con actividad
antimicrobiana (4). Asi, el objetivo del presente trabajo fue elaborar un sachet activo que libere
timol y evaluar su actividad antifingica contra B. cinerea tanto in vitro como in vivo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Elaboracidén del sachet activo, y preparacién de material vegetal e in6culo

Se elabord un sistema de envasado activo utilizando timol (Sigma-Aldrich, Alemania) como
agente activo y una pelicula Tyvek® (220 pm de espesor; DuPont, EEUU) para formar una
pequefia bolsa (6,0 x 6,5 cm) conocida como sachet. Tras introducir 0,57 g de cristales de timol en
el sachet, esta fue termo-sellada. Como producto se usaron tomates (Solanum lycopersicum D’Arcy.
‘Dolcetini’), obtenidos de Agricola Gaobe SL (Almeria, Espaiia), los cuales fueron higienizados con
NaClO (100 mg L-1; pH 6,5).

B. cinerea fue inicialmente aislado de un espécimen de pimiento infectado con moho gris y
purificado mediante la transferencia de muestras de agar-micelio (7,4 mm de didmetro) a placas
Petri de agar de patata-dextrosa (PDA; Scharlau Chemicals, Espafia) tal como se ha descrito
anteriormente (5). Las placas inoculadas se mantuvieron 5 d en luz/oscuridad a 20 °C.

2.2 Efecto in vitro del sachet preparado en el crecimiento micelial v desarrollo de B. cinerea

Fragmentos de agar-micelio (2,2+0,4 cm?) fueron extraidos del cultivo de B. cinerea (con 5
d de edad) y sembrados en el centro de placas Petri (90 mm de didmetro) con PDA suplementado
con estreptomicina. Se inocularon 4 placas por tratamiento y se colocaron por duplicado dentro
de bandejas de polipropileno (PP) rigido sobre una cama de tomates (10 tomates por bandeja)
para simular las condiciones atmosféricas que se presentan in vivo. Las bandejas fueron cubiertas
con una pelicula de PP (35 um de grosor), la cual tenia un sachet adherido en un punto medio del
lado interno. Un grupo de placas inoculadas fueron incubadas en ausencia de sachet y usadas como
control.

Las placas envasadas fueron incubadas a 11 °C con exposicién constante a luz, y el
crecimiento micelial fue registrado diariamente mediante mediciones del area superficial, hasta
que la colonia se encontré préxima al borde de la placa Petri. Adicionalmente, el porcentaje de
inhibicién de crecimiento fue determinado a partir de la diferencia entre el area de la colonia
creciendo en ausencia de un sachet y el area de aquella colonia incubada con un sachet con timol
en el mismo dia. El desarrollo fingico fue caracterizado como la extensién de colonia a través de
la tasa de crecimiento: incremento de la superficie cubierta en cm2 d-1.
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2.3 Eficiencia del sachet preparado para controlar la infeccién por moho gris en tomate

Para evaluar el efecto in vivo del sachet elaborado, un grupo de tomates higienizados (10
unidades por tratamiento) fueron artificialmente infectados realizando una incisién (2 mm de
largo y 1 mm de profundidad) sobre ellos e inoculando 5 pL de una suspension de conidios de B.
cinerea (2,6 x 105 conidios mL-1). Los tomates fueron colocados en bandejas de PP, las cuales
fueron cubiertas como se ha detallado en el subapartado anterior. Como control, un grupo de
frutas infectadas fueron envasadas sin sachet. El ensayo se realiz6 a 11 °C durante 26 d. La
incidencia y la severidad de podredumbre fue determinada en cada bandeja mediante el indice de
podredumbre (ID) usando la siguiente ecuacion:

D = (P1x0)+(P;x1)+(P3x2)+(Pyx3) (1)
TF
donde P; es el numero de frutos sin podredumbres, P, es el nimero de frutos deteriorados sin
micelio, P3 es el nimero de frutos deteriorados con micelio blanco, P; es el nimero de frutos
deteriorados con micelio gris, y TF es el nimero total de frutos en la bandeja.

2.4 Andlisis estadistico

Los ensayos se realizaron de acuerdo con un disefio bifactorial (tratamiento x tiempo de
conservacion o incubacién). El efecto de los tratamientos se determiné mediante un Analisis de
Varianza usando el programa estadistico SPSS Statistics version 22 (IBM Corporation, NY, EE.UU.).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El sachet con timol mostré eficiencia para inhibir el crecimiento micelial de B. cinerea en
placas con PDA a 11 °C (Fig. 1A), mostrando una inhibicién del 97+2 % al final del periodo de
incubaciéon. Tras 5 d de incubacion en ausencia de timol, se observ6 una tasa de crecimiento
maxima promedio de aproximadamente 184 cm2 d-! (Fig. 1B). Por el contrario, cuando se usé el
sachet de timol, la mayor tasa de crecimiento fingica encontrada fue de alrededor de 8,2 cm2 d-1
en el dia 6. En concordancia con lo observado in vitro, el sachet con timol disminuy6 la
podredumbre del tomate cherry causada por B. cinerea durante 20 d a 11 °C (Fig. 2). Zhang y col.
(2) describieron que el poder antiftingico del timol contra B. cinerea se debe a que dicho agente
cambia la morfologia de las hifas mediante la disrupcion y distorsiéon de los micelios. Dichos
autores, también encontraron que el timol afectaba de manera negativa al contenido lipidico de
las células de B. cinerea y que la permeabilidad de la membrana incrementaba a medida que la
dosis de timol aumentaba, causando la destruccién de la membrana celular.

Los resultados obtenidos sugieren que el sistema elaborado en este trabajo fue capaz de
liberar timol en concentraciones suficientes para afectar el desarrollo de B. cinerea tanto en medio
PDA como en tomate cherry fresco. En este sentido, se ha encontrado que la concentracién
fungicida minima de timol contra B. cinerea es de 100 mg L-1 en medio PDA (2). Por ello, la pelicula
Tyvek® resulta ser una buena opcidn para el desarrollo de dispositivos de liberaciéon/emision de
agentes como el timol.

4. CONCLUSIONES

Un sachet activo con timol minimiz6 el crecimiento de B. cinerea (in vitro) y fue efectivo para
reducir la patogenicidad de B. cinerea en tomate cherry. Por lo tanto, este sistema tiene un alto
potencial para ser usado como sistema de envasado activo antifingico para la preservacién de
tomate cherry. No obstante, serd necesario realizar nuevas investigaciones para su optimizacion,
asi como su uso para otros productos hortofruticolas.
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Figura 1. Crecimiento micelial (A) y tasa de crecimiento (B) de Botrytis cinerea en placas de PDA
a 11 °C con o sin (Ctrl) sachet de timol. Cada punto es el promedio de 4 colonias y las lineas
verticales son la desviacidn estandar. Las letras mayusculas A y B denotan el sistema de
envasado y el tiempo de incubacién, respectivamente. DMS: Diferencia minima significativa; %
significancia para P<0,001.
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Figura 2. Indice y severidad de podredumbre en tomate cherry inoculado con Botrytis cinerea y
conservado a 11 °C con y sin (Ctrl) sachet de liberacion de timol. Las lineas verticales indican la
desviacidn estandar (n=3). Las letras mayusculas (subindices) A y B denotan el sistema de
envasado y el tiempo de almacenamiento, respectivamente. DMS: Diferencia minima
significativa; ¥ significancia para P<0,001.
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Abstract

In recent decades, a positive relationship has been demonstrated between the
consumption of sugary drinks and the risk of obesity, diabetes and cardiovascular diseases.
To reduce the sugar content of foods, while maintaining a pleasant taste, new options have
been proposed using alternative sweeteners. In this aspect, this study compares stevia,
sucralose and sucrose, added to maqui and citrus beverages, in terms of anthocyanin
bioavailability in healthy humans after acute administration. Sucralose was the sweetener
that provided higher bioavailability for most anthocyanin-derived compounds, followed by
stevia, indicating that they can be two good alternatives to the use of sucrose, a high caloric
sweetener overused that promotes some metabolic diseases.

Keywords: stevia; sucrose; sucralose; anthocyanin; bioavailability.

Resumen

En las ultimas décadas se ha encontrado una relacién positiva entre el consumo de bebidas
azucaradas y el riesgo de padecer obesidad, diabetes y/o enfermedades cardiovasculares.
Para reducir el contenido en azicares de los alimentos, manteniendo un sabor agradable,
se han propuesto nuevas opciones usando edulcorantes alternativos con baja carga
calorica. En este estudio se estableciéo una comparativa, en términos de biodisponibilidad
de antocianos en humanos sanos tras la ingesta en agudo de una bebida de maqui y citricos,
endulzada con estevia, sucralosa o sacarosa. La sucralosa fue el endulzante que
proporciond una mayor biodisponibilidad para la mayoria de los compuestos derivados de
antocianos, seguido de la estevia, indicando que pueden ser dos buenas alternativas al uso
de sacarosa, un endulzante caldrico que interviene en algunas enfermedades metabdlicas.

Palabras clave: estevia; sucralosa; sacarosa; antocianos; biodisponibilidad.

1. INTRODUCCION

Estudios epidemiolégicos recientes han demostrado una relacién positiva entre el consumo
de bebidas azucaradas y el riesgo de padecer obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares
y sindrome metabdlico (1,2). Este tipo de bebidas, elaboradas generalmente con sacarosa y jarabe
de fructosa, son fuentes de azucares rapidamente absorbibles que producen un aumento rapido
en plasma de la glucosa y la insulina tras su ingesta, lo que contribuye a producir resistencia a la
insulina e intolerancia a la glucosa.

Paralelamente a la busqueda de alternativas saludables al alto consumo de bebidas
azucaradas, existe una necesidad importante de aumentar el consumo de frutas y verduras en la
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poblacién y desarrollar nuevas formulaciones que aumenten la vida util de las frutas frescas,
preserven los nutrientes o reduzcan el contenido energético de los zumos de frutas. En este
sentido, el limoén, por su alto valor nutritivo es una apuesta importante en la elaboracién de
bebidas no alcohélicas (3). Otro ingrediente novedoso y de atractivas propiedades es el maqui
(Aristotelia chilensis), una fuente natural especialmente rica en antocianos (derivados de cianidina
y delfinidina), que también contiene acidos hidroxicindmicos (clorogénico) (4). Se ha observado
que los antocianos mejoran la hiperglicemia y la sensibilidad a la insulina via activacién de rutas
de sefializacion celular (5).

Con el fin de reducir el contenido en azicares hay una tendencia a buscar otras opciones a
través de edulcorantes alternativos no caldricos, aunque existe cierta polémica ya que parece ser
que contribuyen a una mayor ingesta caldrica y a la obesidad (6). Para determinar la posible
actividad o influencia, de los edulcorantes, sobre la asimilacién se fitoquimicos bioactivos, en el
presente estudio se empleé uno de tipo natural (estevia), y otra alternativa de tipo sintético
(sucralosa) en comparacion con sacarosa, para la elaboracion de una bebida con base de citricos
y maqui.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Diseio experimental

Se realiz6 un estudio clinico doble ciego, aleatorizado, cruzado en personas con sobrepeso
(n=20). El estudio y el protocolo fueron aprobados por el Comité Etico de Estudios Clinicos (CEIC)
oficial del Hospital General Universitario Morales Meseguer (Murcia), y registrados en
ClinicalTrials.gov (NCT04016337). Después de una fase inicial de 3 d de lavado con una dieta
estricta libre de polifenoles y azicares afiadidos, se administraron 330 mL de las bebidas de
prueba (edulcorante con estevia, sucralosa y sacarosa) en ayunas. Se recogieron muestras de
orina 24 h antes (tiempo 0), asi como en los siguientes intervalos: 0-3,5 h, 3,5-12 h, 12-24 hy
fueron inmediatamente congeladas (-80 °C). Después de 15 d, el proceso se repitié nuevamente,
para cada voluntario que ingiri6 otra bebida desarrollada con otro de los edulcorantes, hasta que
todas las bebidas fueron consumidas por todos los voluntarios (3 rondas).

2.2 Recoleccidn, procesamiento y andlisis por UHPLC-ESI-MS/MS de muestras de orina

Las muestras de orina se descongelaron y diluyeron 1:2 (v/v) en agua MilliQ/4cido férmico
(99,9/0,1, v/v) y centrifugaron a 15000 g durante 10 min, a 5 °C (Sigma 1-16, B Braun Biotech
International, Osterode, Alemania). Posteriormente, los sobrenadantes se filtraron a través de
membranas PVDF de 0,45 um (Millex HV13, Millipore, Bedford, Mass., EE. UU.) y se almacenaron
a -20 °C, hasta el analisis por UHPLC-ESI-MS/MS. La identificaciéon y cuantificacion de los
metabolitos de antocianos se realiz6 aplicando el método previamente utilizado por Ludwig et al.
con algunas modificaciones (7).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el andlisis de orina se determinaron 29 metabolitos fendlicos, derivados de antocianos,
aunque 11 de ellos se encontraron en un nimero reducido de voluntarios, por lo que no son
representativos. Por tanto, los metabolitos cuantificados fueron aquellos que se identificaron en
todos los voluntarios (CA, CA-glucurénido, CA-sulfato, CAT-sulfato, 3,4-DHPAA, DHPAA-
glucurénido, DHPAA-sulfato, HA, HA-sulfato, TFA-glucurénido, TFA-sulfato, THBA-glucurdnido,
THBA-sulfato, TIFA-sulfato, VA, VA-glucurénido, VA-glucurdnido-sulfato y VA-sulfato).
Curiosamente, no se detectaron las antocianidinas precursoras (Dp y Cy). Este hecho podria
atribuirse a la degradacién durante la digestion que forma derivados de glucurono, sulfo o metilo
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en el tracto gastrointestinal proximal, aunque un mecanismo para la absorcién de glicésidos de
antocianos todavia es altamente especulativo (8).

En orina, la cuantificaciéon de los metabolitos de antocianos excretados se desarrollé en
orina basal (0 h), asi como en orina excretada entre 0 y 3,5 h, 3,5-12 h, y 12-24 h. La cinética de
excrecién para todos los compuestos coincidié en voluntarios que ingirieron los tres tipos de jugos
evaluados, presentando la concentraciéon mas alta para todos los compuestos identificados a las
3,5 h después de la ingesta de bebidas (Fig. 1). Por esta razén, todas las concentraciones descritas
y analizadas estadisticamente se remitieron al marco 0-3,5 h después de la ingestién.

Otro resultado a destacar es que la sucralosa proporcioné una biodisponibilidad mayor para
la mayoria de los compuestos (derivados de CA, CAT, THBA y TIFA, DHPAA-sulfato, HA y VA-
glucurénido-sulfato), seguido de la estevia (DHPAA, HA-sulfato y VA- sulfato). La sacarosa no
proporciono una biodisponibilidad notablemente superior de ningiin compuesto en comparaciéon
con os otros dos. Esto puede deberse a que los portadores de azuicar intestinal pueden
desempeifiar un papel importante en la absorcién de flavonoides (9). Un estudio realizado por
Miilleder et al. demostré que la adicidon de sacarosa en los jugos disminuye la excrecién total de
antocianos (10).

4. CONCLUSIONES

Los resultados indican que la sucralosa es el edulcorante que proporciona una mayor
biodisponibilidad para la mayoria de los metabolitos de degradacién provenientes de antocianos,
por encima de estevia y sacarosa. Sin embargo, hay algunos casos en los que la estevia también
tiene una biodisponibilidad significativamente mayor que la sucralosa y la sacarosa. No obstante,
la sacarosa no proporciona mayor biodisponibilidad en ningun caso.

Teniendo en cuenta las diferencias en la biodisponibilidad entre los edulcorantes, este
estudio propone dos alternativas de edulcorantes no caléricos (sucralosa y estevia) para reducir
el consumo de sacarosa, un edulcorante alto en calorias directamente relacionado con algunas
enfermedades metabolicas como la diabetes tipo 2 y la obesidad.
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Figura 1. Contenido de metabolitos de antocianinas individuales en orina basal y orina de 3,5,
12 y 24 h de voluntarios sanos después de ingerir 330 mL de jugos de maqui-citricos
desarrollados utilizando edulcorantes como estevia (A), sucralosa (0) y sacarosa (o). Se
encontraron biodisponibilidades significativamente diferentes segiin un analisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de rango multiple de Duncan en p<0,001 (***).
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Abstract

Cooking vegetables in microwave-bags has become a popular cooking method; however,
information about effect of this emerging cooking method on phytochemicals compounds
of vegetables is limited. The aim of this work was to study the effect of microwave-bag
cooking vs. traditional microwaving on bioactive compounds content of broccoli florets.
Broccoli heads were obtained in a local supermarket, transported to laboratory and
processed immediately. Broccoli florets were placed into microwaveable bags and cooked
in a domestic microwave oven for 5 min. The product cooked under the same conditions
but without using bag, was used as a control (traditional). Broccoli floret samples were
taken before and after cooking and lyophilized. Glucosinolates (GSL) and hydroxycinnamic
acids (HCAs) contents were analyzed by HPLC-DAD-ESI-MSn. Microwave-bag cooking kept
total GSL content (32.3 mmol-kg-1); while in traditional microwaving significant lost was
observed (from 32.0 to 26.4 mmol-kg1). For both cooking methods, a 40 % reduction in
HCAs compared to fresh broccoli was observed. Microwave-bag cooking is a novel method
that helps to retain GSL, the major bioactive compounds of broccoli. Furthermore, this
option is fast, easy and considerable clean cooking option to fulfill modern consumers’
needs.

Keywords: microwave cooking; microwaveable bag; glucosinolates; hydroxycinnamic acids;
vegetables.

Resumen

Cocinar verduras en bolsas para microondas se ha convertido en un método muy utilizado
por consumidores modernos. Existen escasos reportes acerca su efecto sobre los
componentes bioactivos de estos productos. El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de la coccion en bolsa versus coccién convencional en microondas en el contenido
de compuestos bioactivos de floretes de bracoli. Los floretes de brocoli se cocinaron en
bolsas para microondas, en un horno de microondas doméstico, durante 5 min (muestras
MWAB). Producto cocinado en las mismas condiciones, pero sin bolsa se usé6 como control
(Tradicional). Las muestras fueron tomadas antes y después del cocinado. El contenido de
glucosinolatos (GSL) y acidos hidroxicinamicos (HCAs) se analiz6 por HPLC-DAD-ESI-MSn.
Floretes de brécoli MWB preservaron el contenido de GSL totales (32,3 mmol-kg-1),
mientras que los controles presentaron una pérdida significativa de estos compuestos (de
32,0 a 26,4 mmol-kg1). En ambos métodos el contenido de HCAs se redujo un 40 % con
respecto al producto fresco. El uso de bolsas para microondas es un método novedoso que
ayuda a retener el contenido de GSL, principales compuestos bioactivos del brdcoli.
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Ademas, es una opcidn de preparacion rapida y limpia que satisface las necesidades de los
consumidores modernos.

Palabras clave: coccién en microondas; bolsas aptas para microondas; glucosinolatos; acidos
hidroxicinamicos; hortalizas.

1. INTRODUCCION

El brécoli es un vegetal del género Brassica altamente valorado debido a su importante
contenido de fitoquimicos promotores de la salud (1,2). Dentro de éstos, los glucosinolatos (GSL)
presentan un particular interés debido a su probada actividad anticancerigena e implicacién en la
reduccidn del desarrollo de problemas cardiovasculares. Generalmente, este vegetal es cocinado
previo a su consumo. Los métodos de coccidén inducen importantes cambios en la composicién
fisicoquimica del vegetal, influyendo en la concentracién y biodisponibilidad de componentes de
interés como los glucosinolatos (GSL) y compuestos fendlicos. Esto puede comprometer las
cualidades funcionales del brdcoli, por lo que resulta relevante determinar los efectos de los
métodos y condiciones de coccidon en el contenido compuestos bioactivos (3).

Son varios los estudios que han evaluado los efectos del hervido, escaldado, coccién al
vapor, salteado, horno convencional y horno microondas sobre el contenido de fitoquimicos en
brécoli (3,4). Muchos de los resultados reportados en estos estudios son contradictorios y dificiles
de comparar, debido a la cantidad de parametros que se pueden variar dentro de cada método de
coccion y también por los métodos de extraccion y determinacion utilizados (5).

El actual estilo de vida ha convertido el cocinado de vegetales en bolsas para microondas en
un método de coccion muy utilizado. Este método se caracteriza por ser rapido, facil y limpio,
ajustandose a las necesidades de los consumidores modernos. Sin embargo, son escasos los
reportes acerca del efecto del cocinado en bolsas de microondas sobre componentes bioactivos
en matrices vegetales.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la coccién en bolsas para microondas
versus coccion convencional en horno microondas en el contenido de glucosinolatos y acidos
hidroxicinamicos de floretes de brdcoli.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal v disefio experimental

Pellas de brocoli (Brassica oleracea L. [Italica Group] Parthenon) se compraron en un
supermercado local, se trasladaron al laboratorio y se procesaron inmediatamente. Los brécolis
se cortaron en floretes y se lavaron con agua corriente. Aproximadamente 200 g de floretes de
brécoli se colocaron en bolsas aptas para microondas y se cocinaron en un horno de microondas
domeéstico (MW 213 INOX, TEKA) durante 5 min a una potencia de 800 W (muestras MWB).
Producto cocinado en las mismas condiciones, pero sin bolsa se us6 como control. Las muestras
fueron tomadas antes y después de la coccién. Se congelaron en N liquido y se liofilizaron para su
posterior analisis.

2.2 Contenido de glucosinolatos (GSL) v 4cidos hidroxicindmicos (HCAs)

La extraccién de las muestras se llevé a cabo segin Baenas et al. (6). Muestras liofilizadas
se extrajeron en metanol (70 % v/v) y se calentaron a 70 °C durante 30 min agitando cada 5 min.
Después del calentamiento, las muestras se centrifugaron (15.000 x g, 15 min, 4 °C), se colecto el
sobrenadante y se removi6 completamente el metanol en evaporador rotatorio. El material
obtenido se resuspendi6 en agua ultrapuray se filtr6 a través de filtros de 0,22 pm.
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El andlisis cualitativo y cuantitativo de GSL y HCAs se realiz6 de acuerdo con Baenas et al.
(6). La identificacion de GSL y HCAs se realiz6 mediante espectometria de masas analizando
patrones de fragmentacion caracteristicos [M-H, MS2, and MS3] en un HPLC-DAD-ESI-MSn
(Agilent Technologies HPLC 1200, Waldbronn, Germany acoplado a UltraHCT Bruker Ion Trap,
Bremen, Germany). Para la cuantificacién de GSL y HCAs se registraron cromatogramas a 227 y
330 nm respectivamente. GSL y HCAs se identificaron siguiendo los espectros UV, orden de
elucion y patrones de fragmentacion. Los GSL se cuantificaron utilizando sinigrina y
glucobrassicina (Phytoplan, Alemania) como patrones externos de glucosinolatos alifaticos e
inddlicos, respectivamente. Los HCAs se cuantificaron utilizando acido clorogénico y sinapinico
como patrones externos (Sigma-Aldrich, Barcelona, Espafia). Los resultados se expresaron como
mmol por kilogramo de peso seco (mmol kg-1 p.s.).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Contenido de GSL totales

Se encontraron diferencias significativas en el contenido de GSL totales entre métodos de
coccidn. Floretes de brécoli cocinados en bolsa de microondas presentaron mismo contenido de
GSL totales respecto al producto fresco (32,3+2,6 mmol kg1). Floretes cocinados en microondas
(MW) convencionalmente mostraron una reduccién significativa del contenido de GLS totales
respecto al producto fresco (de 32,0+2,2 to 26,4+1,3 mmol kg-1). Por lo tanto, el uso de bolsa de
microondas permiti6 mantener el contenido de GSL totales en el cocinado. Varios estudios
muestran que la coccion en MW es adecuada para la retencién de varios compuestos de interés
nutricional (4,7-10). Sin embargo, también se ha informado que la lisis celular y la alta tasa de
evaporacion en la coccién con MW podrian provocar pérdidas de varios compuestos, incluidos
GSL (9). En funcién de los resultados obtenidos, se sugiere que la mejor conservacion de GSL en
la coccidn en bolsa podria deberse a la reduccion de las pérdidas por evaporacion.

3.2 Contenido de HACs

Floretes de brécoli cocinados con MW presentaron una reduccién del contenido HACs de un
40 % respecto al producto fresco (de 2,52+0,08 a 1,52+0,31 mmol kg 1), independientemente del
tratamiento. Los HACs son compuestos fendlicos que se caracterizan por su baja estabilidad a altas
temperaturas. Por esta razdn, las pérdidas de HACs se atribuyen a la degradacion térmica. Vallejo
et al. (11) cocinaron floretes de bréocoli en MW (1.000 W, 5 min) obteniendo una disminucién del
contenido de HACs del 74 %. Estos autores emplearon agua para la coccién y las pérdidas se
atribuyeron a fenémenos de lixiviacion. Pellegrini et al. (8) cocinaron floretes de brocoli en MW
(300 W, 30 min) sin usar agua, y también detectaron grandes pérdidas en el contenido HCAs
respecto al brécoli fresco (72 %). Las pérdidas en este caso fueron atribuidas a la degradacion
térmica debido al extenso tiempo de coccidn (7).

4. CONCLUSIONES

La utilizacién de bolsas para microondas es un método novedoso para cocinar hortalizas,
como el brocoli, que mostro retener el contenido de GSL, sus principales compuestos bioactivos.
Ademas, es una opcion de elaboracion rapida, facil y limpia, ajustandose al estilo de vida actual.
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Abstract

The short-chain fructooligosaccharides (scFOS) are oligosaccharides that have a great
interest as prebiotics. Fructosyltransferase enzymes (FTases) carry out the production of
scFOS by enzymatic hydrolysis of sucrose. These products are used as functional food
ingredients and also because of their technological properties. As a part of other foods, they
can be included in matrices of different pH and be subjected to different heat treatments
during processing or preservation. Therefore, it becomes necessary to study the stability
of the scFOS produced under different conditions of temperature and pH.

Keywords: fructooligosaccharides; estability; temperature; pH.

Resumen

Los fructooligosacaridos decadena corta (scFOS) son oligosacaridos que tienen gran
interés como prebidticos. La produccion de scFOS mediante hidrélisis enzimatica de la
sacarosa es catalizada, entre otras, por la enzima fructosiltransferasa (FTasas). Estos
productos seusancomo ingredientes de alimentos funcionalesasi como por sus
propiedades tecnoldgicas. Al ser incluidos como parte de otros alimentos los scFOS pueden
ser sometidos a diferentes pH y tratamientos térmicos durante el procesado o
conservacion. En este escenario, es interesante conocer la estabilidad de los scFOS
producidos bajo diferentes condiciones de temperatura y pH.

Palabras clave: fructooligosacaridos; estabilidad; temperatura; pH.

1. INTRODUCCION

En la actualidad, el consumidor demanda alimentos y bebidas funcionales que contengan
prebidticos y probidticos capaces de proporcionar efectos beneficiosos para su salud. Los FOS se
utilizan, generalmente, como componentes de los alimentos funcionales por su caracter prebiotico
(1) y representan aproximadamente el 10 % de los edulcorantes naturales comercializados con
unos beneficios esperados de 3,52 mil millones USD para 2024 (2).

Los scFOS son oligosacaridos formados por cadenas lineales de D-fructosa unidas por
enlaces  (2—1), con una molécula de D-glucosa terminal unida por un enlace a(2—1)(3). Estos
compuestos pueden ser producidos por transfructosilacion de sacarosa mediante las enzimas 3-
D-fructofuranosidasas (FFasas, EC 3.2.1.26) o transfructosilasas (FTasas, EC 2.4.1.9) (4), dando
lugar a FOS de cadena corta (scFOS): 1-kestosa (GF2), 1-nistosa (GF3) y 1-fructofuranosil-nistosa
(GF4) (5,6,7). Dentro de las muchas aplicaciones industriales de los scFOS, puede destacarse su
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uso como ingredientes de mayonesas ligeras, quesos y embutidos bajos en grasas, productos de
panaderia y productos carnicos empanados, contribuyendo a la reduccion del contenido caldrico
y a la retencion de agua de los mismos. Debido a que el contenido de scFOS en estos alimentos
puede variar entre el 2 % y 50 % (2), es importante llevar a cabo un estudio de la estabilidad de
los scFOS bajo determinadas condiciones de procesado, tanto en modelos como en alimentos
reales. Temperatura, tiempo y pH, parametros habituales en la elaboracién y conservacion de
alimentos, han sido estudiados por Courtin et al. (8). Los resultados mostraron que los scFOS eran
mas sensibles a la descomposicién alcalina que los fructooligosacaridos de cadena larga (8). El
objetivo del presente trabajo ha sido evaluar la estabilidad de scFOS obtenidos mediante
fermentacion con FTasa comercial frente a distintas condiciones de pH y diferentes tratamientos
térmicos durante el periodo de almacenamiento. Los resultados permitiran validar la idoneidad
de los scFOS obtenidos para su uso en la industria

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ensayo de produccion de scFOS a partir de la enzima FTasa comercial

Los scFOS utilizados fueron obtenidos mediante fermentacién enzimatica utilizando como
sustrato una solucién de sacarosa de 60 °Brix y como catalizador con actividad FTasa la enzima
comercial (A) a una dosis de 1 mL/100 g de solucién azucarada. El proceso biosintético tuvo lugar
a 50 °C durante 48 h.

2.2 Ensayo de estabilidad frente a altas temperaturas y distinto pH

Las temperaturas ensayadas fueron 100 y 121 °C. Se preparé tampon citrato-fosfato de tres
pHs diferentes: 3, 5 y 7 utilizado para solubilizar scFOS hasta alcanzar una concentracién del 15
% (w/v). Las soluciones fueron tratadas en estufa (modelo INB 500, Memmert, Alemania) durante
60 min. En este tiempo se fueron tomando muestras a los tiempos 0, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 min
para su andlisis por UPLC con el fin de determinar la concentraciéon de GF»,, GF3 y GFs. Todas las
condiciones fueron ensayadas por triplicado.

2.3 Ensayo de estabilidad frente a temperatura de almacenamiento y distinto pH

La temperatura ensayada fue 37 °C. Se preparé tampon citrato-fosfato de tres pHs
diferentes: 3, 5 y 7, que fueron utilizados para obtener distintas soluciones de scFOS a una
concentracion de 15 %. Las muestras estuvieron expuestas a 37 °C durante 38 d. Durante este
tiempo se fueron tomando muestras en los tiempos 0, 1, 3, 7, 14 y 38 d para su anadlisis por UPLC
con el fin de determinar la concentracion de, GF,, GF3 y GFs Todas las condiciones fueron
ensayadas por triplicado.

2.4 Determinacién de scFOS mediante cromatografia liquida

Para la determinacion de scFOS se ha utilizado un UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography) con detector de indice de refraccidon, con las siguientes caracteristicas:
Cromatografo Shimadzu UPLC LC-30AD system; con columna Asahipak NH2P-50 4E Shodex
(Waters); con fase movil de acetonitrilo-agua (68:32), flujo 1 mL/min, 30 °C en la columna,
volumen de inyeccion de 10 pL, 20 min de analisis y una temperatura del indice de refraccion de
45 °C.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Estabilidad de los scFOS a altas temperaturas

3.1.1 Estabilidad de los scFOS a 100 °C
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Los resultados mostraron que a partir de 30 min de exposiciéna pH 3 se iniciala hidrélisis
de scFOS (Fig. 1A). En las muestras sometidas a pH 5 y pH 7 se observé que el perfil de scFOS se
mantuvo casi constante durante los 60 min de tratamiento térmico (Fig. 1B y 1C). Estos datos
concuerdan con los obtenidos por Courtin et al. (1), que observaron que el tratamiento de 100 °C
a una solucién de scFOS con pH 2 y 3 da lugar a hidroélisis de los oligasacaridos.

3.1.2 Estabilidad de los scFOS a 121 °C

Cuando el pH de la solucién fue 3, los resultados mostraron hidrélisis de los oligosacaridos
desde el minuto 5 de tratamiento, siendo GF,, GF3 y GF4 hidrolizados por igual. Cuando el pH de la
solucion fue 5 y 7, el tratamiento térmico de 121 °C durante 1 h no dio lugar a cambios en la
concentracion de scFOS (Fig. 2B y 2C). Estos resultados estdn en consonancia con el trabajo de
Courtin et al. (1), donde observaron que en una solucién a 120 °C ocurre lo mismo que a 100 °C
pero mas rapido.

3.2 Estabilidad de los scFOS a temperatura de almacenamiento 37 °C

Cuando la solucién de pH3 fue conservada a 37 °C se produjo una hidrdlisis de los scFOS
desde el inicio del ensayo (Fig. 3A). Por su parte, la solucién de scFOS a pH 5 mostré una
disminucién paulatina de los scFOS a partir del dia 7 hasta el final de la conservacién (Fig. 3B).
Finalmente, a pH 7 y 37 °C se observé una disminucion de la concentracién de scFOS a partir del
dia 3-4 de conservacidon (Fig. 3C). Estos resultados concuerdan con los de Vega y Ziuniga-Hansen
(9), donde se vi6 la inestabilidad de los GF3 a tratamientos térmicos entre 75 y 90 °C cuando estan
en medios con pH de 3,5.

4. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que las soluciones de scFOS al 15
% sometidas a pH 5 y 7 son estables tras un tratamiento térmico de 1 h a 100 y 121 °C. Sin
embargo, en presencia de un pH mas acido (pH 3) tiene lugar la degradacién de scFOS tras 20 min
de tratamiento. En el caso de conservar a 37 °C, a pH 3 también sucede la hidroélisis de los scFOS
pero tras mas de 10 dias de exposicidn a esta temperatura. Los scFOS han mostrado ser mas
resistentes a pH alcalino que acido.
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Abstract

The trend of functional foods consumption has remarked a huge interest for berry-type
fruits due to its characteristics as high health-promoting and anti-inflammatory, anti-
diabetic, and hypoglycaemic properties. Chile produces several berries and one of them is
calafate (Berberis microphylla G. Forst). which has a high content of anthocyanins. Several
studies have shown the potential of anthocyanins in preventive and curative treatments;
however, their use is limited due to low stability under environmental conditions and / or
interaction with other compounds. In that sense, the use of techniques such as
encapsulation is an option. This work focuses on developing a formulation to get calafate
microcapsules by using spray drying technique where 60 % recovery of bioactive
compounds was obtained. The evaluation of anthocyanins degradation after storage at
room temperature allow to keep the calafate anthocyanins (delphinidin-3-glucoside and
petunidine-3-glucoside) stable at 45 % after 4 weeks at room temperature.

Keywords: microencapsulation; bioactive compounds; Chilean berry; degradation analysis.

Resumen

La tendencia del consumo de alimentos funcionales ha puesto de manifiesto el interés por
las frutas de tipo baya debido a sus caracteristicas de alta promocion de la salud
propiedades antinflamatorias, antidiabéticas e hipoglucémicas. Chile produce varias bayas
y una de ellas es el calafate (Berberis microphylla G. Forst) que posee un alto contenido de
antocianinas. Varios estudios han demostrado el potencial de las antocianinas, sin
embargo, su uso es limitado debido a la baja estabilidad en condiciones ambientales y/o la
interaccion con otros compuestos. En ese sentido, el uso de técnicas como la encapsulacion
es una opcion. Este trabajo se centro6 en el desarrollo de una formulacion para obtener
microcapsulas de calafate mediante la técnica de secado por aspersion donde se obtuvo un
60 % de recuperacion de compuestos bioactivos y tras la evaluacion de la degradacion de
las antocianinas después del almacenamiento a temperatura ambiente se logré6 mantener
estables en un 45 % las antocianinas mayoritarias (delphinidina-3-glucésido y petunidina-
3-glucdsido) de calafate durante 4 semanas.

Palabras clave: microencapsulacion; compuestos bioactivos; baya chilena; analisis de
degradacion.
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1. INTRODUCCION

El calafate, Berberis microphylla G. Forst, es una baya rica en antocianinas, cuya distribucion
geografica esta determinada entre la Patagonia argentina y chilena. Es un arbusto que produce
bayas con caracteristicas y composicion bioquimica similar a otras especies similares (1) pero con
escasa o nula industrializacién (2). Aunque los frutos y raices de calafate han sido utilizadas por
pueblos originarios para la alimentacion y preparaciéon de medicinas ancestrales, existe poca
informacién, y a la vez pocos productos disponibles en el mercado en base a este fruto rico en
antioxidantes.

Los frutos de calafate producen 18 antocianinas glucosiladas de delfinidina, petunidina,
malvidina, peonidina y cianidina (3,4); sin embargo, estos compuestos son susceptibles de
degradaciéon cuando se exponen al calor, oxigeno y cambios de pH (5). La tecnologia de
encapsulacion es una estrategia util para proteger las antocianinas y evitar su degradacion. El
secado por aspersion (SD) es una de las técnicas mas comunes utilizadas para encapsular
antocianinas (6) en la industria alimentaria.

La encapsulacién de antocianinas permite proteger estos compuestos del ambiente,
extender su vida util y ofrece la posibilidad de desarrollar nuevos alimentos funcionales con
antocianinas mas estables y efectivos dentro de la matriz (7), no obstante, dicha estabilidad debe
ser evaluada bajo diferentes condiciones de almacenamiento. Este trabajo tuvo como objetivo
estudiar y desarrollar microencapsulados a partir de extractos de frutos de calafate utilizando la
técnica de secado por aspersion y evaluar su estabilidad en condiciones de almacenamiento a
temperatura ambiente con el fin de proteger estos compuestos con potencial para fines de
nutricion y salud.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materia prima y extraccién

Los frutos de calafate (Berberis microphylla G. Forst) fueron colectados en laregién de Aysén
(sur de Chile) y se mantuvieron a -80 °C antes de los ensayos. La extraccion polifendlica inicial se
llevé a cabo utilizando agua: metanol: acido féormico (24:25:1), sonicaciéon durante 1 hy 24 h de
maceracion a temperatura ambiente, una sonicacion posterior de 1 h y filtracién antes del analisis
por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

2.2 Secado por aspersién

Para la encapsulacion de los extractos de calafate se utilizaron 3 dosis de maltodextrina
(MD) (10,20 y 30 %) Previo a la encapsulacion los extractos de calafate (100 g) se mezclaron con
etanol en proporcién 1:6 y se agitaron durante 24 h, y se extrajo usando una bomba de vacio. La
MD (segun las dosis indicadas anteriormente), se prepar6 en agua destilada y se mantuvo en
agitacidn constante durante 12 h, después, se afiadi6 el extracto de calafate en proporcion 1:1. El
resultante se homogeneizé mientras ingresaba al mini secador B-290 (Buchi, Flawil, Suiza). El
equipo se operd con temperatura del aire de entrada 120+2 °C (determinada en pruebas
anteriores) con velocidad de alimentacion y flujo de aire constantes (1 mL/min y 600 L/h
respectivamente). Una vez definida la mejor dosis para proteger los compuestos de calafate, se
realiz6 un ensayo para determinar la degradacion de las antocianinas a temperatura ambiente
durante 4 semanas.

2.3 Identificacién y cuantificaciéon de antocianinas

La determinacion de las antocianinas de encapsulados de calafate (incluido el extracto
control) se realizé por HPLC-DAD (HPLC Merck-Hitachi, Darmstadt, Alemania). La evaluaci6on de
la degradacion se realizé mediante la comparacién entre las antocianinas presentes en los
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encapsulados a 1, 2, 7, 14, 21 y 28 d y lo reportado para el control previo a la encapsulacién. Se
us6 malvidina 3-galactésido como estandar a 520 nm. Se realizaron 3 réplicas de cada muestra
para posteriormente comparar los tratamientos mediante un analisis de varianza (ANOVA) con
un nivel significativo de p<0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad de antocianinas mostré diferencias significativas (Tabla 1) entre los
tratamientos de variacidn del porcentaje de Maltodextrina-MD utilizada que ademas se refleja en
el rendimiento y la recuperacién de polvos encapsulados en estos ensayos.

El porcentaje de recuperacion después del tratamiento de secado por aspersion fue del
60+£3 %, lo que demuestra que el tratamiento fue eficiente. No obstante, se podria ain mejorar tal
como se reporta en trabajos similares realizados con otra baya chilena (8). A pesar de que se
conoce que el calafate posee 18 derivados de antocianidinas, después del proceso de
encapsulacion solo se evaluaron ocho de estas antocianinas. Se puede deducir que las
antocianinas minoritarias se perdieron durante el tratamiento de extraccién y/o secado por
aspersion concordando con otros autores que atribuyen la disminucién de polifenoles y
antocianinas a la degradacién / conversion debido a las altas temperaturas de entrada generadas
en el proceso de secado por pulverizacién (9).

Considerando que la encapsulacién mediante secado por pulverizacién es una tecnologia de
inmovilizacién, podemos afirmar que algunos compuestos probablemente quedan expuestos en
la superficie de las microparticulas producto del proceso de secado, lo que provocaria la
degradacién de las mismas al contacto con el ambiente (6). No obstante, los porcentajes de
delphinidina-3-glucésido y petunidina-3-glucésido (antocianinas mayoritarias en los
encapsulados de calafate) se mantuvieron sobre el 45 % al final de la evaluacién (4 semanas), lo
que no sucedi6 con las malvidina que se mantuvieron casi constantes desde el dia cero hasta el
final del ensayo (Fig. 1).

4. CONCLUSIONES

El encapsulado mediante secado por aspersion es efectivo para conferir estabilidad a las
antocianinas obtenidos a partir de extractos de calafate. No obstante, se necesitan ensayos
adicionales para mejorar y optimizar estos resultados.
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Figura 1. Degradacién de antocianinas a partir de encapsulados de calafate mediante secado por
aspersion a lo lardo de 4 semanas a temperatura ambiente y expresados en mg/g. CTRL: control;
D: dia; SEM: semana.

Tabla 1. Antocianinas, rendimiento y recuperacién de encapsulados de calafate mediante
secado por aspersion con diferentes dosis de maltodextrina.

%MD AT Rendimiento Recuperacion
15-120 176,5+4 ab 389b 59,3b
20-120 184+12a 36,1b 60,1b
30-120 172,8+2 ab 31,8a 58,0 a

Control (extract) 301,243 b - -

% MD (porcentaje de maltodextrina); AT (antocianinas totales) expresado en mg cianidina / 100 g de
muestra. Diferentes letras entre columnas indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Circadian rhythms of plant water indicators in citrus

Ritmos circadianos de indicadores hidricos de planta en
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Abstract

The main objective of the work was to evaluate the diurnal courses of plant water status
indicators for precision irrigation of: (I) young lime trees (Citrus latifolia Tan., cv. Bearss)
grown under two growing conditions: open air and shade net, and (II) adult grapefruit
trees (Citrus paradisi Macf., cv. Star Ruby) irrigated with two different quality water: Tagus-
Segura transfer water (ECx1 dS/m) and regenerated saline water (ECx3.5 dS/m). Plant
water status indicators showed circadian rhythms in all the studied conditions. Lime plants
cultivated under shading net presented higher stomatal conductance and net
photosynthesis than plants cultivated in the open air. Slight differences were found in stem
water potential and canopy temperature between both cropping conditions. Grapefruit
plants irrigated with regenerated saline water showed lower values of gas exchange and
stem water potential, and a higher canopy temperature. In conclusion, the shading
conditions significantly affected the stem water potential and gas exchange, favouring the
absorption of CO.. Plants irrigated with saline regenerated water showed a worse water
status as aresult of the high concentration of salts in the soil, which made water absorption
by the plant difficult.

Keywords: canopy temperature; leaf water relations; lime trees; grapefruit trees.

Resumen

El objetivo del trabajo fue evaluar los ritmos diarios de indicadores del estado hidrico de
la planta, para la programacion del riego de: (I) limeros (Citrus latifolia Tan., cv. Bearss)
jovenes cultivados al aire libre y bajo malla de sombreo, y (II) pomelos (Citrus paradisi
Macf,, cv. Star Ruby) adultos regados con agua de diferente calidad: agua del trasvase (CEx1
dS/m) y agua salina regenerada (CEx3,5 dS/m). Los indicadores mostraron un ritmo
circadiano similar en todas las condiciones ensayadas. Los limeros cultivados bajo malla
de sombreo presentaron una mayor conductancia estomatica y fotosintesis neta que los
cultivados al aire libre. El potencial hidrico de tallo y la temperatura de copa fueron
similares en ambas condiciones. Los pomelos regados con agua salina regenerada
mostraron valores mas bajos de intercambio gaseoso y potencial hidrico de tallo, y una
temperatura de copa mayor. En conclusion, las condiciones de sombreo afectaron de forma
significativa al intercambio gaseoso, favoreciendo la absorcion de CO.. Las plantas regadas
con agua regenerada salina mostraron un peor estado hidrico, resultado de que la alta
concentracion de sales presente en el suelo dificult6 la absorcion de agua por la planta.

Palabras clave: temperatura de la copa; relaciones hidricas en hoja; limeros; pomelos.
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1. INTRODUCCION

Espafia es el productor de citricos mas importante de la unién europea (6.882,0 Mt) y el
primer exportador en el mundo (4,1 Mt) (1). En la Regién de Murcia las especies citricolas
cultivadas tradicionalmente son: limén (555.760 t), naranja (137.345 t) y mandarina (123.800 t).
La produccién en la regién de otras especies citricas como la lima y el pomelo, aunque es
minoritaria (530y 28.762 t, respectivamente) (2), permite diversificar y ampliar la oferta citricola
nacional e internacional.

En los préoximos afios, como consecuencia del cambio climatico, se prevé un aumento de la
limitaciéon de recursos hidricos. El uso de indicadores fisiolégicos del estado hidrico en la
programacidn del riego junto a la aplicacion de estrategias de riego deficitario controlado (RDC)
permite aumentar la eficiencia de uso del agua. Estos indicadores permiten conocer el estado
hidrico de la planta a través de las variaciones de ciertos parametros fisiol6gicos como: potencial
hidrico (¥), intercambio gaseoso (conductancia estomatica, gs y fotosintesis neta, F,) o las
fluctuaciones del didametro del tronco (FDT) entre otros, pudiendo en base a ello ajustar la dosis
del riego. El uso de la temperatura de la cubierta vegetal (T.) como indicador de estado hidrico
esta en auge en los dltimos afios resultado del desarrollo de la termografia de infrarrojos. Previo
al uso de estos indicadores en la programacion del riego se hace necesario evaluar su capacidad
para detectar en situaciones de estrés hidrico. Por ello, el objetivo del trabajo es evaluar las
variaciones diarias de diferentes indicadores de estado hidrico en: (I) limeros jévenes cultivados
al aire libre y bajo malla de sombreo, y (II) pomelos adultos regados con agua de diferente calidad:
del trasvase y salina regenerada.

2. MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realiz6 en una parcela de 1,2 ha de limeros jéovenes (Citrus latifolia Tan., cv.
Bearss) en la finca experimental del CEBAS, en Santomera (Murcia), y en una parcela de 1 ha de
pomelos adultos (Citrus paradisi Macf.,, cv. Star Ruby), en la finca comercial “Lo Montero” en
Molina de Segura (Murcia). Las limas estaban plantadas en mesetas a un marcode 6 mx 5 my los
pomelos sin meseta a un marco de 6 m x 4 m. Ambos cultivos estaban injertados sobre Citrus
macrophylla L. y el sistema de riego localizado consistié en un doble lateral de riego en limeros y
un simple lateral de riego en pomelos con 4 goteros de 4 L h-1 por arbol. En limeros el riego fue
automatizado (3) hasta completar sus necesidades hidricas, y se evaluaron 2 condiciones de
cultivo: aire libre y bajo malla (coeficiente de sombreo del 24 %) en parcelas de 60 arboles cada
una. En pomelos se establecieron 2 tratamientos de riego, ambos regados al 100 % ET.
(ET=ET¢*K,, ETo de la ecuaciéon de Penman-Monteith (4) y K¢ (5)), con dos fuentes de agua: agua
del trasvase Tajo-Segura (AT) conductividad eléctrica (CEx1 dS m'1) y agua regenerada salina
(AR) procedente de la estacién depuradora de aguas residuales (EDAR) de Molina de Segura
(CE=3,5dS m1).

En dos dias tipicos de verano de 2018 se realizaron medidas discretas (cada 1-2 h) del
potencial hidrico de tallo (Wwio) y del intercambio gaseoso foliar (fotosintesis neta (Fn) y
conductancia estomatica (gs)). El Wewio se midié con una camara de presion en hojas maduras
localizadas en la cara sombreada del arbol, las cuales fueron tapadas al menos dos horas antes de
la medida (6). El intercambio gaseoso se determind con un medidor portatil de fotosintesis en
hojas maduras situadas en la cara soleada del arbol. También se midi6 de forma continua la
temperatura de la copa (T.) con termo-radiémetros de infrarrojos instalados a una distancia de
~0,5 m sobre la copa. Las medidas se realizaron en 4 arboles por condiciéon de cultivo o
tratamiento de riego. A partir de la medida de T. se calculé la diferencia entre la temperatura de
la copayladelaire (Tc-Ta). Las condiciones meteoroldgicas fueron registradas por unas estaciones
climaticas situadas en las propias fincas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el cultivo del limero se observé que W, fue similar en ambas condiciones de cultivo
durante la mafiana, mientras que por la tarde fue ligeramente diferente, mostrando las plantas
cultivadas bajo malla de sombreo valores mas negativos de Wi, que las plantas cultivadas al aire
libre (Fig. 1B). Esto se debe a que Wwi, es muy dependiente de la demanda evaporativa
atmosférica y en ese momento del dia el déficit de presiéon de vapor (DPV) fue mayor en
condiciones de sombreo (Fig. 1A). Garcia-Orellana et al. (7) también observaron una alta
correlacion entre Wi,y DPV. En cambio, el intercambio gaseoso fue significativamente diferente,
mostrando las plantas cultivadas bajo malla de sombreo un 54 % mas de gs acumulada diaria (Fig.
1C). Los valores medios diarios de F, también fueron mayores (37 %) en las plantas cultivadas
bajo malla de sombreo (Fig. 1E). Este aumento en el intercambio gaseoso podria ser debido a que
las plantas estaban expuestas a una menor radiacién PAR (Fig. 1A) y estas condiciones no
saturantes de PAR (<1.000 pmol m2 s durante todo el dia) permitieron que los estomas
permanecieran abiertos por méas tiempo (Fig. 1C), favoreciendo la absorciéon de CO.. La
temperatura de la copa fue similar en ambas condiciones de cultivo a lo largo del dia, excepto a
mediodia solar cuando T. fue 2,7 °C mayor en las plantas cultivadas bajo malla de sombreo (Fig.
1D). Blakey et al. (8) observaron un incremento del 10 % en la maxima T. en aguacate en
condiciones de sombreo. Sin embargo, la diferencia de temperatura entre la copa y el aire (Tc-Ta)
fue menor en las plantas cultivadas en condiciones de sombreo (Fig. 1F). Estos valores mas bajos
de T-Taestan relacionados con un mayor grado de refrigeracién de la hoja, debido al incremento
de gs en las plantas cultivadas bajo malla de sombreo (Fig. 1C).

En el cultivo del pomelo, Wi, fluctué entre -0,5 y -1,5 MPa, con valores mas negativos en
las plantas regadas con agua salina regenerada (Fig. 2B), consecuencia de la elevada
concentraciéon de sales en el suelo, que dificulté la absorcion de agua por la planta (9),
repercutiendo negativamente en su estado hidrico. El ciclo diario de gs y F, fue similar en ambos
tratamientos, con valores maximos al inicio y final del dia y minimos a mediodia solar, oscilando
gsentre 20 y 75 mmol m2 sty Fn entre 2 y 8 umol m-2 s-1. En las plantas regadas con AR, gs también
fue menor (Fig. 2C), lo que podria disminuir la absorciéon de CO; y consecuentemente la
fotosintesis, que se redujo a mediodia solar a niveles muy bajos (2,62 pmol m2 s-1) (Fig. 2E). Una
reduccion, aunque no significativa, del intercambio gaseoso (gs y Fn) se ha encontrado en
mandarinos regados con AR (10). La reduccién del intercambio gaseoso en las plantas regadas
con AR favorecio el aumento de T, especialmente a mediodia solar cuando fue 2,2 °C mayor en las
plantas regadas con AR (Fig. 2D), mostrando una mayor diferencia de temperatura entre la copa
y el aire (Tc-Ta) alo largo de todo el dia, con una diferencia maxima diaria de 0,95 °C.

4. CONCLUSIONES

Los indicadores de estado hidrico resultaron afectados por las condiciones de cultivo y por
la calidad del agua de riego. Las condiciones de sombreo afectaron de forma significativa al
intercambio gaseoso y la temperatura de la copa, favoreciendo la absorcion de CO; en limeros. Los
pomelos regados con agua regenerada salina mostraron un peor estado hidrico (potencial hidrico,
intercambio gaseoso y temperatura de copa) resultado de que la alta concentracién de sales
presente en el suelo dificulto la absorcion de agua por la planta. El registro continuo y automatico
de la temperatura de la copa, convierte este indicador en una prometedora herramienta para la
programacion del riego de precision en citricos.
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potencial hidrico de tallo (Wtno) (B), potencial hidrico de tallo (Wtio) (B),
conductancia estomatica (gs) (C), temperatura conductancia estomatica (gs) (C), temperatura
de la copa (Tc) (D) fotosintesis neta (Fu) (E) y de la copa (T.) (D) fotosintesis neta (Fn) (E) y
diferencia de temperatura entre la copa y el diferencia de temperatura entre la copa y el aire
aire (T¢-Ta) (F) en limeros jovenes cultivados al (Te-Ta) (F) en pomelos adultos regados con agua
aire libre (a) y bajo malla de sombreo (s). del trasvase (AT) y regenerada salina (AR).
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Abstract

The use of nitrification inhibitors (NI) increases the sustainability of nitrogen fertilization
since they can reduce leaching of nitrogen as nitrate. There is no consensus on the effect of
NI incorporation on crop yield given the sensitivity of some crops to ammonium, such as
lettuce. A lettuce crop was grown during autumn-winter in Cartagena (Murcia) to
determine the effect of the incorporation of DMPP and DCD in lettuce fertirrigation on the
growth and yield. No differences were detected regarding control or between the NI used
on growth during the crop cycle, yield or suitability for agro-industry.

Keywords: DMPP; DCD; ammonium sulfate; fertirrigation.

Resumen

El uso de inhibidores de la nitrificacion (IN) permite incrementar la sostenibilidad de la
fertilizacion nitrogenada puesto que pueden reducir la lixiviacion de nitrégeno en forma
de nitrato. No existe consenso sobre el efecto de la incorporacion de IN sobre el
rendimiento de los cultivos dada la sensibilidad de algunos al amonio, tal es el caso de
lechuga. Se realizé un cultivo de lechuga durante otofio-invierno en Cartagena (Murcia)
para determinar el efecto de la incorporacion de DMPP y DCD en la fertirrigacion de
lechuga sobre el crecimiento y rendimiento del cultivo. No se detectaron diferencias
respecto al control ni entre los IN utilizados sobre el crecimiento durante el ciclo de cultivo,
la produccion ni la aptitud para la agroindustria.

Palabras clave: DMPP; DCD; sulfato de amonio; fertirriego.

1. INTRODUCTION

Los inhibidores de la nitrificaciéon (IN) retardan la oxidacién de amonio en la solucién del
suelo y por lo tanto se puede reducir la lixiviacion de N cémo nitrato (1). Actualmente, los IN
disponibles para fertilizacién mineral son la diciandiamida + 1H-1,2,4-triazol (DCD-TZ) y 3,4-
dimetilpirazol fosfato (DMPP) y para fertilizantes organicos liquidos el 1H-1,2,4-triazol y 3-
metilpirazol (TZ-MP) (2-4). Si bien el uso de IN permite incrementar la sostenibilidad de la
fertilizacion nitrogenada, se ha reportado una reduccion de la biomasa en lechugas abonadas con
N amoniacal, dada la sensibilidad de algunos cultivos al amonio (5) y existen resultados variados
sobre el efecto de los IN sobre el rendimiento. Tal es el caso, que en condiciones edafoclimaticas
europeas la adicién de DMPP permitié incrementar el rendimiento de granos, tubérculos y
hortalizas (6,7), pero en la produccion de patata bajo riego sobre suelos arenosos e hipertermales
no se recomienda utilizar IN (8).
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El objetivo de este estudio es determinar el efecto de la incorporacién de IN en la
fertirrigacion de lechuga sobre el crecimiento y rendimiento del cultivo en las condiciones
edafoclimaticas del Campo de Cartagena.

2. MATERIALES Y METODOS

Se estableci6 un cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.) tipo ‘Iceberg’ sobre un suelo franco
limoso el 25 de noviembre de 2019 en Cartagena (Regidon de Murcia) a una densidad de plantacion
de 7,4 plantas por m2. El cultivo fue regado por un sistema de goteo con una lateral por caballén y
emisores distanciados a 0,2 m con un caudal de 0,8 L h-l. Se establecieron 3 tratamientos de
fertirrigacion mediante la incorporaciéon de IN (bajo dos formatos, DMPP y DCD) con 3
repeticiones distribuidas al azar en una parcela de 800 m2. En cada tratamiento se aplicaron 76,26
kg N ha! que correspondieron al 100 % del requerimiento de N para un rendimiento esperado de
35,5 t ha't (BORM N°104) (9). Los tratamientos aplicados correspondieron a i) CTL: Sulfato de
amonio; ii) Sulfato de amonio + DMPP y iii) Sulfato de amonio + DCD.

Se realiz6 un seguimiento a la evolucién de la biomasa seca correspondientes a hojas
externas e internas procedentes de 5 plantas por repeticion secadas en estufa a 60 °C hasta
obtener peso constante y al indice de area foliar (IAF), mediante un medidor de area foliar LI-
3100C (LI-COR Biosciences, EE. UU.). Para el rendimiento se determind la biomasa aérea total,
hojas de descarte y peso comercial obtenidas a recoleccidn. El rendimiento final (T ha1) se calcul6
con un indice de cosecha de 0,8. Ademas, se caracterizé la biomasa comercial determinando el
area de seccidn transversal del tallo, didmetro y alto a 10 plantas por repeticion. Se determing el
indice de calidad “D” que sefiala la aptitud comercial de lechugas para procesado como producto
de cuarta gama segun la formula: D = Peso fresco [g] / (Didmetro [cm] - 10).

Los datos se analizaron mediante un ANDEVA (p > 0,05) con el software estadistico InfoStat
(Universidad Nacional de Cérdova, Argentina).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El ciclo de cultivo tuvo una duraciéon de 98 d desde trasplante a recolecciéon y la
evapotranspiracion de referencia media y acumulada correspondié a 1,37 mm d-1y 1335,6 m3 ha-
1, respectivamente. El volumen total de riego aplicado fue de 837,8 m3 hal y no existid efecto de
los tratamientos sobre la fecha de recoleccion.

La evolucién de la materia seca e IAF fue similar para todos los tratamientos y no se
detectaron diferencias significativas para ningtin momento evaluado durante el ciclo de cultivo.
La materia seca final de hojas obtenida correspondi6 a de 57,18+4,1 g por planta y el IAF fue de
7,95+0,58. La mayor tasa de crecimiento del cultivo se observo a partir de 49 d después del
trasplante (DDT), previo a este periodo sélo se habia alcanzado el 7,4y 7,2 % de la materia seca
total e IAF final. La tasa de acumulaciéon de materia seca para el periodo previo a 49 DDT
correspondi6 a 0,12 g d1, a diferencia de 49-80 y 80-98 DDT dénde se acumularon 0,76 y 1,61 g
d-1, respectivamente (Fig. 1). Es importante considerar esta dindmica de crecimiento observada
puesto que permite planificar de mejor manera la distribucién del aporte de N durante el cultivo
para evitar una acumulacidn en el perfil del suelo y ser susceptible a lixiviacién ocasionada por
precipitaciones, sobre todo en un cultivo de otofio-invierno.

No se detectaron diferencias entre tratamientos respecto de la biomasa fresca aérea total,
descarte en finca (hojas exteriores) y peso comercial (hojas interiores). El mayor rendimiento
observado procedente de valores mas elevados de ASTT, diametro y alto de las lechugas se
correspondi6 con el tratamiento DMPP, aunque las diferencias encontradas no fueron
significativas en la produccion (Fig. 2) ni en los parametros evaluados en la Tabla 1. No existi6
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efecto de los tratamientos sobre el indice D y todas las lechugas producidas tenfan aptitud para
procesamiento de cuarta gama puesto que en todos los casos el indice fue inferior a 5 (Tabla 1).

4. CONCLUSIONES

La incorporacion de inhibidores de nitrificacion en la produccién de lechuga ‘Iceberg’ en el
Campo de Cartagena no afect6 el crecimiento durante el ciclo de cultivo, la produccién ni la aptitud
para la agroindustria.

No se detectaron diferencias entre DMPP y DCD sobre el crecimiento y rendimiento, pero
los resultados obtenidos deben complementarse con la evaluacién de su efecto sobre la reduccion
de la lixiviacion de nitratos para determinar la idoneidad de éstos.
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Figura 1. Evolucién del indice de area foliar (izquierda) y la materia seca total de hojas
(derecha) durante el ciclo de cultivo de lechuga ‘Iceberg’. Medias+error estandar, n=3.
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Figura 2. Biomasa fresca (izquierda) y rendimiento (derecha) obtenidas durante la recoleccién
de cultivo de lechuga ‘Iceberg’. Mediasterror estandar, n=3.

Tabla 1. Parametros fisicos de lechuga ‘Iceberg’ obtenidos durante la recoleccién*.

Kk ,
Tratamiento ASST Diametro (cm) Alto Indice D
(cm?) (mm)
CTL 7,72+0,86 a 13,96+0,84 a 10,82+0,53 a 3,984£0,54 a
DMPP 8,31+0,24 a 14,71+0,50 a 11,35£0,30 a 4,38+0,21 a
DCD 8,14+0,15 a 14,40+x0,43 a 11,14+0,36 a 4,07£0,24 a

*Mediasterror estandar; n=3. Medias para un mismo pardmetro con una letra comin no son
significativamente diferentes con ANDEVA (p>0,05). **ASST: Area de seccion transversal del tallo.
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Abstract

Net photosynthesis (An) in plants is conditioned by meteorological variables and soil water
availability. With the aim of assessing the photosynthetic capacity of 'Lapins' sweet cherry
trees exposed to cycles of drought - recovery, an irrigation study was carried out in 2019.
The study involved two irrigation treatments: i) control, CTL, irrigated to ensure non-
limiting soil water conditions, and ii) severe water deficit, SS, irrigated as CTL until the end
of June, and from that moment on, two consecutive drought - recovery cycles were applied.
Stem water potential (¥stem) and An were affected by both intensity and duration of the
two drought - recovery cycles. Although during the study photoinhibition was not observed
in SS trees, their chloroplasts resulted light-saturated at lower An values than those of CTL
trees. Regarding Wstem, SS trees required a recovery time of 7-10 days after each drought
event to reach similar ¥stem values to those measured in CTL trees.

Keywords: photosynthesis; stem water potential; water stress.

Resumen

La fotosintesis neta (An) de los cultivos esta supeditada a las variables climaticas y
disponibilidad hidrica. Con el objetivo de evaluar la capacidad fotosintética de cerezos
‘Lapins’ sometidos a distintos niveles de estrés hidrico se llevé a cabo un ensayo de
supresion-reanudacion del riego en 2019 que consté de dos tratamientos: i) un control,
CTL, regado para satisfacer las necesidades hidricas y ii) otro de déficit hidrico severo, SS,
regado como CTL hasta finales de junio, momento a partir del cual se alternaron 2 ciclos
consecutivos de supresion-reanudacion del riego. El potencial hidrico de tallo (¥stem) y
An se vieron afectados por la intensidad y duracion de los periodos de supresion -
recuperacion. Durante el estudio, no se observo fotoinhibicion; sin embargo, An requirio
menor radiacion para saturar los cloroplastos que los arboles CTL. Los arboles de SS
precisaron de un periodo de recuperacion de 7-10 d después de cada ciclo de supresion
para alcanzar valores de Wstem similares a arboles CTL.

Palabras clave: fotosintesis; potencial hidrico de tallo; estrés hidrico

1. INTRODUCCION

En climas aridos y semiaridos, los eventos de sequia, acentuados como consecuencia del
cambio climatico, son considerados como uno de los principales factores limitantes para el
desarrollo vegetativo y productivo de los cultivos. Estos eventos se caracterizan por una
combinacidén de escasez hidrica, altas temperaturas e intensidades luminicas que puede conducir
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a una disminucion progresiva de la capacidad fotosintética (1). La resistencia de la planta frente
al estrés hidrico dependera de la duracioén, intensidad e intermitencia de este. Conforme el suelo
se va desecando, la disponibilidad de CO; en los cloroplastos se va reduciendo, como consecuencia
de un cierre estomatico inducido por la limitacién hidrica. En niveles de estrés hidrico moderados,
las plantas pueden adaptarse y mantener una alta eficiencia en el fotosistema II (PSII); sin
embargo, condiciones de sequia extrema pueden conducir a una respuesta de la planta que,
generalmente, se caracteriza por disminuciones perjudiciales de los procesos fisiologicos, lo que
favorece la fotoinhibicién y limita la capacidad fotosintética de las plantas (2). El estudio y la
comprension de la respuesta de las plantas al déficit hidrico puede desempefiar un papel
importante para incrementar la eficiencia del uso de los recursos por parte de las plantas, asi como
para una gestion adecuada de los cultivos para estabilizar su rendimiento en condiciones de
sequia.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del estrés hidrico inducido a partir de dos
ciclos de supresion-reanudacion del riego sobre la fotosintesis neta y su relacién con la radiacién
fotosintéticamente activa en cerezos (Prunus avium L. ‘Lapins’).

2. MATERIALES Y METODOS

El ensayo fue llevado a cabo durante el periodo junio - septiembre de 2019 (dia del afo,
DDA, 170 - 268) en una parcela perteneciente a la Estacion Experimental Agroalimentaria ‘“Tomas
Ferro’ (ETSIA-UPCT), ubicada en Cartagena. La plantacién de cerezos (P. avium L.)
‘Lapins’/Mirabolano de 3 afos de edad estaba dispuesta a marco de 3,5 m x 2,25 m. El sistema de
riego const6 de un unico lateral con tres emisores por arbol (2,2 L h-1). Al inicio del ensayo se
aplicaron dos tratamientos de riego: i) CTL, control, regado con el objetivo de satisfacer las
necesidades hidricas totales del cultivo, ii) SS, déficit severo, regado como CTL hasta finales de
junio, momento a partir del cual se alternaron 2 ciclos consecutivos de supresiéon-reanudacion del
riego. El riego se reanudo6 al alcanzar un potencial hidrico de tallo (Wstem) de -1,6 MPa en el
primer ciclo y de -2,3 MPa en el segundo ciclo. Los periodos de recuperaciéon se dieron por
finalizados cuando los valores de Wstem de SS se igualaron con los de los arboles CTL. Los
volimenes de riego aplicados se determinaron semanalmente segin la metodologia FAO (3).

El estado hidrico de la planta fue determinado a partir ¥stem medido a mediodia solar
(11:00-13:00 UT) con una camara de presion tipo Scholander (mod. SF-PRES-70, SolFranc
Tecnologias, S.L., Espafia) y siguiendo las indicaciones propuestas por McCutchan y Shackel (4) en
2 hojas por repeticién (n=6). Adicionalmente se realizaron 3 curvas por tratamiento de
fotosintesis-radiacion fotosintéticamente activa (An/PAR) con sistema de fotosintesis portable
CIRAS2 (PPSystem, USA). La temperatura se mantuvo a 25 °C, la humedad relativa ambiental al
50-70 % y la concentracién de CO2 a 400 umol m-2 s'1. Cada hoja fue aclimatada a las condiciones
de la cubeta al menos durante 5 min, hasta que la fotosintesis neta (An) y la concentracion de CO-
subestomatica fueran completamente estables. Tras ello, se realizé la curva An/PAR con las
intensidades luminicas: 1500, 2000, 1100, 750, 500, 350, 250, 150, 75, 25, 0 umol m-2 s-1. El disefio
experimental fue de bloques al azar con 3 repeticiones de 4 arboles cada una por tratamiento de
riego. Se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA) de los datos obtenidos mediante el programa
estadistico IBM SPSS Statistics v.24 (Statistical package, USA), mientras que las graficas se
realizaron con Sigmaplot Plus v.12.5 (Systat Software, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El estado hidrico de la planta, determinado mediante Wstem, se vio influenciado por la
restriccion hidrica (Fig. 1). Los arboles CTL mantuvieron valores Wstem caracteristicos de arboles
sin restriccion hidrica (Wstem medio = -0,62 MPa) y similares a los obtenidos por Blanco et al. (5)
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en plantacién adulta. Una semana antes de la supresiéon del riego (DDA 170-176), ambos
tratamientos mostraron valores similares de Wstem; sin embargo y tras la supresion del riego en
SS, Wstem disminuyé paulatinamente hasta alcanzar valores minimos de -1,64 MPa y -2,40 MPa
durante el primer (DDA 176-197) y segundo (DDA 207-242) ciclo de supresidn, respectivamente.
Los valores minimos alcanzados durante ambos ciclos de supresién superaron en intensidad los
valores limites a partir de los cuales pueden existir efectos transcendentales en cerezo (5,6).

La capacidad fotosintética, al igual que Wstem, se vio afectada por la restriccion hidrica (Fig.
2). Durante el periodo estudiado, los arboles CTL mostraron valores medios de An de 21,37 umol
m2staunPARde 1500 umol m-2 s-1, observandose, ademas, que un PAR de 2000 pmol m-2 s-1 no
es capaz de saturar completamente los cloroplastos, lo que es indicativo de arboles sin restriccién
hidrica (1). Por el contrario, la capacidad fotosintética del tratamiento deficitario se vio
fuertemente afectada por la supresién, obteniéndose valores de An cercanos a 7 mmol pmol m-2
s'1 en condiciones de estrés severo (Wstem = -2,40 MPa). En consecuencia, la planta requiere una
menor intensidad de luz para saturar An en circunstancias de restriccion hidrica, saturandose ésta
a un PAR cercano a 350 y 250 pmol m2 s-1 para valores de ¥Ystem de -1,64 MPa y -2,40 MPa,
respectivamente. La capacidad de disipacién de la radiacién por el cultivo puede disminuir
conforme el periodo de sequia se intensifica, provocando fotoinhibicién en condiciones de altas
intensidades luminicas (2). Por otro lado, en la primera recuperaciéon (DDA 197-207) se puede
observar que, aunque ambos tratamientos alcanzaron valores Wstem similares (CTL = -0,61 MPa
y SS = -0,68 MPa), la fotosintesis no fue capaz de recuperarse totalmente, lo que, a priori, indica
que hubo un dafio fotosintético. Sin embargo, durante la segunda recuperacién (DDA 242-268),
se puede observar que An del tratamiento SS se pudo equiparar a CTL, descartando posibles dafios
fotosintéticos y evidenciando que An se recupera mas lentamente que Wstem.

4. CONCLUSIONES

La capacidad fotosintética se vio influenciada por la intensidad y duracién del estrés
impuesto alos arboles. Las curvas An/PAR muestran que An se satura a PAR inferior cuando existe
limitacién hidrica, ademas de mostrar una caida importante de An en los arboles deficitarios
respecto a los arboles CTL. Sin embargo, los niveles de estrés alcanzados no fueron
suficientemente pronunciados como para afectar de forma permanente los procesos fisioldgicos
de la planta o producir fotoinhibicion.
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Abstract

A management challenge in high production systems are diseases transmitted by soil
pathogens, such as nematodes, being the grafting with rootstocks with nematode
resistance genes a proposal to mitigate these problems. Few studies have been carried out
on greenhouses grown peppers under Mediterranean climate conditions. Therefore, we
studied a susceptible variety (Gacela) grafted on resistant rootstocks (C19, C25 and RT17),
and compared it with non-grafted and self-grafted plants. After inoculation into susceptible
rootstocks, leaf photosynthesis was affected by a change in stomatal regulation and
photochemical efficiency, leading to imbalances in nutrient concentration and better
photosynthesis carbon allocation for the production of biochemical defense compounds.
These results identified new ideas in traits that can identify nematode-resistant rootstocks
and, therefore, new tools to induce resistance, while avoiding the use of disinfectants in the
soil.

Keywords: Capsicum annuum L.; grafting; Meloidogyne incognita; Gacela.

Resumen

Un desafio de manejo en los sistemas de alta producciéon son las enfermedades
transmitidas por patégenos de suelo, como los nematodos, siendo el injerto con porta-
injertos resistentes una propuesta para mitigar estos problemas. Se han realizado pocos
estudios en pimiento cultivado en invernaderos bajo condiciones de clima mediterraneo.
Por tanto, estudiamos una variedad susceptible (Gacela) injertada en porta-injertos
resistentes (C19, C25 y RT17), y la comparamos con plantas no injertadas y autoinjertadas
(GAL). Después de la inoculacion en los portainjertos susceptibles, la fotosintesis de la hoja
se vio afectada por una modificacion en la regulaciéon estomatica y en la eficiencia
fotoquimica, lo que condujo a desequilibrios en la concentracion de nutrientes y a una
mejor asignacion del carbono de la fotosintesis para la produccion de compuestos
bioquimicos de defensa. Estos resultados proporcionan nuevas ideas en los rasgos que
pueden identificar portainjertos resistentes a nematodos y, por lo tanto, nuevas
herramientas para inducir resistencia, mientras evitamos el uso de desinfectantes en el
suelo.

Palabras clave: Capsicum annuum L.; injerto; Meloidogyne incognita; Gacela.

1. INTRODUCCION

En la produccion horticola bajo plastico las condiciones de suelo ideal (relativamente calido,
himedo y con textura adecuada) y el cultivo intensivo pueden ofrecer un perfecto escenario para
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que las poblaciones de nematodos puedan aumentar hasta niveles perjudiciales (1).El injerto se
usa en muchos paises en cultivos protegidos, en los cuales la tierra se usa de forma continuada y
no se rotan los cultivos, lo que permite mejoras tanto en productividad como en la calidad de la
fruta (2). Ademads, la eleccién correcta del porta-injertos es de suma importancia para el
rendimiento de un cultivo vulnerable (3). El objetivo de este trabajo fue obtener informacién del
efecto provocado por los nematodos en la fisiologia y en la produccion de plantas injertadas en
tres portainjertos diferentes, plantas no injertadas y autoinjertadas, comparando sus habilidades
para mitigar este importante estrés biotico.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

Se estudiaron plantas de la variedad Gacela ‘F1’ (Syngenta Seeds), autoinjertadas (GAL) e
injertadas sobre 3 porta-injertos: Atlante (C25) y C19 (Ramiro Arnedo Seeds S.A.) y Robusto
(RT17) (Syngenta Seeds S.A.). Se usaron como control, plantas de Gacela sin injertar e injertadas
sobre los mismos porta-injertos sin inocular. Todas las plantas se cultivaron e inocularon de forma
individual con 2.400 J2 de nematodos de una poblacién de Meloidogyne incognita en contenedores
de 10 L.

2.2 Intercambio gaseoso

El intercambio de agua y gases, la fluorometria y la cantidad relativa de clorofila se
determinaron en 6 hojas totalmente desarrolladas de cada tratamiento en la fase generativa de la
planta. Las medidas se realizaron alos 172, 182, 188,y 196 d después del trasplante, de 9:00 a.m.
a 11:00 am. La tasa de asimilacién neta de CO; (Pn), conductancia estomatica (gs), tasa de
transpiracion (E) y eficiencia en el uso del agua (Pn/E) se midieron en condiciones constantes de
saturacion de luz (800 mmol/m2s) y 400 ppm de CO; con un medidor de fotosintesis portatil LI-
6400 (LI-COR Inc., Lincoln, Nebraska, USA). La clorofila se determiné mediante un fluorémetro
ADC FIM 1500 de pulso de amplitud modulada (Analytical Development Company Ltd.,
Hoddesdon, Reino Unido) y la cantidad relativa de clorofila en hojas (SPAD) se determiné con un
Minolta SPAD-502m (Konica Minolta Optics, Inc., Japon).

2.2 Indice de agallas y produccién

Se determind la incidencia de M. incognita mensualmente en 3 plantas anotando el indice
de agallas (1A) (4).

Se recolectaron los frutos de 20 plantas (5 plantas por bloque, 4 bloques). La calidad de la
produccion comercial se evalué de acuerdo a las practicas comerciales, descartandose los frutos
con desordenes fisiologicos (soleados, blossom-end-rot, etc.) que no eran comerciales.

2.3 Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental fue en bloques al azar de 4 bloques por 5 repeticiones. Se calcularon
las diferencias significativas por ANOVA y las medias se compararon con una probabilidad de
P<0,05 de acuerdo al test Duncan.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La tasa de asimilacion de CO; (Fig. 1A y B) y la conductancia estomatica (Fig. 1C y D) se
vieron gravemente afectadas después de la inoculacién en plantas no injertadas, y al final del
ensayo los valores de estos parametros se redujeron en un 62,8 % y 88,1 %, respectivamente, en
comparacion con el control (sin injertar y sin inocular). Las plantas autoinjertadas mostraron un
menor impacto, pero los valores de ambos parametros se redujeron con respecto a las plantas
control en un 34,5 % y 57,4 %, respectivamente. Claramente, C19 y RT17 mostraron mayores
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tasas fotosintéticas y de conductancia estomatica que las plantas autoinjertadas (GAL) y no
injertadas, después de la inoculacion, y al final del ciclo de cultivo. Nuestros datos muestran el
impacto diferencial de los porta-injertos en la eficiencia del uso del agua y, especialmente,
conductancia estomatica, que se vio gravemente afectada en plantas no injertadas después de la
inoculacién. La fotosintesis de la hoja también se redujo en las plantas en porta-injertos
susceptibles. Melakeberhan et al. (5) indicaron que en soja M. incognita puede contribuir a la
abscision prematura de las hojas y clorosis, que puede afectar a la fotosintesis.

La fluorescencia de la clorofila de la hoja no se alter6 significativamente cuando las plantas
no fueron inoculadas (Fig. 1G) y los distintos tratamientos mantuvieron valores de entre 0,75 y
0,8. La inoculacion diferencial afectd esta respuesta, y las plantas GAL y RT17 mantuvieron los
mismos valores que las plantas no inoculadas. El resto de los tratamientos mostraron reduccién
en sus valores, pero no inferiores a 0,75 (Fig. 1H). Por el contrario, los valores SPAD se vieron mas
afectados, especialmente en la tltima fecha de muestreo (Fig. 1]), cuando las plantas no injertadas
y el porta-injertos C25 tenian unos valores de SPAD que fueron 31 % y 26 % mas bajos,
respectivamente, en comparacién con el porta-injertos no inoculado. Los valores de SPAD no se
modificaron para RT17 después de la inoculacion.

Con respecto al indice de agallas, las plantas no injertadas tuvieron mayores valores,
mientras que C25 y C19 se vieron relativamente menos afectadas, con disminuciones en el indice
de agallas (IA) de 26,3 % y 38,9 %, respectivamente, en la ultima evaluacién, en comparacién con
las plantas no injertadas (Fig. 1). Las plantas autoinjertadas (GAL) mostraron una reduccion
moderada en el IA (8,9 %), pero el porta-injertos RT17 no mostré progresién en cuanto a la
afeccidn, lo que indica su mayor tolerancia a M. incognita.

La gravedad de los sintomas de los nematodos en las plantas de pimiento se reflejo
visiblemente en el rendimiento (Fig. 2B), como era de esperar. La interacciéon del porta-
injertos/injerto puede afectar potencialmente al rendimiento y la calidad de los frutos, mientras
confiere tolerancia a este estrés bidtico (6). Primero, en ausencia de nematodos el porta-injertos
modifica significativamente la respuesta de la variedad, aunque, plantas injertadas sobre C19 o
RT17 dieron mas bajos rendimientos que las sin injertar, autoinjertadas y C25. Sin embargo, la
combinacién porta-injertos/variedad que mostré mas bajos rendimientos bajo condiciones
control se vio menos afectada por los nematodos y en contraste las no injertadas, autoinjertadas
y C25 mostraron mayores impactos. Por lo tanto, los efectos combinados de los nematodos en el
intercambio de gases en las hojas fueron menos severos para RT17 y C19; sin embargo, dichos
portainjertos no mostraron mayores rendimientos en la ausencia de infestaciéon (en comparacion
con portainjertos susceptibles o plantas sin injertar). Este notable resultado indica que estos
portainjertos resistentes a nematodos pueden ofrecer ventajas significativas solo para suelos
infestados.

4. CONCLUSIONES

Futuros estudios deben analizar el deterioro producido por M. incognita en la regulaciéon
estomatica y en la eficiencia del PSII, ya que ambos reducen la tasa de fotosintesis y, en
consecuencia, el crecimiento y rendimiento de las plantas.
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[rrigation protocols in table grapes according to irrigation
water availability

Protocolos de riego en uva de mesa segun disponibilidad de
agua de riego
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Abstract

Regulated Deficit Irrigation (RDI) strategies allow to save water without generating losses
in the production and quality of the crops and thus, increase the efficiency in the use of
irrigation water. However, they must be adjusted to the farmer's water supply for each
year. A study was carried out on Crimson Seedless table grapes during the years 2015 to
2017 with the aim of developing irrigation protocols adaptable to irrigation water
availability. Stem water potential at midday was a very sensitive indicator of plant water
status and irrigation scheduling adjusted to values close to -0.65 MPa did not affect
production or quality.

Keywords: RDI; sustainable; stem water potential; water scarcity.

Resumen

Las estrategias de Riego Deficitario Controlado (RDC) permiten ahorrar agua sin generar
pérdidas en la produccion y calidad de las cosechas y asi, incrementar la eficiencia en el
uso del agua de riego. No obstante, deben ajustarse a la dotacion hidrica del agricultor para
cada afio. Se realiz6 un estudio en uva de mesa Crimson Seedless durante los afios 2015 a
2017 con el objetivo de elaborar protocolos de riego adaptables a la disponibilidad de agua
de riego. El potencial hidrico de tallo a mediodia fue un indicador del estado hidrico de la
planta muy sensible al déficit hidrico y la programacion del riego ajustada a valores
proximos a -0,65 MPa no afect6 a la produccion ni calidad.

Palabras clave: RDC; sostenible; potencial hidrico de tallo; escasez hidrica.

1. INTRODUCCION

En los proximos afios se espera que el efecto del cambio climatico en la regién mediterranea
produzca un incremento en la temperatura y una disminucion de las precipitaciones, asi como
cambios en su distribucidn estacional; afectando la disponibilidad de agua para el riego (1). Estas
condiciones junto a la alta demanda evaporativa propias de la zona exigen a los agricultores un
esfuerzo adicional en el manejo del agua de riego para obtener una produccion sostenible. Bajo
este escenario, las estrategias de Riego Deficitario Controlado (RDC) permiten ahorrar agua sin
generar pérdidas en la produccién y calidad de las cosechas y asi, incrementar la eficiencia en el
uso del agua de riego (2). Sin embargo, esta estrategia se debe aplicar atendiendo al volumen de
agua de riego del que disponen los agricultores, por lo que el objetivo principal de este trabajo fue
desarrollar protocolos de riego en uva de mesa segun disponibilidad de agua de riego.
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2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en una finca comercial de uva de mesa ‘Crimson seedless’ sobre
un marco de plantacion de 3,5 x 3 m, ubicada en Molina de Segura entre los anos 2015y 2017. Se
establecieron dos tratamientos de riego con tres repeticiones de 6 arboles distribuidas al azar: i)
tratamiento control (CTL), sin condiciones limitantes de agua en el suelo (110 % ETc) y ii)
tratamiento deficitario (RDC), en el que se redujo la cantidad de agua aplicada en 57 % respecto a
CTL.

Para controlar el estado hidrico, se realizé un seguimiento del potencial hidrico de tallo a
mediodia solar (\Y'1) cada 10 d mediante una camara de presién tipo Scholander a hojas cubiertas
con film aluminizado dos horas previas de la medida (3,4). En la recolecciéon se determiné la carga
frutal expresada como kg y nimero de racimos por parra; y los racimos se caracterizaron segin
el nimero de bayas, peso total y peso medio de las bayas. La produccién total correspondio a la
suma de los racimos cosechados en cada recoleccién y se determind la eficiencia del uso del agua
de riego (EUA) como el cociente entre la produccion y el riego aplicado. La calidad de la fruta se
evalu6 mediante la determinacién de la acidez titulable, sélidos solubles totales y el indice de
madurez.

Los datos agroclimaticos se obtuvieron a través de la estacién Molina de Segura
“Campotejar” perteneciente a la red del Sistema de Informacion Agrario de Murcia (SIAM).

Se realiz6 un analisis de varianza y cuando se detectaron diferencias entre tratamientos las
medias se separaron mediante la prueba de comparaciones multiples de Duncan a un 5 % de
significancia.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante los tres afios de estudio CTL present6 valores minimos de potencial hidrico en pre
y post-envero superiores a -0.5 MPa, y RDC préximos a -0.65 MPa que concuerdan con valores
para vides bien regadas segin Conesa et al. (3). Diversos autores sefialan que el potencial de tallo
es uno de los indicadores mas sensibles para determinar el estado hidrico de la planta (4), por lo
que estos umbrales de WT permiten programar el riego de manera eficiente segiun la
disponibilidad hidrica puesto que no se observaron diferencias significativas en la produccion al
regar en base a estos umbrales, observandose incluso en el ultimo afio de estudio un incremento
significativo en la produccién de un 40,2 % (Fig. 1).

Durante la temporada 2015, no se detectaron diferencias significativas en el nimero de
racimos por parra (x16), peso medio del racimo (*350 g) ni en el peso medio de las bayas (4,75
g). Sin embargo, el nimero de bayas por racimo fue significativamente mayor en RDC,
correspondiendo a un 51 % mas que CTL (Tabla 1). Durante el ano 2016, la carga frutal fue
significativamente superior al aflo anterior y RDC presenté un mayor nimero de racimos por
parra, aunque de menor peso y con una menor cantidad de bayas, no viéndose afectado el peso de
éstas (Tabla 1). La obtencién en el segundo afio de menor bayas por racimo en RDC, asi como
racimos mas pequefios se compensa con una mayor carga de racimos por parra. En el afio 2017 la
tendencia fue similar a 2016, aunque el rendimiento por parra fue significativamente superior en
RDC. No se detect6 efecto del déficit hidrico sobre los parametros de calidad evaluados.

4. CONCLUSIONES

El potencial hidrico de tallo a mediodia ha mostrado ser en este estudio un indicador del
estado hidrico de la planta muy sensible al déficit hidrico y la programacion del riego ajustada a
valores proximos a -0,65 MPa no afecta a la produccién ni calidad.
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El uso de esta estrategia increment6 la carga frutal expresada en nimero de racimos por
parra en el dltimo afio.

Estos resultados complementados con otros estudios permitiran desarrollar protocolos de
riego sostenibles que permitan ajustar los aportes hidricos en base a la disponibilidad estacional
durante las distintas temporadas de cultivo.

5. AGRADECIMIENTOS

Proyecto IRRIMAN LIFE+ Implementation of efficient irrigation management for
sustainable agriculture LIFE13 ENV/ES/000539.
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Figura 1. Evolucion de los parametros climaticos (arriba) y del potencial hidrico de tallo (abajo)
para los afios de estudio orientados verticalmente. Tmax: temperatura maxima; DPV: déficit de
presion de vapor; ETo: evapotranspiracion de referencia y PP: precipitaciones.
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Tabla 1. Produccidn, carga frutal y caracteristicas del racimo para tratamientos de riego de los
afios 2015 a 2017.

P . . Peso racimo Peso baya
kg por parra Numero de racimos Bayas por racimo
(2) (2)
2015
CTL 239+2,1b 15,4+2,94 54,3+4,61 a 325,14+31,8 4,71+0,04
RDC 21,5%¥2,1ab 16,7+3,83 82,16+x10,24 b 385,53+£39,9 4,85+0,08
2016
CTL 32,2+2,4 27,8+x2,28a 148,55£7,91b 781,1+41,6 b 5,25+0,19
RDI 31,5%2,5 47,0£58b 108,79+4,65 a 590,74+25,2a 5,43+0,29
2017
CTL 15,7+2,6 a 29,8+6,87 a sd sd 4,21+0,14
RDI 28,3£3,8¢ 52,7+10,28 b sd sd 4,16+0,15
Tto. ns ok * ns ns
Aﬁo *k3ksk kskok kkk kkk *kkk
Tto_ * aﬁo k% k% kokk kkk ns

Medias para cada columna con letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de
comparaciones multiples de Duncan (p<0,05). *, **, *** indican p=0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente; ns = no

significativas.
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Designing and developing of computer-based techniques
for helping agronomical research and precision farming

Disefio y desarrollo de técnicas basadas en ordenador para
ayudar en la investigacién agrondémicay en la agricultura de
precision
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Abstract

This document shows a detailed explanation about a new machine learning-based
technique which allows a computer to detect automatically the phenological stage of a
citrus crop tree from a picture taken using a standard camera. This will help autonomous
systems to determine when deficit irrigation could be applied.

Keywords: artificial intelligence; computer vision; wireless sensor networks; irrigation decision
support systems.

Resumen

Este documento muestra una explicacion detallada acerca de una nueva técnica, basada en
machine learning, que permite a un ordenador detectar de forma automatica la fase
fenoldgica de un arbol de un cultivo de citricos usando una camara estandar. Esta técnica
ayudara en la aplicacion automatica de técnicas de riego deficitario.

Palabras clave: inteligencia artificial; vision por computador; redes inalambricas de sensores;
sistema de soporte de decision de riego.

1. INTRODUCCION

La agricultura consume una gran cantidad de agua. Concretamente se utiliza un 70 % en
tareas relacionadas con el riego de los cultivos. También se considera una fuente clave de
contaminacién difusa por la aplicacién de nutrientes de forma ineficiente.

Con los nuevos retos que presenta el cambio climatico relativos a la disminucion de los
recursos hidricos (1), es importante que se desarrollen técnicas y dispositivos que permitan
realizar aplicaciones eficientes de dichos recursos para asegurar la disponibilidad del alimento.

En la actualidad existen diversas técnicas que permiten reducir el volumen de agua aplicada
a los cultivos. En concreto, algunos de esos métodos consisten en controlar la humedad del suelo
para evitar lixiviados, mientras que otros estan enfocados en el aprovechamiento del
conocimiento sobre el cultivo para restringir la aplicacién de agua cuando ésta es menos
productiva (2).

Segun lo anterior, se ha desarrollado una técnica de bajo coste que facilita la deteccién
automatica de la fase fenoldgica del cultivo, usando una camara estandar de uso comun. Esto
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permitiria la automatizacion del proceso de extraccion de informacion relevante a partir de la cual
es posible determinar el estado de dicho cultivo, para, posteriormente, utilizarla como entrada en
sistemas automaticos de riego.

Por ultimo, se también se destacan algunos avances en materia de dispositivos que
facilitaran el proceso de instalacién de sensores con un coste muy inferior a las alternativas
tradicionales.

2. MATERIALES Y METODOS

El proceso seguido para para desarrollar la técnica propuesta se detalla en las secciones
siguientes. Cada una de ellas se refiere a un paso concreto de dicho proceso.

2.1 Conjunto de datos

Se han tomado diversas imagenes a lo largo del ciclo de cultivo de un campo de mandarinos.
Un ejemplo de estas imagenes se muestra en la Fig. 1.

Los datos de la etapa fenolégica para el entrenamiento de la red neuronal en la que se basa
el sistema se han extraido de forma manual, atendiendo a los criterios de la escala BBCH adaptada
a cftricos (3).

2.2 Preprocesado de datos

Para evitar la inclusiéon de zonas de la imagen poco relevantes para el algoritmo, las
imagenes se han dividido en 24 partes rectangulares y se ha despreciado el borde exterior, de
forma que sélo los centros de las imagenes han formado parte del conjunto de datos de
entrenamiento. Posteriormente, estas imagenes se han escalado a un tamafio de 256 pixeles de
ancho por 256 pixeles de alto.

2.3 Métodos

Para llevar a cabo el disefo de la arquitectura y los procesos de entrenamiento y validaciéon
de la red neuronal, se ha utilizado la biblioteca Tensorflow (4), que permite simplificar el
desarrollo matematico y computacional. En concreto, se ha desarrollado una red neuronal
convolucional que admite una imagen de 256 por 256 pixeles como entrada. La estructura de la
red de la que se parte para hacer los experimentos se muestra en la Fig. 2. A partir de la imagen
de entrada, la red infiere un valor en el intervalo [0,1] € R, correspondiente al estado fenoldgico
del fruto, donde 1 se corresponde con que el fruto esta listo para su recoleccidén. Por tanto, se trata
de un problema de regresion.

En la fase de entrenamiento, se ha utilizado el algoritmo de optimizacién Adam (5). En
concreto, el valor que se usa para optimizar la salida de la red neuronal es el error cuadratico
medio. El conjunto de imagenes adquiridas se ha dividido en un conjunto de entrenamiento,
disponible durante la fase del entrenamiento de la red, y un conjunto no presentado a dicha red
durante dicha etapa, denominado conjunto de validacion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para seleccionar el algoritmo definitivo, se ha realizado dos experimentos. En el primero se
analiza la importancia del nimero de neuronas en una tnica capa, mientras que en el segundo se
comparan redes con distintas estructuras, afiadiendo una segunda capa y modificando los
tamafios de la primera.

En el primer experimento se ha variado el nimero de neuronas en las capas ocultas para
ver cudl es el requerimiento minimo para obtener una precisién adecuada. Tal y como se puede
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ver en la Fig. 3, hay un valor minimo de neuronas requeridas para obtener un valor aceptable de
precision, pero se puede ver que hay un punto en el que no mejora la precision.

El segundo experimento consiste en analizar la importancia del nimero de las capas
convolucionales y sus parametros. Para ello se varia la estructura de la red neuronal para obtener
los distintos resultados. Estos datos se muestran en la Tabla 1.

Finalmente, se puede observar que los mejores resultados se obtienen con la configuraciéon
de dos capas. Esto conlleva una mayor cantidad de calculos, pero los errores obtenidos son muy
pequefios, con lo que la precisién de la prediccién es alta.

4. CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra la fiabilidad de usar técnicas basadas en Machine learning y Deep
learning para extraer caracteristicas de las plantas a partir de imagenes. Las arquitecturas
desarrolladas en este trabajo seran un punto de partida util para otros proyectos que se basen en
estas técnicas.

Finalmente, se han analizado y comparado distintas arquitecturas de redes neuronales para
definir cuales son los requerimientos estructurales minimos para obtener resultados precisos.

5. TRABAJOS FUTUROS

Ademas del algoritmo detallado en este trabajo, se estan desarrollando dispositivos que
permitan realizar la sensorizacion de suelos, de forma que se pueda optimizar el riego obteniendo
informacién del estado del suelo y del ambiente.

Para ello, se esta desarrollando una plataforma que consiste en un registrador de datos de
bajo coste al que se le conecten diversos sensores. Los datos se guardan internamente de manera
local y posteriormente se descargan en un ordenador. Ademas, se esta dotando de conectividad
inaldmbrica de largo alcance para poder conectar directamente con servidores de Internet.
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2014.

Figura 2. Estructura de la red neuronal disefiada para resolver el problema de regresion
planteado.

Mean squared errar in testing dataset

Figura 3. Error final obtenido en funcidn del nimero de neuronas ocultas seleccionado.

Tabla 1. Comparativa entre estructuras de la red neuronal.

Capas convolucionales | 1 | 1 |

Filtros convolucionales | 10 | 10 | 10>15
Tamaiio de filtros | 4 | 8 | 4->5
Media del error | 0,1111 | 0,0396 | 0,0137
Varianza del error | 0,0054 | 0,0025 | 0,0000

Kingma DP, Ba ]. Adam: A Method for Stochastic Optimization. Int Conf Learn Represent. 22 de diciembre de
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Effect of salinity and resistance induction using methyl
jasmonate on growth and phytochemical properties of sea
fennel
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Abstract

Sea fennel (Crithmum maritimum L.) is an herbaceous aromatic and edible halophyte,
naturally occurring in coastal areas of the Mediterranean basin. In this study, the effect of
salinity and resistance induction using methyl jasmonate (Me]Ja) on the growth and
phytochemical properties (phenols, total flavonoids and antioxidant capacity) of sea fennel
was evaluated. The plants treated by MeJa showed similar values of phenolic compounds
than the control plants, while the saline treatment significantly decreased its leaf content.
Regarding flavonoids, salinity and Me]Ja significantly increased the values compared to the
controls. The antioxidant capacity was not affected by any treatment. The results show that
the treatment with MeJa alleviated the negative effects of salinity on growth without
affecting the phytochemical composition of the plant under conditions of saline stress.

Keywords: antioxidant capacity; phenolic contents; Crithmum maritimum L.; saline stress.

Resumen

El hinojo marino (Crithmum maritimum L.) es una halo6fita herbacea, aromatica y
comestible, que se produce naturalmente en las zonas costeras de la cuenca mediterranea.
En este estudio, se ha evaluado el efecto de la salinidad y la induccién de resistencia
mediante metiljasmonato (Me]Ja) en el crecimiento y las propiedades fitoquimicas (fenoles
y flavonoides totales, capacidad antioxidante) del hinojo marino. Las plantas tratadas con
MeJa mostraron valores similares de compuestos fendlicos que las plantas control,
mientras que el tratamiento salino disminuy¢ significativamente su contenido en hojas.
Respecto a los flavonoides, la salinidad y el MeJa aumentaron significativamente los
valores respecto a los controles. La capacidad antioxidante no se vio afectada por ningin
tratamiento. Los resultados muestran que el tratamiento con Me]a alivi6o los efectos
negativos de la salinidad sobre el crecimiento sin afectar a la composicion fitoquimica de
la planta bajo estrés salino.

Palabras clave: capacidad antioxidante; compuestos fenélicos; Crithmum maritimum L.; estrés
salino.
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1. INTRODUCCION

Crithmum maritimum L., también conocido como hinojo marino, es una haléfita aromatica,
de 20-50 cm de altura, con hojas suculentas, glabras y glaucescentes, divididas en foliolos
lanceolados lineales (1).

La salinidad es uno de los factores limitantes de la produccién agricola y causa efectos
adversos en la germinacidn, en el vigor y en la produccidn de los cultivos (2). Los altos niveles de
salinidad afectan a la planta de diferentes formas: estrés hidrico, toxicidad iénica, desordenes
nutricionales, estrés oxidativo, alteracién de los procesos metabélicos, desordenes a nivel de las
membranas, reduccion del crecimiento y desarrollo celular, asi como genotoxicidad (3-4).

Crithmum maritimum L. puede tolerar altas concentraciones de sal, aunque si se sobrepasan
ciertos umbrales de concentracién el crecimiento de la planta puede inhibirse considerablemente.

Este trabajo pretende profundizar en el posible efecto protector del metiljasmonato (Me]Ja)
para mitigar los efectos negativos de la salinidad sobre el crecimiento y las propiedades
fitoquimicas del hinojo marino.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

Las plantas de hinojo marino (que tenian 5 d de edad desde que se sembraron) se cultivaron
en bandejas flotantes (5) en un invernadero de la Estacién Experimental Agroalimentaria de la
UPCT. Cuando las plantas tenian 1 mes se sometieron a los siguientes tratamientos durante 30 d:
Control 1: plantas sin tratamiento (Con1); Control 2: plantas tratadas foliarmente con Tween 20
(1 ml L-1) + Etanol 0,2 % (Con2); plantas cultivadas en NaCl 150 mM (NacCl); plantas tratadas con
MeJa 0,5 mM diluido en Tween 20 (1 mL L-1) + Etanol 0,2 % (Me]a); plantas cultivadas en NaCl
150 mM y tratadas con MeJa 0,5 mM diluido en Tween 20 (1mL L-1) + Etanol 0,2 % (NaCl+Me]a).

El NaCl se aplicé directamente a la disolucidn nutritiva durante 1 mes, mientras que el Me]a
se aplicé via foliar en forma de spray (100 mL) 3 veces (cada 10 d) en los correspondientes
tratamientos a las plantas.

Diez plantas por tratamiento se recolectaron después de2 meses de cultivo y se determiné
el peso fresco como medida de crecimiento. Posteriormente se congelaron en N; liquido y se
liofilizaron para los andlisis posteriores.

2.2. Determinaciones fitoquimicas

La capacidad antioxidante de las muestras de hoja se evalu6 en términos de su capacidad
para desactivar el radical DPPH de acuerdo con Brand-Williams et al. (6),con las modificaciones
descritas por Pérez-Tortosa et al. (7).

El contenido fendlico total de las muestras de hoja se determindé mediante el método
colorimétrico de FolinCiocalteu, modificado por Everette et al. (8).

El contenido en flavonoides se evalud con AlClz segtin el método Meda et al. (9).

Los analisis estadisticos se realizaron con SPSS Release 18 para Windows. Se determinaron
diferencias significativas entre los valores de todos los parametros a P<0,05, segun la prueba de
Tukey.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El mayor contenido en compuestos fenélicos se alcanz6 en las plantas tratadas con MeJa y
en los controles 1y 2 (901,49+9,71 mg GAE kg-1 FW; 891,78+15,79 mg GAE kg-1FW y 883,09+8,11
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mg GAE kg-1 FW, respectivamente) (Fig. 1), mientras que los valores mas bajos se obtuvieron para
NaCl y MeJa+NaCl con 833,53+9,42 mg GAE kg! FW y 844,39+7,08 mg GAE kg1 FW,
respectivamente. Ademas, los tratamientos con NaCl y MeJa aumentaron el contenido en
flavonoides respecto a los controles 1 y 2, pero sin diferencias significativas entre ellos.

No hubo diferencias significativas en la actividad antioxidante entre todas las muestras
estudiadas. Como se muestra en la Fig. 1, las plantas tratadas con NaCl+Me]Ja mostraron la
capacidad de eliminacién de DPPH mas potente con 117,78+1,08 mg AAE kg-1 FW, respecto a los
tratamientos con MeJa (108,80+1,77 mg AAE kg-1 FW) y NaCl (109,92+5,84 mg AAE kg-1 FW) y
los controles 1y 2 con un valor de 113,63+7,16 mg AAE kg-1 FW y 110,84+5,46 mg AAE kg1 FW,
respectivamente. Estos resultados fueron consistentes el contenido de flavonoides, siendo el
tratamiento con NaCl+MeJa el que muestra mayores valores.

La Tabla 1 muestra que los pesos frescos y secos se vieron afectados por los diferentes
tratamientos, siendo el control 1 el que proporcioné plantas con mayor peso. Esta observacion
indica que los tratamientos utilizados inhibieron el crecimiento de las plantas.

La inhibiciéon del crecimiento debido al estrés por salinidad en las plantas estd bien
documentada y esta relacionada con varias limitaciones, de las cuales el estrés osmotico es el mas
influyente (10). De manera similar a los estudios anteriores, el tratamiento con Me]a contrarresto
los efectos negativos del estrés por NaCl en el crecimiento de las plantas (11). Este efecto contrario
puede explicarse por la capacidad de Me]a para mejorar significativamente la tasa de respiracion
y aumentar el punto de compensacion de CO; en las plantas (12).

4. CONCLUSIONES

El MeJa alivia la disminucién del crecimiento que produce la salinidad sin disminuir la
capacidad antioxidante y el contenido en fenoles de la misma, mientras aumenta el contenido en
flavonoides respecto a los controles, con lo cual se perfila como un tratamiento 6ptimo en forma
de spray foliar en esta planta para su cultivo en condiciones de estrés salino.
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Figura 1. Contenido en fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante plantas de C.
maritimum. Con1: plantas sin tratamiento; Con2: plantas tratadas foliarmente con Tween 20 (1
ml L-1) + Etanol 0,2 %; NaCl: plantas cultivadas en NaCl 150 mM; MeJa: plantas tratadas con MeJa
0,5 mM diluido en Tween 20 (1 mL L-1) + Etanol 0,2 %; NaCl+MeJa: plantas cultivadas en NaCl
150 mM y tratadas con MeJa 0,5 mM diluido en Tween 20 (1 mL L) + Etanol 0,2 %. Los valores
representan la media+SD (n=10).

Tabla 1. Determinacién de peso fresco, peso seco de muestras de C. maritimum con diferentes
tratamientos. Con1: plantas sin tratamiento; Con2: plantas tratadas foliarmente con Tween 20 (1
ml L-1) + Etanol 0,2 %; NaCl: plantas cultivadas en NaCl 150 mM; Me]Ja: plantas tratadas con MeJa

0,5 mM diluido en Tween 20 (1 mL L-1) + Etanol 0,2 %; NaCl+Me]Ja: plantas cultivadas en NaCl

150 mM y tratadas con MeJa 0,5 mM diluido en Tween 20 (1 mL L-1) + Etanol 0,2 %. Los valores

representan la media+SD (n=10).

Muestra Peso fresco Peso seco
(g) (mg)

Conl 11,51+0,77a* 1,330,092

Con2 8,92+0,81b* 1,03+0,09b

MeJa 7,21+0,43b 0,83+0,05b

NaCl 5,25+0,49¢* 0,60+0,06¢

NaCl+ MeJa 7,94+0,55b 0,91+0,06b

*Letras diferentes indican diferencias significativas P<0,05.
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Effect of UV-B light on hypocotyl growth during red cabbage
seed germination

Efecto de la iluminacién UV-B en el crecimiento del
hipocotilo durante la germinacion de semillas de col roja
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Abstract

Brassica sprouts are a source rich in nutritional and bioactive compounds such as
polyphenols, flavonoids, antioxidants and glucosinolates. In addition, the application of
UV-B to fruit and vegetables increases phytochemical biosynthesis. The aim of this work
was to determine whether different UV-B stresses during red cabbage seeds germination
influenced the development. The UV-B light was applied in 4 equal doses on days 3, 5, 7 and
10 of germination at 20 °C, with a total dose of 0, 5, 10 and 15 k] m-2. The length of the
hypocotyl of the sprouts was determined, as well as their growth rate. Sprouts under UV-B
had a longer hypocotyl length and 10 k] m2 induced a faster growth. Our results show that
controlled and discontinuously applied doses of UV-B can promote sprout growth.

Keywords: Brassica oleracea var. capita; sprouts; cruciferous; stress.

Resumen

Los germinados de Brassicas poseen un elevado contenido de compuestos nutricionales y
bioactivos tales como polifenoles, flavonoides, antioxidantes y glucosinolatos. La
aplicacion de luz UV-B a frutas y hortalizas estimula la biosintesis de fitoquimicos. Por ello
el objetivo fue determinar si diferentes estreses con UV-B durante la germinacion de
semillas de col roja perjudicaban su desarrollo. La luz UV-B se aplico en 4 dosis iguales en
los dias 3, 5, 7 y 10 de germinacion a 20 °C que sumaron un total de 0, 5, 10 y 15 k] m2. Se
determind la longitud del hipocétilo de los germinados y su velocidad de crecimiento. Los
germinados bajo UV-B tuvieron una mayor longitud del hipocétilo y bajo 10 k] m2
crecieron mas rapidos. Asi pues, dosis controladas y aplicadas de forma discontinua
pueden favorecer el crecimiento de los germinados.

Palabras clave: Brassica oleracea var. capita; germinados; cruciferas; estrés.

1. INTRODUCCION

La col roja es una Brassica consumida a nivel mundial. Numerosos estudios epidemioldgicos
muestran que hay una asociacion inversa entre el consumo de hortalizas del género Brassica y el
riesgo de padecer cancer y enfermedades cardiovasculares (1). Los germinados son alimentos
funcionales debido a sus altas concentraciones de compuestos bioactivos y nutricionales
comparado con la planta adulta (2).

Un estrés luminico con luz ultravioleta-B (UV-B) causa respuestas fisioldgicas y metabdlicas
en plantas incluido la biosintesis de compuestos antioxidantes como metabolitos secundarios (3).
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La luz UV-B es una herramienta para inducir la biosintesis y acumulaciéon de flavonoides y
glucosinolatos (4).

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de diferentes dosis de luz UV-B durante el
crecimiento de germinados de col roja durante 10 dias a 20 °C sobre la longitud del hipocétilo y la
velocidad de crecimiento.

2. MATERIALES Y METODOS

Las semillas de col roja (Brassica oleracea capita rubra), compradas en Intersemillas S.A,
(Valencia, Spain) se germinaron en bandejas con papel de filtro. En cada bandeja se dispusieron 2
g de semillas, constituyendo cada bandeja una repeticion. Las condiciones de germinacion fueron
10 dias en oscuridad a 20 °C. Durante la germinacion, se aplicaron tres tratamientos de UV-B (1,25,
2,50y 3,75 k]/m?) en 4 dias (alos 3, 5, 7 y 10 dias). Tras la germinacion, las dosis de UV-B totales
recibidas fueron 5, 10 y 15 k]J/m2 (UVB5, UVB10 y UVB15, respectivamente). El control (CTRL) se
germino sin aplicacion de UV-B.

2.1 Longitud del hipocétilo

La longitud del hipocétilo se midi6é en cada dia de salida (3, 5, 7 y 10 dias) y para cada
tratamiento mediante el programa Image]. Se tomaron 30 germinados por bandeja y los valores
Sse expresaron en cm.

2.2 Velocidad de crecimiento

Las ecuaciones de la velocidad de crecimiento para cada tratamiento se determinaron
mediante una regresion exponencial de los valores obtenidos mediante el programa Image].
Ademas, se determind la fase exponencial de la curva de crecimiento mediante una regresion
lineal.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La velocidad de crecimiento de los germinados de col bajo los tratamientos UVB5 y UVB10
fue mayor respecto al CTRL. Tras 5 y 7 dias de germinacién se observé un incremento del
hipocoétilo del 88 % para los germinados bajo UVB10 respecto a los germinados CTRL. Ademas, la
longitud del hipocétilo de los germinados bajo las tres dosis de UV-B fue mayor que en el CTRL.
Las curvas de crecimiento de los germinados de col roja bajo los diferentes tratamientos
estudiados tuvieron un buen ajuste (R2>0,9) con una regresién exponencial (Fig. 1).

Las curvas de crecimiento de los germinados estresados con UV-B presentaron una mayor
pendiente en su fase exponencial (Fig. 2). Los germinados bajo UVB10 presentaron la mayor
pendiente (0,76), mientras que el CTRL presentd la menor pendiente (0,53).

Esta descrito que la luz UV-B puede causar respuestas en el desarrollo morfolégico de las
plantas durante su crecimiento, como la inhibicién (5). Sin embargo, en base a los resultados
obtenidos, se plantea que, en funcién de las dosis y tiempo, entre otros factores, es posible que el
efecto pueda ser beneficioso induciendo un estrés abidtico que pueda reportar un mayor
crecimiento de los germinados con respecto al CTRL.

4. CONCLUSIONES

La aplicacion de radiaciéon UV-B durante el crecimiento de los germinados de col incremento
lalongitud del hipocétilo y reporté una mayor velocidad de crecimiento. La dosis de 10 k] /m2 UV-
B obtuvo los mejores resultados de crecimiento del hipocétilo.
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Figura 1. Curva de crecimiento del hipocétilo de los germinados de col rojaalos 3,5, 7 y 10 dias
tras la aplicaciéon de diferentes dosis de UV-B (5, 10 y 15 k] m'2) y un control sin radiacion

(CTRL).
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Figura 2. Pendiente de la fase exponencial de la curva de crecimiento del hipocétilo de los
germinados de col rojaalos 3,5, 7 y 10 dias tras la aplicacion de diferentes dosis de UV-B (5, 10
y 15 k] m2) y un control sin radiaciéon (CTRL).
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Inheritance of resistance to acrinathrin in Frankliniella
occidentalis (Thysanoptera: Thripidae)
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Abstract

The genetic basis of acrinathrin resistance was investigated in WFT. The resistant strain,
selected in the laboratory for acrinathrin resistance from a pool of thrips populations
collected in Almeria (south-eastern Spain), showed a high resistance to acrinathrin (43-
fold based on LC50 values) compared with the laboratory susceptible strain. Mortality data
from reciprocal crosses of resistant and susceptible thrips indicated that resistance was
autosomal and not influenced by maternal effects. Analysis of probit lines fromthe parental
strains and reciprocal crosses showed that resistance was expressed as a codominant trait.

Keywords: thips; insecticide resistance; genetic; pyrethroid.

Resumen

Se investigo la base genética de la resistencia al acrinatrin para Frankliniella occidentalis.
La poblacion resistente, seleccionada en el laboratorio para la resistencia a acrinatrin, de
un conjunto de poblaciones de trips recogidas en Almeria (sureste de Espaiia), mostré una
gran resistencia al acrinatrin (43 veces superior a la CLso) comparada con la poblacion
susceptible de laboratorio. Los datos de mortalidad de cruces reciprocos de trips
resistentes y susceptibles indicaron que la resistencia era autosomal y no estaba
influenciada por efectos maternos. El analisis de las lineas probit de las poblaciones
parentales y los cruces reciprocos mostro que la resistencia se expresaba como un rasgo
codominante.

Palabras clave: trips; resistencia insecticida; genética; piretroide.

1. INTRODUCCION

El trips occidental de las flores (TOF), Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera:
Thripidae), es una plaga muy importante en el mundo debido a los dafios econémicos que
ocasiona. El uso indiscriminado de insecticidas, el rapido desarrollo de generaciéon de F.
occidentalis, su gran fecundidad y su sistema de reproduccion haplodiploide, en el cual los genes
de resistencia estan directamente expuestos a la seleccion a través del tratamiento insecticida,
han llevado al desarrollo de resistencia a la mayoria de grupos de insecticidas; organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretroides y spinosines. Un trabajo previo, mostrd, que el
principal mecanismo de resistencia al formetanato, metiocarb y acrinatrin en F. occidentalis es
metabdlico. Y otro estudio, que la detoxificacién metabdlica no era la responsable de la resistencia
a spinosad. Estos resultados explican la carencia de resistencia cruzada del spinosad con el
acrinatrin, el formetanato y metiocarb. Todos estos resultados sugieren que el mecanismo de
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resistencia hacia el spinosad para el TOF sea de alteracion del punto de accién. Otro estudio
sugirid, que la resistencia al spinosad es autosomal y no estd influida por efectos maternos, a la
vez que esta expresada en un rasgo casi completamente recesivo, probablemente controlado por
un locus (1-4). El éxito de las estrategias de resistencia a insecticidas depende de una serie de
factores, que incluyen el modo de herencia de la resistencia. Un mejor conocimiento de la genética
de la resistencia ayudara a disefiar y aplicar programas de gestidn de la resistencia frente al TOF.
El presente estudio, se inicié para definir la naturaleza de la resistencia al acrinatrin de un modo
mas exhaustivo, examinando su herencia. Los patrones de herencia se examinaron para
determinar el grado de dominancia de la resistencia, asi como posibles nexos de sexo y la
naturaleza monogénica o poligénica de la resistencia.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Insectos

La poblacién susceptible de F. occidentalis se recogi6 en 2001, de cultivos de pimiento en
Murcia en control integrado. A principios de 2003, se recogieron seis poblaciones de F. occidentalis
en Almeria de varios invernaderos de pimiento bajo control quimico, que posteriormente se
criaron en laboratorio. Los supervivientes de concentraciones por encima de la CL50 se
seleccionaron y se criaron. Esta poblacion seleccionada para la resistencia al acrinatrin (AR) se
mantuvo en el laboratorio, y la resistencia se mantuvo mediante seleccién por presion periddica.

2.2 Insecticida

Para los bioensayos se utilizé acrinatrin comercial de 75 g L-1 EC (Rufast, Agrodan).

2.3 Bioensayos

Los bioensayos se realizaron con adultos hembra de TOF, se sumergieron trozos de hoja de
pimiento dulce (30 x 5 mm) durante 10 s en las disoluciones seleccionadas y entonces se dejaron
secar durante 1-2 h a temperatura ambiente. Se sumergieron las secciones de hoja de control en
agua destilada con Tween 20 (1 g L-1). Las secciones de hojas se colocaron entonces a viales de
plastico individuales (5 mL). Se pusieron 10 trips hembra adultos en cada vial. Los viales se
cerraron con un trozo de papel de celulosa encima del tapdon para prevenir condensaciones de
agua y se mantuvieron en posicion vertical a 25+2 °C y un fotoperiodo 16:8 h luz: oscuridad. Se
ensayaron un total de 5-9 concentraciones mas un control (sin insecticida) para cada poblacién
en tres repeticiones que contenian 10 trips adultos por repeticién. Las concentraciones se
eligieron para obtener un rango de mortalidad del 0-100 %. El ensayo se evalu6 después de 24 h.
Los individuos que no se movian, se anotaban como muertos.

2.4 Cruces genéticos

Para determinar la base genética de la resistencia se realizaron varios cruces entre la
poblacién resistente (AR) y la susceptible (S). La respuesta de F1 y la progenie del primer cruce
se determiné al acrinatrin. Se cruzo reciprocamente en masa entre ARy S, obteniendo la progenie
F1. Esta primera progenie se obtuvo de los cruces en masa entre las hembras virgenes de F1 y
machos AR, y hembras virgenes F1 y machos S. Para obtener hembras virgenes se usaron 150
larvas “II” de cada poblacién y se criaron en laboratorio. Los adultos emergentes se sexaron; los
machos se descartaron y las hembras virgenes se vuelven a criar para su cruce masivo. Los machos
usados en los cruces masivos se recogieron de la cria de cada poblacion. Para los cruces masivos
se emparejaron hembras virgenes AR con machos S, y hembras virgenes S con machos AR. Se
usaron al menos 100 hembras virgenes y 200 machos en cada cruce masivo. Estos cruces
proporcionaron retofios suficientes para hacer ensayos y calcular los valores de la CL50 para
multiples concentraciones. TOF tiene un mecanismo de reproduccién arrenotdéquia
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(haplodiploide). Los machos resultan de los huevos haploides sin fecundar, y las hembras de los
huevos diploides fecundados. Es por esto por lo que se usaron solo hembras para los bioensayos.

2.5 Andlisis de la herencia

Se calcularon los datos a partir de la mortalidad observada en el control y analizados usando
el programa Polo PC para el andlisis probit. Se calculd la concentracién para una mortalidad del
50 % (CL50), y cualquier pareja de valores comparados se considero significativamente si sus
respectivos intervalos de confianza (IC) al 95 % no se solapaban. También se determinaron los
factores de resistencia (FR) dividiendo los valores de CL para la poblacién resistente por los
valores correspondiente de CL para la poblacién susceptible para cada insecticida.

2.6 Andlisis de datos de mortalidad

Se utilizaron los datos de mortalidad de cada cruce parental reciproco, para determinar si
la resistencia era autosomal, enlazada al sexo o influenciada por efectos maternales. El grado de
dominancia para la CL50 (DCL) se calculé como se describe en [5]; DCL = (log CLRS - log CLS) /
(log CLR - log CLS). Donde CLPR, CLS y CLR son los valores de CL50 para los individuos hibridos
(F1), susceptibles (S) y resistentes (AR), respectivamente. DCL varia de 0 a 1 (0 = recesion
completa y 1 = dominancia completa). La dominancia efectiva (DNM) se calculé a partir de los
valores de mortalidad a una determinada concentracién como sigue; DNM = (NMRS - NMSS) /
(NMRR - NMSS). Donde NMRR, NMRS y NMSS son la mortalidad a una determinada concentracidon
de acrinatrin para la progenie AR, F1 y S, respectivamente. Los valores de DNM van de 0
(resistencia completamente recesiva) a 1 (resistencia completamente dominante).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Toxicidad del acrinatrin

El valor de la CL50 para la poblacion susceptible (S), de TOF fue de 53,4 mg L-1 de acrinatrin
(Tabla 1, Fig. 1). La poblacién seleccionada para resistencia al acrinatrin (AR) se mostr6 muy
tolerante al acrinatrin (RF = 43), con un valor de CL50 de 2305 mg L-! (Tabla 1, Fig. 1).

3.1 Enlace por sexo, efectos maternales y dominancia

Los valores de la CL50 para la progenie F1 de hembra S x macho AR y hembra AR x macho
S fueron 370,1 y 344,5 mg L1 de acrinatrin, respectivamente (Tabla 1, Fig. 1). La hip6tesis nula de
igualdad entre las dos lineas de regresidon probit del reciproco F1 no se rechazaron al nivel
significativo del 5 % (x2=0,54, df=2, P=0,76). Esta igualdad sugirié que el enlace por sexo de la
resistencia no ocurrid y que la base genética de la resistencia al acrinatrin era herencia autosomal
y que no estaba influenciada por efectos maternales. Asi mismo estaba expresada como un rasgo
codominante, probablemente controlado por un locus. El grado de dominancia de los alelos de
resistencia puede contribuir a la propagacién de la resistencia. La dominancia no es una propiedad
intrinseca de un alelo. Su expresion depende normalmente de la dosis aplicada, llevandonos al
concepto de dominancia efectiva (DNM). En el presente estudio el grado de dominancia (DCL)
basado en la CL50 de las progenies F1 era 0,50, lo que indicaba un rasgo codominante. Sin
embargo, la dominancia efectiva, DNM = 0,93, indica una resistencia dominante a la dosis de
campo recomendada de 60 mg L-1. Sin embargo, el sistema de reproduccion haplodiploide de TOF,
puede acelerar el desarrollo de resistencia, independientemente de la dominancia intrinseca o del
caracter recesivo de los alelos, como genes resistentes que estan expuestos a la seleccién en
machos homocigotos.
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4. CONCLUSIONES

Los datos presentes indican que la base genética de la resistencia al acrinatrin era herencia

autosomal, no influenciada por efectos maternos y expresada como un rango codominante,
probablemente controlado por un locus.

5. REFERENCIAS

1.

Bielza P, Quinto V, Fernandez E, Gravalos C and Contreras ], Genetics of spinosad resistance in Frankliniella
occidentalis (Thysanoptera: Thripidae). ] Econ Entomol 2007; 100:916-920

Bielza P, Quinto V, Contreras ], Torné M, Martin A and Espinosa P], Resistance to spinosad in the western flower
thrips, Frankliniella occidentalis (Pergande), in greenhouses of south-eastern Spain. Pest Manag Sci 2007;
63:682-687

Espinosa PJ, Contreras ], Quinto V, Gravalos C, Fernandez E and Bielza P, Metabolic mechanisms of insecticide
resistance in the western flower thrips, Frankliniella occidentalis (Pergande). Pest Manag Sci 2005; 61:1009-
1015

Bielza P, Espinosa PJ, Quinto V, Abellan ] and Contreras ], Synergism studies with binary mixtures of pyrethroid,
carbamate and organophosphate insecticides on Frankliniella occidentalis (Pergande). Pest Manag Sci 2007;
63:84-89

Bourguet D, Genissel A and Raymond M, Insecticide resistance and dominance levels. ] Econ Entomo
2000;93:1588-1595.

Tabla 1. Analisis de la regresion probit de la mortalidad de acrinatrin en poblaciones resistentes

(AR) y susceptibles (S) de Frankliniella occidentalis y cruces seleccionados.

Poblaciéon n Pendiente CL50 (mg L-1) X2 (df) DCLa
+SE (95 % CL)
S 210 1,9620,27 53,4 (37,1 - 75,9) 12,9 (16)
AR 150 2,58+0,78 2305 (1244 - 3737) 5,7 (10) 0,5(0,2-1,0)
F1 (Shembrax AR macho) 180 1,45%0,19 370,1 (245,3 - 572,5) 11,0 (13) 1,0 (0,4 - 2,1)
F1 (S hembra x AR macho) 180 1,65+0,22 344,5 (234,6 - 510,7) 10,6 (13) 1,0 (0,4-2,8)
F1 Seleccionado 330 1,54+0,14 356,2 (269,8 - 474,3) 22,1 (28)
+ -
F1xS 150 1,17%0,22 52,1 (27,3 - 86,0) 7,9 (10) 9,;0(4;,)2
F1x AR 180 1,20+0,42 1000,5 (276,5 - 1953,7) 7,1 (13) 3,5(1,6-75)

a Grado de dominancia para la CL50: DCL = (log CLRS - log CLS) / (log CLR - log CLS)
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Figura 1. Logaritmo de las dosis de las lineas probit de acrinatrin para la poblacion susceptible

(S) y resistente (AR) de TOF y cruces seleccionados.
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Importance of packaging for the application of the Circular
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Abstract

There are many interests created with the linear production model, the survival of society
as we know it, requires an effort by everyone to change to a more sustainable circular
production model with the planet, to be more friendly to the environment. By
implementing the circular model we will reuse resources that were previously treated as
waste and it is about relearning what we have learned, respecting what we did not value,
reinventing ourselves, contributing to well-being, reducing consumption and valuing what
we have to feel better and finally to recycle with information and common sense. The
results obtained have been crucial to know what consumers' concerns are regarding health
related to food, information on food labeling, food waste, and recycling.

Keywords: sustainability; food, use; by-products; environment.

Resumen

Son muchos los intereses creados con el modelo lineal de produccion, la supervivencia de
la sociedad tal y como la conocemos, requiere un esfuerzo de todos para cambiar a un
modelo de produccion circular mas sostenible con el planeta, ser mas amigo del medio
ambiente. Al implantar el modelo circular reutilizaremos recursos que antes eran tratados
como residuos pero que ahora son recursos, se trata de reaprender lo aprendido, a
respetar lo que no le didbamos valor, a reinventarnos, a contribuir con el bienestar, a
reducir el consumo y a valorar lo que tenemos para sentirnos mejor y finalmente a reciclar
con informacion y sentido comiin. Los resultados obtenidos han sido cruciales para
conocer cual es la preocupacion de los consumidores en materia de salud relacionada con
la alimentacion, informacion en el etiquetado de alimentos, desperdicio alimentario, y
reciclaje.

Palabras clave: sostenibilidad; alimentacion; aprovechamiento; subproductos; medio ambiente.

1. INTRODUCCION

El sector agroalimentario se encuentra dentro de las actividades econémicas mas
importantes en la economia espafiola, y durante este estado de alarma por el COVID-19 ha sido
reconocida como actividad esencial, representando el 16 % del total de la fabricacién. En cuanto
al consumo de alimentos por persona y afo, en 2017 fueron de 751,30 kg lo que represent6 unos
102 mil millones de euros, representando el 2,7 % del PIB nacional. Por otro lado, la cantidad de
alimentos desperdiciada a nivel mundial cada afio han sido de 1.300 millones de t, y 89 millones
en la Unién Europea, y de 8 millones en Espafia. Se espera un aumento en los préximos afos (1).
El desperdicio alimentario, conlleva varios problemas, por un lado, el caracter ético y nutricional,
relacionado con todas aquellas personas a las que se dejan de alimentar, y, por otro lado, el
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problema medioambiental que genera, no solo desechas un alimento sino todos los recursos
utilizados, trabajo, tiempo, agua y energia para obtener ese alimento y procesarlo, y al mismo
tiempo generas un residuo dificil y caro de gestionar (2).

La economia circular se basa en el hecho de que no existe residuo en la naturaleza, donde el
residuo de uno es el alimento o el factor de produccién de otro (3).

La economia circular también debe aplicarse en toda la cadena agroalimentaria,
comenzando en el cultivo a pie de campo, pasando de la industria alimentaria a la tienda
especializada o supermercados, y terminando en el consumidor final. Pero antes de esto hay un
gran trabajo a realizar (4), la produccién lineal que tanto ha perjudicado a nuestro ecosistema y
que tanto ha beneficiado a la economia de las grandes multinacionales, tiene fecha de caducidad,
pero hay que comenzar desde el inicio, y se trata del redisefio de productos, ésta es quizas de las
tareas mas importantes, es en ella donde se puede llevar a cabo una innovacién del producto, una
reformulaciéon, darle un segundo uso, la bisqueda de nuevos materiales o simplemente hacer
productos que se transformen en otros al final de su vida util, y lo que no sirva a uno, sea materia
prima para otro, produciendo productos con un valor econdmico dificil de desechar (5).

En la industria de la alimentacién nos encontramos varios problemas afiadidos, el
despilfarro alimentario, el desecho alimentario, que generan desechos organicos, la cantidad de
basura generada debido los plasticos de un solo uso que infectan nuestros mares (4).

Es en el etiquetado de alimentos donde podemos hacer una gran labor a la hora de
establecer patrones, que desde la industria existan unos cddigos medioambientales y saludables,
con una implicacién de las administraciones publicas, y que finalmente, seamos todos los
beneficiados de estos cambios, siendo el mas vulnerable el consumidor final (6). Estos cambios,
también, se deben de incorporar a la hora de tratar de la salud del consumidor, cuando hablamos
de obesidad infantil, alergias alimentarias, intolerantes alimentarios, que tanto estan
preocupando a las autoridades sanitarias y estan costando a los gobiernos, debido a los aumentos
del nimero de personas con estas patologias (7).

Los objetivos que se persiguen en esta investigacion son:

1. Comprobar la falta de informacién del consumidor en materia de reciclaje.

Ver la aportacion que le puede dar el etiquetado en materia de economia circular.

3. Analizar las actitudes del consumidor para mejorar la situacién actual frente a los
desechos.

N

2. MATERIALES Y METODOS

Se han realizado 520 encuestas, compuesta por 27 preguntas, tratando aspectos tan
importantes y que afectan a la economia circular, como el tipo de consumo, medioambiente,
desperdicio alimentario, generacion de residuos, y su reciclaje. La bateria de preguntas ha tratado
de recabar informacién sobre:

1. Preocupacion del consumidor por la salud y si el consumo de alimentos lo relaciona con
su salud;

2. Habitos de compra, lugar de compra, frecuencia de esta compra, tipologias de alimentos
que consume, si las frutas y verduras frescas predominan en su carro de la compra o son
alimentos procesados o ultra-procesados los que consumen;

3. Inquietud por analizar el contenido de los alimentos procesados a través de la informacién
contenida en las etiquetas, como fecha de caducidad, calorias y grasas que aportan,
conocer si su origen es animal o vegetal, si son saturadas o trans, y especialmente si esta
grasa es de palma, aztcar afiadida, la naturaleza de los aditivos, conservantes y colorantes;
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4. Detectar la preocupacion del medio ambiente a través de su preocupaciéon por la
procedencia y naturaleza del plastico con el que se elabora envase, su posterior uso y
reciclaje;

5. El procedimiento de reciclado en el hogar.

Por tanto, el objetivo principal del cuestionario planteado es la medida de actitudes,
opiniones y comportamientos especificos sobre la influencia de las etiquetas alimentarios tienen
para el consumidor, y su aplicacién en la economia circular. La recogida de la informacién se ha
completado con datos socioecondémicos.

Una vez realizado el pre-test con 11 preguntas abiertas sobre reciclaje y las modificaciones
necesarias en algunos items, se disefid el cuestionario definitivo compuesto por 27 preguntas
estructuradas en los 5 bloques generales sefialados. Para agilizar el proceso de toma de datos a
través de las encuestas, el formato del cuestionario fue con todas las preguntas cerradas.

En cumplimento de la legislacién vigente de proteccidn de datos, la encuesta se ha lanzado
a través de las redes sociales, por correo electrénico, y de forma directa, preguntado al ciudadano
en las puertas de supermercados e hipermercados. La encuesta fue traducida al inglés y se
obtuvieron 50 respuestas de contactos de nacionalidades como Estados Unidos y Reino Unido.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Un 64 % de los encuestados son mujeres y 36 % hombres, la edad media fue de 19 afios a
mas de 60, concentrandose el mayor grupo en la franja comprendida de los 31 a 45 afios con un
37,86 % de los encuestados.

En cuanto a la planificaciéon de las compras, el 37,2 % realiza una planificaciéon de las
compras, pero siempre compra cosas que no ha planificado, el 15 % se cifie a los productos que
ha planificado y el 14,15 % planifica en funcién de los productos que van a caducar en su despensa.
El 15 % no planifica a la hora de realizar la compra. También, cabe afiadir que el 26 % afirma
comprar alimentos que no necesita.

Hay un alto porcentaje de personas preocupadas por consumir productos que hayan sido
producidos y comercializado cerca de su hogar, por la confianza que le proporciona el consumo
de un producto fresco y sin tratamiento agresivos, esta situacion le preocupa realmente a un 56,12
% de los encuestados, dandole especial importancia a que dicha informacién aparezca en la
etiqueta de los alimentos, también tiene una especial importancia estar informado de donde ha
sido envasado el alimento con un 46,93 %. Referente al envase y su reciclaje, parece que va
llamando la atencién del consumidor, ya que el porcentaje de encuestados que desean conocer la
utilidad que se le puede dar al envase una vez consumido el producto es de 51,53 %.

El interés por evitar el desperdicio alimentario también es evidente en las respuestas
obtenidas en el cuestionario, preocupacidén por tirar una comida ya preparada es manifestada por
un 90,30 % de los encuestados, un porcentaje realmente elevado. Sin embargo, se reconoce, con
un 62,24 %, que el desperdicio esta relacionado con la mala planificacién a la hora de hacer la
compra. Respecto al reciclado solo el 47,34 % de los encuestados compran envases que se le pueda
dar un segundo uso, frente al 73,55 % que si reutiliza el vidrio en su hogar.

No nos sorprende la mala informacién que recibe el consumidor frente al reciclado, siendo
un 56,45 % manifiestan desconocer donde se depositan los metales, algo méas de la cuarta parte
de la poblacién encuestada, un 28,22 %, no sabe donde depositar los juguetes de plastico, esta
situacion refleja el alto grado de sensibilizacion del ciudadano por el medio ambiente, ya que un
82,30 % demandan mas informacién en materia de reciclado.

Como se observa, esta situacion va calando y actualmente hay cierta inquietud en conocer
mas sobre la composicién de los alimentos que se consumen y de la generacion de los residuos
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que se producen, el 74,16 % precisa saber los tipos de plastico utilizados en cada producto y que
esta informacion quede reflejada en la etiqueta para después poder proceder a un reciclaje
adecuado como indica, el 80,38 % de los encuestados, al demandar ideas para un segundo uso de
dicho envase, destino y, evidentemente, formas y lugares de reciclarlo.

4. CONCLUSIONES

Alavista delos resultados obtenidos, vemos una clara deficiencia en cuanto a la informacion
en materia de los envases se refiere, la concienciacion social es alta, pero pocos los resultados
obtenidos en materia de reciclaje, es necesario una mayor implicacién de las administraciones y
empresas para realizar las cosas de diferente manera, el consumidor conoce su responsabilidad
con el medio ambiente, pero le faltan los medios para llevarlo a cabo.

Podemos concluir:

- Que el consumidor final sabe la implicacion que tiene y la responsabilidad de las empresas,
que su responsabilidad no disminuye con los medios que posee, pero termina en
frustracidn al ver los pocos medios con que se dispone.

- Que la falta de informacion es evidente, se demanda, pero no se prospera en materia de
reciclado.

- El concepto de economia circular en el sector alimentario tiene mucho potencial, y es facil
de aplicar, teniendo los medios apropiados, que auin no se dispone de ellos.

- Que el etiquetado de alimentos es un medio en el que el consumidor reclama mas
informacién, mas claridad y transparencia de lo que tienen actualmente, de ello depende
el cuidado de su salud y el medio ambiente.
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Abstract

Mine tailings piles are considered one of the most environmental damaging anthropogenic
issues worldwide due to the occurrence of high metal(loid)s concentrations. In order to
achieve tailings’ restoration, phytomanagement has raised up as an interesting alternative,
which consists of improving a self-sustaining vegetation cover. In this process the bacterial
community, adapted to extreme conditions, may play an important role. The objective of
this work was to elucidate which factors, including edaphic, vegetation and bacterial
composition aspects, determine soil functionality in the phytomagement of mine tailings
piles in semiarid areas. The presence of plants in vegetated patches at tailings revealed a
positive effect on soil fertility and microbiological indicators, stimulating the presence of
bacterial orders involved in key biogeochemical cycles. This functionality of impacted
tailings sites, which even showed unfavourable edaphic conditions, may support its long-
term sustainability.

Keywords: mining tailings; phytomanagement; metals; salinity; microbial community.

Resumen

Los depdsitos de lodos de flotacion son considerados un grave problema medio ambiental
debido a la presencia de elevadas concentraciones de metales pesados. Con la intencion de
alcanzar su restauracion, se han propuesto técnicas de fitomanejo consistentes en formar
una cubierta vegetal estable sobre sus superficies. Para conseguir esto, puede ser
beneficioso contar con una comunidad bacteriana adaptada a las condiciones adversas
especificas de estos residuos. El objetivo de este proyecto fue evaluar qué factores
(edaficos, vegetacion y composicion bacteriana) determinan la funcionalidad del suelo
durante los procesos de fitomanejo en zonas mineras semiaridas. El estudio revel6 que la
vegetacion presente en los depdsitos mineros fue capaz de estimular, a pesar de las
condiciones edaficas deficientes, el desarrollo de una comunidad bacteriana organotréfica
implicada en ciclos biogeoquimicos de nutrientes, y por lo tanto, con capacidad para
apoyar la sostenibilidad a largo plazo del sistema.

Palabras clave: depositos mineros; fitomanejo; metales; salinidad; comunidad microbiana.
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1. INTRODUCCION

Los depésitos de lodos de flotacién provienen de la acumulacidn de residuos generados por
las actividades de mineria metalica. Se trata de estructuras inestables con condiciones extremas
de suelo, como elevadas concentraciones de metal(loid)es, elevada salinidad y baja fertilidad (1).
Con el objetivo de restaurar estos depoésitos, algunos estudios han valorado la posibilidad de
generar una cubierta vegetal estable con especies autdctonas adaptadas a las condiciones
climaticas locales (fitomanejo por fitoestabilizacién) (2). Sin embargo, los procesos de
fitoestabilizacién estdn limitados por las condiciones edéaficas de los depdsitos que pueden
dificultar el desarrollo de vegetacién (3). En este sentido, las comunidades bacterianas presentes
en los residuos mineros pueden jugar un papel muy importante en el establecimiento de la
vegetacion al interaccionar positivamente con las rizosferas, actuando como filtro de metales y/o
participando en ciclos biogeoquimicos de nutrientes (4).

El objetivo de este proyecto fue evaluar qué factores (edaficos, vegetacién y composicion
bacteriana) determinan la funcionalidad del suelo durante los procesos de fitomanejo por
fitoestabilizacidn en zonas mineras semidaridas.

2. MATERIALES Y METODOS

El area de estudio pertenece al Distrito Minero de Cartagena-La Union. El muestreo fue
realizado a lo largo de un transecto (Fig. 1A) trazado desde un area no afectada por la actividad
minera (control) hasta la meseta de un depdsito de lodos de flotacion, incluyendo diferentes
microambientes y rizosferas de vegetacion espontanea en el mismo. En cada etapa del transecto
se tomaron muestras compuestas de suelo (n23), las cuales se emplearon para su caracterizaciéon
fisico-quimica y microbiolégica (composicidn bacteriana). Los andlisis estadisticos se realizaron
con los programas SPSS 22 y CANOCO for WINDOWS v4.02.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las variaciones en las propiedades de suelo a través del transecto experimental
determinaron un gradiente ambiental definido por parametros como pH, carbono organico (CO)
o nitrégeno total (NT), los cuales correlacionaron negativamente con la concentracién total de
metales y los parametros de salinidad (conductividad eléctrica (CE) y SO04%) (Fig. 1B). Sin
embargo, dentro del deposito, se generd un gradiente secundario definido principalmente por la
salinidad, donde la concentraciéon de metales jugé un papel secundario (Fig. 1B). Como ya se ha
indicado en otros estudios realizados en ambientes afectados por actividades mineras, la
variabilidad espacial de la concentracién de metales totales en estos dep6sitos con condiciones de
pH neutro, no parecen ser motivo suficiente para la generacién de nichos especificos en el
desarrollo de plantas y/o microorganismos (5). Sin embargo, otros factores fisico-quimicos como
la salinidad o la textura han mostrado una gran relevancia en el desarrollo de los procesos de
sucesion edafica (6). Asi, las zonas desnudas de vegetaciéon dentro del depdsito, caracterizadas
por elevados valores de CE, mostraron una composicion bacteriana principalmente litotrofica (e;.
ordenes de Gammaproteobacteria) (Fig. 2). Sin embargo, las zonas del depésito con menor
salinidad promovieron la presencia de vegetacidon, lo que favoreci6 mayores valores de
parametros relacionados con fertilidad (CO, NT) y el desarrollo de una comunidad bacteriana
principalmente organotrofica (ej. Cytophagales) (7). Las rizosferas de las plantas muestreadas
dentro del depdsito compartieron grupos bacterianos con las muestras de suelo externas al
deposito (control y borde externo). Estos grupos juegan un papel importante en la sostenibilidad
de los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes. Un ejemplo es el caso del orden Rhizobiales (Fig.
2), el cual ha sido ampliamente relacionado con la fijacién de nitrégeno (8).

86



9th Workshop on Agri-food Research for young researchers. Cartagena, Spain. 27t July 2020

4. CONCLUSIONES

El estudio de microambientes en depdsitos mineros revel6 la importancia de la fertilidad
del suelo, y por tanto, de la presencia de vegetacion espontanea para estimular el desarrollo de
una comunidad bacteriana implicada en la sostenibilidad de los ciclos biogeoquimicos. Por todo
esto, es importante tener en cuenta la microbiologia nativa, adaptada a las condiciones edaficas
especificas, de cara a asegurar la sostenibilidad a largo plazo de los proyectos de fitomanejo en
estos ambientes.
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Methodology to determine infiltration rates in agricultural
soils based on weighing lysimetry
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Abstract

An experiment was conducted to quantify the rate of a silty loam soil from the minute data
of a weighing lysimeter, analysing different rainfall events with two soil moisture
conditions, above and below field capacity. The detailed information of the data allowed to
draw and know the infiltration capacity curve of the soil. The results showed a maximum
infiltration rate 22.9 % higher when the soil was below the moisture content at field
capacity than when the soil was above this moisture content. The basic or stable rate was
similar for both cases (standard deviation of 0.03 mm h-1). Based on these results, it can be
assumed that a soil with a lower moisture content has a higher initial infiltration capacity
but always tends to have the same stable rate.

Keywords: moisture content; water mass; water balance; rain events.

Resumen

Un experimento fue conducido para cuantificar la tasa de un suelo franco limoso a partir
de los datos de un lisimetro de pesada, analizando diferentes eventos de lluvia con dos
condiciones de humedad del suelo, por encima y por debajo de la capacidad de campo. La
informacion detallada de los datos permitié dibujar y conocer a detalle la curva de
capacidad de infiltracion del suelo. Los resultados mostraron una tasa de infiltracion
maxima 22,9 % mayor cuando el suelo estaba por debajo del contenido de humedad a
capacidad de campo que cuando este estaba por encima de dicha humedad. En cuanto a la
tasa basica o estable fue similar para ambos casos (desviacion estandar de 0,03 mm h-1).
Con estos resultados puede asumirse que un suelo con menor contenido de humedad
presenta mayor capacidad de infiltracién inicial pero que siempre tienden a una misma
tasa estable.

Palabras clave: contenido de humedad; masa de agua; balance hidrico; eventos de lluvia.

1. INTRODUCCION

El suelo es uno de los principales factores a tomar en cuenta en la planeacién y desarrollo
del riego. Uno de los indicares de calidad del suelo es la tasa de infiltraciéon, que tan rapido entra
el agua. Se considera un riego ineficiente aquel que supera la tasa infiltraciéon que tiene el suelo
formando escurrimientos superficiales y que a su paso iran erosionando el suelo (1,2). La tasa de
infiltracion es muy variable tanto en espacio como en tiempo debido a numerosos factores como
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son: la textura del suelo, contenido de humedad, practicas de cultivacidn, variaciones climaticas,
cobertura foliar, raices, entre otros (1,3,4).

Los infiltrometros son usados frecuentemente para estimar la infiltraciéon acumulada en
funcién del tiempo in situ, con estos dispositivos es asumido un movimiento vertical y se requiere
de gran tiempo de prueba para obtener mejor estimaciéon de infiltracién; sin embargo, puede
existir errores en la determinacién de la infiltracién debido al flujo lateral de agua en el suelo
debajo del infiltrémetro (5). Un dispositivo con mejor precisién en la determinacién de flujos de
agua en el suelo-planta-atmosfera es el lisimetro de pesada (6-9). Estos han sido usados para
cuantificar la precipitacién, condensacion y evapotranspiracion del cultivo (6,10,11).

El objetivo de esta comunicacidn es caracterizar la infiltracién de un suelo franco limoso,
cuando el contenido de agua esta por encima y por debajo de su capacidad de campo, por medio
de las variaciones de masa de un lisimetro de pesada. Para lograr esto, se cumpliran los siguientes
objetivos especificos, i) obtener el contenido de agua a capacidad de campo del suelo, ii) establecer
los eventos de lluvia que llevaron al suelo por encima de capacidad de campo y cuales no para
analizarlos y iii) determinar la tasa de infiltracién del agua en el suelo.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Area de estudio

La experimentacion fue realizada en la parcela Las Tiesas en Albacete, Espafia. Esta zona es
caracterizada como semidrida y con un suelo clasificado como franco limoso a partir de los
porcentajes de suelo (27,1 % arena, 51,5 % limo y 21,4 % arcilla) y el tridngulo de textura de la
USDA (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos) y densidad aparente de 1,38 g cm3.

El lisimetro de pesada cuenta con dos recipientes, uno es donde esta almacenado el perfil
del suelo denominado recipiente de cultivo (RC) y el otro almacena el agua drenada por el RC
denominado depésito de drenaje (DD). Las dimensiones del RC son 0,56 x 0,96 x 0,35 m con una
resolucién de medicién de 20 gy el DD tiene una resolucién de medicién de 1 g.

2.2 Calculo del contenido de humedad a capacidad de campo, 8.

Los contenidos de agua volumétricos (8;,) del perfil del suelo fueron determinados con la
masa del RC y por el método gravimétrico. La capacidad de campo quedo establecida dos o tres
dias después de los eventos de lluvia cuando el RC ha dejado de drenar y, por lo tanto, estaba
constante indicando que suelo ha llegado al instante en que es capaz de retener el agua (12).

2.3 Estimacién de la tasa de infiltracién

. C o o (dl , .
Para la estimacion de la tasa de infiltracion (E) es necesario establecer dos casos: i) por

encima de f.. y ii) por debajo de 8. Asi que, las % quedan como sigue: i) % = ds—tD y ii)

% = %, donde d‘?—tD es la variacién masicadel DDen gy % es la variacién masica de la lluvia en
g.

En el primero caso, como el suelo ha superado la 8. del suelo este comenzara a drenar ya
que el suelo no sera capaz de almacenar mas agua, por lo que el drenaje representa el agua que
esta siendo desplazada para poder dejar entran mas agua de lluvia. En el segundo caso, se
determina que todo lo que llueve ingresa al perfil del suelo. En estos casos la escorrentia
superficial es tomada como nula ya que como lo establece ya que la lluvia nunca sobrepasa la
capacidad de infiltracion de este suelo propuesta por Ali (2), el cual es uno de los valores bajos
propuestos en la literatura. Ademas, Cammeraat (13) nos dice que valores de precipitaciones
menores a 30 mm d-! no producen escorrentia, que aplica en esta investigacién. La lluvia fue
determinada siguiendo la metodologia de (11,14,15).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Contenido de humedad a capacidad de campo, 8¢

Fue posible determina el 8.. en dos instantes de tiempo con un mes de diferencia
estableciéndose en 0,316+0,002 m3 m-3. El valor obtenido fue comparado con diferentes valores
en la literatura y el que presento menor desviacion estandar fue el propuesto por Assi et al. (16)
con 0,011 m3 m-3 y después el propuesto por Allen et al. (17) con 0,071 m3 m3.

3.2 Tasa de infiltracién de agua en el suelo

Cuando el suelo esta en el primer caso present6 tasas maximas de 5,83+0,55 mm h-! en
promedio, mientras que la tasa basica o estable estuvo en 1,19+0,25 mm h-! (Fig. 1a). Para el
segundo caso (Fig. 1b), presenté una mayor tasa maxima de infiltracién de 7,16+0,08 mm h-1esto
porque lalluvia comenzé cuando el suelo estuvo aun estaba por debajo de 8., 1a tasa basica quedo
establecida en 1,15+0,26 mm h-! similar al primer caso. Al hacer una comparaciéon de estos
resultados con la literatura fue encontrado que coinciden con lo reportado por Li et al. (18). Los
resultados reflejan de manera indirecta como afectan el crecimiento de las raices, la aplicacién de
los fertilizantes, la compactacion del suelo por el peso ejercido por el agua en la capacidad de
infiltracién del agua en el suelo.

4. CONCLUSIONES

Fue establecida la capacidad de infiltracién de franco limoso a partir de datos de masa de
un lisimetro de pesada. Al analizar la tasa de infiltraciéon de manera separa por su contenido de
humedad al inicio de la lluvia, haber alcanzado o no la capacidad de campo, permitié ver como la
intensidad de lluvia influye mas en la tasa de infiltracién inicial del suelo, siendo mayor cuando el
suelo cuenta con menor contenido de humedad y al final alcanzara una tasa basica o estable
similar. En futuras investigaciones recomendado comparar los valores obtenidos con el lisimetro
de pesada con un infiltrémetro.
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Abstract

In this paper, we assessed the long-term effect of agricultural management of two organic
cropping systems and conventional system with the same crops history, on bacterial and
fungal soil community structure through high-throughput sequencing analysis and their
interaction with soil physicochemical properties and crop yield. Results showed that crop
yield during the last cycle were similar among the three cropping systems. Changes in
microbial community was tested in both bacterial and fungal, although diversity only
varied in fungi. Our results suggest that long-term application of compost not only
increased organic material and nutrient but change bacterial and fungal community
structure.

Keywords: manure compost; high-throughput sequencing; microbiome.

Resumen

En este trabajo, se estudia el efecto de dos tipos de sistemas de cultivos organicos y uno
convencional, los tres con el mismo historial de cultivos en las comunidades
microbioldgicas, tanto fliingicas como bacterianas, a través de la secuenciacion de alto
rendimiento y, ademas, su interaccion con las propiedades del suelo y la produccion. Los
resultados mostraron que durante el tiltimo ciclo la cosecha la produccién fue similar entre
los tres sistemas de cultivo. Ocurrieron cambios en las comunidades microbianas, tanto en
hongos, como en bacterias, aunque la diversidad solo se vio afectada en hongos. Nuestros
resultados sugieren que la aplicacion de compost no solo incrementa la materia organica y
los nutrientes, sino que también produce cambios en la estructura bacteriana y fiingica.

Palabras clave: compost de estiércol; secuenciacidon; microbioma.

1. INTRODUCCION

A dia de hoy, los suelos de todo el mundo se encuentran moderada o altamente degradados
(1), esta degradacion, viene favorecida por la utilizacién de fertilizantes sintéticos, pesticidas,
herbicidas en los sistemas de cultivos convencionales (2), lo que ha generado que la produccién
se vea afectada, que se produzca un incremento en los gases de efecto invernadero y, ademas de
la degradacion del suelo, que se produzca la pérdida de biodiversidad (3,4). Debido a esto, ha
aumentado el interés por otros tipos de sistemas de cultivo, como el organico. El cultivo orgénico
es definido por la comisién europea como “aquella que se basa en un sistema sostenible que
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respeta el medio ambiente y el bienestar animal, pero también incluye todas las demas etapas de
la cadena de suministro de alimentos (suministro de materias primas, procesamiento,
almacenamiento, transporte, distribucién y servicios minoristas)”. Con este tipo de manejo, se
incluyen el uso de fertilizantes respetuosos, como el estiércol o el compost.

Los microorganismos del suelo, son fundamentales para muchos de los procesos
biogeoquimicos que ocurren en el suelo, como el ciclo del carbono, la descomposicién o la propia
formacién de los agregados del suelo (5). Los enfoques recientes como la secuenciaciéon a nivel
bacteriano y fingico pueden mostrar cambios taxondémicos que dan forma a patrones de
interacciones ecoldgicas que regulan la estructura, funcién y resistencia de las comunidades
microbianas del suelo bajo agricultura organica en comparacién con la agricultura convencional.
En general, se ha reportado que el manejo organico produce cambios en la comunidad microbiana
debido al incremento de los nutrientes (6) y que ademas favorece a la diversidad. Sin embargo, es
un tema muy complejo y controvertido (7,8).

El objetivo de este trabajo es el de estudiar el efecto del manejo organico y convencional en
el suelo, tanto en las propiedades del suelo, como en las comunidades microbianas y fingicas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Descripcién del experimento

La parcela experimental, situada en Cartagena, estd constituida por tres subparcelas de
2000 m2 cada una. En una se realiza un manejo convencional (Inorg), en otra un manejo organico
con la aplicacion de estiércol (Org_M) y en la tercera se realiza un manejo organico con la
aplicacion de composty té de compost (Org_C). Las parcelas experimentales llevan mas de 25 afios
cultivandose, aunque con agricultura organica, llevan 15 y 8 aflos respectivamente. Las muestras
se recogieron en el afio 2018, en febrero, después de la cosecha de col (Brassica olearacea var.
Sabellica), la cual se cultiva en rotacion con el melén (col en invierno, melén en verano). Se
recogieron un total de 5 muestras aleatorias por tratamiento.

2.2 Propiedades del suelo, secuenciacién y cosecha

Distintos parametros fisicoquimicos y biolégicos fueron medidos. Nitrégeno total (TN), pH,
conductividad eléctrica (EC), carbono organico total (TOC), cationes: Ca2+, Mg?+, K+, Na* y la
capacidad catiénica (CEC), carbono inorganico (IC), CACOs3, carbono organico particulado (POC) o
el contenido de humedad en el suelo (FMa) son algunos de ellos, aunque también se realiz6 la
medicion de ciertos patégenos como: Fusarium Oxysporum (FOX), Rhizoctonia solani (RSO) o
Alternaria spp. (ALT). El estudio de la comunidad microbiana se realizd6 a través de la
amplificacién por PCR utilizando, para ello, la plataforma Ion Torrent en el caso de las bacterias
(amplificacion de las regiones V2,4,8) e Illumina en el caso de los hongos (amplificacién de la
region ITS). El andlisis bioinformatico incluy6 la eliminacién de ruido generado por la PCR, el
filtrado de calidad en las secuencias (Q>25) y la eliminacién de posibles malas asignaciones
(“singletons”), las secuencias utilizadas fueron normalizadas por rarefaccion. La cosecha fue
calculada utilizando el peso de todas las plantas aptas para su venta por parcela (kg ha1).

2.3 Anadlisis estadistico

Para estudiar las diferencias en las propiedades del suelo (fisicoquimicos y bioldgicos) se
aplicaron distintas pruebas estadisticas dependiendo de si se verificaban las condiciones de
normalidad y homocedastidad previamente comprobadas: Kruskal-Wallis, Anova de una via o test
de Welch. Aquellos parametros que resultaron significativos, se representaron a través de un ACP.
Para estudiar la comunidad microbiana, tanto en hongos como bacterias, se calcularon los indices
de diversidad (Shannon e inverso de Simpson) y el de riqueza (Chao1), ademas, para conocer la
variacion que se habia producido a nivel microbiano, se realiz6 un PERMANOVA utilizando la
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distancia de Bray-Curtis. Otras caracteristicas de las estructuras de las comunidades microbianas
de los sistemas de cultivo fueron estudiadas aplicando técnicas estadisticas multivariantes para
el andlisis de datos de alto rendimiento.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Nuestros resultados mostraron que las propiedades del suelo estan influenciadas por el
manejo del mismo (Fig. 1). Concretamente, el grafico muestra cohesion entre los tratamientos
organicos, que a su vez estan separados del inorganico. En general, se puede apreciar un
incremento de TOC, TN, NHs y DNA en Org_C, que sugiere una mayor capacidad nutritiva y de
biomasa debido a la aplicacién prolongada de compost como materia organica estable (9). No se
encontraron diferencias significativas entre los indices de diversidad a nivel de bacterias, pero si
a nivel de hongos. En este aspecto es muy dificil alcanzar un consenso entre la comunidad
cientifica, ya que se han reportado casos donde la comunidad flingica aumenta, pero otros en los
cuales, disminuye (10-12). Se encontraron diferencias significativas en las comunidades
microbianas, siendo mas altas en hongos que en bacterias (Fig. 2), aunque estas se mostraron mas
influenciadas por las propiedades del suelo, especialmente por TOC, NH4 y DNA, que los hongos.
Ademas, se clasificaron algunos microorganismos como biomarcadores en Inorg, como por
ejemplo las Pseudoalteromonas, capaces de producir metabolitos antimicrobianos (13) o
Haliangium, en Org_C capaces de producir metabolitos antifungicos (14), lo que nos permite
conocer en mayor profundidad las interacciones entre las comunidades microbianas del suelo. No
hubo diferencias significativas entre las cosechas de los distintos tratamientos.

4. CONCLUSIONES

Nuestros resultados aportan un mayor entendimiento de la interaccion entre la comunidad
microbiana y las propiedades del suelo, ademas, avalan la teoria de que no existen grandes
diferencias en cuanto a la produccién, posiblemente debido al aporte de nutrientes por el
compost. También se confirma que la comunidad bacteriana es mas sensible que la comunidad
fingica a las variaciones en las propiedades del suelo pero que la diversidad fingica puede verse
mas afectada por el sistema de cultivo.
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Abstract

Phenotyping using image analysis can be useful to measure both growth and organ
movement. This study proposes a set of tools to analyse both features. Several species with
different growth habits were used including Antirrhinum majus, A. linkianum, Petunia x
hybrida and Fragaria x ananassa. These analyses revealed how different interpretations
could be made depending on the mathematical method. The results indicated that different
mathematical fits should be used and not only one as fits can show different information.

Keywords: plant growth; image acquisition; phenomics.

Resumen

El fenotipado con analisis de imagen puede ser util para medir tanto crecimiento como el
movimiento de un 6rgano vegetal. Este estudio propone un conjunto de herramientas para
analizar ambas caracteristicas. Varias especies con diferentes patrones de crecimientos
fueron usadas: Antirrhinum majus, A. linkianum, Petunia x hybrida y Fragaria x ananassa.
Los analisis revelaron como diferentes interpretaciones pueden hacerse dependiendo del
método de analisis. Los resultados indicaron que diferentes ajustes matematicos deben ser
utilizados y no solamente uno, pues podemos obtener una informaciéon mas completa.

Palabras clave: crecimiento vegetal; adquisicion de imagen; fen6mica.

1. INTRODUCCION

El movimiento vegetal ha sido algo ya estudiado por Darwin y otros cientificos (1,2). Se
pueden describir patrones diarios como resultado del reloj circadiano, asi como de luz y
temperatura, que modulan el movimiento y crecimiento vegetal (3-6). Sin embargo, hay otros
procesos que dependen unicamente del fotoperiodo o termoperiodo. Todos estos fendémenos se
han descrito con ajustes matematicos simples como lineal, exponencial, etc (7).

Hoy en dia es posible obtener datos fenotipicos a partir de la adquisiciéon de imagenes.
Dependiendo del fin que se quiera, se pueden usar diferentes tipos de camaras, tales como
camaras 2D, 3D, monocromaticas, multiespectral o hiperespectrales (8). Ademas, es importante
analizar previamente qué tipo de longitud de onda usar, la intensidad de la luz y el fondo a utilizar
es mejor para lo que queremos captar (9).
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En este trabajo, se analizd el crecimiento y movimiento en varias especies vegetales:
Antirrhinum majus, A. linkianum, Petunia x hybrida and Fragaria x ananassa, las cuales tienen
diferentes comportamientos en su crecimiento. Se estudié qué tipo de ajustes matematicos se
pueden realizar lineal, exponencial, logaritmico, polinomial o modelo aditivo generalizado (GAM)
con el fin de obtener la mayor informacién posible.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se usaron 4 especies: Antirrhinum (10), Petunia x hybrida (11,12) y Fragaria x ananassa
(13), sometiéndolas a tres 3 fotoperiodos distintos Luz/Oscuridad: 12/12, 24/0 y 0/24 h. La
temperatura en la cAmara de cultivo fue de 23/18 °C (dia/noche), estudiando los pardmetros de
movimiento y crecimiento en Antirrhinum y en Fragaria x ananassa, y de angulo y velocidad de
movimiento en Petunia x hybrida.

2.2 Adquisicién de imagen

La camara de cultivo fue equipada con una camara infrarroja para la adquisicion de imagen
y un Sistema de control para los periodos luz/oscuridad. Todo ello esta descrito con detalle
previamente (14). Se tomaron imagenes con intervalos de 10 a 60 min (15).

2.3 Andlisis de imagen

Una vez obtenidas las imagenes, se marcaron los puntos, gracias a los cuales después se
podian obtener las longitudes o velocidades, dependiendo de si nos centramos en la distancia
entre puntos (coordenadas) o como evoluciona un punto a lo largo de las imagenes, es decir, del
tiempo. Por ello, cada imagen era una muestra. Las coordenadas obtenidas se transformaron en
distancias y/o velocidades para su trabajo posterior.

Se utiliz6 R version 3.5.3 y diversas librerias y paquetes de este: “imager”; “bmp”; “ggplot2”;
“readr”; “boot”; “mgcv”; “MetaCycle”; and “DescTools”.

2.4 Andlisis estadistico

Los test estadisticos necesarios fueron desarrollados. En concreto, se realiz6 un ajuste de
los datos para ajustarse a las siguientes lineas de tendencia: lineal, exponencial, logaritmico,
polinomial y GAM. Ademas, se llevd a cabo el algoritmo JTK-Cycle, un algoritmo estadistico no
paramétrico para identificar y caracterizar variables ciclicas en grandes bases de datos. Por
ultimo, se realizo el area bajo la curva, que se obtiene con la integral de la curva obtenida.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Habitualmente se han usado ajustes lineales y polinomiales para datos de crecimiento (16),
en la mayor parte lineales (17). Sin embargo, modelos mixtos y otros no lineales pueden ser
mejores cuando el crecimiento no es lineal (7,18).

Se analiz0 la velocidad de movimiento de A. linkianum y A. majus y se demostré que la curva
GAM es la mejor opcion. Ademas, se observa que el patron es diferente en ambas plantas, pues A.
linkianum lleg6 a alcanzar 1,5 cm/h. Sin embargo, el crecimiento no era diferente y era de unos 4
mm/d.

En cuanto al movimiento de la Petunia, este parece estar controlado por el fotoperiodo pues
en condiciones de luz u oscuridad continua mantiene la posiciéon y no se mueve, lo que se observa
en la Tabla 1 al descartarse la presencia de un ciclo de luz-oscuridad diario. De igual forma, el
mejor ajuste fue GAM. Sin embargo, los datos son muy relevantes, sobre todo para las transiciones
entre luz y oscuridad. Ademas, se analizé para ver si habia un ritmo, y se demostré que el
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movimiento era ciclico cada 24 h (Tabla 1), lo que indica un ciclo de dia/noche. Esto, en
contraposicion con Arabidopsis (19), el crecimiento y el movimiento no estan ligados.

Por tultimo, se analiz6 el tallo de las hojas de la fresa y crecian de forma similar
independientemente del fotoperiodo al que se les expuso. La curva GAM mostraba la mejor
precision para el crecimiento, mientras que para el movimiento eran necesarios los datos crudos
(es decir, aquellos obtenidos directamente de las imagenes sin ningdn andlisis estadistico
posterior) para la mejor compresion de los datos debido a su continuo cambio de posicion. El
hecho de que el crecimiento no varie, puede indicarnos que podriamos utilizarlo en futuros
estudios pues se podria identificar el estado de crecimiento en el que se encontrase (20,21).

4. CONCLUSIONES

Es necesario buscar la apropiada curva de ajuste, dependiendo de lo que se quiera analizar.
Esto permite comparar genotipos o condiciones de cultivo.

Usando el ajuste matematico, la informacién obtenida es mejor.

El mejor ajuste para el crecimiento es el GAM, mientras que, para el movimiento, la mejor
opcion son los datos crudos.

Los resultados de todas las plantas indican que es necesario un analisis exploratorio para
determinar los patrones de crecimiento y movimiento.
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24 h dark 24 1
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Abstract

In the last years, alternative materials as partial or total growing media to peat with certain
added-value functions such as the phytopathogen suppression, as well as biostimulant
and/or biofertilizing activity, have been proposed. The aim of this work was to evaluate
twenty-three agro-industrial composts as partial component of growing media on the
growth of baby-leaf lettuce infected by Pythium irregulare. The composts were produced
by mixing different feedstocks and different additives at the starting of maturation phase.
The physico-chemical characterization indicated that the composts showed an adequate
maturity degree and they could be used as growing media. The fresh lettuce weight after
harvesting grown and the suppressivity with compost treatments were significantly higher
compared to peat, composts with coffe showing the highest biomass as additive.

Keywords: suppressiveness effect; baby-leaf lettuce; compost.

Resumen

En los dltimos aiios, se han propuesto materiales alternativos como medio de crecimiento
para la turba con ciertas funciones de valor agregado, como la supresion de fitopatdgenos,
asi como la actividad bioestimulante y/o biofertilizante. El objetivo de este trabajo fue
evaluar veintitrés compostas agroindustriales como un componente parcial de los medios
de crecimiento en el crecimiento de lechugas de hoja infectadas por Pythium irregulare.
Los compost se produjeron mezclando diferentes materias primas y diferentes aditivos al
comienzo de la fase de maduracion. La caracterizacion fisicoquimica indicé que los
compost mostraban un grado de madurez adecuada y podian usarse como medios de
cultivo. El peso de la lechuga fresca después de la cosecha y la supresividad con los
tratamientos con compost fueron significativamente mayor en comparacion con la turba,
siendo el café como aditivo el que mayor biomasa mostro.

Palabras clave: efecto supresivo; lechuga baby-leaf; compost.

1. INTRODUCTION

La turba es el principal medio de cultivo utilizado en la produccién de cultivos vegetales
debido a sus caracteristicas agronémicas. Las turberas estan bajo la proteccion de la Directiva
92/43/CE para habitats naturales de fauna y flora silvestres, debido a los problemas ambientales
derivados de la extraccién de turba, por lo que el uso de turba deberia reducirse y buscar
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alternativas (1). El compost puede ser un material alternativo a la turba y su uso trae
innumerables beneficios. Convierte los desechos o subproductos en un recurso que puede usarse
como medio de cultivo en la produccién de cultivos de hortalizas. Los residuos de la industria
agroalimentaria pueden ser un buen punto de partida, ya que se caracterizan por ser una fuente
limpia y segura para la produccién de compost (2).

Ademas, los composts pueden mostrar cierta actividad supresora contra diferentes
patdgenos, asi como una posible capacidad bioestimulante y biofertilizante, a diferencia de la
turba (1). Se han obtenido medios de cultivo exitosos con materias primas especificas para la
produccién de compost. La supresion de enfermedades se atribuye principalmente a la poblacion
microbiana vinculada a la fuente de materia organica en el compost a partir de materiales de
alimentacién o aditivos (3).

La supresion en los compost depende del microbioma del compost y estan asociados con
diferentes mecanismos, la competencia, la antibiosis, el hiperparasitismo y la inducciéon de
resistencia sistémica en la planta huésped (4). Es notable la incidencia de diferentes especies de
Pythium sp. que causan estrechamiento del cuello de la planta y reducciones significativas en el
crecimiento de la planta, siendo la lechuga el cultivo mas afectado por dicho patégeno. Se ha
demostrado que el compost con aditivos tiene mas beneficios en los cultivos que el compost sin
aditivos (3).

El objetivo de este trabajo fue evaluar 23 compost de la agroindustria como parte de los
medios de cultivo para el cultivo de lechuga baby bajo del patégeno Pythium irregulare,
atendiendo a la influencia de la combinacién de materia prima especifica y aditivo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Desarrollo del compostaje

Se seleccionaron 23 compost, que se obtuvieron combinando diferentes dosis de materias
primas provenientes de desechos agroindustriales (tomate, puerro, alperujo y poda de vifiedos) y
aditivos como (café, tomillo, lavanda y jara), agregados en el comienzo de la fase de maduracién.
Las pilas de compostaje al aire libre (10 m3) se ubicaron en la Universidad Miguel Hernandez
(Orihuela, Alicante, Espafia).

2.2 Métodos microbiolégicos v analiticos

Se midieron los siguientes parametros: pH, conductividad eléctrica (CE), N total, C total, el
indice de germinacidn con Lepidium sativum L. (GI) y las unidades formadoras de colonias (UFC)
tanto de hongos como de bacterias

2.3 Evaluacién del compost como componente de los medios de cultivo supresor contra
Pythium irregulare en camara de cultivo

Cada compost se mezcl6 con turba en la proporcion 3:1, utilizando la turba sin compost
como tratamiento control. La variedad de lechuga seleccionada fue Lactuca sativa L.y P. irregulare
como fitopatégeno para evaluar la supresion del compost. Las lechugas se recolectaron 25 d
después de la siembra. Midiendo el indice de germinacién (%), el indice de supresion (%) y peso
fresco de las plantas.

2.4 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con el software IMB Statistics SPSS 23.0. Realizando un test
ANOVA para analizar los parametros estudiar. El analisis de componentes principales (PCA) se
realiz6 mediante el paquete FactorMineR (6) y el biplot fue representado por el paquete
Factorextra (7).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los compost mostraron una madurez adecuada para su uso como medio de cultivo.
Parametro como el pH y CE que influyen en la germinacién y el crecimiento de la planta fueron
adecuados (8,9). Los compost mostraron entre 22,5-36,1 g kg1 de N total (datos no mostrados).
El compost con residuos de café mostré el contenido en N total mas alto. Nuestros resultados nos
desvelan que los compost son adecuados como medios de cultivo (8,9). Ademas, el IG de Zucconi
nos indica que los composts se encuentran libres de toxicidad (5) y que incluso los valores de
algunos por encima del 100 % indican presencia de compuestos bioestimulantes.

Con la presencia de P. irregulare, 1a biomasa de lechuga fue mayor en medios de cultivo con
compost, en comparacién con turba, siendo el aditivo café el que present6 valores mas altos. Los
medios de cultivo con compost mostraron un mayor indice de supresion contra P. irregulare en
comparacion con la turba (Fig. 1). La inclusion de aditivos aumento la supresidon del compost
contra P. irregulare, lo que podria atribuirse a compuestos especificos introducidos con los
aditivos. Los residuos de tomillo y café son ricos en compuestos fendlicos con efecto
antimicrobiano y compuestos volatiles que muestran un efecto antimicrobiano (10).

El PCA revel6 que los compost se pueden agrupar de acuerdo al aditivo. Los que mostraron
una mayor relacién fueron lavanda, tomillo y jara (Fig. 2). Los aditivos proporcionarian un valor
agregado al compost en términos de mayor supresion y un mayor efecto bioestimulante.

4. CONCLUSIONES

Los compost agroindustriales como sustitutos parciales de la turba en medios de cultivo
proporcionaron una mayor biomasa y mostraron un efecto supresor sobre P. irregulare, siendo
los aditivos los que mayor supresividad mostraron. Es mas adecuado asumir la pérdida potencial
como consecuencia de los aditivos que estarian en el rango 10-20 %, que arriesgarse a que el
cultivo infecte con un patégeno donde las pérdidas alcanzarian el 75 %, como se observa en
nuestro ensayo.
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Figura 1. Indice de supresividad. C1: poda, tomate, puerro; C2: poda, tomate, puerro, café; C3:
poda, tomate, puerro, jara; C4: poda, tomate; C5: poda, tomate, café; C6: poda, tomate, tomillo;
C7: poda, tomate, lavanda; C8: poda, tomate, jara; C9: poda, puerro; C10: poda, puerro, alpeorujo;
C11: poda, puerro, alpeorujo, café; C12: poda, puerro, alpeorujo, tomillo; C13: poda, puerro,
alpeorujo, lavanda; C14: poda, tomate, alpeorujo C15: poda, tomate, alpeorujo, café; C16: poda,
tomate, alpeorujo, tomillo; C17: poda, tomate, alpeorujo, lavanda; C18: poda, tomate, alpeorujo,
jara; C19: poda, tomate, puerro, alpeorujo; C20: poda, tomate, puerro, alpeorujo, café; C21: poda,
tomate, puerro, alpeorujo, tomillo; C22: poda, tomate, puerro, alpeorujo, lavanda; C23: poda,
tomate, puerro, alpeorujo, jara.
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Figura 2. Biplot de Andlisis de componentes Principales (PCA) de las diferentes propiedades de
los compost.

104



9th Workshop on Agri-food Research for young researchers. Cartagena, Spain. 27t July 2020
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Abstract

A healthy bacterial community structure is one of the main aspects of soil quality
indicators. Modern agricultural practices, where intense tillage and chemical fertilizers are
applied, continue to put environmental balance and sustainability of production at stake
day by day. In this study, we aimed to assess the long-term effect of low-input sustainable
practices such as reduced tillage and green manure on soil bacterial communities in an
almond orchard from south Spain. Reduced tillage and addition of green manure has
shown the most stable bacterial community structure and species abundance with respect
to conventional practice. Soil organic carbon and bacterial community are improved by
low-input sustainable approach.

Keywords: 16S rRNA; soil bacteria; biodiversity; low-input farming; next generation sequencing.

Resumen

Una estructura de comunidad bacteriana saludable es uno de los principales indicadores
de calidad del suelo. Las practicas agricolas modernas en las que se aplican labranza
intensa y fertilizantes quimicos contintiian poniendo en juego el equilibrio ambiental y la
sostenibilidad de la produccion dia a dia. En este estudio, nuestro objetivo fue evaluar el
efecto a largo plazo de practicas sostenibles de bajos insumos, como la labranza reducida
y el abono verde sobre la comunidad bacteriana edafica en un cultivo de almendros del sur
de Espaiia. La labranza reducida y la adicion de abono verde han demostrado la estructura
de la comunidad bacteriana mas estable y la abundancia de especies con respecto a los
métodos convencionales. El carbono organico del suelo y la comunidad bacteriana se
mejoran con un enfoque sostenible de bajos insumos.

Palabras clave: 16S ARN; bacteria; biodiversidad; agricultura bajos insumos; secuenciacién.

1. INTRODUCTION

Bacteria plays many crucial roles in soil dynamics such as regulation of macro
biogeochemical cycles, nutrient cycling activities in terms of carbon and nitrogen ions along with
degradation and decomposition of organic and inorganic matter (1). For any given crop field, the
balance between soil carbon and free nitrogen ions are main aspects of healthy and productive
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farming. Bacterial species regulate the availability and cycling of carbon and nitrogen ions in soil
and bacterial population abundance and optimal biodiversity among species are one of the main
soil quality indicators up to date (2).

Increasingly in the global scale, conventional way of agriculture has become highly
mechanized and environmentally harmful. The non-sustainable practices have started to break
the supply of key ecosystem services between crops and soil quality (3). Without these ecosystem
services, modern agriculture has become dependent on off-farm inputs such as high tillage,
chemical fertilizers which creates a negative loop for further biodiversity and soil quality
reduction (4).

Sustainable land management practices such as reduced tillage and cover crops are proven
to be contributing to prevent soil loss, organic carbon and other nutrient losses. Reduced tillage
have long term positive effects on conserving soil quality and ecological and economical
drawbacks of erosion and quality loss (5). Additionally by using reduced tillage and green manure
systems, an increase of final product along with the necessity of fertilizers may be
reduced/removed (3,5). Green manure application in soil is proven to improve hydraulic
properties of the soil, increasing macroporosity and hydraulic conductivity, and elevating various
aspects of soil quality (6).

The objective of this study was to assess the long term effect of low-input sustainable
practices such as reduced tillage and green manure on soil bacterial communities in an almond
orchard from south Spain.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Experimental setup

The study area was located in an almond orchard (Prunus dulcis) in Alhagiieces, Region of
Murcia (35° 57’ 31”N, 0° 56’ 17”W). Experimental area consists of 53 trees (0.05 ha) representing
a total area of 1.40 ha. The area has 17.5 °C of mean annual temperature and 280 mm of mean
annual precipitation. The experimental strategy was set up in 2009, where three different
treatments were established in triplicate: i) almond monocrop with intense tillage (chisel
ploughing 4-5 times yr! at 20 cm) (AIT); ii) almond monocrop with reduced tillage (chisel
ploughing 2 times yr-! at 20 cm) (ART); and iii) almond orchard with reduced tillage diversified
with Avena sativa & Vicia sativa(1:3 at 150 kg ha-1) applied to soil as green manure (AVV).

2.2 Soil sampling and analyses

Soil was sampled in November 2019 at 0-10 cm depth. Five composite random samples
were collected per treatment. Samples were kept in cooler with ice using sterile bags and taken to
the laboratory, sieved <2 mm and kept at -20 °C until DNA isolation. DNA extraction from soil was
carried out by using DNeasy PowerSoil Kit, QIAGEN. Assignments of purity and concentration
values were done by using NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometer and by using Qubit® 2.0
Fluorometer combined with Qubit dsDNA HS Assay Kit, respectively. Amplification of 16S
hypervariable regions was carried out by using, Ion 16S™ Metagenomics Kit, ThermoFisher
Scientific. Agilent 2100 Bioanalyzer® instrument used to evaluate concentrations and purity with
the suitable Agilent High Sensitivity DNA Kit. Library preparation process was carried out by using
Ion Xpress™ Plus gDNA Fragment Library Preparation Kit, ThermoFisher Scientific combined
with lon Xpress™ Barcode Adapters kit, ThermoFisher Scientific. Prepared library amplicons were
processed for template preparation by using lon Sphere™ Particles (ISPs) via Ion OneTouch™ 2
System with suitable lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit, ThermoFisher followed by the enrichment
process using Ion OneTouch™ ES. Sequencing was carried out by lon PGM™ System, lon PGM™
Torrent Server and suitable lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing kit in competence with
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sequencing chips, lon 316™ Chip v2 kit. Soil organic carbon (SOC) was determined by an
elemental CHNS-O analyzer (EA-1108, Carlo Erba) with air-dried soil samples, sieved at < 2 mm
and ground.

Raw sequencing results were processed through bioinformatics analyses to identify
bacterial groups and families present in each sample. The process consisted of creating
Operational Taxonomic Unit (OTU) tables by using the software QIIME™. Overall results were
obtained by comparing the OTU tables against SILVA™ online database via QIIME. A One-way
ANOVA with Tukey’s post hoc at P < 0.05 was performed to assess differences among treatments.
Principle co-ordinate analysis (PCoA) was conducted to assess the structure of bacterial
community in the different treatments.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Total DNA and SOC followed the same trend, with increasing values as AIT<ART<AAYV,
however, differences were not significant (Table 1). These results show the increasing trend in
soil organic matter and the abundance of microorganisms when applying reduced tillage and
addition of green manure, as previously reported in other studies (7-9). According to the bacterial
Shannon index, which is considered an indicator of species diversity, no significant differences
were observed among treatments (Fig. 1). So, the different long-term practices have not led to
changes in soil bacterial biodiversity. The reason for this finding might be that although less
intense, all systems causes soil disturbance by tillage, and so biodiversity remains almost intact
(10,11). According to a PCoA analysis (Fig. 2), the composition of the bacterial community was
different between all treatments. AAV and ART clustered closer, indicating that reduced tillage
has selected a specific microbial community different to that present when tillage frequency is
higher, and so, more adapted to perturbations. Thus, reduced tillage showed lower bacterial
diversity than intense tillage, yet the community structure is more similar to that where green
manure is used and the microbial abundance is higher. In addition, although no differences in
Shannon index was detected, the bacterial community structure is different among treatments,
suggesting that biodiversity indices may not be suitable to assess the efficiency of management
practices in agricultural soils.

4. CONCLUSIONS

Reduced tillage and addition of green manure are increasing soil organic matter, associated
to higher microbial abundance and changes in the bacterial community structure compared to the
conventional almond monocrop with intense tillage. The use of A. sativa and V. sativa contributed
to the highest soil organic matter, microbial abundance and bacterial diversity. Even though the
biodiversity and organic carbon values are not significantly different among treatments, green
manure addition is showing a positive trend to improve bacterial community stability and
abundance.
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Table 1. Total DNA content and soil organic carbon (SOC) in the different treatments. Values are

meanz+standard error (n=5)

AIT ART AAV F-ANOVA

DNA (ngg1) 6012.31£4.20 6136.47+1.81 8756.14+6.57 0.025 not significant
SOC (gkg1) 17.28+0.81 18.12+0.26 19.08+0.92 0.058 not significant
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Abstract

In semi-arid regions it is of great importance to know exactly the water and nutrient
requirements of horticultural crops. Its knowledge prevents the inefficiency in water use
and the contamination of soils, water and crops. A patent of a new portable weighing
lysimeter is presented, whose originality comes from its remarkable shape and from its
integration into horticultural crops. The complete portable weighing lysimeter consists of
several connected modules improving its outputs. After a brief presentation of the state of
the art, the new patented lysimeter is described and the modules are shown. A set of
agricultural devices have been collected oriented to evaluate the water balance and the soil
nutrients. The patented device allows the determination of the water balance, the remote
supervision of the crop and a customized evaluation of the soil nutrients of interest to the
user.

Keywords: water resources; precision agriculture; soil nutrients; design.

Resumen

En las regiones semiaridas es de gran importancia conocer con exactitud los
requerimientos de agua y nutrientes de los cultivos horticolas, evitando la ineficiencia en
el uso del agua y la contaminacion de suelos, aguas y cultivos. Se presenta la patente de un
nuevo de lisimetro de pesada trasportable, cuya originalidad radica en sus reducidas
dimensiones para su integracion en cultivos horticolas. El nuevo lisimetro de pesada
trasportable consta de varios médulos que permiten mejorar sus prestaciones. Tras una
breve presentacion del estado del arte, se describe el nuevo lisimetro patentado y se
explican los diferentes médulos. En él se unifican un conjunto de dispositivos agricolas
orientados a evaluar el balance hidrico y los nutrientes del suelo. El dispositivo patentado
permite la determinacion del balance hidrico, la supervision remota del cultivo y una
evaluacion personalizada de los nutrientes del suelo de interés para el usuario.

Palabras clave: recursos hidricos; agricultura de precision; nutrientes del suelo; disefio.
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1. INTRODUCCION

En regiones semidridas, la determinacion de las necesidades hidricas de los cultivos y sus
nutrientes es de una gran importancia. Una correcta gestion del agua y de los nutrientes mejora
la eficiencia de los recursos hidricos y evita la contaminacién de suelos y aguas subterraneas (1).

Existen diversos dispositivos para estimar la evapotranspiracién de un cultivo, entre los que
destaca el lisimetro de pesada, al proporcionar los valores mas precisos (2). No obstante, estos
equipos suelen ser de grandes dimensiones y no incorporan sistemas para el andlisis de los
nutrientes del agua drenada o la supervision remota del cultivo.

El objetivo de este trabajo es mostrar la patente realizada que solventa los inconvenientes
anteriores, proporcionando una instalacion ajustada al cultivo y una evaluaciéon de sus
necesidades hidricas y de nutrientes.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Sistema para el balance hidrico

Para la elaboracion de la patente tuvo en cuenta lo expuesto en la patente ES2565127 (3),
donde se muestra un dispositivo para la gestion del riego de plantas en maceta. Ademas,
considerando los problemas de instalacion de los lisimetros de pesada, se revisé el lisimetro
propuesto por Dugas (4), utilizando una estructura externa de acero para la contencién del
terreno.

2.2 Sistema para el analisis de nutrientes

Existen soluciones que permiten reducir la cantidad de finos en el agua drenada mediante
un filtro de decantacién, constituido por un doble filtro de acero y ceramico para la retencion de
particulas en lisimetros (5). Ademdas hay sistemas de control de riego con sensores para
determinar la salinidad del agua drenada (6).

2.3 Sistema para la supervisién remota del cultivo

Se habian publicado diferentes articulos donde se definian nodos de vision artificial que
podian incorporarse en la estructura, permitiendo la supervision remota del cultivo y la
monitorizacidn de la evolucién de su estado vegetativo (7,8).

3. RESULTADOS

El sistema consté de tres mdédulos (Fig. 1): A) Modulo para la determinaciéon del balance
hidrico mediante un sistema de contenciéon del terreno, con un recipiente para el cultivo horticola
y un recipiente para la recogida de agua drenada. B) Mddulo para la recogida del agua lixiviada
del recipiente de cultivo con sondas para la medicién en tiempo real de los nutrientes. C) Médulo
de visidn artificial para la supervision remota del cultivo.

3.1 Sistema para el balance hidrico

El médulo estaba formado por un recipiente para la recogida de agua drenada procedente
del recipiente de cultivo sostenido mediante un sistema de pesada en la estructura de contencion
del terreno (Fig. 1-A).

3.2 Sistema para el analisis de nutrientes

Los nutrientes de entrada y salida se median mediante sensores incorporados en el equipo.
El sistema permitia la extraccién de muestras del agua lixiviada para la cuantificacién del
contenido de nitratos del suelo, el nivel de salinidad o el pH entre otros. Para la cuantificacién de
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los nutrientes, en el recipiente de cultivo se alojé un sensor de conductividad eléctrica que
permitia evaluar la salinidad del suelo. Se acoplé un recipiente modular con un conjunto de sondas
con las que se analizaba de forma automatizada el agua, y unos tubos a través de los cuales se
extraia el agua lixiviada del recipiente de muestras (Fig. 1-B). Todos los datos eran enviados a un
datalogger.

3.3 Sistema para la supervisién remota del cultivo

El empleo de camaras incorporadas al equipo permitia llevar a cabo la supervisiéon remota
del cultivo. La estructura de soporte del nodo de vision artificial permitia la captura de imagenes
del recipiente de cultivo (Fig. 1-C). Las imagenes eran enviadas a un sistema de adquisicion de
datos para la supervision remota del cultivo, que comprendia algoritmos para conocer la
profundidad radicular del cultivo.

Los datos se recogian en equipos electronicos para el calculo de la evapotranspiracion y la
gestion de los nutrientes mediante el control de electrovalvulas. La unificacién de estos sistemas
mediante médulos acoplados dio como resultado la patente del trabajo: Sistema modular de
gestién remota en tiempo real del estado vegetativo de los cultivos y del consumo de agua y
nutrientes (9).

4. CONCLUSIONES

En esta comunicacién se ha presentado un nuevo lisimetro de pesada trasportable para la
supervision de cultivos horticolas. La invencion propuesta resuelve los inconvenientes de otros
lisimetros tales como la contencion del terreno, la incorporacion de medios para supervisar los
cultivos y la obtenciéon de datos sobre los nutrientes del agua drenada, en funciéon de las
necesidades del usuario.
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Figura 1. Vista ensamblada del lisimetro. A) Médulo para la determinacion del balance hidrico.
B) Médulo para la recogida del agua lixiviada del recipiente de cultivo C) Médulo de visién
artificial para la supervision remota del cultivo.
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Abstract

Metallic mine tailings present unfavorable soil conditions that hinder soil functionality and
plant colonization. The aim of this study was to asses if the addition of organic amendments
(compost of urban solid waste + biochar from pruning trees) improved the functionality of
bare tailing soils under Mediterranean climate and favored spontaneous plant
colonization. A series of soil parameters were seasonally evaluated after organic
amendments addition during one year (e.g., pH, salinity, soluble organic carbon, soluble
metals, carbon from microbial biomass and decomposition of organic matter). Organic
amendments addition improved soil conditions. This enhanced soil microbial
functionality, which persisted seasonally, and favored spontaneous plant colonization.

Keywords: mine wastes; soil biogeochemical cycles; soil functioning; soil ecology.

Resumen

Los depoésitos de mineria metalica presentan condiciones desfavorables que dificultan la
funcionalidad del suelo y la colonizacion vegetal. El objetivo de este trabajo fue evaluar si
la adiccion de enmiendas organicas (compost de residuos sélidos urbanos + biochar de
restos de podas) mejora la funcionalidad de suelos desnudos de un depdsito bajo clima
Mediterraneo y si favorece la colonizacion espontanea de la vegetacion. Se evaluaron
diversos parametros estacionalmente durante un afio tras la adicién de las enmiendas (p.e.
pH; salinidad; carbono organico soluble; metales solubles; carbono de la biomasa
microbiana y descomposicion de la materia organica) La adicion de enmiendas organicas
mejoro las condiciones del suelo. Esto mejoré la funcionalidad microbiana del suelo, que
persistio estacionalmente, y favorecio la colonizacién espontanea de la vegetacion.

Palabras clave: residuos mineros; ciclos biogeoquimicos del suelo; funcionalidad del suelo;
ecologia de suelos.

1. INTRODUCCION

Los depdsitos de residuos de mineria metalica presentan condiciones desfavorables parala
biota edafica (p.ej. pHs extremos, elevada salinidad, elevados niveles de metales, escasez de
materia organica y nutrientes, etc.), dificultando, en la mayoria de casos, la colonizacién y el
establecimiento de las plantas (1). Tales suelos sin vegetacion presentan un elevado riesgo de
erosion y, por consiguiente, suponen una fuente de contaminacién para las zonas de alrededor
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(1). Entre las distintas técnicas de remediacién de estos ambientes se encuentra el fitomanejo (uso
combinado de enmiendas y plantas) (2). La aplicacién de enmiendas organicas (p.ej. compost,
biochar) a los depésitos mineros puede llevar a un incremento del contenido de materia organica
y nutrientes del suelo, lo que a su vez puede estimular la actividad microbiana (3) y mejorar, entre
otros, la funcionalidad de estos ambientes. Los objetivos del presente trabajo fueron: i) evaluar si
la adiccion de enmiendas organicas a un suelo desnudo de un depdsito minero bajo condiciones
de clima Mediterraneo semiarido conducia a una mejora de la funcionalidad edafica y favorecia la
colonizacion espontanea de plantas nativas de areas circundantes; ii) evaluar si la mejora en la
funcionalidad edéafica se mantenia estacionalmente.

2. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevd a cabo en un deposito de residuos de mineria metalica del antiguo distrito
minero de La Unidn-Sierra de Cartagena (SE de Espaiia). Se establecieron ocho parcelas de 4 m2
en zonas desprovistas de vegetacion. A inicios de 2017 todas las parcelas fueron labradas
manualmente y, en cuatro de ellas, se adiciond una mezcla de compost de residuos s6lidos urbanos
(RSU) y biochar de restos de podas (13 y 65 t ha'l, respectivamente) a una profundidad de ~10
cm. Se establecieron dos tratamientos (n=4): suelo sin adicién de enmiendas (SE) y suelo con
adicién de enmiendas (E). Tras dos meses de adicion de las enmiendas organicas se llevé a cabo
un muestreo inicial de suelo para la caracterizacién de los tratamientos de estudio. A
continuacion, se realiz6 una monitorizaciéon estacional (verano, otofio e invierno de 2017 y
primera de 2018) de determinados parametros edaficos.

Inicialmente, en los suelos de cada tratamiento, se analiz6 el contenido de carbono organico
total (COT) y nitrégeno total (NT) (analizador TOC-VCSH Shimadzu) y las concentraciones totales
de metales (fluorescencia de rayos-X, analizador Bruker S4 Pioneer). Estacionalmente se
analizaron los siguientes parametros: pH, conductividad eléctrica (CE), carbono organico soluble
(COS) (analizador TOC-VCSH Shimadzu), metales solubles (ICP-Ms, Agilent 7500A), carbono de la
biomasa microbiana (CBM) (4), y tasa de descomposiciéon de bolsas de té (TBI) (5). Ademas,
durante el periodo de estudio, se realizaron inventarios de vegetacion en las parcelas de estudio.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La adicion de las enmiendas organicas aument6 el contenido inicial de COT
(significativamente) y NT del suelo, como era de esperar, y disminuy¢ la concentracion de metales
totales (significativamente para el Pb) (Tabla 1). Asi mismo, la adicién de las enmiendas organicas
condujo a un aumento del pH y a una disminucién de la salinidad del suelo, efectos que se
mantuvieron en el tiempo (Tabla 2). El pH mostr6 variaciones significativas para ambos
tratamientos relacionadas con cambios estacionales, observandose el valor mas elevado para SE
en primavera (~6,4) y en E en invierno (~8,0). La salinidad en E no mostré cambios estacionales
mientras que en SE fue significativamente mayor en verano (~6,6 dS m1). La adicién de las
enmiendas organicas indujo un aumento inicial de la concentracién de COS del suelo (SE ~18 mg
kg1 vs. E~31 mg kg1) (Tabla 2). La concentracion de COS en el tratamiento E tendié a disminuir
tras el aumento inicial, alcanzando niveles similares al tratamiento SE en las dos ultimas
estaciones (~18-19 mg kg! en invierno y ~10-11 mg kg! en primavera). La concentracion de
metales solubles (Pb y Zn) disminuyd significativamente con la adicién de las enmiendas al suelo
(Tabla 2). Los valores mas altos en E se encontraron para ambos en verano (Pb~41y Zn~2200 ug
kg1), mientras que en SE no hubo cambios significativos entre estaciones.

En relacion al CBM y TBI (Fig. 1), se observaron diferencias significativas entre tratamientos
y entre estaciones para ambos tratamientos. El mayor valor de CBM se observo en el tratamiento
E en verano (~56 mg C kg'1). Sin embargo, esta mayor presencia inicial de microorganismos no se
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vio reflejada en una mayor TBI (~0,002). Las poblaciones microbianas presentes en las enmiendas
pudieron tener mayor preferencia por el consumo de fuentes de carbono aportadas por las
enmiendas y mas facilmente disponibles que las presentes en estos suelos. Sin embargo, con la
disminucién de estos recursos en el tiempo, las comunidades microbianas pudieron comenzar a
consumir otro tipo de fuentes de carbono. Esto se reflej6 en valores mas elevados de TBI (~0,004-
0,0134), incluso con valores de CBM mas bajos que al inicio (~30 mg C kg1). Por otro lado, a partir
de otofio, se registrd la presencia de ejemplares de la especie vegetal Zygophyllum fabago en las
parcelas con adicién de las enmiendas.

4. CONCLUSIONES

La adicién de enmiendas organicas mejord las caracteristicas fisico-quimicas de suelos sin
vegetacion de depositos de mineria metdlica bajo condiciones de clima Mediterrdneo semiarido.
Dicha mejora indujo un aumento de la funcionalidad microbiana del suelo, persistente
estacionalmente, ademas de favorecer la colonizacidn espontdnea de la vegetacion.
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Tabla 1. Caracterizacion inicial de los tratamientos de estudio (media+error estdndar, n=4).
Tratamientos: sin adiciéon de enmiendas (SE); con adicién de enmiendas (E). COT (carbono
organico total). NT (nitrégeno total).

Parametro SE E
COT (gkg!) 2,72+0,17 *  39,7+10,2
NT (g kg1) 0,31+0,08 0,55+0,09

Pbrowa (Mg kgl) 5345373 * 40994299
Zneow (Mg kgl) 859622213 6182+1168

*indican  diferencias  significativas entre
tratamientos (t de Student, p<0,05).
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Tabla 2. Evolucién estacional de los pardmetros de la solucion edafica (mediaterror estandar,
n=4). Tratamientos: sin adiciéon de enmiendas (SE); con adicién de enmiendas (E). CE

(conductividad eléctrica). COS (carbono organico soluble).

Parametro Tratamiento verano otoio invierno primavera
SE 552+0,22 a 5,67+0,26 a 5,99+0,17 ab 6,37£0,35b
pH
E 7,62+0,07 a* 7,86+0,10 b* 8,01+0,10 b* 7,70£0,07 ab*
SE 6,55+1,37 b 3,79+0,59 a 4,59+0,82 ab 6,28+1,29 ab
CE (dSm1)
E 3,92+0,48 a 2,7140,20 a 2,8840,25 a 2,81+0,27 a*
SE 18,0+2,3 ab 11,9+0,9 a 18,8+1,8b 10,9£3,0 a
COS (mg kg1)
E 30,8+5,5¢ 16,5£2,9b 18,4+2,3 bc 99+1,1a
SE 3755+1576 a 2092+823 a 2200736 a 189141089 a
Pbsoluble (1g kg1)
E 41,1+8,1 b* 10,9+3,5 a* 19,6£5,1 ab* 13,6+1,4 a*
SE 20691350067 a 10398510104 a 10629249217 a 11916141229 a
Znsoluble (pg kg1)
E 2172+1017 c* 1062+404 ab* 1499+733 bc* 576£253 a*

* Diferentes letras indican diferencias significativas entre estaciones para un tratamiento (ANOVA de medidas repetidas
con test post-hoc de Bonferroni, p<0,05). * indica diferencias significativas entre tratamientos por estacion (t de

Student, p<0,05).
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Figura 1. Evolucién del carbono de la biomasa microbiana (CBM) e indice de las bolsas de té
(TBI) (mediazerror estandar, n=4). Tratamientos: sin adicion de enmiendas (SE, puntos
blancos); con adicién de enmiendas (E, puntos negros). * indica diferencias significativas entre
tratamientos por estacidon (t de Student, p<0,05). Diferentes letras (mindscula para SE,
mayuscula para E) indican diferencias significativas entre estaciones para un tratamiento
(ANOVA de medidas repetidas con test post-hoc de Bonferroni, p<0,05).
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Abstract

The main objective of this thesis is to address the risks associated with the use of reclaimed
water in agriculture in an integrated manner. Particularly, a comprehensive assessment of
the presence, persistence and accumulation of the so-called pollutants of emerging concern
in the water-soil-plant system will be carried out. For this purpose, real crops of high
commercial interest, different working conditions (irrigation systems, type of substrates,
etc.) will be selected, and specific analysis protocols will be proposed to assess the quality
of the crops. The results obtained, together with additional protocols for microbiological
studies and the evaluation of short- and long-term toxicological effects, will help to foresee
future risk scenarios, and avoid problems in the soil-plant complex, guaranteeing high-
quality agricultural production while protecting human health.

Keywords: agriculture; emerging contaminants; reclaimed water; risks assessment; water reuse.

Resumen

El objetivo principal de la tesis es abordar de manera integrada los riesgos asociados a la
utilizacion de aguas regeneradas en agricultura. En concreto se realizara una evaluacion
exhaustiva de la presencia, persistencia y acumulacion de los denominados contaminantes
de preocupacion emergente en el sistema agua-suelo-planta. Para ello, se seleccionaran
cultivos reales de alto interés comercial, diferentes condiciones de trabajo (sistemas de
riego, tipo de sustratos, etc.), y se propondran protocolos de analisis especificos que
permitiran evaluar la calidad de los cultives. Los resultados obtenidos, junto con
protocolos adicionales para estudios microbiolégicos y la valoracion de efectos
toxicoldgicos a corto y largo plazo, permitiran prever futuros escenarios de riesgo y evitar
problemas en el complejo suelo-planta, garantizando una produccidon agricola de alta
calidad, protegiendo ademas la salud humana.

Palabras clave: agua regenerada; agricultura; contaminantes emergentes; evaluacion de riesgos;
reutilizacion.

1. INTRODUCCION

El estrés hidrico al que se enfrentan los diferentes paises de la cuenca mediterranea es una
evidencia. Los principales factores impulsores son el crecimiento de la poblaciéon y unos
estandares de vida mas elevados, junto con la reduccién de la disponibilidad de agua dulce debido
a diversos problemas de contaminacion y sequia (1). Una alternativa de gran interés para afrontar
esta problematica reside en el aprovechamiento de aguas residuales procedentes de Estaciones
Depuradoras (EDAR) (2).
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El aprovechamiento de aguas residuales puede aliviar la alta necesidad de agua sobre todo
en zonas de elevada produccion agricola, como es el caso de la Region de Murcia. Ademas de los
multiples beneficios para la actividad agricola, las actividades de reutilizaciéon presentan otros
beneficios ambientales y econémicos como la reduccién del aporte de contaminantes a cursos
naturales de agua, regulacion de caudales o aprovechamiento de elementos nutritivos contenidos
en aguas residuales a modo de fertilizantes(3).

En la actualidad, la Region de Murcia es lider mundial en materia de tratamiento y
depuracién de aguas, asi como del uso de agua regenerada en agricultura. De hecho, en esta regidn,
el 99 % de las aguas residuales se depuran de forma adecuada y mas del 90 % del volumen tratado
se reutiliza para diversos fines. Sin embargo, existen diferentes riesgos que hay que contemplar,
como la salinizacién a medio plazo del suelo por aporte continuado de concentracion de sales, el
aporte excesivo de nutrientes a los cultivos o la presencia de microorganismos patégenos y
microcontaminantes(4).

La salinizacién secundaria del suelo afecta aproximadamente de 1 a 3 millones de ha en la
UE, principalmente en los paises mediterraneos, considerandose una de las principales causas de
la desertificacién. Por otra parte, en el agua regenerada puede haber presencia de
microorganismos patogenos, por lo que es importante un control para minimizar los riesgos para
la salud. Aunque en la legislacion actual (Real Decreto 1620/2007) para la reutilizaciéon de aguas
regeneradas en agricultura estdn contemplados algunos de ellos como Escherichia coli o
nematodos intestinales, diversos autores sugieren contemplar ademas un analisis de riesgos
microbioldgicos para la elaboracién de futuras leyes y directrices.

Entre los riesgos actuales derivados del uso de aguas regeneradas en agricultura que mas
preocupan a la comunidad cientifica figura la presencia los denominados “contaminantes de
preocupacidon emergente” (CE). Estas sustancias se encuentran actualmente entre las lineas de
investigacion prioritarias de los principales organismos dedicados a la proteccién de la salud
publica y medioambiental, como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Comisiéon Europea
o las Agencias para la protecciéon del Medio Ambiente, como la Agencia de Proteccion Ambiental
de EE.UU[5]. Aunque algunas de estas sustancias se encuentran enmarcadas en listas oficiales de
observacidn (Directiva 2013 /39/UE, Decision de Ejecucién 2015/495 /UE o Decisién de Ejecucion
2018/840/UE), no se encuentran reguladas principalmente debido al desconocimiento sobre los
efectos a corto o largo plazo de estas sustancias sobre la salud humana y los diferentes
ecosistemas.

Los CE comprenden una amplia gama de compuestos farmacéuticos y de cuidado personal,
aditivos, agentes tensioactivos o microplasticos. Generalmente las EDAR no estan disefiadas para
la eliminacién completa de este tipo de contaminantes, por lo que estos contaminantes se pueden
introducir en el ciclo hidrolégico alcanzando incluso la cadena alimentaria a través de vertidos
medioambientales o mediante la utilizacion de aguas regeneradas en agricultura. Por tanto, hay
una necesidad inminente de evaluar las fuentes, el destino y los efectos de este tipo de
contaminantes en los seres humanos y los diferentes ecosistemas (6).

Otro riesgo afadido es la capacidad de ciertos CE para transformarse en determinados
subproductos o productos de transformacién (TPs, por sus siglas en inglés) en la mayoria de los
casos desconocidos y con capacidad de ser altamente toxicos. Por tanto, la identificacién de TPs
es una practica cada vez mas comun, que permite un mayor conocimiento acerca de los
mecanismos de reacciéon o la generacion de productos refractarios o persistentes. Tanto la
presencia de CE como de los correspondientes TPs presenta dificultades relacionadas con la gran
cantidad de compuestos presentes en los diferentes compartimentos ambientales, las diferencias
entre sus propiedades fisico-quimicas y el amplio intervalo de concentracion a la que pueden
encontrarse (7).
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Una dificultad afiadida al analisis de estas muestras es la gran variabilidad y complejidad de
las matrices que hace necesario el establecimiento de protocolos de muestreo y andlisis que
permitan realizar un seguimiento sistematico de los diferentes ecosistemas (agua-suelo-planta)
(8). Por esta razon se requiere desarrollar y aplicar diferentes tecnologias analiticas capaces de
evaluar la presencia y concentracion de dichos compuestos con alta sensibilidad. Para ello, la
cromatografia liquida o gaseosa acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS, LC-Q-TOF-MS,
0 GC-MS) resultan herramientas de gran utilidad.

En general, la presencia de todos los riesgos descritos anteriormente, provoca una cierta
desconfianza en agricultores y consumidores en cuanto a la calidad agrondmica del agua
regenerada, la posibilidad de efectos adversos a corto o largo plazo tanto en cultivos como en
suelos agricolas, o los perjuicios para la salud publica. Por lo tanto, para la preservacién de una
agricultura intensiva, rentable y respetuosa con el medio ambiente, se necesitan proyectos
agricolas innovadores con estudios multidisciplinares que incorporen tecnologias de vanguardia
en la reutilizacion del agua (9), y estudios detallados acerca de la presencia, persistencia y
acumulacion de ciertos compuestos en los sistemas agua-suelo-planta, garantizando asi una
reutilizacidn sin riesgos.

El objetivo principal de la tesis es abordar los riesgos asociados a la utilizacion de aguas
regeneradas en agricultura. Para ello se realizard un seguimiento especifico de la ruta y
persistencia de ciertos CE y sus TPs en cultivos reales de alto interés comercial regados con aguas
regeneradas, prestando especial atencion al desarrollo y calidad de los cultivos. Para ello, se
estudiaran diferentes escenarios (sistemas de regadio, sustratos, variabilidad de cultivos, etc.) y
se estableceran protocolos de andlisis especificos (procedimientos de extraccién y técnicas
analiticas combinadas) que permitan conocer la calidad del sistema agua-suelo-planta. Todo ello
se complementara con analisis microbioldgicos y protocolos de seguimiento de efectos téxicos
utilizando diferentes organismos de la cadena tréfica.

2. MATERIALES Y METODOS

Los ensayos de campo se llevaran a cabo en una parcela experimental ubicada en el término
municipal de Torre Pacheco (Murcia), dentro de la depuradora de Roldan-Lo Ferro-Balsicas. Dicha
parcela esta equipada con un invernadero de polietileno de 680 m2 con una longitud de 38,4 my
una anchura de 18 m con ventilacién tipo mariposa y un cabezal de riego independiente, desde el
cual se maneja el control climatico y la aplicacion del fertirriego. Los datos climaticos se obtienen
mediante la estacion agroclimatica propia situada en la parte superior del invernadero.

La caracterizacién fisico-quimica de muestras (sistema agua-suelo-planta) se llevara a cabo
en los laboratorios del CEBAS-CSIC y constara medidas como pH, conductividad eléctrica, s6lidos
disueltos totales (SDT), turbidez, concentracion de macronutrientes (Na, K, Ca, Mg),
micronutrientes (Fe, B, Mn), metales pesados (Ni, Cd, Cr, Cu, Pb, Zn) y aniones (cloruro, nitrato
fosfato y sulfato) entre otras.

Para el seguimiento y evaluaciéon de CE en el sistema agua-suelo-planta, asi como el
desarrollo de metodologias analiticas especificas para las diferentes matrices objeto de estudio,
se utilizara la plataforma metaboldmica de alimentos vegetales del CEBAS-CSIC, provista con un
sistema UPLC/Q-TOF-MS.

3. RESULTADOS ESPERADOS

La reutilizaciéon de aguas residuales procedentes de EDAR para usos agricolas es una
alternativa que cada vez estd tomando mas relevancia en nuestra sociedad y especialmente en
zonas con escasez de agua como la Region de Murcia. Sin embargo, el desarrollo de un programa
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de reutilizacién de aguas residuales choca en ocasiones con la reticencia de los agricultores, y de
la sociedad en general, por el desconocimiento que tiene su uso en la salud o el medio natural.

Con este estudio se pretende dar respuesta a las inquietudes e incognitas de los usuarios,
aportando datos cientificos reales de gran interés. Los resultados obtenidos permitirdn prever
futuros escenarios de riesgo, evitando problemas potenciales en el complejo suelo-planta,
garantizando asi una produccion agricola de alta calidad, y protegiendo ademas la salud humana.
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Abstract

Broccoli is an inflorescence whose useful life can be highly reduced during its post-harvest
storage due to the high sensitivity of this Brassica to ethylene. The most obvious visual
effect due to ethylene is the yellowing of this vegetable. The ethylene production in broccoli
could be reduced with essential oils (EOs), even at low concentrations. In this Thesis, the
effect of encapsulated essential oils (inclusion complexes formed with f-cyclodextrin)
released from an active package will be studied on the ethylene production of broccoli. The
expected results are: decrease of the ethylene production (understanding the gene
expression of the key enzymes of the ethylene biosynthesis pathway) and extension of the
broccoli shelf life with the active packaging with EOs.

Keywords: carvacrol; inclusion complex; quality; Brassica oleracea var. italica.

Resumen

El brécoli es una inflorescencia cuya vida util puede verse altamente reducida durante su
conservacion postcosecha debido a la alta sensibilidad de esta Brassica al etileno. El efecto
visual mas evidente debido al etileno es el amarilleamiento de esta hortaliza. La
produccion de etileno del brocoli podria ser reducida con aceites esenciales (AEs), incluso
a bajas concentraciones. En esta Tesis se estudiara el efecto de aceites esenciales
(complejos de inclusion formados con B-ciclodextrina) liberados de un envase activo sobre
la produccion de etileno del brécoli. Los resultados esperados son: un descenso en la
produccion de etileno (y conocimiento de la expresion génica de las enzimas claves en la
ruta de biosintesis del etileno) y un aumento de la vida 1til del brécoli con el envase activo
con aceites esenciales.

Palabras clave: carvacrol; complejo de inclusion; calidad; Brassica oleracea var. italica.

1. INTRODUCCION

En la actualidad se estiman unas pérdidas del 45-55 % de frutas y hortalizas (1). Dichas
pérdidas se deben principalmente a las pérdidas por calidad postcosecha, y en gran medida a la
aceleracion de la senescencia por la accion del etileno (conocida como la hormona de la
maduracion en las plantas) (2). El etileno es clave en los mecanismos que controlan el crecimiento
y desarrollo de las plantas. En general, la accidn del etileno no es deseada (excepto algunos usos
como en la desverdizacion de citricos) ya que reduce la vida util de los productos hortofruticolas
al acelerar su maduracién y senescencia. En particular, la accion del etileno en plantas induce la
aparicion de brotes y floracion, separacion de la cascara y liberacion del fruto o destruccion de la
clorofila, fundamentalmente. Algunas hortalizas como el brocoli producen poco etileno, pero son
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muy sensibles a él. En particular, el efecto del etileno mas caracteristico en el deterioro de la
calidad del brocoli es el amarilleamiento de las pellas o inflorescencias, lo que provoca un rechazo
por parte del consumidor (3). Por otro lado, se produce una pérdida de la calidad bioactiva del
brécoli, que es rico en compuestos bioactivos (p.e., glucosinolatos, compuestos fendlicos, vitamina
C, carotenoides, etc.) (4). Ademas, el perfil del consumidor actual se caracteriza por exigir
productos naturales saludables sin aditivos, seguros y con una larga vida ttil (5), produciéndose
éstos mediante procesos sostenibles con envases biodegradables que reduzcan el uso del plastico.
Por lo tanto, son necesarias técnicas de postcosecha efectivas y sostenibles para extender la vida
util de productos hortofruticolas sensibles a la accion del etileno, como es el caso del brécoli.

Los aceites esenciales (AEs) son extractos naturales de plantas, ampliamente aceptados por
el consumidor, los cuales poseen elevadas propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Dichas
propiedades antimicrobianas estan vinculadas a sus compuestos mayoritarios, entre los que se
encuentran terpenos, terpenoides y compuestos aromaticos/alifaticos de bajo peso molecular (6).
En concreto, el AE de orégano se compone principalmente de carvacrol y timol. La alta actividad
antimicrobiana in vitro de los AEs y sus principales componentes frente a varios microorganismos
alterantes y patégenos ha sido previamente estudiada (6,7).

Ademas, la actividad antimicrobiana de los componentes de los AEs se incrementa cuando
se combina con su AE completo en un 10-30 % (por ejemplo, carvacrol: AE de orégano, 80:20) (6-
9). Sin embargo, otros potenciales beneficios de los AEs para mantener la calidad de frutas y
hortalizas, extendiendo su vida util, atin no han sido estudiadas. En concreto, en un experimento
puntual que se realizé con manzanas se disminuy6 su produccién de etileno (hasta un 50-72 %)
mediante la exposicion a diferentes AEs (linalool, citral, geraniol, citronela, p-cieno, - pineno, 1-
octanal, etc.) (10). Por otra parte, se ha demostrado a nivel genético que los AEs compiten por los
sitios activos de enzimas pardeantes en lechuga, quedando asi inhibida la actividad de dichas
enzimas (11). Sin embargo, no se han estudiado en detalle el mecanismo de inhibicién de la
produccion de etileno mediante los AEs. Por lo tanto, es de gran interés el estudio en profundidad
(expresidn enzimatica/genética) de la respuesta en la produccién de etileno a los AEs, para asi
desarrollar un envase activo de liberacion controlada de AEs y poder extender asi la vida util de
productos hortofruticolas sensibles al etileno, como es el caso del brécoli.

Los objetivos de la tesis son: 1. Estudio del efecto de varios aceites esenciales (AEs)
(individuales o combinados) liberados de envases activos, a diferentes dosis y temperaturas de
conservacion, sobre la produccion de etileno del brocoli. 2. Obtencién de un modelo matematico
para optimizar la dosis y combinacién 6ptima de AEs en los envases activos a diferentes
temperaturas. 3. Determinacion de los cambios en la calidad del brécoli envasado en los envases
activos optimizados a diferentes temperaturas de conservacion. 4. Determinacién de la extension
de la vida util del brocoli con el envase activo optimizado a diferentes temperaturas de
conservacion. 5. Difusion de resultados, innovaciéon y transferencia de tecnologia al sector
industrial.

2. MATERIALES Y METODOS

Se llevaran a cabo las siguientes Tareas, con la metodologia que se indica: Determinacion de
la produccién de etileno del brécoli mediante cromatografia de gases (4). Determinacion de la
actividad de las enzimas implicadas en la biosintesis de etileno en brécoli (12). Determinacién de
la expresion génica de los factores de transcripcion de las enzimas involucradas en la biosintesis
de etileno y los receptores de membrana de etileno del brécoli (13). Desarrollo de un modelo
predictivo que se ajuste a la liberacion de AEs del envase activo. Analisis microbioldgicos durante
la conservacion del brécoli con el envase activo (3). Andlisis de parametros fisico-quimicos
(pérdida de peso, incidencia de pudriciones, color, contenido de sélidos solubles, pH y acidez
titulable) durante la conservacion del brocoli con el envase activo (3). Analisis sensorial del
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brécoli durante su conservacién con el envase activo. Determinacién de la calidad bioactiva del
brécoli (glucosinolatos, compuestos fendlicos, carotenoides y capacidad antioxidante) durante su
conservacion con el envase activo (14). Desarrollo de modelos matematicos para describir los
cambios en los atributos del producto (microbiano, fisicoquimico, sensorial y bioactivo) (15).
Aplicacién de modelos matematicos para predecir la vida util del brécoli (16). Difusién de
resultados, innovacidn y transferencia de tecnologia al sector industrial.

3. RESULTADOS ESPERADOS

Entre los resultados esperados en este estudio se enumera: Efecto de los aceites esenciales
sobre la produccion del brécoli a nivel enzimatico y expresion génica, reduccion de la produccién
de etileno en brocoli con un envasado activo con liberacion controlada de aceites esenciales y
mejora de la calidad del brécoli y aumento de su vida util.
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Abstract

The production of cucurbit crops (melon, watermelon, zucchini, squash and cucumber) is
continually facing new pests and pathogen diseases of viral etiology. Concurrently, it has
been observed a negative impact on the production of these crops, potentially associated
with the rise of the organic crop production and aphid-borne viruses that appear to be
overlapping at temporal and spatial scales. However, the epidemiological status of aphid-
borne viruses affecting cucurbit crops, and the extent in which mixed infections may affect
the evolutionary dynamics of viral populations remains unclear. This research work
proposes two complementary (descriptive and exploratory) methodological approaches to
study and expand our knowledge on the molecular epidemiology and eco-evolutionary
dynamics of these viral diseases in cucurbit crops.

Keywords: crops; eco-evolutionary dynamics; plant viral disease; pathology.

Resumen

La produccion de cultivos de cucurbiticeas (meldn, sandia, calabacin, calabaza y pepino),
se enfrenta constantemente a nuevas plagas y enfermedades de etiologia viral. En los
ultimos afios, y coincidiendo con el auge de estos cultivos en ecoldgico, se ha observado un
impacto negativo en la produccion de estos cultivos, potencialmente asociados a virus
trasmitidos por pulgén, que aparecen superponerse a escalas espacio-temporales. Sin
embargo, la situacion epidemioldgica de las virosis transmitidas por pulgén afectando los
cultivos de cucurbitaceas, y el impacto que pueden tener las infecciones mixtas en las
dinamicas evolutivas de las poblaciones virales y la epidemiologia de la enfermedad sigue
sin estar clara. Este trabajo de investigacion plantea dos aproximaciones metodoldgicas
complementarias (una descriptiva y otra exploratoria) para estudiar y ampliar nuestro
conocimiento sobre la epidemiologia molecular y dinamica eco-evolutiva de estas
enfermedades virales en cultivos de cucurbitaceas.

Palabras clave: cultivo; dindmica eco-evolutiva; enfermedades virales de plantas; patologia.
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1. INTRODUCCION

La horticultura intensiva genera una gran actividad econémica en nuestro pais. Entre las
hortalizas mas importantes destacan las que pertenecen a la familia de las Cucurbitaceas (meldn,
calabacin, sandia, pepino y calabaza) tanto por la superficie dedicada a su cultivo como por el valor
econdémico de su produccidn. Por ejemplo, Espafia registra unas 23.000 ha dedicadas al cultivo de
meldn con una producciéon de 750.600 t. Sin embargo, y pese a su importancia agrondmica y
econdmica, hay un escaso conocimiento sobre la epidemiologia de las enfermedades que afectan
a estos cultivos. Entre los patégenos que afectan a las cucurbitaceas, se han identificado
numerosos virus (al menos 60), y entorno a una docena son transmitidos por pulgén y mosca
blanca (1-3). Entre estos virus destacan el virus del amarilleo de las cucurbitaceas transmitido
por pulgones (Cucurbit aphid-borne yellows virus, CABYV) y el virus del mosaico de la sandia
(Watermelon mosaic virus, WMV). Estos virus han sido identificados tanto en infeccién simple
como en infecciéon mixta de forma mayoritaria en los campos de cultivo del sudeste espaiol (4-
6). Tanto CABYV como WMV presentan un cierto grado de polifagia entre otras especies cultivadas
y flora arvense. Ademas, estan ligados a un mismo tipo de transmisién vectorial por pulgones, los
cuales en algunos casos se comportan como plagas habituales en los cultivos. Durante los tltimos
afios, los estudios epidemioldgicos realizados por el grupo de Patologia Vegetal (CEBAS) indican
que cultivos de cucurbitaceas muestran una elevada frecuencia de plantas sintomaticas asociadas
a virus. Esto puede ser debido al incremento de cultivos en sistemas de produccién en ecolégico,
y subraya la necesidad de identificar qué virus afectan a estos cultivos, y el alcance que pueden
tener las infecciones mixtas en las dinamicas eco-evolutivas de las poblaciones virales en estos
cultivos.

2. OBJETIVOS

Este proyecto de tesis doctoral pretende (i) continuar con los estudios epidemiolégicos de
virosis en cultivos de cucurbitaceas, (ii) ampliar nuestro conocimiento sobre la estructura
genética de las poblaciones virales que afectan a estos cultivos, (iii) evaluar el impacto de las
infecciones mixtas en las dinamicas eco-evolutivas de las poblaciones virales, y (iv) conocer los
mecanismos moleculares asociados con la transmision de virus por pulgones, con la finalidad de
ayudar al desarrollo de estrategias que sean eficientes en la prevencion y el control de
enfermedades virales.

Los objetivos especificos son:

Objetivo 1. Estudiar la distribucién y estructura genética de las poblaciones de virus
transmitidas por pulgones en las muestras de meldén, calabacin, sandia, calabaza y pepino
procedentes de tres comarcas productoras del sureste de Espafia (Campo de Cartagena, Vega Alta
y Media del Segura, y, Alicante y Vega Baja del Segura).

Objetivo 2. Evaluar el impacto de las infecciones mixtas virales y condiciones abidticas como
la temperatura en las dindmicas poblacionales y evolutivas del virus, examinando acumulaciéon
viral y variabilidad genética de las poblaciones virales.

Objetivo 3. Examinar el efecto de las infecciones mixtas virales y condiciones abidticas como
la temperatura en la relacién virus-vector en meldn y calabacin, analizando la tasa de transmisién
y el comportamiento del vector, ademaés de la expresion diferencial de genes del vector implicados
en la transmisién.

Objetivo 4. Localizar CABYV y WMV a nivel celular en el vector y determinar como proteinas
virales y del vector influyen reciprocamente en la transmisién de cada virus. Conocer cémo las
infecciones mixtas pueden influir en la transmisién de virus no-relacionados. Estudio de
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localizacion de CABYV y WMV dentro del vector y corroborar las interacciones de ambos virus con
proteinas del vector.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Hasta la fecha se ha conseguido analizar una coleccion de muestras sintomaticas de
diferentes especies de plantas cultivadas que comprendia desde 2011 hasta 2019. Los resultados
muestran que las dos especies de virus mayoritarias en los cultivos de melén y calabacin de la
Region de Murcia son CABYV y WMV (Fig. 1). Asimismo, CABYV y WMV fueron detectados
simultdneamente en una gran proporcién de muestras, revelando la elevada cantidad de
infecciones mixtas que hay entre ellos y con otros virus presentes en el campo de manera
minoritaria. Teniendo en cuenta estos resultados preliminares, y sabiendo que, CABYV y WMV,
son los virus mayoritarios en nuestras zonas de cultivo, los siguientes objetivos se centraran en el
estudio de ambos virus tanto en infeccién simple como en infeccién mixta, en cultivos de melén y
calabacin, dos de los cultivos mas extensos en las zonas productoras.

A continuacidn, se estd llevando a cabo una seleccién de aislados de CABYV y WMV
procedentes de cada afio muestreado y ambos cultivos para realizar una caracterizacion genética
de sus genomas completos. Hasta el momento se han secuenciado dos aislados de CABYV, donde
hemos podido comprobar filogenéticamente que estan dentro de los aislados espanoles, y son
similares genéticamente entre ellos y con el resto de aislados espafioles.

Posteriormente, se examinara cémo las infecciones mixtas afectan a la dindmica evolutiva
de los virus. Para ello, se realizaran dos clones infectivos de CABYV y WMV para realizar
inoculaciones de grupos de plantas con las diferentes combinaciones en infecciones simples y
mixtas. Se examinara la acumulacién viral en cada especie de planta cultivada y se realizara
secuenciacion de los genomas completos por secuenciacion masiva. Adema3s, se estudiaran como
las condiciones abidticas (Temperatura de crecimiento de las plantas) puede afectar a la
acumulacion viral y a las interacciones virus-virus dentro de la misma planta.

Por otro lado, teniendo en cuenta que los virus se trasmiten mediante diferentes métodos
de transmision, y recientemente se ha planteado la posibilidad de que los virus pueden modificar
rutas bioquimicas de los vectores, plantearemos el estudio del efecto de las interacciones simples
o mixtas, CABYV y WMV, asi como la temperatura, para saber el efecto que tienen en los genes del
vector mediante transcriptémica.

Finalmente, se estudiara qué proteinas del vector estan involucradas en la transmision de
CABYV y WMV. Y también, conocer el efecto de la infecciéon mixta de virus no relacionados en la
transmision.

4. CONCLUSIONES

CABYV y WMV son los virus predominantes en los cultivos de cucurbitaceas del sudeste
peninsular.

5. AGRADECIMIENTOS

Proyecto estatal [+D+i: Epidemiologia y caracterizacion de las virosis transmitidas por
pulgdn en cucurbitaceas (MINECO, AGL2017-89550-R).
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Figura 1. Deteccion (%) de los diferentes tipos de virosis en cultivos de meldn y calabacin de la
Region de Murcia desde la campana de 2011 hasta 2019. La proporcién de cada virus/afio esta

representada por el area de cada barra con un color de fondo solido (infecciones simples) y

fondo trazado (infecciones mixtas), destacando CABYV (azul) y WMV (amarillo).
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Abstract

Nowadays, low-sugar plant-based beverages, such as those citrus and red fruit-based, are
a promising way to consume health-promoting nutrients. The development of safe and
organoleptic attractive beverages, enriched in bioactive and bioavailable compoundes, is of
high interest. This, together, with providing alternatives to fast-absorbing carbohydrates,
with the purpose of reducing the consumption of sugars, implies the need for an evaluation
of the safety of the new products and an optimization of their processing. In order to cover
this, the study of different alternatives based on thermal and non-thermal treatments is of
interest. Furthermore, a multi-criteria decision analysis is necessary to optimize the
results obtained, together with the estimated costs of the different alternatives, which will
be useful to improve its implementation on an industrial scale.

Keywords: Citrus; Maqui berry; sweeteners; phenolic compounds; emerging technologie.

Resumen

Actualmente, las bebidas a base de frutas y hortalizas, como por ejemplo con citricos y
frutos rojos, con bajo contenido en azicar, son una prometedora forma de consumo de
nutrientes promotores de la salud. El desarrollo de bebidas organolépticamente atractivas
y seguras, enriquecidas en compuestos bioactivos y biodisponibles, que aporten
alternativas a los carbohidratos de rapida absorcion, con la finalidad de reducir el
consumo de azicares en la poblacién, conlleva la necesidad de una evaluacion de la
seguridad de los nuevos productos y una optimizacion de su procesado. Para ello se han de
estudiar diferentes alternativas basadas en tratamientos térmicos y no térmicos. Ademas
es necesario un analisis de decision multi-criterio que optimice los resultados obtenidos,
junto con las estimaciones de costes de las mismas, que sera util para optimizar su
elaboracion a escala industrial.

Palabras clave: Citricos; Maqui berry; edulcorantes; compuestos fendlicos; tecnologias
emergentes.

1. INTRODUCCION

El consumidor de hoy dia presenta una gran preocupacién por su salud, estableciendo una
relacién, cada vez mas directa entre alimento y salud. De entre los principales problemas destaca
la alta ingesta en bebidas con alto contenido en azucar, lo cual esta relacionado un mayor riesgo
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de padecer enfermedades cardiovasculares, una mayor ganancia de peso corporal y patologias
como la hiperuricemia o la hipertension (1,2). Este tipo de bebidas, elaboradas generalmente con
sacarosa y/o jarabe de fructosa, son fuentes de azucares rapidamente absorbibles que producen
un aumento rapido de glucosa e insulina en plasma, lo que conlleva a una resistencia a la insulina
e intolerancia a la glucosa. Para paliar este problema, parte de la investigacion se focaliza en
nuevas formulaciones, que aumenten la vida util de las frutas frescas, preserven los nutrientes y
reduzcan el contenido glucémico de las bebidas comerciales azucaradas.

Una estrategia para reducir el contenido en azicares es mediante edulcorantes artificiales.
No obstante, existe cierta polémica en relacién a su uso, ya que pueden contribuir a una mayor
ingesta caldrica y obesidad, por mecanismos que pueden estar mediados por la microbiota
colénica (3). Ademads, aunque hay una amplia variedad de edulcorantes autorizados, los
consumidores muestran un interés creciente por los naturales como la stevia. Por todo ello, existe
una gran demanda de bebidas saludables, sin edulcorantes artificiales afiadidos, que
proporcionen una ingesta elevada de compuestos bioactivos naturales.

En relacion con todo ello la elaboracién de bebidas naturales tienen una gran demanda. Asi,
los citricos son una apuesta importante, ya que incluyen altas concentraciones de vitamina C,
acido citrico, minerales y flavonoides, especialmente flavanonas, como la hesperidina (4), cuya
ingesta va asociada a la prevencion de enfermedades neurodegenerativas y relacionadas con la
inflamacién (5,6).

Por otro lado, el maqui (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz) es fuente de antocianos
(derivados de cianidina y delfinidina) y dcidos hidroxicinamicos (7), los cuales se ha descrito que
mejoran la hiperglicemia y la sensibilidad a la insulina (8). Ademas, sus extractos han demostrado
tener actividad antioxidante y capacidad de inhibicién de la adipogénesis y la inflamaci6n (9), asi
como inhibicién de enzimas implicados en la absorcion de aztcares (10).

Para garantizar la conservacion y seguridad de un nuevo producto es necesario evaluar y
validar tecnologias que permitan su conservaciéon y optimicen la retencién de compuestos de
interés nutricional, garantizando su inocuidad para el consumidor. En este sentido, la sustitucién
del azucar por edulcorantes supone una modificaciéon importante de parametros relacionados con
la estabilidad y seguridad microbiolégica, al variar, por ejemplo, la aw. Si bien la tecnologia mas
utilizada de conservacién de alimentos sigue siendo el tratamiento térmico, existen equipos que
permiten optimizar su intensidad, basandose en la modelizacién matematica de su efecto sobre
los microorganismos (11). Ademas, hay otras tecnologias emergentes y novedosas que permiten
una aplicacién eficiente de calor (calentamiento por microondas) (12) o no térmicas (altas
presiones hidrostaticas) (13). Para su correcto uso hay que evaluar su impacto sobre la
inactivacién microbiana/enzimatica, con el fin de garantizar su inocuidad (ausencia de
enfermedad por su consumo) y su estabilidad durante la vida 1til, asi como su efecto sobre los
fitoquimicos bioactivos.

El objetivo fue optimizar las condiciones que permitan maximizar el contenido de estos
compuestos funcionales promotores de la salud, garantizando la seguridad y estabilidad
microbioldgica de las bebidas, ademas teniendo en cuenta la evaluacion de costes del producto.
Para ello es de gran utilidad la optimizacién multiobjetivo: La dindmica y no linealidad de los
modelos en este campo hacen necesaria la utilizacién de métodos de optimizacion global para el
calculo del conjunto de soluciones 6ptimas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Desarrollo de diferentes formulaciones de la bebida v su optimizacién organoléptica
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Se realizara el disefio de las bebidas que proporcionen un valor afiadido en base a su
contenido en compuestos (poli)fendlicos, aportados por los citricos y maqui, estudiando
diferentes edulcorantes naturales (sacarosa-control, sucralosa y stevia) basandose en
experiencias previas de estudios de dosificacion de ingredientes (14), y optimizando su perfil
organoléptico a través de la realizacidn de paneles de cata y pruebas sensoriales con escalas de
referencia y de puntuacidn estandar, de acuerdo a la legislacién europea y espafola y reglamentos
técnico-sanitarios que recogen los maximos niveles permitidos para su uso como ingredientes
(14).

2.2 Procesamiento de las bebidas mediante tratamientos térmicos y no térmicos

Se elaboraran las bebidas mediante diferentes tratamientos tanto térmicos (calor
convencional en termorresistometro Mastia, o calentamiento por microondas) como no térmicos
(alta presion hidrostatica), con envasado en atmosfera de nitrégeno tras eliminar el aire y
almacenamiento durante 60 d, a diferentes temperaturas.

2.3 Andlisis fisicoquimico de las bebidas y evaluacién de su seguridad y estabilidad
microbiolégica

Se realizara la caracterizacion fitoquimica/nutricional de la bebida de frutas con los
distintos edulcorantes, mediante el analisis de compuestos fenélicos por HPLC-DAD y HPLC-MS-
MS (7), vitamina C por HPLC- QQQ (15). Ademas de analizar otros parametros fisico-quimicos
(16), color (CIEL*a*b*) (4), andlisis mineral por EAA-ICP, o capacidad antioxidante.
Adicionalmente se llevaran a cabo tanto un analisis microbiolégico de las bebidas, con el fin de
determinar los microorganismos patégenos y alteradores alimentarios presentes en las bebidas,
controlando en todas ellas las condiciones de tiempo y temperatura.

2.4 Evaluacién de la vida util de las bebidas y optimizacién de parametros y costes

Todos los parametros comentados en el apartado anterior se analizaran justo después del
procesado de las muestras y durante 60 d de almacenamiento, mediante una simulaciéon de
distintos escenarios de condiciones de conservacion doméstica y comercial, para estudiar la
influencia de la conservacién en los perfiles organoléptico y fitoquimico y su estabilidad
microbioldgica, en funcién de los diferentes endulzantes y su concentracidn, y de esta manera
establecer y optimizar el periodo de vida 1util del producto y los costes a escala semi-industrial, a
través de la optimizacién multiobjetivo mediante métodos de optimizacién global para el calculo
del conjunto de soluciones 6ptimas, tipo frente de Pareto.

3. RESULTADOS ESPERADOS

De los resultados se espera obtener una bebida saludable, organolépticamente atractiva y
segura, enriquecida en compuestos bioactivos y biodisponibles, que aporte alternativas a los
carbohidratos de rapida absorcion, con la finalidad prioritaria de reducir el consumo de azicares
en la poblacién. Ademads, todos los resultados obtenidos de los diferentes tratamientos
tecnoldgicos, junto con estimaciones de los costes de las distintas alternativas, se optimizaran
mediante un analisis de decision multi-criterio para su aprovechamiento a escala industrial.

4. CONCLUSIONES

Se hace indispensable el estudio de formulaciones ricas en compuestos bioactivos fenolicos
y diferentes endulzantes, ya que éstos pueden tener una gran influencia sobre el perfil fitoquimico
de la bebida final, asi como en la seguridad alimentaria, vida util y aspectos organolépticos.
Ademas, este estudio servird para aumentar la ingesta de compuestos presentes en frutas y
hortalizas, con la consabida prevencidn de ciertas enfermedades asociadas a estrés oxidativo.
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Abstract

Sprouts (germinated seeds) usually have a high content of nutrients and are a good source
of antioxidants, amino acids, and dietary fiber. Germination can eliminate the toxic anti-
nutrients present in the seeds and increase the enzymatic activity. The main objective of
this work is to study different pre and postharvest treatments to improve biosynthesis of
bioactive compounds in germinated seeds. For this purpose, the application of combined
abiotic stresses will be addressed, such as LED or UV lights and the application of essential
oils. We expect to enhance the nutritional quality of these products to increase their global
consumption increasing healthiness of consumers.

Keywords: minimal processing; LED; UV-B; UV-C; essential oils.

Resumen

Los brotes de semillas germinadas suelen tener un alto contenido de nutrientes y son una
buena fuente de antioxidantes, aminoacidos y fibra dietética. La germinacion puede
eliminar los anti-nutrientes toxicos presentes en las semillas y aumentar la actividad
enzimatica. El objetivo principal de este trabajo es estudiar diferentes tratamientos pre y
postcosecha para mejorar la biosintesis de compuestos bioactivos en semillas germinadas.
Para ello, se abordara la aplicacion de tensiones abiéticas combinadas, como luces LED o
UV y la aplicacion de aceites esenciales. Esperamos mejorar la calidad nutricional de estos
productos para aumentar su consumo global aumentando la salud de los consumidores.

Palabras clave: procesado minimo; LED; UV-B; UV-C; aceites esenciales.

1. INTRODUCTION

Germinated seeds were part of the menu of civilizations such as the Sumerians, Celts,
Chinese or Essences. In the last decades of the past century, the attention of experts dealing with
the healthy nutrition turned more and more towards the determination of the biological value of
the nutritional sprouts (1). In fact, they have become a trendy food. For instance, sprouts are ‘the
product obtained from the germination of seeds and their development in water, harvested before
the development of true leaves and which is intended, including the seed’ (1). The nutrients of
sprouts and microgreens include proteins, vitamins, phenolics, carotenoids, glucosinolates, and
minerals. It is worth noting that the content of bioactive compounds in sprouts and microgreens
are higher than those of their mature counterparts (2).

All these components have health benefits on our organism against several diseases like
increased vitality, prevention of cardiovascular risks, valuable help to eliminate excess fat,
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strengthening the immune system, decrease in blood cholesterol levels, significant improvement
in digestion, and rejuvenation of the skin cells by reduction of ROS (Reactive Oxygen Substances)
(3). In contrast, sprouts are confronted with several agents that contribute to destroy and
diminish their quality, such as wounding, radiation exposure, hyperoxia storage and biotic and
abiotic stress caused by the enzyme phenylalanine ammonia-lyase (PAL) (4).

Recently, different postharvest treatments techniques have been applied to sprouts in order
to enhance the formation of bioactive compounds in germinated seeds. For instance, application
of LED lighting (blue, red, and far red) can be enhance the biosynthesis of bioactive compounds,
as well as the application of UV (B, C, and B+C) radiation, in combination to essential oils or
individually. These techniques are composed of a spectrum from different wavelengths and
different color LED lightings: blue, green, far red, red, and cold white. Thus, they allow providing
lighting adapted to the plant, according to the level of its growth. In addition, the quality of the
ascorbic acid production has demonstrated to be higher, as well as the chlorophyll content under
a LED lighting (2).

Similarly, UV-C application has shown to decreased the photosynthetic characteristics, plant
length, and the concentrations of chlorophyll and while UV-B radiation positively affects to the
stem diameter, fresh weight and dry weight of the plant, which is highly related to the morphology
of the plant and the phytochemical content (5).

Besides, every essential oil is composed of different aromatic substances with antibacterial,
antiviral and antiparasitic properties. In this way, each molecule will be active to kill an insect, to
repel another or to cleanse a plant (6). Regarding essential oil application, thyme is commonly
used as species for cooking due to their aroma and other properties such as antimicrobial,
antiseptic and antioxidant activities (7). Besides, it is also rich in polyphenols and other
compounds with biological activity (8-10). Therefore, it can be used as alternative food additives
to delay bacterial food spoilage and inhibit the growth of pathogenic bacteria such as E. coli in
vegetables (9, 11).

The main aim of this work is to study the different postharvest treatments to enhance the
formation of bioactive compounds in germinated seeds. For that, the application of combined
abiotic stresses is going to be addressed. Therefore, the following specific goals will be:

- Study of the application of LED lights (blue, red, and far-red) on sprouts during post-
harvest to improve their nutritional quality and composition of phytochemical
compounds.

- Study of the application of UVB and UVC on sprouts during post-harvest to improve the
nutritional quality and composition of phytochemical compounds.

- Study of the application of essential oils (from thyme, Rosemary, olive tree, etc.) on sprouts
during post-harvest to improve their nutritional quality and composition of
phytochemical compounds.

2. MATERIALS AND METHODS
For the development of this Thesis, it will be divided into three Phases:
Trial I: Study of essential oils and their characterization.

Trial II: Study of the enrichment of seed sprouts, through the addition of essential oils and
abiotic stresses (UV-B and UV-C).

- Application of essential oils to seed sprouts and abiotic stresses (UVB and UVC) to increase
their shelf life.
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Trial III: Study of the enrichment of seed sprouts, through the addition of essential oils and
abiotic stresses (LED lights).

- Application of essential oils in seed sprouts and abiotic stresses (Blue, Red and Far Red,
LEDs) to increase their shelf life.

3. EXPECTED RESULTS

After applying these techniques, we hope to improve the productivity and quality of these
products in order to increase their overall consumption and the health of the consumer. Table 1
represents the different treatments of sprouts during postharvest and their effects on plants,
which have reported positive results and improved the physico-chemical properties in a natural
way free of harmful and toxic chemicals for the plant and the consumer.

4. CONCLUSIONS

These applied techniques should make it possible to obtain products of high nutritional
value, that can improve the human health maintaining the food quality of this kind of product. This
fact can contribute to the fight against malnutrition and the development of functional foods,
whose consumption can avoid or retard the apparition of chronic diseases.
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Table 1. Expected results of the present study.

Treatment Examples of spices Results

techniques

0il essential Persian clover, sun The treatment of essential oils has shown

(citronella, thyme, flower sprouts, and several results in common:

coriander, etc.) daikon sprouts (12). -Enhancing phytochemicals

-Enhanced plants growth
-Improve microbial counts (13)
UV-B / UV-C Mung bean, soybean, The treatment of UVB and C has shown:
white radish sprouts. -Improved of the total phenolic and flavonoid
contents, which is related to their antioxidant
activities.
-UV-B promotes horizontal growth of stems and
the synthesis of UV-B absorbing compounds.
- Reduces photosynthetic characteristics, plant
length, and the concentrations of chlorophyll a
and b.
- Strengthen the content of
micronutrients and also the resistance of plants
to pathogens (UV-C) (5)
LED Alfalfa sprouts (2) and LED treatment is a less expensive and effective
microgreens (14,15) treatment for the nutritional improvement of
plants.

- LED light stimulates the accumulation of
phytochemicals, such as: phenolic compounds,
vitamins, glucosinolates, chlorophyll, and
carotenoids.

- Stabilize accumulation of secondary
metabolites (MS) (2)
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Abstract

Modern food production has reduced the cost and increased the variety of food available,
but this centralisation of the food supply presents an opportunity for foodborne pathogens
and toxins to infect and poison large numbers of consumers. Modelling is a key tool to
ensure the safety of food produced from raw material to the final consumer. The starting
hypothesis is that it is possible to improve the safety of Ready To Eat (RTE) meat products
by evaluation / prioritization of biological risks. Risk ranking of feed/food safety and
nutritional related health risks is generally recognised as the starting point for risk-based
priority setting and resource allocation, as it permits policymakers to allocate their
resources on the most significant public health problem. The outcome of the thesis will be
a robust tool for food safety management that can be implemented by all stakeholders,
such as agencies related to consumer protection (EFSA, ECDC) and industry.

Keywords: food safety; risk assessment; foodborne disease.

Resumen

La produccion moderna de alimentos ha reducido el coste y ha aumentado la variedad de
alimentos disponibles, pero esta centralizacion del suministro de alimentos presenta una
oportunidad para que los patégenos y toxinas transmitidos por los alimentos infecten y
envenenen a un gran nimero de consumidores. El modelado es una herramienta clave para
garantizar la seguridad de los alimentos producidos a partir de materias primas para el
consumidor final. La hipdtesis inicial es que es posible mejorar la seguridad de los
productos carnicos listos para comer (LPC) mediante la evaluacion/priorizacion de riesgos
bioldgicos. La clasificacion de riesgos de los riesgos para la salud de los alimentos y la
seguridad alimentaria y nutricional se reconoce generalmente como el punto de partida
para el establecimiento de prioridades basadas en el riesgo y la asignacion de recursos, ya
que permite a los encargados de formular politicas asignar sus recursos al problema de
salud publica mas importante. El resultado de esta tesis sera una herramienta sélida de
gestion de la inocuidad de los alimentos que puede ser implementada por todos los
interesados, como las agencias de proteccion al consumidor (EFSA, ECDC) y la industria.

Palabras clave: seguridad alimentaria; evaluacion de riesgos; enfermedad transmitida por
alimentos.
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1. INTRODUCTION

Mainly, two pathogens have been studied extensively the past decade, regarding their
potential to produce foodborne illnesses. Listeria monocytogenes, the foodborne pathogen
responsible for listeriosis, and Escherichia coli. Surprisingly, the number of reported confirmed
listeriosis cases further increased in 2018, despite listeria rarely exceeding the EU food safety
limit tested in ready-to-eat food. Therefore, further research is needed to fill-in the gaps of
previous risk assessments for L. monocytogenes (1).

On the other hand, pathogens such as Salmonella, Staphylococcus aureus and Campylobacter
need further investigation and justification about their role in RTE meat food products. The annual
report on trends and sources of zoonoses, published by the European Food Safety Authority
(EFSA) and the European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) for the year 2018,
showed that Salmonella is the most common cause of foodborne outbreaks in the European Union.
In 2018, 91,857 confirmed cases of salmonellosis in humans were reported with an EU
notification rate at 20.1 cases per 100,000 population (1). S. aureus is recognized as one of the
major foodborne pathogens in fresh and ready-to-eat products and responsible for various
infections around the world. Staphylococcal enterotoxins have been detected in many foodstuff
causing staphylococcal food poisoning, toxic shock, and allergic and autoimmune reactions (2).
Furthermore, Campylobacteriosis is the most commonly reported gastrointestinal disease in
humans in the EU and has been so since 2005. In 2018, the number of confirmed cases of human
campylobacteriosis was 246,571 corresponding to an EU notification rate of 64.1 per 100,000
population (1).

Because growth and survival under stressful conditions is the norm, the responses and
survival of bacteria and other microbes during exposure to environmental stresses has become
an important area of study in microbiology (3). Acclimation involves physiological, anatomical, or
morphological adjustments within a single organism that improve performance or survival in
response to environmental change. The extent of this acclimation is constrained by the genome of
the individual (4). The ability to adapt rapidly to environmental change is essential for bacteria
survival and virulence, and both stress responses and virulence genes are expressed in response
to environmental signals (5).

Mathematical models used in predictive microbiology have a strong empirical nature,
including some model parameters that must be estimated based on experimental data. The
variability in the bacterial response of different strains, when exposed to similar conditions, are
expressed by different values of the model parameters. As a result the microbial response is
characterized as a serious issue for microbial risk assessment, due to the large number of different
microbial strains that can potentially contaminate a good product before its use for prediction (6).

Therefore, risk assessment cannot be performed for every potential strain using the
resources available nowadays. Instead, it is limited to some bacterial strains identified as the most
resistant ones and/or the ones with the highest growth potential (7). This is exactly the gap that
our study wants to fill in by testing different bacterial strains and mathematical models. Risk
ranking of feed/food safety and nutritional related health risks is generally recognised as the
starting point for risk-based priority setting and resource allocation, as it permits policymakers
to allocate their resources on the most significant public health problem (8).

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Proposed objectives

In order to achieve the proposed goals, the following objectives are proposed:
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A.Identification and enumeration of the most relevant pathogenic microorganisms (Listeria
monocytogenes, Campylobacter, Salmonella spp. S. aureus) in RTE cured meat of complex
composition:

Al. Determine the prevalence of the above microorganisms by food type, which have been

related to national outbreaks.

A2. Study the virulence of each pathogenic microorganism circulating on the market.

A3. Characterise the nature and size of the microbial food safety risk.

A4. Assess the effect of preservation treatments on the fate of pathogenic microorganisms

in the final product.

A5. Investigate the influence of physicochemical parameters (temperature, pH, water

activity, Nacl) on contamination in RTE cured meat.

B. Establishment of safe conditions for moderate novel heat treatments:

B1. Determination of the kinetics of inactivation and growth of pathogenic microorganisms
in static conditions against non-thermal and moderate combined treatments.

B2. Determination of the kinetics of inactivation and growth of pathogenic microorganisms
under dynamic conditions.

B3. Modelling the acclimation dynamics of the microorganisms.

C. Determination of sublethal damage for each of the selected microorganisms:

C1. Growth in selective media of microorganisms exposed to damage-inducing treatments.
C2. Pre-exposure to stress and growth conditions prior to thermal treatment could increase
survival capability during processing.

C3. Modelling of data obtained through frequency distributions and other appropriate
statistical methods.

D. Analysis of the data obtained by establishing a risk prioritization or risk ranking of
pathogenic microorganisms for each method evaluated in the food products:
D1. Establishment of the most appropriate methodology in each pathogenic microorganism.

2.2 Description of samples

The samples to be used will be RTE meat products of complex composition related in
outbreaks of food poisoning at Spanish/European level. Different technologies will be applied to
design safe processes that allow the development of new food products.

2.3 Description of equipment

The unique instrumentation available for the development of the project consists of:

- Mastia thermoresistometer (9), available at the UPCT for the determination of microbial
heat resistance in both isothermal and non-isothermal heating conditions. Working
temperatures range from 20 to 150 °C and heating and cooling speeds of 40 °C / min.

- Tubular heat exchanger at pilot plant scale available at UPCT, with various sampling points
along the heating section and flows around 1 L / min.

- Two bioscreen C devices for determination of bacterial growth with a high number of
repetitions (up to 400 simultaneously) by optical density reading.

- Additionally, there are is a fully equipped microbiology laboratory.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The scientific methodology associated with the evaluation of microbiological risks and the
prioritization of microbiological risks will be used, obtaining the microbiological and
technological data necessary for their correct integration into this methodology. Based on the data
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and its correct statistical analysis, safe processing and storage conditions will be established, as
well as the associated critical limits.

The outcome of the project will be a robust tool for food safety management that can be
implemented by all stakeholders, such as agencies related to consumer protection (EFSA, ECDC)
and industry.

4. CONCLUSIONS

It has been shown that, although there are numerous scientific studies, the data available in
certain areas related to emerging technologies and microorganisms are insufficient or have an
inappropriate format for integration into current decision-making tools (evaluation of risks,
establishing a risk prioritization or risk ranking, etc.), so it is necessary to identify these
deficiencies and generate adequate data
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Abstract

The proposed research study has the objective to assess the effect of different
combinations and patterns of intercropping between vegetables from the Mediterranean
basin of Spain, such as broccoli in winter (Brassica oleracea italica) and melon in summer
(Cucumis melon), and legume species such as fava bean in winter (Vicia faba) and cowpea
in summer (Vigna unguiculata), with incorporation of crop residues as green manure,
reduction of the tillage depth and reduction in the use of external inputs in the crop yield,
agro-ecosystem productivity, incidence of pests and release of ecosystem services
(biodiversity, soil quality and carbon sequestration). This will be done during three crop
cycles, evaluating the combinations with highest facilitation and complementarity between
the species. For this purpose, individual crops of broccoli and melon will be compared in
systems intercropped with fava bean and cowpea, assessing the effect of row intercropping
(1:1 and 2:1) and mix intercropping. At the end of each cycle yield, land equivalent ratio
and crop quality will be recorded. A soil sampling will be also performed at the end of each
cycle to check ifintercropping contributes to increase nutrients, improve soil structure and
carbon sequestration.

Keywords: intercropping; production; carbon sequestration; fertility; biodiversity; soil quality.

Resumen

El proyecto de investigacion propuesto tiene como objetivo evaluar el efecto de diferentes
combinaciones y patrones de cultivos simultaneos asociados entre cultivos horticolas
tipicos de la cuenca mediterranea espaiiola como es el brécoli en invierno (Brassica
oleraceas italica) y el melon en verano (Cucumis melo) y especies leguminosas como el haba
en invierno (Vicia faba) y el judia de careta en verano (Vigna unguiculata), con
incorporacion de los residuos vegetales como abono verde, la reduccion de la profundidad
del arado y la reduccion en el uso de insumos externos en el rendimiento de las cosechas,
la produccion general del agro-ecosistema, la incidencia de plagas y los servicios
ecosistémicos (biodiversidad, calidad de suelo y secuestro de carbono) durante tres ciclos
de cultivo, determinando las combinaciones con mayor facilitacion y complementariedad
entre las especies utilizadas. Para ello se van a comparar cultivos individuales de brocoli o
melon con sus asociaciones con haba y caupi en filas alternas 1:1, filas alternas 2:1 o
mezclado en la misma fila. Al final de cada ciclo se determinara la produccion, la relacion
equivalente del terreno y la calidad de la cosecha.

Palabras clave: cultivos simultaneos; produccién; secuestro de carbono; fertilidad;
biodiversidad; calidad edafica.
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1. INTRODUCCION

La reciente intensificacion de la agricultura basada en monocultivos, la intensa
mecanizacion y el uso excesivo de insumos externos ha conducido a un incremento del
rendimiento de los cultivos en Espafia y en Europa, pero también ha conducido a la degradacién
de los suelos, contaminacién de las aguas, reducciéon de la biodiversidad, incremento en la
incidencia de enfermedades y plagas y a un descenso en la sostenibilidad de los sistemas agrarios
a largo plazo, con el asociado riesgo econémico para los agricultores (1). Como consecuencia, la
principal necesidad de la horticultura moderna es afrontar dos retos que parecen contradictorios,
como es producir alimentos con incrementos en la productividad de los agro-ecosistemas y la
minimizacion del impacto ambiental negativo asociado a los actuales sistemas de produccién (2).
Ademas, el incremento de la productividad del agro-ecosistema asociado con un descenso de los
costes de produccién y costes ambientales podria contribuir a un crecimiento del sector agricola
a través de la adaptacidn a nuevos sistemas de cultivo diversificado (3).

La asociacién de cultivos o uso de cultivos simultaneos es una practica de diversificacion en
la que se hacen crecer dos o mas cultivos simultineamente en la misma area (3). El uso de
asociaciones de cultivos, si estd correctamente planteada, ha conducido a una produccion
combinada por unidad de area mayor que los monocultivos (rendimiento relativo total y relacién
equivalente del terreno (LER) > 1). Esto se debe a que el uso de cultivos simultdneos puede
incrementar la resistencia y resiliencia del agro-ecosistema a las perturbaciones (sequia,
inundacion, enfermedad, pestes, disponibilidad de nutrientes, contaminacién) (4) mediante la
complementariedad en el uso de recursos entre las especies y procesos de facilitacién
interespecifica (5).

El uso de asociaciones de cultivos con diferentes requerimientos nutricionales en el tiempo
y en el espacio ha servido para reducir el uso de fertilizantes externos, ya que se ha observado un
incremento en la actividad microbiana que favorece la solubilizaciéon de nutrientes como el
potasio, el calcio o el hierro que estaban precipitados (6,7). Por otro lado, cuanto mayor es la
diversidad en las asociaciones de cultivos, mas compleja y diversa es la estructura microbiana e
invertebrada edafica y mayor es la tasa de mineralizacion y solubilizacion de nutrientes (8).

Aunque el uso de rotaciones en agricultura es bastante extensivo en la literatura cientifica
como sistema de cultivo diversificado, las asociaciones de cultivos simultdneos no han sido
ampliamente estudiadas debido a su mayor complejidad. La mayor parte de estudios encontrados
sobre asociaciones de cultivos simultaneos en cultivos anuales versan sobre la mezcla de cereal y
leguminosas (3,6,7,9,10), pero muy pocos sobre las interacciones entre diferentes cultivos
simultdneos horticolas (11,12). Ademas, la mayor parte de asociaciones de cultivos en
horticultura se basan en el uso de cubiertas sin ningin aprovechamiento econdmico, solo como
beneficio ambiental. En este sentido, ain hay poco conocimiento sobre los mecanismos de
complementariedad y facilitacion entre asociaciones de cultivos aprovechables econémicamente
en horticultura para incrementar la productividad, y los servicios ecosistémicos, y reducir la
incidencia de plagas.

El objetivo general de la tesis es evaluar el efecto de diferentes combinaciones y patrones
de cultivos asociados entre cultivos horticolas tipicos de la cuenca mediterranea espafiola como
es el brocoli en invierno (Brassica oleracea italica) y el melén en verano (Cucumis melo) y especies
leguminosas como el haba en invierno (Vicia faba) y el caupi en verano (Vigna unguiculata), con
incorporacion de los residuos vegetales como abono verde, la reduccién del arado a 15-20 cm de
profundidad y la reduccion en el uso de insumos externos en el rendimiento de las cosechas, la
produccion general del agro-ecosistema, la incidencia de plagas y los servicios ecosistémicos
(biodiversidad, calidad y fertilidad de suelo y secuestro de carbono) durante tres ciclos de cultivo,
determinando las combinaciones con mayor facilitacién y complementariedad entre las especies
utilizadas. Es necesario replicar el experimento durante al menos tres ciclos de cultivo porque los
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cambios en el suelo y la biodiversidad no son rapidos, y se necesitan varios ciclos para tener
resultados concluyentes.

2. MATERIALES Y METODOS

Este proyecto se llevard a cabo en la finca Tomas Ferro de la UPCT en Cartagena. Se
compararan los monocultivos de las especies de verano (melén-caupi) e invierno (broécoli-haba)
con sus diferentes sistemas de cultivo asociado: cultivo asociado en filas 1:1
(horticola:leguminosa), cultivo asociado en filas 2:1 (horticola:leguminosa) y cultivos alternados
en la misma fila (mix). Tanto el monocultivo como los sistemas asociados cuentan con tres
repeticiones y cada repeticion se establece en una parcela de 120 m2. La densidad de siembra varia
segln el sistema de cultivo y tipo de cultivo. Se ha realizado un 30 % de disminucién en la tasa de
fertilizacién nitrogenada en los sistemas asociados para evaluar el efecto positivo de la asociacién
de la especie leguminosa para reducir el uso de fertilizantes externos. Se van a estudiar estas
combinaciones durante tres ciclos de cultivo. Se va a realizar un seguimiento de la incidencia de
enfermedades y plagas para ver si hay algin efecto de la asociacion de cultivos. Ademas, cuando
la leguminosa esté en flor, se muestrearan al azar diferentes plantas por parcela para evaluar la
fijacion biolégica de nitrégeno mediante el método de N15 de abundancia natural. Ademas, se
determinara la produccidn de cada especie y diferentes indicadores de calidad de la cosecha como
contenido de proteinas y peso kernel en las legumbres, o grados brix en el meldn. Tras la cosecha
se realizara un muestreo de suelo, tomando tres muestras compuestas por parcela al azar a dos
profundidades (0-10 cm y 10-30 cm), donde se analizaran diferentes propiedades fisicas,
quimicas y microbioldgicas. Ademas, durante cada ciclo de cultivo se realizara un seguimiento
semanal de las emisiones de gases de efecto invernadero mediante el método de la camara
dindmica.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados esperados son que el uso de la asociaciéon de cultivos en horticultura con
leguminosas con practicas de manejo sostenibles basadas en la incorporacién de los residuos
vegetales como abono verde, la reduccion del arado a 15 cm de profundidad y la reduccién del uso
de fertilizantes al fomentar la fijaciéon biolégica de N y la solubilizacién y mineralizacién de
nutrientes en el suelo, incremente la resiliencia del sistema agrario, la productividad general del
agro-ecosistema y su sostenibilidad mediante la reduccién en la incidencia de plagas, el
incremento de la calidad y fertilidad de suelo, el secuestro de carbono en el suelo y la
biodiversidad microbiana, faunistica y vegetal. La produccidn por unidad de area del sistema con
asociacién de cultivos debera ser mayor que la produccién de cada cultivo por separado,
dependiendo de los patrones de combinacién de los cultivos asociados, ya que debe maximizarse
la facilitaciéon y complementariedad entre las especies y minimizar la competencia. Todo ello
asociado a la mitigacién del cambio climatico con la reduccion de emisiones de gases de efecto
invernadero directamente desde el suelo, e indirectamente por la reducciéon del uso de
fertilizantes nitrogenados.

4. CONCLUSIONES

Con este trabajo de investigacién se espera obtener una alternativa viable para una
produccion sostenible de horticolas mediante el uso de sistemas de cultivos asociados, que
aumente el rendimiento y la calidad de la cosecha, que reduzca la incidencia de plagas a través del
aumento de la biodiversidad de la entomofauna, que aumente la biodiversidad microbiana, asi
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como su fertilidad y estructura. Ademas, esta estrategia se espera que ayude a mitigar la emisién
de gases de efecto invernadero.
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Abstract

This research will study the variables of transport of fresh fruit and vegetable products.
The main objective is the design of models to optimize transport and help in the decision-
making process. The overall objective is to preserve quality and shelf-life of the
transported products.

Keywords: shelf-life; modelling; quality; road transport.

Resumen

Esta investigacion estudiara las variables del transporte de productos hortofruticolas
frescos. El principal objetivo es el de disefiar modelos que permitan una optimizacion del
transporte y una adecuada toma de decisiones, para en ultima instancia, mantener la
calidad y la vida ttil de los productos transportados.

Palabras clave: vida util; modelizacion; calidad; transporte por carretera.

1. INTRODUCCION

El sector hortofruticola nacional representa el 40 % de la produccién agrariay el 30 % del
consumo alimenticio total espafiol. De esta produccidn, entre el 92 y el 95 % se exporta a la UE
(13.000 millones de €), siendo Alemania, Francia y Reino Unido los principales destinos. Para ello,
el transporte por carretera es el modo mas utilizado. El transporte y distribucién son operaciones
unitarias de gran importancia e impacto en la calidad postcosecha y coste del producto fresco
hortofruticola (1).

Los productos horticolas son organismos vivos y, como tales, son productos muy
perecederos con una vida postcosecha relativamente corta, muy influenciada por factores
intrinsecos (tipo producto, variedad, fertilizacion, etc.) y factores extrinsecos (T2, HR, etileno, O,
CO, vibraciones, etc.) de cada una de las etapas que componen la cadena de suministro (2).
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En este sector hortofruticola, el binomio producciéon agricola-transporte se caracteriza por
una alta competitividad, margenes estrechos y unas exigencias de los clientes en cuanto a calidad,
trazabilidad y KPI's (key performance indicators) cada vez mas elevadas. Ademads, aparecen
nuevas variables como el interés de las compafiias de presentar una imagen mas “verde” en
sintonia con las demandas sociales. Entre ellas, la huella de carbono o la reduccion del desperdicio
son conceptos que cada vez nos suenan mas. En el contexto del transporte y distribucién, donde
definimos las variables tiempo de entrega, costes, calidad del producto, trazabilidad, asi como las
ambientales (emisiones y desperdicios) como las mas importantes (1).

La pérdida de recursos naturales no es sostenible y pone en peligro el ecosistema. La
produccion de alimentos causa emisiones de gases de efecto invernadero en todas las etapas de
la cadena de suministro de alimentos. Por otro lado, la produccién de nuestro sector de frutas y
hortalizas (F&H) alcanza los 27,8 millones de t, la importancia social de este sector en los dltimos
afios se refleja por el aumento de las exportaciones (12.486 mil €) y la generaciéon de empleo
directo (280.000 trabajadores) (3).

Sin embargo, a pesar del gran impacto econémico, social y ambiental que tiene este sector
en nuestro pafs, apenas disponemos de estudios rigurosos que analicen la cadena de valor de F&H
y mucho menos que se centren en el transporte y la logistica. La mayor parte de la investigacion
se ha abordado de forma inconexa, sin una apreciaciéon completa de las complejas interacciones e
interdependencias entre la fisiologia postcosecha de F&H, la logistica y la gestién de la cadena de
suministro de este sector.

Las herramientas tradicionales de la logistica basadas en el mundo analdgico, tipo cross-
docking u otras, no resuelven los modernos problemas planteados en la Logistica 4.0. Esto no
significa que no aporten valor, sino que su optimizacién ha alcanzado tal limite que apenas
aportan eficiencia adicional necesitindose nuevos modelos innovadores, disruptivos, con
capacidad de instalarse en una cadena de suministro en plena transformacién digital y que
impacten en las anteriores variables clave (1).

Con el objetivo de dar respuesta a los retos actuales de la sociedad, en particular en el
transporte y logistica, la aplicacién de modelos de optimizacion, el analisis del big data mediante
machine learning y la aplicaciéon de metodologias colaborativas para mejorar la trazabilidad y
hacer mds segura la cadena de suministro, se traducen en la reduccién del lead total del primer
eslabon a cliente final, con lo que impactamos en los objetivos clave: tiempo, costes y una mejor
calidad del producto que se traduciran en una reduccién del desperdicio y, por tanto, en una
menor huella de carbono (4).

Esta tesis doctoral tiene como objetivo disefiar modelos que permitan una optimizacion del
transporte y una adecuada toma de decisiones. Se trabajara con diversas F&H estudiando las
condiciones de transporte y distribucion en condiciones simuladas y reales. Este objetivo general
se divide en los siguientes objetivos especificos:

1) Conocer los parametros mas importantes que afectan a la calidad postcosecha y vida 1til
de productos hortofruticolas frescos durante su transporte y distribucion.

2) Conocer las variables extrinsecas (T2, HR, gases, vibraciones, etc.) que influyen en la vida
util de productos hortofruticolas durante su transporte, llegando a una estimacién
dindmica de las mismas.

3) Calcular el coste e impacto ambiental del transporte y distribuciéon de los productos
hortofruticolas frescos, teniendo en cuenta su redistribucién o descarte cuando no
cumplen con los parametros de calidad.

4) Definir estrategias de optimizacion del transporte y distribucién, en particular, cuando los
productos presentan una minima calidad hortofruticola.

147



9th Workshop on Agri-food Research for young researchers. Cartagena, Spain. 27t July 2020

5) Modelizacién de las variables extrinsecas e intrinsecas que afectan a la calidad y
transporte de los productos hortofruticolas para apoyar la toma de decisiones en tiempo
real.

2. MATERIALES Y METODOS

Para lograr los objetivos propuestos se seguira el siguiente plan.

2.1 Calidad postcosecha

Se determinaran los parametros fisicoquimicos que mas influyen en la calidad: Color
(Colorimetro Minolta), firmeza (penetrometria con un texturémetro), sélidos solubles totales
(refractémetro Atago), deshidratacidn (escala heddnica), calidad sensorial (panel de cata y escala
hedoénica), un parametro funcional representativo de la fruta u hortaliza a analizar.

2.2 Evaluacién de las variables extrinsecas en el transporte

En relacion con las variables extrinsecas (temperatura, humedad relativa, gases,
vibraciones, etc.) que influyen en la vida util del producto durante su transporte, se analizara
proveedores de equipos sensoriales susceptibles de captar, medir y enviar la sefial a distancia y
en tiempo real. Asi mismo, se seleccionara un proveedor de transporte que permita la colocacién
de dichos sensores en transporte propio, facilitando su recogida en el cliente final.

2.3 Modelizacién

En relacién con herramientas de modelizacién, se utilizardn técnicas de programacion
matematica e investigacion operativa para optimizar rutas, itinerarios y encontrar condiciones
Optimas de transporte en funcion del tipo de producto(s). Dada la naturaleza multifactorial de los
procesos relacionados con la calidad en general, la ausencia de modelos mecanisticos y la
necesidad de disponer de informacidn on-line, se hara uso de métodos de machine learning y
mineria de datos con una fase previa de entrenamiento en base a datos historicos ya recopilados.

3. RESULTADOS

Los resultados esperados de la tesis consisten en desarrollar un modelo de transporte que
mantenga la calidad y alargue la vida util de los productos horticolas frescos transportados e
implantar una herramienta que facilite la toma de decisiones en tiempo real en el transporte y
distribucién de productos horticolas frescos.

4. CONCLUSION

En esta tesis doctoral, se espera contribuir a la reduccién del desperdicio alimentario
mediante el conocimiento de la calidad postcosecha de los productos horticolas frescos
adaptandola al mercado destino. Ademas, la validaciéon de un modelo que apoye la toma de
decisiones en tiempo real, adquiriendo informaciéon de modelos predefinidos y de sensores a lo
largo de toda la cadena de distribucion, contribuird a una optimizacién de la gestion de los factores
que afectan a la calidad postcosecha.
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Abstract

The doctoral thesis aims to study the physiological and molecular mechanisms that
influence the turgor and firmness of the fruits, as well as their shelf life, identifying at the
agronomic level the existence or not of molecular markers, the nutrition of Calcium and
Boron will be adapted to the tree nutrition to influence the firmness of the fruits and the
quality of the final product. Therefore, different foliar treatments will be directly tested in
the field, checking their effectiveness, which it will allow to improve fruit quality and
increase their shelf life.

Keywords: Prunus sp.; aquaporins; post-harvest; calcium; boron.

Resumen

La tesis doctoral pretende estudiar los mecanismos fisioldgicos y moleculares que influyen
en el turgor y la firmeza de los frutos, asi como en su vida util. Pudiendo identificar a nivel
agrondmico la existencia o no de marcadores moleculares, se adaptara la nutriciéon de
Calcio y Boro en el arbol para incidir en la firmeza de los frutos que, en su caso, repercutira
en la calidad del producto final. Se ensayaran de forma directa en campo diversos
tratamientos foliares comprobando su eficacia, lo cual nos permitira mejorar la calidad de
los frutos con el consiguiente incremento de su vida til.

Palabras clave: Prunus sp.; acuaporinas; post-cosecha; calcio; boro.

1. INTRODUCCION

Prunus es un género perteneciente a la familia de las Rosaceae. Entre las 19 especies que
componen este género, podemos encontrar algunas de elevado valor agrondémico, como:
melocotonero (Prunus persica), nectarino (Prunus persica var. Nectarina), paraguayo (Prunus
persica var. platycarpa), almendro (Prunus dulcis), ciruelo (Prunus domestica L.), albaricoquero
(Prunus armeniaca), cerezo (Prunus avium). En Espafia, en el afio 2018, la extension de su cultivo
abarcé mas de 770.000 ha y su produccién ascendié hasta 1.340.005 t. En 2016, su cultivo aporto
mas de 1.300 millones de € (1). Son frutos climatéricos y como tal, se ha detectado que la
expresion de factores de insensibilidad y de respuesta al etileno podria estar modulando la
produccion del mismo (2), afectando al tiempo que conservan sus propiedades fisiolégica s y
organolépticas tras la cosecha.
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Las acuaporinas, implicadas en la formaciéon del fruto , son estructuras proteicas
pertenecientes a la familia MIP (Proteinas Intrinseca de Membrana), que permiten el paso del
agua libremente a través de las membranas celulares a favor de gradientes de presion osméticos
o hidrostaticos (3). Tradicionalmente se han clasificado en funcién de su composicién
aminoacidica y de su localizaciéon celular, dando como resultado distintas sub-familias, siendo la
mas grande la sub-familia PIP. Ademas, existen evidencias de que el flujo de iones esté relacionado
con la conductividad hidraulica de las membranas y la actividad de las acuaporinas (4). También
se ha observado que la planta es capaz de regular la funcionalidad y expresion de acuaporinas, en
situaciones de diferentes tipos de estrés (5). La activacién/desactivacidn de algunas acuaporinas
se produce por cascadas de fosforilacién/desfosforilacién, regulada por el calcio citoplasmico, a
través de su interaccién con una proteina quinasa (6).

De esta manera, la concentraciéon de calcio en la disoluciédn nutritiva puede determinar el
restablecimiento de la conductancia hidraulica de las raices (7). Ademas, el calcio y el potencial
hidrico del apoplasto son responsables de la fosforilaciéon de algunas acuaporinas (8); y se ha
sugerido un papel del calcio citosélico en la regulacion del turgor (9). El boro juega un papel clave
en la funcién de la pared celular de la planta y bajos niveles de boro reducen su capacidad para la
absorcion de agua y nutrientes, lo que a menudo provoca a la vez una deficiencia de calcio (10). El
principal problema en la nutricién de boro y calcio es la falta de movilidad en suelos y la planta, lo
que dificulta su traspaso de la hoja a los frutos. Existen estudios de los beneficios de la aplicacién
foliar de B en los cultivos (11).

El objetivo principal es establecer un protocolo de aplicacién de nutrientes via foliar (Cay
B) para evitar las pérdidas de agua por los frutos y el mantenimiento de las estructuras celulares.
Para ello se abordaran los objetivos parciales:1) caracterizar la absorcién y transporte de agua a
través de los arboles; 2) estudiar el efecto de los tratamientos nutricionales sobre el paso del agua
a través de las hojas a los frutos; 3) estudiar la implicacién y respuesta de las acuaporinas en las
hojas y en los frutos para determinar su relacién con la firmeza y la vida util, y 4) incrementar la
absorcién de calcio y By el transporte de agua a la parte aérea del arbol y al fruto relacionandolos
con la actividad de las acuaporinas y el turgor de las células del fruto.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cultivos v disefio experimental

Aplicacion experimental en campo de los tratamientos previamente testados en
condiciones controladas. El spray foliar se suministra en la fase de cuaje de fruto, un total de
dos difusiones. Las especies objeto de estudios son: Prunus persica, Prunus persica var.
platycarpa, Prunus armeniaca y Prunus avium. Sobre ellos se aplicaron un total de 7
tratamientos, manteniendo un octavo cultivo en condiciones de cultivo estandar. Los minerales
aportados por los distintos tratamientos son: 1) Calcio (Ca); 2) Calcio+ Boro (Ca + B); 3) Calcio
+ Silicio (Ca + Si); 4) Calcio + Proteina (Ca + Prot);5) Calcio + Boro + Proteina (Ca + B + Prot);
6) Calcio + Silicio + Proteina (Ca + Si + Prot) y 7) Proteina (Prot).

2.2 Determinaciones Analiticas

2.2.1 Conductancia hidraulica (L), Potencial osmético y turgor de los frutos

Lo se medira con la bomba de Scholander. El potencial osmético determinara mediante
valoracién con un osmoémetro. El turgor de los frutos se analizara mediante la sonda de presion
celular.

2.2.2 Crecimiento

Se determinara por medio del desarrollo de los frutos (peso fresco y seco).
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2.2.3 Andlisis de nutrientes en fruto
Los aniones se analizardn por cromatografia iénica y los cationes por ICP.

2.2.4 Andlisis de la eficiencia en el uso del agua vy nutrientes

Se calculara mediante la relacién entre la absorcién de agua y la de los nutrientes con la
fijacion de carbono.

2.2.5 Andlisis de la integridad de membrana del fruto

Se usara la técnica histolégica de tincién de Evans Blue (12) y el indice de estabilidad de la
membrana analizando la fuga de electrolitos a través de la membrana.

2.2.6 Andlisis metabolémico

Se realizara un andlisis de aminodacidos, azucares, 4cidos organicos, etc..., y se relacionaran
con los efectos fisiolégicos. Se determinara por andlisis dirigido por espectrometria de masas
acoplado a HPLC.

2.2.7 Expresion de AQPs

Se realizara usando cebadores especificos de las subfamilias PIP1 y PIP2 de acuaporinas y
RT-PCR cuantitativa a tiempo real.
2.2.8 Calidad fisico quimica y sensorial de los frutos

Se determinara el contenido en soélidos solubles (SSC), pH y determinacién de acidez
titulable (TA) expresada en porcentaje de acido citrico. El Color de los frutos se determinara
empleando un colorimetro calculando el indice de color (13). Los analisis sensoriales se realizaran
de acuerdo con las normas internacionales en una habitacion estandar.

2.2.9 Firmeza

La firmeza se determinara con un texturémetro midiendo la cantidad de fuerza (N) para
pinchar 8 mm de profundidad (sonda de 4 mm de didmetro).

2.2.10 Incidencia de decaimiento

La incidencia de decadencia se expresara como un porcentaje de fruta infectada relacionada
con el ndmero inicial de fruta (14).

2.2.11 Andlisis microbiolégico

Las cargas microbianas se analizaran tal y como ha descrito anteriormente (15). Se
realizaran recuentos de levadura y mohos, microorganismos mesofilicos y psicrotroficos,
enterobacterias hasta un periodo de 2 semanas de almacenamiento.

2.2.12 Andlisis de enzimas de degradacién de la pared celular

Se determinara el peso de la pared celular de los frutos y actividades enzimaticas
pectinmetilesteresa y poligalacturonasa.

3. RESULTADOS

Entre los resultados esperados destaca la determinacién y caracterizacion de los
mecanismos de transporte de agua y nutrientes hacia el fruto, asi como la caracterizacion de
acuaporinas implicadas en dichos procesos. Se caracterizaran ademas los procesos fisiologicos
que determinan el crecimiento y madurez de los frutos y la relaciéon de su vida qtil con la
degradacion de la pared celular a través de la caracterizacion de algunas de las enzimas

152



9th Workshop on Agri-food Research for young researchers. Cartagena, Spain. 27t July 2020

implicadas. Se establecera un protocolo de nutricién foliar que permita mejorar la calidad y
aumentar la vida util de los frutos, mejorando sus propiedades de membrana y de pared celular.

4. CONCLUSIONES

Los ensayos preliminares han derivado en los tratamientos actuales donde se prevé
clarificar la implicacién de iones como Ca y B, en el transporte de agua y calidad del fruto.
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Abstract

This PhD Thesis aims to develop an innovative technology for manufacturing refrigerated
pre-fried breaded foods avoiding the (deep) pre-frying operation. This technology
incorporates extra virgin olive oil (EVOO) microencapsulated in cyclodextrins in the
breading or battering step. EVOO microencapsulation will be studied with two carriers or
encapsulation agents (x-cyclodextrin & y-cyclodextrin) using the microencapsulation
process of kneading. This study plans on fulfilling today’s consumer’s needs, through the
development and execution of a new technology at laboratory and pilot plant scale
(without deep pre-frying operation in oil) that obtains a healthier breaded food with the
same sensory characteristics of a fried breaded food.

Keywords: cyclodextrins; oil-free frying; healthiness; quality.

Resumen

Esta Tesis doctoral tiene por objetivo desarrollar una innovacion tecnoldgica en la
elaboracion de alimentos empanados refrigerados que consiste en la eliminacion de la
operacion de pre-fritura en aceite, y la introduccion de aceite de oliva virgen extra (AOVE)
microencapsulado en la etapa de empanado o rebozado. La microencapsulacion del AOVE
se estudiara usando dos “carriers” o agentes de encapsulacion (x-ciclodextrinas y y-
ciclodextrinas) usando el proceso de microencapsulacion por amasado y liofilizacion. El
estudio de esta nueva metodologia que sera desarrollada a escala de laboratorio y planta
piloto (sin operacion de pre-fritura con aceite) esta orientado a satisfacer las necesidades
actuales de los consumidores, ya que tratara de lograr un producto (sin freir) mucho mas
saludable y con las mismas caracteristicas sensoriales del producto empanado frito.

Palabras clave: ciclodextrinas; fritura sin aceite; saludable; calidad.

1. INTRODUCCION

La demanda creciente de productos alimenticios mas sostenibles y saludables que los
tradicionales suponen un reto para las industrias alimentarias (1,2) al tener que reaccionar y
adaptarse, de diversas maneras, para abordar las necesidades actuales de los consumidores y
mantener sus mismas caracteristicas organolépticas (3). Respondiendo a esta demanda, la
industria alimentaria estd desarrollando e incorporando nuevas tecnologias, tales como la
microencapsulacion de ingredientes alimentarios, para conseguir alimentos funcionales, més
optimizados y saludables, y con similares caracteristicas sensoriales (1).
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Las ciclodextrinas (CDs) nativas (a-CD, 8-CD, y y-CD), al ser sustancias GRAS “generalmente
reconocidas como seguras” por la FDA y, al poder formar complejos de inclusién de hospedador-
huésped a través de técnicas de microencapsulacion, se pueden utilizar en un amplio espectro de
aplicaciones dentro de la industria alimentaria (4). Actualmente, la microencapsulacion de lipidos
en la industria alimentaria se realiza para protegerlo frente a factores ambientales, enmascarar o
preservar sabores y aromas, prolongar la vida util de los alimentos a los que se aplica y/o mejorar
la estabilidad de los ingredientes sensibles de la matriz alimentaria utilizada (1,5).

Esta Tesis propone modificar la tecnologia del proceso de elaboracién de alimentos
empanados refrigerados mediante la eliminacion de la operacién de pre-fritura y la introduccién,
en la operacion de rebozado o de empanado de aceite de oliva virgen extra (AOVE)
microencapsulado en CDs, con el fin de 1) satisfacer la demanda actual del consumidor de
productos mas saludables y que posean las caracteristicas organolépticas tradicionales, 2)
mejorar la seguridad microbioldgica, y prolongar la vida util de estos productos, y 3) reducir
significativamente el contenido de grasa total del producto, utilizando la cantidad minima de
aceite microencapsulado necesario para una adecuada aceptacién sensorial del producto.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Investigacidon v revisién bibliografica

Revisién bibliografica sobre las nuevas tecnologias de conservacién y elaboraciéon de
productos empanados refrigerados mas saludables, de mayor vida ttil y con mejoras en seguridad
alimentaria. Se realizard especialmente una revision bibliografica sobre las técnicas de
microencapsulacién de aceites de semillas y de oliva, y su influencia sobre la eficacia de
encapsulacion y la estabilidad oxidativa de estos aceites. También, se revisara la bibliografia
referente a las nuevas tecnologias de horneado con aire caliente, infrarrojos y microondas, que
sean de aplicacién para la preparacion de alimentos empanados.

2.2 Desarrollo, evaluacién v comparacién de la nueva metodologia vs la tradicional

Desarrollar (a escala de laboratorio) y valorar la posibilidad de implementar una nueva
tecnologia de proceso (a escala industrial) que satisfaga a los consumidores a la vez que sea
rentable para la industria alimentaria. Para ello, se encapsulard AOVE (obtenido de un
supermercado local), mediante la técnica de encapsulacién de mezcla fisica en base al método
descrito por Mourtzinos et al. (6) con algunas modificaciones propuestas por el Grupo de
Investigacion en Ingenieria del Frio y la Seguridad Alimentaria (7,8). Se evaluara la estabilidad
oxidativa (TOTOX, pV, p-AV, K270y Ks20) y la eficacia de la encapsulacion (XRD, DSC). Se evaluara a
escala de laboratorio la introduccion de diferentes proporciones de AOVE:CD en la operacién de
empanado o rebozado (pan rallado o ligante: complejo de inclusidn); y se realizara un estudio de
calidad y vida util del control frito (metodologia convencional) y de la nueva metodologia
desarrollada (sin pre-fritura con oliva y con microencapsulados de AOVE) evaluando un estudio
de color, microbiolégico, sensorial y del contenido total de grasa (antes y después del horneado,
simulando el cocinado que se realiza antes de consumir). Con el programa informatico Rstudio, se
realizara un analisis estadistico ANOVA seguido de la prueba Tukey HSD a un nivel de confianza
del 95 %y del 99 %.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se espera lograr similares caracteristicas sensoriales en el producto obtenido con la nueva
tecnologia, respeto a la fritura convencional, implicando un avance tecnoldgico por la obtencion
de las caracteristicas organolépticas de un producto frito (crujiente exterior, jugoso interior, color
dorado, y un aroma y sabor agradables), pero sin realizar una fritura previa con aceite. Se
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pretende mejorar la calidad microbiolégica, en cuanto a control de microorganismos aerobios
mesofilos totales, bacterias acido lacticas, enterobacterias, mohos, levaduras, Pseudomonas y
psicrofilos, para extender la vida util del producto empanado refrigerado. Ademas, se espera
obtener un producto mucho mas saludable que el obtenido con tecnologia convencional, ya que
tendra un contenido en grasa mucho menor, y estara enriquecido en fibra soluble.

4. CONCLUSIONES

Mediante esta Tesis doctoral se pretende desarrollar una innovacién tecnolégica en la
elaboracidn de alimentos empanados refrigerados que consiste en la eliminacién de la operaciéon
de pre-fritura en aceite, y la introducciéon de AOVE microencapsulado en la etapa de empanado o
rebozado. La introduccidn del aceite microencapsulado en la formulacién del producto empanado
refrigerado junto con una técnica apropiada de horneado pretende ser una alternativa tecnolégica
a la fritura tradicional industrial.
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