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1. INTRODUCCION

1.1. EL CULTIVO DE PIMIENTO

El pimiento es una de las hortalizas cultivadas que ha experimentado una
de las mayores expansiones a nivel mundial y, concretamente en Espafia, es una
de las que ha tenido los rendimientos mas favorables durante los tltimos afios,
sobre todo en Almeria y Murcia, donde se ha desarrollado extraordinariamente
de forma extensiva debido principalmente a sus caracteristicas climéticas. Es una
planta originaria de América del Sur, mas concretamente de la zona de Pera-
Bolivia, desde la que se expandié al resto de la zona Sur y Central de este
continente. Fue introducida en Espafia por Colon en el siglo XV y durante el siglo

XVI se fue extendiendo por Europa, Asia y Africa.

Este cultivo forma parte de la familia de las Solandceas y posee una gran
variabilidad genética, que da lugar a que existan varias posturas respecto a su
denominacion botdnica. Sin embargo, la mayoria de los autores estan de acuerdo
y aceptan que es Capsicum annuum la especie que engloba a casi todas las
variedades cultivadas (Milla, 1996). La planta de pimiento es herbacea, con un
sistema radical voluminoso y con una altura variable dependiendo de la variedad
y de la fecha de transplante. Se desarrolla por un tallo principal que se ramifica en
tres o cuatro tallos secundarios, éstos se vuelven a bifurcar de forma que aparecen
los tallos terciarios y asi sucesivamente hasta el final del ciclo. Las hojas son de
tacto liso formadas por un largo peciolo que une la hoja con el tallo, mientras que
las flores son hermafroditas formadas por pétalos blancos. Los frutos se definen
como una baya constituida por un pericarpio grueso y un tejido placentario al que
se unen las semillas que son redondeadas y con una longitud de entre 3 y 5 mm

de color amarillo palido.

Espana es el principal productor europeo y el quinto en el &mbito mundial
de diferentes variedades cultivadas de pimiento (Figura 1.1) (FAO, 2009).
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Produccion Mundial

O China
N ; @ México
Espafia 5% EStadOSOUnldOS 0 Turquia
4% 0 Indonesia
B Espafia
O Estados Unidos

Indonesia 5%

Turquia 9%

México 10% /
China 67%

Figura 1.1. Distribucion mundial de cultivo de pimiento fresco (FAO, 2009).

El cultivo de pimiento en invernaderos cubiertos con plastico esta
ampliamente extendido para responder a las exigencias de este cultivo fuera de la
temporada. Los invernaderos con la estructura tipo parral de porte bajo,
caracterizado por una insuficiente ventilacion, estan dejando paso a otros de porte
alto con mayor volumen y mejor ventilacion como el tipo multitunel. En los
ultimos afos, se han empezado a probar los cultivos sin suelo y con sistemas de
riego cerrados, “cultivos hidroponicos”, que tienen como objetivos la limitacion
de las infecciones fitopatdgenas del suelo y el reciclaje de la disolucion nutritiva

para el mejor aprovechamiento de los nutrientes.

1.1.1. El cultivo de pimiento en Espafia

En Espafa el pimiento es uno de los cultivos horticolas mdas importantes.
Segun el Anuario de Estadistica Agraria del MAPA (2009), es el sexto cultivo
horticola en importancia en cuanto a superficie, precedido por el tomate, el
melodn, la lechuga, la coliflor y la cebolla. En nuestro pais aproximadamente un
quinto de la produccidn total se destina a la industria de transformados, siendo la

mayor parte destinados al mercado interior. En cuanto a la produccion, destaca el
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aprovechamiento de la superficie cultivada en Europa respecto a los demas

continentes.

La produccion total de pimiento en Espafia en 2008 fue de 992.200 Tm y en
2009* fue de 1.011.700 Tm (* Valores estimados segun FAO) (Figura 1.2). En
cuanto a superficie cultivada de pimiento, en 2008 fue de 18.681 ha y en 2009 de
19.347 ha.

Los precios de la tierra han disminuido en 2009, continuando asi el
retroceso iniciado en 2008; por ello, el indice general experimenta un descenso del
4.6% en términos nominales y del 4.7% en términos reales. Las tierras de cultivo
descienden sus precios en un 4,7% y los precios de las tierras ocupadas por
aprovechamientos (prados y pastos) retroceden un 4,0%. Las tierras de cultivo
que muestran mayores descensos de precios son las ocupadas por los cultivos
protegidos, seguido de cerca por los citricos y el freson. Tanto el olivar como los
frutales y hortalizas muestran depreciaciones en torno a la media general (de
-5,0% a -7,0%). Por lo tanto, el valor del cultivo de pimiento ha descendido
progresivamente desde 2006 donde presentaba una gran subida respecto a afos
anteriores.

1200

1100

1000 A

Produccién (1000TM)

900 -

800 T T T T T T T T T T
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

ANOS

Figura 1.2. Evolucién de la produccion de pimiento fresco en Espasia (Ministerio de MARM,
2009).
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1.1.2. El cultivo de pimiento en la Region de Murcia

Durante los pasados afios, la agricultura murciana ha alcanzado una
participacion extraordinaria y en continua ascension en cuanto al sector de la
hortofruticultura, por lo que su evolucion esta inexorablemente unida a la de los
cultivos de frutas y hortalizas. De hecho, podriamos considerar que la
caracteristica mas relevante de la agricultura murciana es la extraordinaria
especializacién hortofruticola, muy superior a la de estas mismas producciones en

la agricultura espafiola y comunitaria.

El cultivo de pimiento tiene una gran importancia en la economia regional,
ya que constituye un ejemplo tipico de las nuevas orientaciones productivas de la
agricultura comercial de la Region de Murcia. Introducido a comienzos del siglo
XVI, fue desde mediados del siglo XIX hasta mediados del siglo pasado cuando el
cultivo se extendio a lo largo de toda la Vega del Segura. Posteriormente, se
produjeron cambios en los centros de produccion, pasando a ser los principales,
junto con la Vega del Segura, zonas como el Valle del Guadalentin y el Campo de
Cartagena, que se mantienen en la actualidad como las principales zonas de

cultivo de la Region.

En los ultimos afos, en la Regién de Murcia se cultiva pimiento en una
superficie de aproximadamente 1379 ha (Figura 1.3). La mayor parte se localiza
en el Campo de Cartagena, de la cual el 80% fue cultivado bajo invernadero y
acapara directa o indirectamente un gran nimero de mano de obra (CARM,
2010).
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Figura 1.3. Evolucién de la superficie cultivada de pimiento fresco en la Region de Murcia

(CARM, 2010).

Por otro lado, también aument6 la produccion anual en la Regién de Murcia
desde el afio 2000 hasta el 2005 (Tabla 1.1), y a partir de 2006 hay un descenso
progresivo. Gran parte de la produccion se destina a la exportacion siendo los

principales paises destinatarios Alemania, Francia, Holanda y Reino Unido. El

resto de la produccion se destina al mercado interior.

Tabla 1.1. Evolucion de la produccion de pimiento fresco en la Regién de Murcia.

Produccion
(Tm)
2001 2002 2003 2004
Region de
147140 153407 158945 162500
Murcia

ANOS
2005 2006 2007 2008 2009
182500 162237 128618 125034 126741

2010*

113990

*Datos provisionales.
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El cultivo del pimiento bajo invernadero constituye un ejemplo tipico de las
nuevas orientaciones productivas de la agricultura comercial de la Region de
Murcia, el sur de la provincia de Alicante y Almeria. En el conjunto de la Region
existen unas 6.000 hectareas de superficie invernada y el pimiento es el segundo
cultivo en cuanto a importancia en invernadero después del tomate, aunque cabe
destacar la pérdida de superficie de cultivo de alcachofa, pimiento y tomate que
se ha producido en los tltimos afios. En cuanto a las variedades de pimiento, el
tipo mads cultivado para el comercio exterior es el de carne gruesa, como el tipo
California de secciéon cuadrada, semilargo, pimiento amarillo, etc. En Espafia,
para los cultivos intensivos, en especial los de invernadero, se utilizan los
pimientos gruesos de seccion rectangular (mas largos que anchos), de maduracion

en rojo cuyo modelo es el hibrido Lamuyo (Costa y Gil, 2001).

La evolucion de los precios en los pimientos tipo Lamuyo ha sufrido
grandes variaciones en los ultimos afios en la Regién de Murcia, llegando en el
ano 2003 a ser su precio de origen de 1,02 € kg y 0,89 € kg en pimiento rojo y
verde respectivamente, mientras que en el afo 2010 fue de 0,89 € kg y 0,61 € kg
(Figura 1.4).

1.2

e | amuyo Verde

il | amuyo Rojo

0.8

0,4 -

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Anos

Figura 1.4. Evoluciéon de precios de origen de pimiento tipo Lamuyo en la Region de Murcia
(CARM, 2010).
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1.2. DESCRIPCION DEL CULTIVO

Todas las especies del género Capsicum, a excepcion de C. anomalum, son
originarias de América. La distribucion precolombina de Capsicum se extendio
probablemente desde el borde mas meridional de los EE.UU. a la zona templada

calida del sur de Sudamérica (Namesny, 1996).

1.2.1. Descripcion botanica y morfologia

Todas las formas de pimiento pertenecen al género Capsicum. El nombre
cientifico del género deriva del griego: segtin unos autores de kapso (picar), segun

otros de kapsakes (capsula).

La taxonomia dentro del género Capsicum es compleja, debido a la gran
variabilidad de formas existentes en las especies cultivadas y a la diversidad de

criterios utilizados en la clasificacion.

El pimiento se cultiva como una planta herbacea anual. Su aspecto es
lampifio, de tallos erguidos y de crecimiento limitado, con altura y forma de

desarrollo muy variables en funcién del cultivar y de las condiciones de cultivo.

» Sistema Radicular: consta de una raiz pivotante, de la que se ramifica
un conjunto de raices laterales y abundantes, también con un
numero elevado de raices adventicias (Nuez et al., 1996). La
produccidn de estas raices adventicias respecto de la biomasa total

disminuye a medida que se desarrolla la planta (Somos, 1984).

* Hojas: éstas son simples, de forma lanceolada, con un apice muy
pronunciado (acuminado), lampinas, de color verde oscuro, con un
peciolo largo, de borde entero o ligeramente sinuado en la base,

apareciendo alternas en el tallo.

* Flores: aparecen solitarias en cada nudo una vez han desarrollado las

diez primeras hojas aproximadamente, con wuna insercion
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aparentemente axilar. Son hermafroditas y autégamas, presentando
un porcentaje variable de alogamia de entre el 10% y el 20%
(Jiménez, 1992), aunque pueden encontrarse valores entre el 10% y el
46%. Son de color blanco y miden de dos a tres centimetros de

diametro.

Fruto: se desarrolla a partir del gineceo de la flor y, mas
concretamente, a partir del ovario fecundado. Es una baya hueca,
semicartilaginosa y deprimida que esta insertada de forma pendular,
con la superficie lisa y brillante, de color verde o morado al
principio, para finalmente virar a colores que van del rojo a morado-
negruzco, pasando por el amarillo. Al igual que la variedad de
colores, la de formas es igualmente grande, con una longitud que
varia entre los 3 y los 20 cm. Generalmente tienen de dos a cuatro
celdas internas (dicho ntimero de celdas sera idéntico al numero de

carpelos del gineceo) separadas parcialmente.

En el fruto podemos distinguir las siguientes zonas:

Epicarpio: capa externa del fruto, con una cuticula externa (exocarpo)

que aparece una vez ha completado su desarrollo.
Mesocarpio: zona carnosa intermedia.

Endocarpio: capa membranosa interna.

1.2.2. Composicion y valor nutritivo

En el fruto de pimiento, diferentes atributos como la textura, el sabor, el

contenido en vitaminas y minerales, y otras caracteristicas como la calidad del

producto, son importantes debido al interés en la calidad y en las propiedades

nutritivas por parte del consumidor.
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En cuanto al contenido nutricional del pimiento, el principal componente es
el agua y después los hidratos de carbono. Tiene un bajo contenido en proteinas y

es una buena fuente de fibra, lo que hace del pimiento una hortaliza poco calérica.

Poseen un alto contenido en vitamina C y son, a su vez, una fuente
importante de vitamina E, carotenoides (provitamina A) y en menor medida de

vitaminas B1 y B2 (Krinsky, 2001).

La vitamina C destaca por sus propiedades antioxidantes y ayuda a
prevenir algun tipo de cancer, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades
cardiovasculares, problemas oculares, etc (Davey et al., 2000). Al ser una vitamina
hidrosoluble, no se almacena en el cuerpo durante mucho tiempo y por ello tiene
que aportarse diariamente con la dieta. En el pimiento, se encuentra en un rango
de valores de 63 a 243 mg/100g de peso fresco (Howard et al., 2000; Tadesse et al.,
2002).

Uno de los aspectos mas destacados en la maduracion del pimiento es el
cambio que experimenta el fruto de verde a rojo. Los responsables de ese color
rojo son los carotenoides, también conocidos como precursores de la vitamina A.
Al igual que la vitamina C, ayudan a proteger frente a diversas enfermedades,
como pueden ser algunos tipos de cancer, asi como también ayudan a la

diferenciacion celular humana (Byers y Perry, 1992).

1.2.3. Variedades cultivadas. Clasificacion

Dada la complejidad taxondmica existente en la especie Capsicum annuum L.,
resulta muy complicado establecer una clasificacion clara y concisa que agrupe a
las distintas variedades, debido a que el pimiento se caracteriza por la gran
heterogeneidad de tamanos, formas y colores del fruto existentes entre los

cultivares utilizados.

De manera mas practica y general se pueden dividir en tres grandes grupos:
pimiento dulce, pimiento picante y pimiento de industria o pimenton (en
realidad, a este ultimo se le incluye como subgrupo del pimiento dulce). Las

variedades de pimiento también se diferencian, ademas de por la gran diversidad
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de caracteres morfoldgicos que puede presentar el fruto, por la conformacion de

la planta en cada caso.

Atendiendo a los diferentes tipos de frutos mas importantes podemos citar
los siguientes (Figura 1.5) (Milla, 1996):

- Pimientos cuadrados:

Dentro de este grupo se incluyen a tres familias de acuerdo con sus
diferencias morfoldgicas: Cuadrado Americano, Cuadrado Holandés y

Cuadrado Italiano.

- Pimientos rectangulares:

A este grupo pertenecen los rectangulares 1/2 largo, los 3/4 largos y los

rectangulares largos.

- Pimientos codiformes o acorazonados:

Dentro de éstos cabe destacar al morron de conserva. Los pimientos de

este tipo se destinan principalmente a la industria de transformacion.

- Dulce italiano:

Estos se van a destinar tanto al mercado fresco como a la industria de
transformacion. Algunas variedades de referencia pueden ser: Estar,

Italico, Lipari, Teide o Doux ltalien (Clause).

- Tipo cuerno picante:

A este grupo pertenecen los pimientos picantes tipo Cayenne, de
pequeno tamano. Se utilizan para el mercado fresco y se secan para

obtener un polvo picante, que se utiliza como condimento.

La clasificacién de cultivares internacionales mds aceptada es la propuesta
por Pochard en 1966, que se refiere sdlo a cultivares de fruto grande y dulce por
ser éstos los mas corrientes en Europa y en otros lugares del mundo, y por utilizar
un criterio sencillo para su clasificacién. A continuacién, la Tabla 1.2 muestra los
distintos tipos de pimiento que ya clasificara Pochard en su momento adaptada
por Nuez et al. (1996).
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Figura 1.5. Tipos de pimiento caracterizados por su relacion ancho/largo (Milla, 1996).
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Tabla 1.2. Clasificacién de los cultivares de fruto grande y dulce de pimiento.

A ficie lisa. Pedt !
Super 1C1'e isa. Pedunculo no California Wonder
1 hundido, muy carnoso
Seccién A Pedtnculo I}undldo, bastante Cuadrado de Asti
longitudinal 2 carnoso, l6culos marcados
Cuadrangular A Pedunculo hundido, medianamente Carré Doux
Largo = ancho 3 carnoso Dulce Cuadrado
A
4 Carne delgada, peso <100 g Sverka
) Morro de Vaca
Bl Relacién longitud/anchura < 2
Lamuyo
Seccid Dulce de Espafia
e'c CIO? B2 Relacién longitud/anchura> 2 P
longitudinal Largo de Reus
Rectangular
Largo > ancho B3 Troncoconico, peso © 100gr Ruby King
d
B4 Peso <100 g Jade
Dulce Aurora
C de T
C1l Muy largo, puntiagudo 1erno e. oro
Dulce Italiano
Seccidon C2 Muy largo, obtuso Dulce de Argelia
lon'gitudinal C3 Alargamiento medio, parte superior Najerano
triangular ancha Infantes
Pico de Mendavia
C4 Fruto corto, frecuentemente erecto
Datler
Fruto aplastado, tipo tomate Topepo

Fruto subesférico

Nora o pimiento de

bola

Fruto

acorazonado

Morrén de conserva

morfoldgicos

Dicha clasificacion estd realizada en base a los distintos tamafos y aspectos

que

poseen

los pimientos dulces,

diferenciandolos

y

denominandolos con letras, segiin la seccion longitudinal de los frutos

(cuadrados, rectangulares, triangulares, aplastados, subesféricos o acorazonados).
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Dentro de cada grupo, al que se le asigna una letra diferente, los clasifica
refiriéndose ahora a los distintos aspectos en cuanto al grosor de su carne, a la

relacién longitud/anchura, a la conformacion de los loculos, etc.

1.3. MANEJO DEL CULTIVO SIN SUELO BAJO INVERNADERO

En un principio, el término hidropdnico se utilizé para definir a los cultivos
cuyas raices se desarrollaban directamente en la disolucién acuosa provista de los
nutrientes esenciales, suficientemente aireada y en ausencia de cualquier tipo de

sustrato (Urrestarazu, 2004).

La hidroponia ha sido y es un sistema excelente para todo tipo de
investigacion en fisiologia o patologia vegetal y casi imprescindible para el
estudio de la nutricion mineral de las plantas. Esta técnica ha permitido
determinar qué elementos son esenciales y qué proporciones de los mismos son

las mas adecuadas para un mayor desarrollo de las plantas.

En los invernaderos tradicionales con limitados equipamientos, el suelo no
constituia un factor limitante de la produccién, pero sucesivas mejoras
tecnoldgicas en sistemas de riego, climatizacién, fertilizacion, introduccion de
nuevas variedades, etc., incrementaron el uso intensivo y el potencial productivo
de los mismos. Esto condujo a la contaminacién del suelo por cultivos repetitivos,
lo cual si era un factor limitante para la produccion. Ello implicaba, a su vez, el
traslado de ubicacion de la estructura del invernadero a suelos no contaminados,

con el consiguiente gasto econdomico.

Desde hace un par de décadas, la técnica de cultivo sin suelo se ha ido
introduciendo como nueva solucidn y alternativa al suelo. Su mayor coste inicial
pierde importancia y se diluye ante el generado por los completos equipamientos
de los modernos invernaderos, que a su vez son los que permiten, con un mayor
control de sus condiciones ambientales, obtener grandes producciones a lo largo
de todo el ano, lo que ha permitido la utilizacién de materiales de mejor calidad

en la construccion de estructuras al tener éstos una ubicacion definitiva.
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1.3.1. Exigencias climaticas

En cuanto a las condiciones agroclimaticas, el pimiento es bastante exigente,
por lo que el manejo equitativo de los factores climaticos es fundamental para el

adecuado funcionamiento del cultivo.

1.3.1.1. Temperatura

Las temperaturas inferiores a 15°C retrasan o bloquean el desarrollo, siendo
las temperaturas diurnas dptimas entre 23-25°C y las nocturnas entre 16-20°C, con
un diferencial térmico dia-noche entre 5-8C. Las altas temperaturas,
especialmente asociadas a una humedad relativa baja, conducen a la caida de

flores y frutos recién cuajados.

1.3.1.2. Humedad

La humedad optima del pimiento se encuentra entre el 50 y el 70%. La
asociacion de altas temperaturas y baja humedad puede ocasionar necrosis apical,
y la caida de flores y frutos recién cuajados. Por otra parte, las humedades
elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas y dificultan la

fecundacién.

1.3.1.3. Luminosidad

El pimiento es una planta muy exigente en luz, situandose la intensidad
luminica 6ptima alrededor de los 3.000 lux. La cantidad de luz diaria total influye
enormemente en la elongacion del tallo, de manera que una intensidad luminica

baja provoca un crecimiento atrofiado.
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1.3.2. Sistemas de cultivo hidropdénico

Los sistemas de cultivo hidropdnico se dividen en dos grandes grupos
(Jensen y Malter, 1995):

+ Cerrados: aquellos en donde la disolucion nutritiva se recircula,
aportando de forma mas o menos continua, los nutrientes que la planta

va consumiendo.

+ Abiertos a disolucion perdida: aquellos en los que los drenajes
provenientes de la plantacion, son desechados.

A escala mundial, aproximadamente el 90% son sistemas abiertos. En
Espana, la mayoria de parcelas con cultivo hidropdnico estan bajo invernadero y
son sistemas abiertos a disolucion perdida, es decir, los lixiviados se dejan
percolar en el suelo, o bien son canalizados fuera del invernadero para ser

desechados.

Sin embargo, cada dia se impone con mas fuerza la necesidad de
regeneracion y reutilizacion de este agua de drenaje mediante sistemas cerrados,

por razones tales como las que se citan a continuacion:
+ DPosibilidad de tener un sistema cerrado de fertilizantes, para ser
aprovechados al maximo.
+ Escasez de recursos hidricos en algunas zonas de cultivo horticola.

+ Evitar el problema medioambiental de contaminacion de acuiferos,

debido a la acumulacién de nitratos, fosfatos y plaguicidas.

1.3.3. Tipos de sustratos utilizados en cultivo hidropoénico

Para elegir el sustrato adecuado es necesario tener en cuenta algunos
factores fisicos y quimicos (Cantliffe et al., 2001). Debido a esas propiedades
fisico-quimicas, los sustratos pueden reducir el crecimiento de la planta,
especialmente cuando los sustratos tienen baja capacidad para retener agua, ya

que se podria alterar el desarrollo de la raiz, al reducir el potencial hidrico en
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tallo, hojas y frutos (del Amor y Gomez-Lépez, 2009). Los sustratos mas

utilizados son los siguientes:

. Fibra de coco

Este tipo de sustrato es un subproducto de la industria del coco, que se
encuentra disponible en grandes cantidades en los paises productores de coco

(Cocos nucifera L.).

Son varios los paises que producen la fibra de coco, siendo Sri Lanka e India
los principales productores, habiéndose encontrado una gran variabilidad en las
propiedades fisicas y quimicas del sustrato entre los distintos origenes (Noguera
et al., 1999). La fibra de coco es un material ligero y tiene una porosidad total muy
elevada, por encima del 93% (Tabla 1.3) (Alarcén, 2000). Presenta cantidades
aceptables de agua facilmente disponible y esta bien aireado. Ademas, la fibra de
coco se contrae poco cuando se deja secar (Abad et al., 1997).

Este material posee una elevada capacidad de retencion del agua y se ha
utilizado tradicionalmente para mejorar las propiedades fisicas y quimicas de los
suelos (Savithri y Khan, 1993). La aplicacion de fibra de coco mejora la retencion
de agua, aumenta la disponibilidad de nutrientes, la tasa de infiltracion, la

porosidad y la conductividad de los suelos donde se utiliza como enmienda.

La fibra de coco no se contrae ni se apelmaza y, aunque esté seca, recupera
la misma capacidad de retener agua. Esto lo convierte en un sustrato importante

en cuanto a las propiedades fisico-quimicas del suelo y mezclas de sustratos.

Como bien se ha dicho, la capacidad de retencién hidrica de la fibra de coco
es enorme, hasta ocho veces su peso en agua e incluso puede verse aumentada
con el uso, pero no toda el agua retenida por este sustrato va a ser facilmente

disponible para el cultivo.

Apenas se detecta la presencia de nitratos en la fibra de coco, mientras que
los valores que podemos encontrar de otros nutrientes tales como fosforo, calcio,
potasio y magnesio son variables, aunque en general son altos para fésforo y
potasio y bajos para calcio y magnesio. De igual manera, la cantidad de sales mas
o menos fitotdxicas como son los cloruros, el sodio y los sulfatos es muy variable,

principalmente en funcion de los procesos de lavado (con agua dulce o de mar) a
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los que se haya visto sometido el producto y las fertilizaciones realizadas en los

cocoteros.
Tabla 1.3. Propiedades fisico-quimicas de la fibra de coco.
DETERMINACION VALOR INTERPRETACION
Densidad aparente (g cm) 0,06 Baja
Densidad real (g cm) 15,5 Media
Material sélido (% en volumen) 5 Bajo
Porosidad total (% en volumen) 95 Alto
Indice de grosor (% en peso) 20-35 Medio-bajo
Capacidad de aireacion (% en volumen) 35-50 Alta
Agua facilmente asimilable (% en volumen) 15-25 Media-baja
Agua de reserva (% en volumen) 5-15 Media-alta
Agua dificilmente asimilable (% en volumen) 20-35 Alta
Capacidad de intercambio catiénico (meq 100g™) 50-90 Medjia-alta
pH 5,0-6,3 Ligeramente 4cido
C.E. en extracto de saturacion (dS m™ a 25°C) 0,3-3,5 No salino-salino
Materia organica total (% en peso) 92 Medjia-alta
Cenizas (% en peso) 8 Media-alta
Relacion C/N 100 Alta

La fibra de coco tiene una serie de ventajas, con respecto a otro tipo de

materiales utilizados para el mismo fin, tales como:

+ Inercia térmica mds ventajosa: este sustrato, presenta un poder de
amortiguaciéon térmica ante temperaturas ambientales extremas (tanto maximas
como minimas), superior a otros sustratos como son la perlita y la lana de roca, lo
que le convierte en una opcion bastante interesante en cuanto a instalaciones
desprovistas de calefaccién, y mds aun si se trabaja con cultivos muy sensibles a
los cambios bruscos de temperatura, como es, por ejemplo, el pimiento. Esta
inercia térmica se pierde si mantenemos una humedad excesiva y permanente, y

por lo tanto, es importante mantener un buen nivel de humedad en el sustrato.

* Elevado poder de retencion hidrica: su elevado poder de retencion de
agua, util para la planta, reduce el riesgo de fallos del sistema, al ofrecer a la
plantaciéon un margen de tiempo con agua disponible, superior al de otros
sustratos, ante inactivaciones de riegos. Este aspecto posibilita el establecimiento

de una menor frecuencia de riegos.
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+ Mayor durabilidad: hablamos de un sustrato que puede ser utilizado
hasta mas de 5 afos, sin pérdidas en las cosechas y cuyas cualidades pueden
incluso mejorar con el paso del tiempo. Aun asi, se deben ir reponiendo

anualmente las pérdidas, por el efecto de su propia mineralizacion.

+ Ventajosos aspectos medioambientales: se trata de un residuo de la
industria textil, que es reaprovechado, y que cuando acaba su periodo ttil, no

genera riesgo por ser biodegradable. Es mas ecologico que la turba.

+ La produccién y la calidad de cosechas, es similar a la de otros sustratos

de empleo mas extendido.

La fibra de coco tiene la desventaja de que, al ser organico, se descompone
con el tiempo, debido a la actividad biologica que se desarrolla en su seno. Dicha
degradacion obliga a renovar el sustrato, normalmente cada dos afios, con el fin

de evitar problemas de encharcamiento.

. Lana de roca

La lana de roca se utiliza principalmente en la construccion, como aislante
térmico y actistico. En Almeria es muy utilizada; sin embargo, en Murcia se utiliza
poco, debido a que es un sustrato que tiene mala inercia térmica. Es un material
que presenta una baja densidad aparente (0,08 g cm?), una porosidad total
elevada (mayor del 96%), una alta capacidad de retencion de agua facilmente

disponible (30%) y una alta aireacion.

Desde el punto de vista quimico, es un material practicamente inerte y sus
componentes no estan en condiciones asimilables o disponibles para la planta. La
fertilizacidn, debe aplicarse con el riego (fertirrigacion). Sin embargo, y debido a
la interaccion de la matriz solida del sustrato con la disolucién nutritiva, puede
liberar calcio, magnesio, hierro y manganeso en cantidades importantes, que hay

que tener en cuenta a la hora de preparar la disoluciéon nutritiva.
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. Perlita

Es un material silico de origen volcanico que, sometido a altas
temperaturas, se expande por deshidratacion y da lugar a un material granulado,
de muy baja densidad aparente, estéril y que es apto para ser utilizado en
distintos campos de la agricultura y muy especialmente para cultivos de
hortalizas en hidroponia o cultivo sin suelo. Es el sustrato mas utilizado en cuanto

a superficie de cultivo sin suelo en Espana (Alarcén, 2000).

. Vermiculita

Es un silicato hidratado de magnesio, hierro y aluminio. El material original
presenta una estructura trilaminar, con moléculas de agua atrapadas entre las
laminas. En su transformacion industrial, este material es tratado en hornos a
temperaturas elevadas (1000°C), durante un corto periodo de tiempo (60
segundos), lo que da lugar a que el agua se evapore, y el resultante incremento de
la presion, hace que dichas ldminas se expandan en direccion perpendicular a los

planos de laminacidn, adquiriendo una estructura porosa y esponjosa.

1.3.4. Riego y fertilizacion

. Riego

Las necesidades de agua del pimiento son menores al inicio del cultivo,
aumentando posteriormente, conforme avanza el desarrollo, hasta llegar a un
maximo en la formacién de frutos y disminuyendo ligeramente en el periodo de
recoleccion, para fortalecer los frutos y facilitar la maduracion (Katerji et al., 1993).
La mayor sensibilidad al estrés hidrico, se produce en la fase de floracion y
fecundacion. La planta de pimiento se considera moderadamente sensible a la
salinidad, y por ello el volumen de cada riego también dependera de las
condiciones del agua utilizada: con aguas de CE elevadas se debera incrementar

los volumenes de riego.
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El déficit hidrico en pimiento, puede reducir significativamente la masa
fresca de la planta, disminuyendo a su vez, el movimiento hidrico en el fruto
(Dorji et al., 2005).

En los cultivos de pimiento sin suelo, el aporte de agua y parte de los
nutrientes, se realizard mediante riego por goteo automatizados, frecuentes y
cortos, y el control de los mismos se realizard por medio del porcentaje de drenaje
y controlando su CE y pH, debido a que la calidad del agua de riego, es uno de

los factores que nos condicionan en el cultivo hidropdnico.

En el clima mediterraneo, es muy importante la combinacién sustrato-riego,
ya que hay estudios (Prieto et al., 2007) en los que los cultivos con suelo, obtienen
menos area de hoja, que los cultivos hidropdnicos (del Amor y Gémez-Lopez,
2009). A su vez, Pinker et al. (2007) observaron, que las plantas bajo cultivo
hidroponico, con sustrato de fibra de coco, eran mas altas y vigorosas que

aquellas no cultivadas en dicha fibra.

. Fertilizacion

El pimiento necesita grandes cantidades de nutrientes. La cantidad total y el
equilibrio entre los diferentes nutrientes aportados, condicionan la cantidad y el
rendimiento de la cosecha, asi como su precocidad. Un nivel suficiente de los
elementos nutritivos en las hojas de la planta, en el momento de la floracion,

resulta fundamental para obtener una buena cosecha (Llanos, 1998).

En la fertilizacion del cultivo sin suelo, es necesario el conocimiento de los
procesos fisiologicos relativos a la absorcion mineral e hidrica, y de otros aspectos
como la fotosintesis, la transpiracion y la respiracion, que estan ligados a los
primeros. La nutricién de la planta se aporta mediante la disolucion nutritiva, por
lo que se puede controlar con precision la nutricion mineral, para obtener una
mayor rentabilidad del cultivo. La nutriciéon mineral de un cultivo hidroponico,
debe controlarse segin la demanda de la planta, mediante andlisis quimicos
(Alarcon, 1996). A partir de los datos obtenidos, se elabora una solucion nutritiva
de partida y, posteriormente, sera el propio cultivo el que vaya demandando las

aportaciones oportunas (Tabla 1.4) (Salas y Urrestarazu, 2004).
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Tabla 1.4. Niveles de nutrientes en la solucion nutritiva recomendada para distintos cultivos de
pimiento sin suelo en mmol L.

CE pH NOs H:POs SO« NH¢ K+ Caz» Mg*
Californiaen fibrade  , o o5 y044 1517 20 05 50 50 20
COCO
LSO CRE € 1-18 55 10-14 1518  — — 445 445 152
COCO
Crtigmiacnlbm de 22 155 125 175 125 65 475 15
roca
California en perlita 13,5 1,5 1,35 5,5 45 1,5

En funcién de lo que vaya demandando la planta, las condiciones
climatoldgicas y el estado fenoldgico del cultivo, se ajustaran los nutrientes
necesarios, mediante la equivalencia de cantidad de fertilizantes y los milimoles
de los distintos nutrientes (Tabla 1.5) (Alarcon, 1996).

Tabla 1.5. Cantidad de nutrientes aportados por fertilizante recomendada para un cultivo de
pimiento sin suelo.

Im}‘; t?ﬂf;ffe? g NOs NHs# HPOs K+  Ca* Mg* SO
Acido fosforico 75% — — 12,26 — — — —
Acido nitrico 59% 11,86 — — — — — —
Nitrato amoénico 33,5% 11,96 11,96 — — — — —
Nitrato calcico 15,5% N 10,29 0,78 — — 4,74 — —
Nitrato potasico (13-0-46) 9,29 — — 9,76 — — —

Sulfato potasico (0-0-52) — — — 11,04 — — 5,93

Sulfato magnésico 16% MgO — — — — — 3,97 3,96
Nitrato magnésico 11% N 7,86 — — — — 3,90 —
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1.3.5. Ventajas y desventajas de la produccion en cultivo sin suelo

La produccion en “cultivo sin suelo” tiene numerosas ventajas
(Penningsfield y Kurzmann, 1983; Canovas, 1997; Borrelli, 1999):

v
v

Mejor aprovechamiento de fertilizantes.

Es posible alcanzar y mantener en el medio de raices, la

concentracion del nutriente que se desee.
Hay una mayor uniformidad en las plantas.

La nutricién puede ser cambiada en cualquier momento, en funcion
de las condiciones climaticas.

La floracién y fructificacion estan influenciadas por el N. Por ello, el
aporte de este nutriente, puede regular las fases del ciclo vegetativo

y reproductivo del desarrollo de las plantas.

Menores posibilidades de que las plantas sufran, como consecuencia

de la limitacion de agua.
Menores problemas fitosanitarios y mayor facilidad para su control.

Permite cultivar plantas en zonas donde no hay suelo, o donde éste
puede estar contaminado, o no retna las condiciones de fertilidad

adecuadas.

El pH de la disolucién puede mantenerse facilmente en el rango mas

adecuado para cada cultivo.

Pueden ser una alternativa importante, en caso de masivas

infestaciones de parasitos del suelo, en cultivo tradicional.
Notable reduccién en la cuantia y complejidad de labores de cultivo.

En sistemas bien manejados, se obtienen producciones muy elevadas

y de muy alta calidad.

Entre sus desventajas, se pueden destacar (Penningsfield y Kurzmann, 1983;
Canovas, 1997):
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v'Elevado coste de implantacion.
v Importantes gastos de mantenimiento.

v Requiere de una determinada cualificacion del personal

encargado de su manejo.
v'La produccién es limitada, comparada con la de campo.

v'En condiciones de invernadero, su uso esta limitado a cultivos de

alto valor.

1.4. CONTAMINACION POR NITRATOS

En las ultimas décadas, la agricultura ha experimentado un avance
espectacular con la aplicaciéon de nuevas tecnologias, fertilizantes, productos
fitosanitarios, semillas hibridas, nuevas técnicas de cultivo, etc. La combinacién
de todos estos recursos, entre otros muchos, ha logrado elevar las producciones y
el nivel de vida del agricultor aceptablemente. A medida que los afios pasan, los
efectos de algunas practicas agricolas, van dejandose sentir en el medio ambiente,
sobre todo en las zonas de cultivo. De sobra son conocidos los efectos del empleo

de muchos productos quimicos para tratamientos fitosanitarios.

Actualmente, hay un tipo de contaminacién que ha empezado a cobrar una
gran importancia; es el caso de “la contaminacién de aguas por nitratos”. Los
excesos de abonado con abonos nitrogenados, y su posterior arrastre por las
aguas de lluvia o riegos, estan provocando concentraciones elevadas de nitratos
en aguas superficiales y subterraneas (del Amor et al., 2009). La contaminacion
por nitratos, es uno de los principales factores de contaminacion de acuiferos y
corrientes superficiales de alto impacto ambiental, derivado de actividades

agropecuarias (Groeneveld et al., 2001).

Las aguas con dosis de nitrato altas, puede alterar la salud del ser humano
si son consumidas por éste. Otro efecto, es el alto crecimiento de las plantas
acuaticas, que habitan en aguas con elevadas dosis de nitrato. Este crecimiento se
puede considerar perjudicial, ya que las plantas se pudren y consumen el

oxigeno, causando la muerte de los peces.
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Preocupado por el estado de la calidad de nuestras aguas, el Ministerio de
Obras Publicas emprende a principios de la década de los 60, una serie de analisis
fisico-quimicos y bacterioldgicos, en un ntmero de estaciones de muestreo,
dispersas por todo el territorio nacional. Estos andlisis, comienzan a ser
publicados anualmente en 1973, en unos volimenes editados por el propio
Ministerio.

Prueba de la seriedad del problema, son las normas elaboradas por el
Consejo de la Comunidad Europea en 1991 donde, en relacién con el tema, se
dictan una serie de buenas practicas agricolas y normas preventivas, con el fin de
reducir el incremento del nitrato en las aguas. El Real Decreto 261/1996 del 16 de
febrero sobre la proteccion de las aguas, contra la contaminacion producida por
los nitratos procedentes de fuentes agrarias, establece una serie de programas y

medidas para empezar a frenar la contaminacion.

La normativa actual pone de manifiesto, que éste es un campo en el cual se
va a trabajar intensamente a partir de ahora, ya que debido a la multitud de
factores que intervienen en esta situacion, se hace necesaria la participacion de
distintos organismos y técnicos de diversos campos, con el fin de profundizar los
conocimientos sobre el tema, asi como de elaborar nuevas practicas agrarias

beneficiosas y sistemas de depuracion de aguas.

Entre las fuentes que contribuyen a la contaminacion difusa de las aguas, la
mas importante, en la actualidad, es la aplicacién excesiva o inadecuada de los
fertilizantes nitrogenados en la agricultura, entendiendo por contaminacién
difusa por nitrato, el vertido indiferente del ion NOs en el suelo y
consecuentemente en el agua, hasta alcanzar los 50 mg L' de concentracién

maxima admisible y 25 mg L como nivel guia o recomendado.

Independientemente de los posibles efectos directos sobre la poblacion, las
altas concentraciones de nitratos en las aguas subterraneas en Espafia, constituyen
una grave amenaza a la integridad de nuestro patrimonio hidrico, principalmente

por su cardcter acumulativo.

Dos de los procesos del movimiento del agua en el suelo son:

¢ Lixiviacién: La lixiviacion o lavado del nitrato, es el arrastre del mismo por

el agua del suelo, que percola mas abajo de la zona radicular. Este proceso
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es el que produce la contaminacidn de las aguas subterraneas por nitrato,
ya que, en general, una vez que deja de estar al alcance de las raices,
continda su movimiento descendente hacia los acuiferos, sin apenas
ninguna transformacion quimica o bioldgica. El agua de lixiviacion
arrastra consigo nutrientes, cationes basicos y, en ocasiones, pesticidas
agroquimicos (Tapia et al., 2007).

6 Arrastre por escorrentia: La escorrentia del agua en los suelos agricolas, es el
flujo del agua sobre la superficie del suelo, de modo que no se infiltra en el
campo, sino que fluye normalmente hacia terrenos mas bajos o cursos
superficiales de agua. Se produce como consecuencia de lluvias o riegos
excesivos y puede arrastrar cantidades variables de N. En general, estas
pérdidas de N del suelo son pequenas, excepto cuando la escorrentia se

produce poco después de un abonado nitrogenado.

Para paliar este problema y en cumplimiento de la Directiva 91/676/CEE del
Consejo del 12 de diciembre, relativa a la proteccion de las aguas contra la
contaminacion, producida por nitratos de origen agricola, que se incorpora al
ordenamiento juridico espafiol, por medio del Real Decreto 261/1996 del 16 de
febrero, sobre proteccién contra la contaminaciéon producida por los nitratos
procedentes de fuentes agrarias, se publica en la Comunidad Auténoma de la
Region de Murcia, la Orden del 20 de diciembre de 2001 de la Consejeria de
Agricultura, Agua y Medio Ambiente, por la que se designa las zonas vulnerables

a dicha contaminacion.

Ademas, se publica la Orden del 22 de diciembre de 2003, por la que se
designa la zona vulnerable a la contaminacién procedente de fuentes agrarias, en
la Comunidad Auténoma de la Regién de Murcia, la correspondiente a los

acuiferos de las Vegas Alta y Media de la Cuenca del Rio Segura.

En invernadero, los nutrientes son suministrados en exceso a fin de evitar
deficiencias. Incluso en sistemas de recirculaciéon de la solucidon nutritiva, la
disolucion es desechada para evitar desequilibrios nutricionales. De esta forma,
los agricultores no aplican un control 6ptimo sobre la produccién y calidad de los

frutos.
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El i6n NOs es soluble en agua, por lo que puede lixiviarse facilmente,
alcanzando los acuiferos subterraneos y permaneciendo alli por décadas. La
agricultura es la actividad humana que mads contribuye a la contaminaciéon por

nitratos.

El origen del ién NOs es variado, pudiendo provenir de fuentes localizadas
y no localizadas. Las fuentes no localizas, son todas aquellas donde no existe un
punto fijo de entrada de los contaminantes. El aporte puede proceder tanto de la
mineralizacién de nitrogeno organico (humus, estiércol, etc.), como del aporte de
fertilizantes nitrogenados. Son muchos los estudios que han constatado este
potencial contaminante de la agricultura, observandose una relacién positiva
entre el aumento de la actividad agricola y la contaminacién de las aguas por
nitratos (Weil et al., 1990; Bauder et al., 1993; Lucey y Goolsby, 1993; Richards et
al., 1996).

El Cédigo de Buenas Practicas Agrarias de la Regiéon de Murcia (BORM,
2003), establece una normativa en el que se debera fraccionar el nitrogeno a lo
largo del ciclo de cultivo, como minimo semanalmente, en forma nitrico-
amoniacal o nitrica. Siempre que sea posible, se recomienda utilizar abonos
naturales procedentes del ganado. Sin embargo, con el abono natural (estiércoles
o purines), hay que tener las mismas precauciones que con el abono quimico o de
sintesis, ya que contiene nitrégeno, que acabara convirtiéndose en nitratos. A la
hora de calcular las necesidades totales, hay que tener en cuenta tanto el abono

natural como el quimico.

Las dosis de los nutrientes a aportar, seran calculadas a partir de las
necesidades de los cultivos y del ajuste de los programas de abonado a las
extracciones de las plantas, durante todo el ciclo de cultivo. Asi como las
caracteristicas del suelo, las peculiaridades climaticas del afo agricola y el estado
real de las siembras o plantaciones, a fin de evitar desviaciones entre las

cantidades de nutrientes aportados y los realmente consumidos por los cultivos.

1.5. FERTIRRIGACION NITROGENADA

El nitrogeno se encuentra distribuido en la atmosfera, la litosfera y la

biomasa. El N de la litosfera participa escasamente en el intercambio de este
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elemento entre los distintos reservorios (ciclo del N), por lo que la mayor parte
del N que precisan las plantas para su crecimiento proviene en tltimo término de
la atmdsfera (Aparicio-Tejo et al., 2000). El nitrogeno, después del carbono y del
agua, es el nutriente mas limitante para el crecimiento de plantas, en la mayoria
de los ecosistemas terrestres y acuaticos (Vance, 1998), ejerciendo una presion
constante en las plantas para el uso eficiente del nitrégeno (Vitousek y Howarth,
1991) (Figura 1.6).

(R

AT

ESCORRENTIA
INFILTRACION

O N | . Vi
desnitrificacion A 4 CONTAMINATION
- o i ANTROPOGENICA
cacion

i ] ACIDIFICACION
EUTROFIZACION
MACOS €N Nitrogeno TOXICIDAD

[ disoiucion de depositos

Figura 1.6. Ciclo del Nitrégeno.

Las plantas poseen una gran variedad de proteinas implicadas en la
absorcion y particion de nitrégeno, no soélo para el nitrato y el amonio, sino
también para los aminodcidos, los péptidos, los nucledtidos y sus productos de
degradacion, y para la urea (Kojima et al., 2006; Rentsch et al., 2007; Mohlmann et
al., 2010). Estos procesos son especialmente importantes durante la germinacion y
senescencia, cuando los tejidos fuente de nitrogeno (semillas, hojas senescentes),
proporcionan nitrégeno para los sumideros metabolicos (plantulas, flores,

semillas en desarrollo y los 6rganos de almacenamiento) (Witte, 2011).

El nitrogeno es el nutriente mas utilizado como fertilizante en los cultivos
vegetales (Marschner, 1995; Romheld, 2000), siendo el responsable del desarrollo
verde de las hojas, debido a que el nitrédgeno forma parte de la molécula de la

clorofila. Los resultados de una insuficiente concentracion de nitrogeno se reflejan
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en un crecimiento pobre del cultivo y en un menor rendimiento del mismo
(Figura 1.7).

Figura 1.7. Diferencias en el crecimiento de la planta de pimiento bajo una concentracion de N
deficiente, media y normal (0.5mmol; 3.5mmol; 12.5mmol) con aplicacion de urea foliar.

El nitrégeno es probablemente el nutriente mds contaminante de suelos y
aguas terrestres en forma de nitrato (NOs), y es especialmente propenso a causar
contaminacion, cuando se aplica en excesivas cantidades sobre el cultivo (van der
Voet et al., 1996; Chen et al., 2009). La molécula de NOs esta unida débilmente
por las particulas del suelo y por lo tanto es altamente mdvil por el mismo, lo que
permite que el exceso de nitrato se pueda transportar, a través del agua del
interior del suelo o circular por la superficie. El resultado de esto, podria ser una

contaminacion del agua.

La contaminacion ambiental de los fertilizantes se produce por las pérdidas
de nitrogeno que se dirigen tanto a la atmdsfera como a las aguas superficiales y
subterraneas. Estas pérdidas, son provocadas por la lixiviacion de nitrato (NO»)
(Smith et al., 1990), la volatilizacién de amoniaco procedente del amonio (NH4") y

por la desnitrificacién bacteriana del nitrato (Tiedje, 1988).

La planta absorbe el nitrégeno tanto en forma de nitrato (NOs) como
amoniacal (NH4+"), demostrandose asi, que un suministro combinado de ambas

formas quimicas, NOs y NH4", produce mayor crecimiento y mayor produccion
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de frutos (Marschner, 1995), respecto a la aplicaciéon tnica de nitratos. Sin
embargo, la relacion entre ambos iones es un factor de gran incidencia en el
cultivo, puesto que un aumento excesivo de la relacion NHs/NOs de la
disolucion nutritiva, puede limitar el crecimiento de la planta (Quasem y Hill,
1993) o producir el descenso de los rendimientos, debido a un menor niimero y
menor peso medio de los frutos (Feigin et al., 1980). Tal y como describieron He et
al. (2007), altas concentraciones de NOs producen nitritos y otros compuestos

toxicos para las plantas, afectando también al crecimiento de la misma.

Los niveles de nutrientes en la planta durante el periodo de crecimiento
cambian rdpidamente, y disponer de informacion del estado nutricional del
cultivo, permite actuar mediante el abonado de correccidon, en caso de que se

detecten deficiencias.

Una estrategia que persigue aumentar la rentabilidad del rendimiento del
cultivo y a la vez evitar la contaminacion del agua, es la de aplicar solamente las
cantidades de nitrogeno que van a ser utilizadas para el crecimiento del cultivo.
Esto puede lograrse con el uso de técnicas analiticas, observando in situ los
niveles, con aparatos de campo, y evitando, por tanto, insuficiencias o excesos en

la aplicacion del fertilizante.

1.6. UREA: CARACTERISTICAS

La urea es una molécula pequefia, neutra, con un didmetro de 75.3 A
(Figura 1.8) y se encuentra en la naturaleza, donde es una fuente de nitrogeno

para el crecimiento de varios organismos incluyendo bacterias, hongos y plantas.
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Figura 1.8. Férmula estructural de la urea.
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Las principales fuentes de urea en la naturaleza son, la descomposicion de
compuestos nitrogenados provenientes de organismos muertos y la excrecion de
la orina por los animales, por lo que las plantas son capaces de utilizar estos
compuestos como fuente de N para su crecimiento (Wang et al., 2008) (Figura
1.9).

La urea es el fertilizante nitrogenado mas utilizado en el mundo (Watson,
2000), su hidrdlisis enzimatica es de una gran transcendencia en la agricultura
(Mobley et al., 1995) y se caracteriza por la alta tasa de penetracion en la hoja y su
bajo coste (Nestby y Tagliavini, 2005). La urea es metabolizada rdpidamente por
las enzimas de degradacion de la urea presentes en el suelo (Watson et al., 1994) y

no se acumula en el citosol (Witte et al., 2002).

Aunque la determinacion de urea se ha centrado principalmente en
aplicaciones clinicas (Taylor y Vadgama, 1992), estd aumentando el interés por
determinar la urea en otras matrices como por ejemplo leche (Lefier, 1996),
extractos de suelo (Lambert et al., 2004) y vino (Francis, 2006). La urea también se
usa en los suplementos de alimentacion animal y tiene muchas aplicaciones
industriales, incluyendo la manufactura de resinas, pegamentos, solventes y
algunas medicinas. En los productos para el consumo, la urea se encuentra en
muchos jabones liquidos, detergentes y otros productos de limpieza, y también se
utiliza mucho en los tratamientos para pieles secas y en cosmética (Francis et al.,
2002).
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Figura 1.9. Generacidn, transporte y degradacion de urea en células de plantas.
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La utilizacién de la urea por la planta, cuando se aplica por via foliar,
requiere la presencia de una diastasa microbiana, la ureasa, que se encuentra en
los tejidos de las hojas. La ureasa produce la hidrolisis de la urea que se
transforma en aminoacidos y proteinas transportables, en su mayoria, desde las
hojas a otras partes de la planta. La ureasa facilita la conversion de urea a amonio
y didxido de carbono (Sirko y Brodzik, 2000) (Figura 1.10). La hidrolisis de la urea
también contribuye a la osmorregulacién en diferentes drganos o tejidos (Sands,
2003). Los microorganismos oxidan el amonio a nitrato (NOs) y, en condiciones
anaerobicas, reducen el nitrato a los 6xidos de nitrégeno gaseoso y nitrégeno
molecular. El nitrégeno suministrado en forma de urea también puede ser
absorbido por las plantas y, posteriormente, por los animales herbivoros (Lambert
et al., 2004). El ciclo de nitrégeno a través de los sistemas de plantas y animales
resulta en un conjunto de nuevas reacciones y transferencias quimicas, por lo
tanto, la incorporacion de nitrégeno en un rango de compuestos organicos, podria
dar lugar a la regeneracién de la urea (Merigout et al., 2008; Cao et al., 2010).
Ademas, el nitrégeno suministrado como urea, puede ser transferido a la
atmosfera por la volatilizacion de amoniaco o llevado al agua del suelo y a la

superficie.

G urease| ).L spontanecus CO,

——— HO NH, ———> +
HNT “NHy /g HZO NH,
urea NHJ

Figura 1.10. Reaccidn de la ureasa.

1.6.1. Nutricion con urea foliar

La fertilizacion quimica aplicada al suelo ha sido la forma mas comtinmente
utilizada para abastecer a los cultivos de nutrientes. Pero existen caracteristicas
quimicas, fisicas y bioldgicas que pueden limitar la disponibilidad de dichos
nutrientes en la disolucion del suelo. Bajo estas condiciones, la fertilizacion foliar
podria ser particularmente util (Mengel y Kirby, 1982). Tisdale y Werner (1988)

mencionaron que la fertilizacion foliar debe utilizarse no solo en aquellos casos en
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los que la disponibilidad nutritiva en el suelo es un problema, sino también en
casos donde se necesita subsanar problemas de deficiencias en los cultivos, sobre
todo porque mediante esta técnica, los nutrientes se asimilan de forma mas rapida
(Swietlik y Faust, 1984). La nutricién via foliar resulta mas econdmica que la
fertilizacién al suelo, por las bajas cantidades de producto utilizado, asi como por
su mayor aprovechamiento (Eibner, 1985), generando una menor contaminacion
en el suelo. Recientemente, ya se han establecido programas de abonado en los
que se incluye la fertilizacion foliar para disminuir eficazmente la contaminacion

por nitratos en los acuiferos (Bondada et al., 2001).

El fertilizante a base de urea se distribuye en el suelo en forma de granulos
secos o disueltos en la solucion, a menudo simultdneamente con el agua de riego,
aunque también puede aplicarse a través del follaje facilitando la Optima
administracion de N en las practicas de fertilizacion agricola. Una vez en el suelo,
la urea puede someterse a una serie de transformaciones quimicas y fisicas
(Lambert et al., 2004). Los factores que afectan la eficiencia de las aplicaciones de
urea incluyen: factores ambientales como la temperatura del aire, la humedad y la
luz, factores tecnolégicos como el pH (El-Otmani et al., 2002), la presencia de los
tensoactivos y la concentracidon de la solucion aplicada (Toselli et al., 2004) y
factores fisiologicos como la etapa de desarrollo de la planta, la presencia de los
sumideros de carbono / nitrégeno, el drea foliar y el estado del N interno
(Weinbaum et al., 2002).

La mayoria de las plantas absorben la urea foliar rdpidamente aunque, un
inconveniente de aplicar urea en spray, es el efecto toxico de la urea si ésta se
acumula en altas concentraciones, lo cual puede provocar un dafno en la biomasa
de los cultivos (Walker et al., 1985; Krogmeier et al., 1989; Nicoulaud y Bloom,
1996) (Figura 1.11).
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Figura 1.11. Efecto toxico de la aplicacién de urea en una hoja de pimiento.

La posibilidad de la aplicacion de urea foliar como fuente de nitrégeno en
plantas fue demostrada por Nicoulaud y Bloom (1998). Estos resultados nos
indican que:

a) La urea aplicada via foliar, puede suplir parte del N requerido para el

mantenimiento del crecimiento.

b) La urea es absorbida con la suficiente rapidez para compensar la falta de
N.

c) El inconveniente de suministrar N tnicamente por via foliar, puede

residir en la fitotoxicidad de la urea y no en la deficiencia de N.

1.7. ESTRES OXIDATIVO. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), se produce
principalmente por subproductos del metabolismo celular de la mitocondria
(Purvis et al., 1995), cuya respiracion esta asociada con la pérdida de un electrdn,
dando como resultado una formacion continua de ROS (Masaki et al., 1999;
Terman et al., 2006). El dafio oxidativo en membranas y proteinas, estd causado
principalmente por las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Koc et al., 2004). La
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acumulacién de compuestos altamente reactivos, que conduce a una cascada de
reacciones de radicales libres llamado estrés oxidativo, es uno de los principales
factores que explican los danos del ADN vy las proteinas, y el aumento de la
permeabilidad de la membrana, alterando la homeostasis celular (Scandalios,
1993). La generacion acelerada de las llamadas especies reactivas de oxigeno
(ROS) en plantas, es una de las primeras consecuencias del estrés (Kuzniak, 2002).
El sistema de proteccion contra el estrés oxidativo es conocido por tener dos
componentes: las enzimas antioxidantes y los antioxidantes de bajo peso

molecular.

El consecuente cambio en el entorno redox de las células altera el
metabolismo celular y la expresiéon de genes (Escoubas et al., 1995; Vener et al.,
1995). ROS como superdxido (Oz), peroxido de hidrogeno (H20:), radical
hidroxilo (OH:), y oxigeno singlete (Oz), estan presentes en las plantas a varios
niveles como resultado del metabolismo aerobico (Kuk et al., 2003), y todos estos
compuestos reaccionan con lipidos, proteinas y ADN, e inducen dafos

estructurales en las membranas celulares y en macromoléculas (Asada, 1999).

Por ello, normalmente la generacion de ROS se mantiene bajo control por la
maquinaria antioxidante que incluye enzimas antioxidantes, superdxido
dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), catalasa (CAT, EC 1.11.1.6), guaiacol peroxidasa
(POX, EC 1.11.17), ascorbato peroxidasa (APOX, EC 1.11.1.11) (Omran, 1980;
Foyer et al., 1991; Scandalios, 1993; Prasad, 1996; Lee y Lee, 2000; Oidaira et al.,
2000) y moléculas antioxidantes como ascorbato, a-tocoferol, carotenoides,
flavonoides y glutation (Hodges et al., 1996; Alscher et al., 1997; Foyer et al., 1997;
Noctor y Foyer, 1998). La resistencia de las plantas al estrés, esta determinada por
los niveles de estos compuestos antioxidantes y por la habilidad para incrementar
rapidamente estas actividades (Sairam et al., 1998; Aroca et al., 2001; Shalata et al.,
2001; Mittler, 2002). Cuando las plantas estan sujetas a condiciones adversas,
como pueden ser altas o bajas temperaturas, sequia o estrés salino, se puede
producir un desequilibrio entre la produccion y la destruccion de ROS dando
lugar a un dafio oxidativo (Price et al., 1989; Hodgson y Raison, 1991; Bowler et
al., 1992; Zhang y Kirkham, 1994; Zhang y Han, 1997). En los frutos de las plantas,
el ablandamiento es una caracteristica de la maduraciéon y una produccién

excesiva de ROS, acelera la maduracién (Fry et al., 2001; Cheng et al., 2008). Por lo
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tanto, se cree que la oxidacién celular y la peroxidaciéon estan asociadas con el

ablandamiento de los frutos.

La produccion de ROS mejora bajo varios estreses bioticos y abioticos (Grant
y Loake, 2000; Cuypers et al., 2001), y los sistemas antioxidantes mejoran las
perturbaciones causadas por el estrés (Halliwell y Gutteridge, 1989; Cadenas,
1995).

1.8. DEFENSAS ANTIOXIDANTES DE LAS PLANTAS

1.8.1. Catalasa

Las catalasas de plantas son hemoproteinas tetraméricas (220 kD) que
catalizan la descomposicion de H202 a O: y H20O sin necesidad de un poder
reductor (Starzynska et al., 2003; Singh et al., 2009) (Figura 1.12). La catalasa es
una enzima muy abundante en los tejidos, y se encuentra localizada en los
peroxisomas y glioxisomas de todas las células eucariotas (Figura 1.13), y es
activa tan solo a altas concentraciones de H>O:. Esta enzima cataliza la conversion
del perdxido de hidrégeno en agua. A diferencia de las peroxidasas, la catalasa no
necesita reductores adicionales para llevar a cabo su funcidn. Sin embargo, la
catalasa posee baja afinidad por el peréxido de hidrogeno, por lo que resulta poco

eficiente a bajas concentraciones de sustrato (Dalton, 1995).

2H2100 —p 2H10 + 02

catalasa

Figura 1.12. Reaccion de la catalasa.

La expresion de la enzima esta regulada durante el desarrollo, pero también
responde a diversas sefiales ambientales como el exceso de luz, y las temperaturas
extremas, ya que generalmente, la enzima se inhibe tanto a temperaturas bajas

como ante un shock térmico.
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Figura 1.13. Imagen de la catalasa.

1.8.2. Ascorbato Peroxidasa

La ascorbato peroxidasa es una enzima que, intracelularmente, ayuda al
acido ascorbico a regular la division celular y las actividades relacionadas con el
metabolismo del acido ascorbico, y la respuesta antioxidante (Cérdoba-Pedregosa
et al., 2003). Detoxifica al peroxido de hidrdgeno utilizando el ascorbato como
sustrato, y cataliza la reaccién en la que se produce dehidroascorbato y agua
(Figura 1.14).

Ascorbato + Perdxido de Hidrégeno — Dehidroascorbato + Agua

CsHsOs + H2O2 — CsHeOs + 2 H2O

Figura 1.14. Reaccién de la ascorbato peroxidasa.

1.8.3. Ascorbato

El acido ascdrbico (Figura 1.15), juega un papel esencial en la supervivencia
de los organismos debido a sus propiedades antioxidantes. El ascorbato participa

en la defensa contra el ataque de patdgenos, asi como en la regulaciéon de la
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elongacion celular (Cérdoba y Gonzélez-Reyes, 1994) y la proliferacion (Arrigoni,
1994; Potters et al., 2002). El acido ascérbico no ejerce su accidon directamente, sino
que es utilizado como sustrato por enzimas que regulan esos procesos como la
ascorbato peroxidasa, o inhibe otras peroxidasas de la pared celular (Takahama y
Oniki, 1992, 1994).

4

Figura 1.15. Estructura del dcido ascorbico.

1.8.4. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular con un esqueleto
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B)
ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono
en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2" al 6' (Figura
1.16). La actividad de los flavonoides como antioxidantes, depende de las
propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacién estructural

entre las diferentes partes de la estructura quimica (Bors et al., 1990).

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los

alimentos, etc.
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Figura 1.16. Estructura y tipos de flavonoides.

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un namero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y
otros metales de transicidn, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante
(Havsteen, 1983). Por ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a
los fendmenos de dafio oxidativo y tienen efectos terapéuticos en un elevado
numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el
cancer (Pace-Asciak et al., 1995; Jang et al., 1997). Sus propiedades anti-radicales
libres, se dirigen fundamentalmente hacia los radicales hidroxilo y superdxido,
especies altamente reactivas implicadas en el inicio de la cadena de peroxidacion

lipidica (Jovanovic et al., 1998).

1.8.5. Carotenoides

Los carotenoides pertenecen a la familia de los terpenos, es decir, estan
formados por unidades de isopreno (ocho unidades, o lo que es lo mismo,
cuarenta atomos de carbono), y su biosintesis se produce a partir de isopentenil

pirofosfato (Figura 1.17). Son los responsables de la gran mayoria de los colores



INTRODUCCION 73

amarillos, anaranjados o rojos presentes en los alimentos vegetales, y también de
los colores anaranjados de varios alimentos animales. Se conocen alrededor de
600 compuestos de esta familia, que se dividen en dos tipos basicos: los carotenos,
que son hidrocarburos, y las xantofilas, sus derivados oxigenados (Gandul-Rojas
y Minguez-Mosquera, 1996). En general, las xantofilas producen color amarillo,
mientras que los carotenoides son anaranjados o rojizos. De los carotenoides

conocidos, sélamente alrededor del 10% tienen valor como vitamina A.

i /JI/\ |
@W“WW\(W

o - caroteno
| N
%xmw\wﬁmw\[f
A
B - caroteno

Figura 1.17. Estructura de a-caroteno y fp-caroteno.

Los carotenoides pueden desempefiar un papel como antioxidantes en la
proteccion del organismo frente a los radicales libres. La presencia de un gran
numero de dobles enlaces, hace a los carotenoides muy sensibles a la oxidacion,
especialmente en reacciones de fotooxidacion con el oxigeno singlete. También se
oxidan en presencia de lipoxigenasas, pero no de forma directa, sino por reaccioén
con los hidroperdxidos (Omenn et al.,, 1996). Las reacciones de oxidaciéon, dan
lugar en todos los casos a la pérdida de color. Generalmente, existe una gran
dependencia entre la velocidad de oxidacion y el ambiente en el que se
encuentran. Dentro de los alimentos, los carotenoides son mucho mas resistentes

a la oxidacion que en materiales pulverizados y secos, o en extractos.
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1.8.6. a-Tocoferol

El a-tocoferol o vitamina E, es una vitamina liposoluble que actiia como
antioxidante impidiendo la propagacion de las reacciones de radicales libres
(Ingold et al., 1987; Packer, 1994; Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996). El grupo de los
tocoferoles contiene 4 miembros: a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y d-tocoferol
(Figura 1.18), siendo el primero el mas conocido y el que tiene un caracter mas
activo. El a-tocoferol aparece sélo en la regulacion de la fosforilacion de las
cascadas. Es importante en la enfermedad del corazon donde la adhesion de las
células, la proliferacion y la produccion oxidante deben modificarse a través de la
vitamina E. Como todos los compuestos redox activos, se considera que la
vitamina E puede ejercer efectos anti y pro oxidantes dependiendo de la reaccion.
Las funciones prooxidativas del a-tocoferol se han demostrado en LDL aislado
(Bowry et al., 1992) y en pacientes con un defecto en el gen a-TTP (Kontush et al.,
1996). En presencia de otros antioxidantes, incluyendo el acido ascdrbico, la

vitamina E no tiene una funcién prooxidante (Upston et al., 1999).

a-tocophercl

P-tocopherol

H
o
y-tocopherol
HO.
O
d-tocophercl

Figura 1.18. Estructura de los diferentes tocoferoles.
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1.8.7. Antocianos

Los antocianos son pigmentos hidrosolubles que se hallan en las vacuolas
de las células vegetales y que otorgan el color rojo, purpura o azul a las hojas,
flores y frutos. Los antocianos, pigmentos flavonolicos, tienen una estructura
quimica adecuada para actuar como antioxidantes, pueden donar hidrogenos
(Wang et al., 1997) o electrones a los radicales libres, o bien atraparlos y

desplazarlos en su estructura aromatica.

Una actividad antioxidante optima se relaciona con la presencia de grupos
hidroxilos en las posiciones 3' y 4' del anillo B, los cuales confieren una elevada
estabilidad al radical formado (Harborne y Williams, 2000). Los grupos hidroxilos
libres en la posicion 3 del anillo C y en la posicion 5 del anillo A, junto con el
grupo carbonilo en la posicion 4, son donadores de electrones (Miller y Rice-
Evans, 1997). La diversidad estructural contribuye favorablemente a la existencia
natural de unos 300 antocianos con diferentes sustituciones glucosidicas, en la

estructura basica del ion fenil-2-benzopirilio o flavilio (Figura 1.19).

OH
OH

Figura 1.19. Estructura quimica de los antocianos.
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1.9. PEROXIDACION LIPIDICA

La peroxidacion lipidica se puede definir como la degradacion oxidativa de
los lipidos, y es el resultado de la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) debido al estrés oxidativo (Figura 1.20). En este proceso los radicales
capturan electrones de los lipidos de las membranas celulares. Con la
peroxidacion lipidica se relacionan dafos en la membrana, la degradacion de
proteinas, la inactivacién de enzimas y el trastorno en las hebras de ADN (Allen,

1995), asi como el desarrollo de diversas enfermedades (Murcia et al., 2009).

R R
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H L .
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Lipiclo peroxido Lipicho peroxil radical

Figura 1.20. Mecanismo de la peroxidacién lipidica.

El grado de peroxidacion lipidica se estima normalmente midiendo la
concentracion de productos secundarios derivados de los hidroperdxidos. Los
peroxidos de los acidos grasos poliinsaturados generan malondialdehido en
descomposicion (Esterbauer y Cheeseman, 1990).
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El test de sustancias reactivas del acido tiobarbittarico (TBARS) es una
manera rapida de evaluar la peroxidacién lipidica como los niveles de
malondialdehido derivatizado (Kosugi et al., 1987; Esterbauer et al., 1991; Hodges
et al., 1999).

1.10. AMINOACIDOS

Un aminoacido es una molécula organica con un grupo amino (-NHz) y un
grupo carboxilico (-COOH; acido) (Figura 1.21). Los aminodcidos constituyen la

base fundamental de cualquier molécula bioldgica y son compuestos organicos.

No puede realizarse ningin proceso bioldgico sin que en alguna fase del
mismo intervengan los aminodacidos. Las proteinas son sustancias organicas
nitrogenadas de elevado peso molecular, y todas estan constituidas por series
definidas de aminodcidos. Los aminoacidos son, por tanto, las unidades basicas
de las proteinas. Los aminoacidos a pH bajo (dcido), se encuentran
mayoritariamente en su forma cationica (con carga positiva), y a pH alto (basico)
se encuentran en su forma aniénica (con carga negativa). Sin embargo, existe un
pH especifico para cada aminoacido, donde la carga positiva y la carga negativa
son de la misma magnitud y el conjunto de la molécula es eléctricamente neutro.
En este estado se dice que el aminodcido se encuentra en su forma de ion dipolar

0 zwitterion.

Figura 1. 21. Estructura bdsica de un aminodcido.
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Los mamiferos son incapaces de sintetizar metabdlicamente varios
aminodcidos necesarios para la sintesis proteica y deben incorporarlos a partir de
los alimentos en la dieta. Estos aminodcidos se denominan esenciales y al
contrario que los mamiferos, los organismos fotosintéticos si pueden sintetizarlos.
Durante mucho tiempo, se ha aceptado que las rutas metabolicas implicadas en la
biosintesis de aminodcidos en las plantas son idénticas a las existentes en los
microorganismos. Sin embargo, resultados recientes indican notables diferencias
y un mayor nivel de complejidad debido a la existencia de multiples enzimas, que

se distribuyen en diferentes compartimentos subcelulares (de la Torre et al., 2002).

1.11. ANTITRANSPIRANTES

Los antitranspirantes son compuestos quimicos de diferente naturaleza que,
aplicados sobre las hojas de las plantas, reducen significativamente la velocidad

de transpiracion.

La posibilidad de minimizar las cantidades de agua transpirada, es algo
muy importante para reducir el dafio que sufre la planta debido al déficit de agua
(Plaut et al., 2004). La transpiracion se puede disminuir de las siguientes maneras:
cubriendo la hoja mediante un film, regulando la apertura de los estomas, y
utilizando materiales que reduzcan la captacién de energia de los cultivos (Gale y
Hagan, 1966).

Los antitraspirantes han sido utilizados en agricultura para evitar el estrés
hidrico y mejorar la calidad de los frutos (del Amor et al., 2009). También se han
aplicado a menudo en un intento de prevenir el estrés hidrico, debido a la
formacion de una fina pelicula, ya que, pueden reducir el agua transpirada en un

30%, aumentando asi la eficiencia en el uso del agua (Englert et al., 1993).

Algunos trabajos indican que, las caracteristicas de permeabilidad de los
polimeros que se forman con el film, inhiben la difusion de CO2mas que de H0
(Brown y Rosenberg, 1973). El hecho de que algunos de esos polimeros sean
menos permeables al CO:z que al vapor de agua, se debe al mayor peso molecular
del CO: y a la naturaleza polar de las dos moléculas (Brandrup y Immergut,
1975).
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Por otra parte, si la fotosintesis se inhibe mas que la transpiracion, se obtiene
un importante descenso en el rendimiento de la planta y por tanto hay que

evaluar el efecto de los antitranspirantes para que no reduzcan la fotosintesis.

1.12. METIL JASMONATO

Los jasmonatos (acido jasmoénico y su metil éster MeJa) (Figura 1.22 y 1.23
respectivamente), estan presentes de forma generalizada en los compuestos
derivados de los lipidos y se acumulan rdpidamente cuando la planta esta bajo
estrés abidtico (Xu et al., 1994; Lehmann, 1995) y bidtico (Farmer y Ryan, 1992;
McConn et al., 1997).

Aplicados exdgenamente, pueden inducir cambios fisioldgicos idénticos a
las respuestas caracteristicas al estrés (Tsonev et al., 1998). Cuando se aplican
directamente a las plantas, producen efectos como la induccion a la senescencia
de las plantas (Weidhase et al., 1987), abscision, y sintesis de etileno (Czapski y
Saniewski, 1985). Por tanto, los jasmonatos se han identificado como moduladores

del estrés, suprimiendo las respuestas de las plantas al estrés.

Los jasmonatos promueven diversos procesos de las plantas incluyendo la
maduracion, la senescencia, la formacion del polen y las respuestas de defensa
contra infecciones mecdnicas o producidas por insectos (Creelman y Mullet,
1997), asi como participan en el crecimiento y desarrollo de la planta (Wasternack,
2007). También se ha visto que estan implicados en otros procesos como la
estimulacion de la apertura de los cogollos (Zeng et al., 1999) y la formacion de
los bulbos (Ravnikar et al., 1992), y el desarrollo de flores y de frutos (Wilen et al.,
1991) (Figura 1.24). Asi, en un estudio anterior, Parra-Lobato et al. (2009)
observaron que los metil jasmonatos (MeJa) podrian tener alguna relacién en los
procesos de estrés oxidativo, al regular las actividades de las enzimas

antioxidantes.
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Figura 1.22. Estructura del dcido jasménico. Figura 1.23. Estructura del metil jasmonato.
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Figura 1.24. Sintesis de los jasmonatos en respuesta a las sefiales de desarrollo y ambientales.
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2. OBJETIVOS

Ante la necesidad de encontrar una solucion eficaz para disminuir la
contaminacion por nitratos procedentes de la actividad agricola, este proyecto
presenta una alternativa que resultaria en una importante disminucion de dichas
emisiones contaminantes. Para lograrlo, pretendemos incrementar notablemente
la eficiencia en la aplicacion, la absorcion y la distribucidon en la planta del
abonado nitrogenado aplicado por via foliar. De esta manera, forzariamos a la
planta a mantener sus tasas de crecimiento, de produccién y de calidad
comparables a cuando el nitrogeno es aplicado al suelo, pero con la ventaja de

limitar la contaminacion por nitratos.

Se estableceran las bases fisioldgicas y morfologicas que permitiran definir
la mejor estrategia de manejo en la fertilizacion foliar. Ademas, el realizar este
proyecto tanto en invernadero como en cdmara climatica, brinda la oportunidad
de un mayor conocimiento de los distintos pardmetros de manejo en las diferentes

técnicas de cultivo y su efecto en la calidad del fruto.

Por lo tanto, el objetivo principal de esta tesis es evaluar el efecto de la
urea foliar sobre diferentes aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas
de pimiento y sobre la calidad de los frutos.

Para ello establecemos los siguientes objetivos parciales:

1. Caracterizar el efecto de la fertilizacion foliar sobre la produccion y
calidad comercial de los frutos, mediante el analisis de
aminodcidos, el color de los frutos, aniones, asi como su efecto
sobre el contenido en clorofilas y carotenoides en hoja, flavonoides

y antocianos.
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2. Identificar el efecto de la fertilizacion sobre la peroxidacion

lipidica, las enzimas y demas compuestos antioxidantes.

3. Identificar el efecto de la fertilizacion foliar nitrogenada
(frecuencia, dosis y temperatura) sobre la distribucién de biomasa,
la absorcion y la distribucion del N, asi como sobre la fotosintesis y
transpiracién, respiracion de suelos, fluorescencia de las clorofilas

y su efecto en la calidad del pimiento.

4. Estudiar el efecto y la interaccion de la urea foliar con la aplicacion
de otros compuestos como los antitranspirantes y las hormonas

(metil jasmonato).

» El objetivo principal se complementa con el siguiente plan de trabajo:

- Experimentos realizados en cdmara climética: donde se analizara cémo

afecta la urea foliar a las plantas y frutos de pimiento mediante diferentes
ensayos como la aplicacién de diversos rangos de temperatura, varias
concentraciones de N en las soluciones nutritivas aplicadas, diferentes

concentraciones de CO: y otras aplicaciones foliares.

- Experimentos en invernadero: donde analizaremos los efectos de la urea

foliar sobre plantas y frutos de pimiento, cultivados con diferentes
concentraciones de N, y en su caso, almacenados a bajas temperaturas

durante un cierto tiempo con otras aplicaciones foliares a parte de la urea.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

3.1.1. Invernadero

El invernadero esta localizado en el Centro Integrado de Formacién y
Experiencias Agrarias (CIFEA) de Torre Pacheco, en la provincia de Murcia
(Figura 3.1). El sustrato empleado en los experimentos fue fibra de coco, marca
Pelemix. Los sacos de fibra de coco constaban de ladrillos altamente
comprimidos, con unas dimensiones de 10 x 18 x 5 cm, y un peso aproximado de
600 g; una vez rehidratado, cada ladrillo daba un volumen de 8 a 9 L
aproximadamente. El control de riego quedara establecido de acuerdo a los
modulos comerciales Xilema NX300-hidropdnico y Xilema CL-400-controlador
clima (Novedades Agricolas S.A.) (Figura 3.2). El invernadero es multitinel, de
55 m de altura, con estructura de acero galvanizado, controlando
automaticamente el riego, la fertilizacidn, la climatizacion y la calefaccién con
agua caliente mediante ordenador. Mas detalladamente, el invernadero donde se
desarrollaron los experimentos esta compuesto por tres mddulos o tineles de 30 x

8 m (720 m?) de 4 m de altura bajo canal.

En el invernadero se realizé una plantacién de pimiento Capsicum annuum
L., tipo Lamuyo, variedad Herminio, tipo B: segun la clasificacién de Pochard y
adaptada por Nuez et al. (1996). Se denomina asi a este tipo de pimiento gracias a
la variedad obtenida por el INRA francés, con frutos de gran tamafno de forma
casi rectangular y alargada de carne gruesa, tanto verdes (inmaduros) como rojos,
que es como mas se comercializan. Tienen una superficie lisa, con tres o cuatro
cascos o 1ébulos, un poco asurcada, el rojo llega a adquirir un color casi parpura
en su madurez. Esta variedad es de gran vigor, de entrenudo medio y buen cuaje
en frio, dando lugar a frutos que destacan por su pared lisa, buen tamafo y
coloracioén en verde y rojo, con precocidad media-alta, una produccién constante
y una buena uniformidad del fruto desde el inicio hasta el final. Esta

especialmente indicada por las plantaciones en invernadero de noviembre y
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diciembre, para una recoleccion a partir de primavera-verano, cuya produccion

precoz proporciona un alto porcentaje de frutos de categoria extra y primera.

Los componentes fundamentales de los que estd compuesto el invernadero

son:

“»Material de cubierta: Formada por placas de policarbonato en el techo y los

laterales, y de film de plastico las ventanas cenitales y laterales.

7

“»Pantalla térmica y de sombreo: Hay 12 pantallas térmicas de 8 m de ancho
por 5 m de largo (6 pantallas por tunel). Estas pantallas se despliegan

automaticamente segtin los valores de temperatura y radiacion del invernadero.

*+Sistema de ventilacion: Dispone de ventilacion lateral y cenital, con una
malla antitrips en ambas. Estas ventanas se abren cuando la humedad supera el

80% de humedad relativa y las temperaturas del invernadero superan los 28°C.

*»Calefaccion: La calefaccion es por agua caliente mediante una caldera de
195 kW de potencia con quemador a gasoleo, portando una chimenea de acero

inoxidable, con tuberia de calefaccién en acero negro, con un didmetro de 25 cm.

#Suelo: Este se encuentra recubierto por una malla de polipropileno para

evitar la aparicion de malas hierbas dentro del invernadero.
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Figura 3.1. Detalle del interior del invernadero experimental.
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Figura 3.2. Detalle del plano de la instalacion de riego en el invernadero experimental.
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3.1.2. Camara climatica

La cdmara climdtica fue disefiada por nuestro departamento
especificamente para las investigaciones con material vegetal, y esta situada en el
Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA)
(Figura 3.3). Tiene 2.90 m de alto, 4 m de ancho, 3.70 m de largo y puede controlar
la concentracién de CO: mediante una inyeccién de aire comprimido externo o
mediante una botella de CO: controlado por el sistema Drager Politron IR COs.
Asi mismo, la cdmara también controla la temperatura, la humedad relativa y el
tiempo de luz/oscuridad o fotoperiodo que esta proporcionado por una
combinacién de lamparas fluorescentes (Philips TL-D Master reflex 830 y 840) y
por otras lamparas de sodio (Philips Son-T Agro). Dispone también de sensores
de humedad, temperatura, irradiacién, flujo de savia, didmetro del tallo y del
fruto (Phytech, LTD, Israel).

Figura 3.3. Detalle de la cdmara climdtica.

Las plantas de los diferentes experimentos fueron plantadas en macetas de
plastico negro (12-L) con fibra de coco como sustrato, y cada maceta tenia su

correspondiente gotero con sistema autocompensante para el riego automatico (2
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L h'), el cual estaba compuesto por una solucién Hoagland con las siguientes
cantidades en meq L™: (NOs: 12.5; H2POs: 1.0; SOs?: 6.5; K*: 7.0; Ca?*: 9.0; Mg?*:
4.0.) con diferentes modificaciones dependiendo del tratamiento al que estaban

sometidas las plantas.

3.2. APLICACION FOLIAR DE UREA, ANTITRANSPIRANTE Y METIL JASMONATO

Para los diferentes estudios realizados (tanto en invernadero como en

camara climatica) se aplico por via foliar:
- Urea (Urée Technique 46, Grande Paroisse S.A. Puteaux, Francia).

- Antitranspirante (Pinolene, Vapor Gard. Miller Chemical & Fertilizer
CO, Pennsylvania, EE.UU).

- Metil jasmonato (Methyl jasmonate, 95%, Sigma-Aldrich Chemistry, St.
Louis, MO, EE.UU).

Las aplicaciones difieren en la frecuencia y cantidad de aplicacion segun el
experimento, pero todas se realizaron mediante un pulverizador, empapando
completamente toda la superficie foliar de las plantas y, en su caso, la totalidad
del fruto de pimiento.

3.3. CLOROFILAS

Las clorofilas se determinaron a partir de dos procedimientos diferentes,
uno en campo y en camara climatica mediante un medidor portatil (SPAD), y otro
en laboratorio a través de la técnica del DMF (N,N-dimetilformamida). Se
marcaba una hoja en cada planta para hacer los dos analisis en la misma, primero
el SPAD (Konica Minolta, Japdn) y luego la técnica del DMF.
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3.3.1. En campo y en camara climatica: medidor portatil Minolta SPAD-502

La determinacion de clorofilas en campo se realizd6 mediante un medidor
portatil de clorofilas Minolta SPAD-502 (Figura 3.4). El medidor portatil de
clorofilas mide un indice de verdor en unidades SPAD proporcional a la
concentracion de clorofila (Finnan et al.,, 1997), que acttia como un indicador
sensible del nivel fisiologico de la planta, relacionado con el contenido de N en
hojas. Diversos investigadores han encontrado que la intensidad del color de las
hojas esta directamente relacionada con el contenido de clorofila y con la cantidad

de nitrégeno en la hoja (Reeves et al., 1993; Fox et al., 1994).

Este indice tiene la ventaja, con respecto al contenido de Ntotal en hoja, de
que no requiere del envio de muestras al laboratorio porque las lecturas de SPAD
pueden realizarse en campo. Este medidor es una herramienta de diagnodstico
portatil, que estima en forma instantanea el contenido relativo de este compuesto
en las hojas sin destruir el tejido. Este valor se calcula en base a la cantidad de luz
transmitida por la hoja en dos longitudes de onda diferentes. La luz emitida por
el aparato corresponde a luz roja (650 nm de longitud de onda) y a luz infrarroja
(940 nm de longitud de onda). Esta pasa a través de la hoja y llega a un receptor
de SPD (silicon photodiode), convirtiendo la luz transmitida en una sefial eléctrica.
La senal es llevada a un amplificador y de ahi se convierte en una sefial digital
que es usada por un microprocesador para calcular un valor SPAD determinado
que corresponde al contenido relativo de clorofila. En nuestros experimentos la
determinacion de clorofilas mediante SPAD se realizé tomando cinco mediciones

por hoja, evitando siempre el nervio central de la misma.

El medidor de clorofila Minolta-SPAD 502 constituye una alternativa
interesante al ser un instrumento de lectura instantanea, de facil manejo y no
destructivo. El medidor de Clorofila SPAD-502 indica al instante el contenido de
clorofila en las plantas: simplemente apretando las pinzas del medidor a una hoja

se recibe una lectura con el contenido de clorofila en menos de 2 segundos.
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Figura 3.4. Detalle de medida de clorofilas en campo con un medidor Minolta SPAD-502.

3.3.2. En laboratorio: Método DMF (N,N-dimetilformamida)

Determinamos el contenido en clorofilas de las hojas de pimiento sometidas
a los distintos tratamientos utilizando la dimetilformamida como agente

extractante.

Todas las hojas medidas eran transportadas al laboratorio en bolsas de
polietileno con autocierre y sumergidas en hielo para que no perdieran turgencia.
Para la realizacion del andlisis, se corta un disco de hoja de area conocida, en
nuestro caso, de aproximadamente un didmetro de un vial de centelleo. Este disco
obtenido de la hoja se introdujo en 4 mL de DMF (N,N-dimetilformamida) en
botes de centelleo de vidrio, y se dejaron durante 72 horas en una cdmara
frigorifica a unos 4°C en oscuridad. Posteriormente, se midid la absorbancia del
extracto de DMF en un espectrofotometro Shimadzu UV Spectrophotometer UV-
1800 a 647, 664 y 750 nm. Para el calculo de las concentraciones de clorofila a y b
utilizamos las ecuaciones de Porra et al. (1989). Las unidades de clorofilas se

expresaron en mg 100 mL-..
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3.4. FLUORESCENCIA DE LAS CLOROFILAS

Las medidas de fluorescencia se determinaron mediante un fluorimetro OS-
30p Chlorophyll Fluorometer, Opti-Sciences (Figura 3.5). En este tipo de
mediciones, normalmente se parte con material adaptado a la oscuridad para
obtener unos parametros maximos de fluorescencia. De este modo, se obtienen
puntos de comparacién con la condicidn iluminada. Posteriormente, se enciende
una luz modulada de baja intensidad, que se prende en forma intermitente a una
frecuencia, que oscila entre los 1,6 y 100 kHz. Esta luz es capaz de excitar los
pigmentos de la antena sin excitar el centro de reacciéon de PSII, por lo tanto, sin
activar la fotoquimica, generando una fluorescencia basal (F0). Después se aplica
un pulso saturante de luz y se obtiene la fluorescencia maxima (Fm). Una vez que
la fluorescencia vuelve a su nivel basal, se enciende una luz actinica de intensidad
regulable y bajo esta condicién luminica, se vuelve a aplicar pulsos saturantes que
nuevamente cierran todos los centros de reacciéon y se obtiene la fluorescencia
variable (Fv=Fm-F0).

La relacion entre la fluorescencia variable y la maxima es un indicador de la

funcionalidad de la conversion fotoquimica de energia luminosa en el fotosistema
II.

Para su determinacion, colocamos 10 pinzas (objetos utilizados para realizar
la medicion) en hojas maduras, de distintas plantas, elegidas totalmente al azar de
cada tratamiento, proximas a la zona apical, de color verde-oscuras, de tamafios
uniformes en todas las plantas y en el tallo principal preferentemente y sin tapar
el nervio central de la hoja, dejandolas en oscuridad aproximadamente unos 30
minutos (pinza cerrada). Al cabo de ese tiempo, se coloca la pinza en el brazo del
fluorimetro, se prosigue con la apertura de la pinza, y se realiza la medida
automaticamente, registrandose en el aparato instantdneamente. Los datos eran

posteriormente volcados al ordenador para su andlisis estadistico.
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Figura 3.5. Fluorimetro OS-30p.

3.5. FIRMEZA

La firmeza de los frutos se determind mediante un penetrometro Fruit
Pressure Tester BERTUZZI mod. FT-327 (3.27 Lbs; 0-13 kg.). Se realizaron 3
medidas en la parte ecuatorial del fruto, para ver la consistencia de dichos frutos,
obteniéndose los resultados en kg cm (Figura 3.6).

Figura 3.6. Detalle de medicion de firmeza en fruto de pimiento tipo Lamuyo.
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3.6. ESPESOR DEL PERICARPIO

Para obtener el espesor del pericarpio se realizaron 3 medidas con una
mitad del fruto, una basal, otra apical y otra ecuatorial, mediante un calibre
Mitutoyo ABSolute Digimatic Caliper (Figura 3.7). Los resultados se expresaron en

mim.

Figura 3.7. Detalle de medicion de espesor del pericarpio en fruto de pimiento tipo Lamuyo.

3.7. COLOR

El color de los frutos se determin6 midiendo los pardmetros del sistema CIELAB,
(L*, a* y b*) mediante un espectrofotémetro portatil Konica-Minolta CM-2600d.
(Figura 3.8). También se determinaron los siguientes pardmetros: Croma (C¥),
que es la saturacion de color, C* = [(a*)? + (b*))12)]; Angulo hue (h°), es una rueda
de color con un tono rojo-morado para el angulo 0°, amarillo a 90°, azulado-verde
a 180° y azul a 270°, h° = tan™! (b*/a*) y la diferencia total de color (AE¥), AE*=
[(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]'2. Los datos eran posteriormente exportados al ordenador
utilizando el software SpectraMagic NX Versién 1.7, obteniéndose por reflexion
su indice de color. El instrumento se estandarizé con una placa de calibracién del
blanco CM-A145. Se realizaron 3 lecturas por fruto a lo largo de la zona

ecuatorial, procurando que fueran representativas del color del fruto.



98 PAULA CUADRA CRESPO

Figura 3.8. Espectrofotémetro portdtil Konica-Minolta CM-2600d.

El pardametro L* indica la luminosidad, brillo o claridad del fruto. El color
negro presenta una luminosidad 0 mientras que el blanco presenta una
luminosidad 100. La luminosidad es la cantidad de luz incidente que es reflejada
por la superficie del fruto. Los pardmetros a* y b* se utilizan para evaluar la
saturacion y el tono. La saturacién nos da la pureza de un color y el tono es el
color propiamente dicho. El parametro a* presenta valores positivos para los
colores rojizos, y negativos para los verdes. El parametro b* tiene valores

positivos para los colores amarillentos y negativos para los azulados (Figura 3.9).

Blanco
»iLY

L Amarillo

s Rojo
d +a*

Megro
-L*

Figura 3.9. Diagrama tridimensional de color L*, a* y b*.
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3.8.PHY CE

Parte de los frutos destinados a la calidad se licuaron con una licuadora
Moulinex A753. El pH se midi6 sobre este jugo con un pH-metro portatil pH-
WTW 340i/SET. Del mismo modo, la conductividad eléctrica se analizé mediante
un conductimetro portatil cond-WTW 340i/SET sobre el jugo licuado de los frutos.

3.9. PEROXIDACION LIPIDICA

La peroxidacion lipidica se determina como la cantidad de sustancias
reactivas de acido tiobarbittrico (TBA), mediante la reacciéon de dicho acido
(Heath y Packer, 1968). Las muestras frescas de fruto y hoja de pimiento
congeladas a -80°C se homogeneizaron en 9 mL de acido tricloroacético (TCA) al
20%, y el homogenizado se centrifugé a 3.500 xg durante 20 minutos. Del
sobrenadante, se cogieron 3 mL y se le afiadieron otros 3 mL de TCA al 20%, con
TBA al 0.5% y 100 pL de BHT al 4%. La mezcla se calenté a 95°C durante 30
minutos e inmediatamente después se introdujo en hielo. Se volvié a centrifugar a
10000 xg durante 15 minutos y se midio la absorbancia a 532 nm y a 600 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV Spectrophotometer UV-1800. La concentracion
de TBARS se calculé6 usando un coeficiente de extincion de 155 mM* cm !
(Balestrasse et al., 2006).

3.10. ANIONES

Para la determinaciéon de aniones se secaron las hojas y los frutos de
pimiento en una estufa a 65°C durante al menos 72 h. La extraccion se realizé
mediante 0.4 g de materia seca en 20 mL de agua ultrapura. Los diferentes
aniones se analizaron en un cromatografo ionico (METROHM 861 Advanced
Compact IC; METROHM 838 Advanced Sampler) usando la columna
METROHM Metrosep A Supp?7 250/4.0mm. Los cromatogramas resultantes se
procesaron y analizaron mediante el software IC Net Version 2.3 Metrodata
(Metrohm) (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Cromatdgrafo ionico Metrohm.

3.11. AMINOACIDOS

Los aminodacidos se midieron a partir del extracto de hoja y del licuado de
fruto de pimiento congelados a -80°C mediante el método AccQ-Tag-ultra ultra-
performance liquid chromatography (UPLC) de Waters. Para la derivatizacion se
mezclan 70 puL de tampdn borato con 10 uL de muestra o patrén y 20 pL de un
reactivo reconstituido, se agita inmediatamente y se calienta a 55°C durante 10
minutos. Después, se usa una alicuota de esa mezcla para la inyeccion en el UPLC
(Figura 3.11). El UPLC funciona con el sistema Acquity (Waters, Milford, MA,
USA) y esta equipado con un detector de fluorescencia (FLR). La columna usada
para la deteccidon de aminodcidos fue BEH C18 100 mmx 2.1 mm, 1.7 um (Waters)
siendo el flujo de 0.7 mL min”, la temperatura de la columna 55°C y el volumen
de inyeccién 1 pL. Las longitudes de onda de excitacién (Aex) y emision (Aem)
fueron 266 nm y 473 nm respectivamente. El solvente del sistema eran dos
eluyentes: (A) AccQ-Tag-ultra eluent A concentrado (5%, v/v) y agua (95%, v/v);
(B) AccQ-Tag ultra eluent B. Para la deteccién se utilizo el siguiente gradiente: 0-
0.54 min, 99.9%A-0.1%B; 5.74 min, 90.9% A-9.1% B; 7.74 min, 78.8% A-21.2% B;
8.04 min, 40.4% A-59.6% B; 8.05-8.64min. 10% A-90% B; 8.73-10 min, 99.9%A-
0.1% B. Una vez obtenidos los cromatogramas, los datos eran procesados
mediante el software Empower 2 (Waters). Los patrones utilizados para la
cuantificacién fueron: (ala) alanina; (arg) arginina; (asp) acido aspartico; (cys)

cisteina; (glu) acido glutamico; (gly) glicina; (his) histidina; (ile) isoleucina; (leu)
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leucina; (lys) lisina; (met) metionina; (phe) fenilalanina; (pro) prolina; (ser) serina;

(thr) treonina; (tyr) tirosina; (val) valina.

Figura 3.11. Acquity UPLC Waters.

3.12. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos fueron extraidos a partir de 0.4 g de fruto de
pimiento congelado a -80°C con 4 mL de metanol y 0.1 mol L' de HC], y el
homogenizado se centrifugé a 15000 xg durante 20 minutos a 4°C. Para la
determinacion se utilizé el reactivo Folin-Ciocalteu diluido en agua destilada
(1:10). Al sobrenadante se le anadieron 2 mL del reactivo Folin diluido y
carbonato sédico al 7.5%, para posteriormente guardar la mezcla en oscuridad
durante 30 minutos y centrifugarla a 5000 xg durante 5 minutos. El sobrenadante
se utiliza para medir la absorbancia en el espectrofotometro a 765nm siguiendo la
metodologia de Kihkonen et al. (1999). Los valores de absorbancia se
extrapolaron a mg/mL de acido galico, haciendo una recta de calibrado con
concentraciones crecientes de acido galico de 0 a 1 mg/mL (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Recta patron de cuantificacion de los compuestos fendlicos en muestras de pimiento.
Como estdndar se utilizé dcido gdlico.

3.13. FOTOSINTESIS Y RESPIRACION DE SUELOS

Los pardmetros de intercambio gaseoso, tasa de fotosintesis neta (A),
conductancia estomatica (gs) y transpiracion (E) fueron evaluadas a primera hora
de la mafiana, entre las 8:00 y 10:00 a.m. en campo, mientras que en la cAmara
climatica se realizaban entre las 9:00 y las 11:00 a.m. Los datos se recogian cuando
las medidas eran estables, realizdndose en todos los tratamientos, en plantas
diferentes y totalmente al azar, en hojas sanas, adultas y en el medio de la planta

(Figura 3.13), al final de cada experimento.

Figura 3.13. Detalle de la medicién de intercambio gaseoso mediante un analizador portdtil
CIRAS-2.
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Figura 3.14. Detalle del Ciras-2.

Las medidas fueron realizadas mediante un analizador portatil CIRAS-2 (PP
System, Amesbury, MA, USA) (Figura 3.14) con una cubeta automatica universal
PLC6 (U) y, posteriormente, transferidas al ordenador para procesar los datos.
Durante la realizacion de las medidas la temperatura de la camara foliar se
mantuvo a 24 °C y la humedad relativa entre el 30-50%. La tasa de flujo molar de
aire a través de la camara fue mantenida a 200 umol mol?! durante todas las
medidas. E1 CO2 del aire de referencia fue ajustado y mantenido a 380 umol mol~
(CO2 ambiente). Todas las medidas fueron realizadas con saturaciéon de luz, con
una radicacion fotosintéticamente activa de 800 pmol de fotones m? s,

suministrada por una fuente de luz 6400-02B LED acoplada a la camara.

La respiracion del suelo se midié después de la fotosintesis con el CIRAS-2
y el SRC-1 Soil Respiration Chamber. Para determinarla, se ponia encima del
sustrato después de estabilizar el aparato unos 15 segundos. La calibraciéon se
llevo a cabo antes de cada medida, y éstas se recogian después de la estabilizacion

del CO:z (un maximo de 60 segundos) (Figura 3.15).
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Figura 3.15. SRC-1 Soil Respiration Chamber para medir la respiracion de suelo.

3.14. CLOROFILAS (A, By A+B), LICOPENOS Y 3-CAROTENOS

El método de Nagata y Yamashita (1992) consisti6 en que a partir de
muestras de frutos de los distintos tratamientos previamente congelados a -80°C,
se pesaba aproximadamente 1 g de pimiento en una balanza de precisién. Los
pigmentos son extraidos en una soluciéon acetona-hexano (2:3), se homogeniza y
separa por centrifugaciéon a 3500 rpm durante 6 minutos a 4°C. Después se mide
el sobrenadante en el espectrofotometro a cuatro longitudes de onda al mismo
tiempo (663 nm, 645nm, 505 nm y 453 nm). Con esos valores, el contenido de
clorofila a, clorofila b, licopeno y p-caroteno puede ser estimado usando las

siguientes ecuaciones:

Clorofila a (mg/100ml) = 0.999Aees — 0.0989 Asss

Clorofila b (mg/100ml) = -0.328 Asss + 1.77 Aess

Licopeno (mg/100ml) = -0.0458 Ass3 + 0.204As45 + 0.372As05 — 0.0806Ass3
[-caroteno (mg/100ml) = 0.216Ass3 — 1.22Ae45 — 0.304As05 + 0.452 A453

3.15. ANTOCIANOS Y FLAVONOIDES TOTALES

Los antocianos y flavonoides totales se obtuvieron de frutos de pimiento
congelados a -80°C. Se pes6 1g de muestra afiadiéndole una mezcla de metanol,



MATERIALY METODOS 105

agua y HCl, y se homogenizo mediante un polytron para dejarla en oscuridad
durante 72 h a 0°C. Posteriormente se centrifugé durante 15 minutos y el
sobrenadante se utilizd para determinar el contenido en antocianos y flavonoides,
midiendo en el espectrofotometro a las siguientes longitudes de onda: 300, 530 y
657 nm. Las concentraciones de flavonoides se expresaron como la absorbancia
(A) a 300nm g' y los antocianos, fueron calculados mediante la siguiente
ecuacion: A= A ss0- 1/3(A 7).

3.16. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Para la determinacion de catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APOX), los
extractos se prepararon a partir de hoja y fruto de pimiento congelado a -80°C. La
muestra se homogenizé con un tampoén de extraccion que lleva tampdn fosfato
(pH 7.4) 50 mM, EDTA 1ImM, polivinilpirrolidona (PVP) 1 g y Triton X-100 0.5% a
4°C. Se centrifugd a 10000 xg durante 20 minutos a 4°C para usar el sobrenadante

en las posteriores mediciones en el espectrofotometro.

La actividad catalasa se determino midiendo el descenso a 240 nm (€240= 39.4
mM" cm?) en un medio que contenia tampodn fosfato potasico (pH 7.2) 50 mM,
H20:2 2 mM y sobrenadante en un volumen final de 1 mL.

La ascorbato peroxidada se midié a 290 nm (€90= 2.8 mM* cm?) en un
medio de tampoén fosfato potasico (pH 7.0) 50 mM, H202 0.1 mM, ascorbato 0.5

mM, EDTA 0.1 mM y sobrenadante en un volumen final de 1 mL (Nakano y
Asada, 1981).

3.17. POTENCIALES HiDRICO Y OSMOTICO

El potencial hidrico (Ww) se determiné en las mismas hojas donde se midio6
la fotosintesis, extrayendo la savia mediante centrifugacion y midiéndolo en una

camara de presion (Scholander et al., 1965) (Figura 3.16).
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Figura 3.16. Cdmara de presion para el potencial hidrico (Ww).

La osmolaridad, expresada en mmol Kg -, se midié mediante un
osmdmetro (Wescor 5500) y se convirtio en potencial osmético (Wr) de acuerdo a
la siguiente ecuacion: (W=)= -RTC, donde R es una constante gaseosa (0.00832 L
MPa K mol?), T esla temperatura (293 K), y C es el numero de moles de soluto
en 1Kg de agua (=1 L a 293 K).

3.18. CONTENIDO RELATIVO DE AGUA

El contenido relativo de agua (RWC), se calculd en hojas de tamafio y edad
similares a las usadas para los potenciales hidricos y osmoticos. Se cogia un
circulo de cada hoja fresca (FM), teniendo en cuenta que todas las hojas tuvieran
el mismo didmetro, y se le ahadia agua destilada dejandolas en oscuridad durante
24 horas. Después, se pesaban los circulos, obteniendo asi el peso de turgencia
(TM) y después de secar las hojas a 80°C durante 48 horas, se pesaban para
obtener el peso seco (DM). El porcentaje de contenido relativo de agua se calculo
usando la siguiente formula: RWC= [(FM-DM) / (TM-DM)] x 100.

3.19. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los datos de esta tesis se sometieron a un andlisis de varianza

(ANOVA) y, dependiendo del ensayo, se les aplicé un test multivariante de
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Tukey o de Duncan, que tienen como finalidad, determinar las diferencias
significativas entre tratamientos en los diferentes experimentos realizados. Los
resultados se representaron como p< 0.05. Para los analisis estadisticos se utilizd
el programa SPSS 12.0 y 13.0 (SPSS Science, Chicago, IL, USA) y el programa
Statgraphics centurion v.15. Statistical package (stat point TECHNOLOGIES Inc.,
Warenton, VA, USA). Para mostrar los datos graficamente se utiliz6 el programa
Sigmaplot 9.0. Systat software Inc (SSI) (San José, California, USA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. INFLUENCIA DE LA UREA FOLIAR EN LA REPUESTA ANTIOXIDANTE Y EN EL
COLOR DE FRUTOS DE PIMIENTO DULCE BAJO DISPONIBILIDAD DE N
LIMITANTE

4.1.1. Introduccion

En las ultimas décadas, la agricultura ha experimentado un avance
espectacular con la aplicacién de nuevas tecnologias, fertilizantes, productos
fitosanitarios, semillas hibridas, nuevas técnicas de cultivo, etc (Bacon, 1995). La
combinacidn de todos estos recursos, entre otros muchos, ha logrado elevar las
producciones y el nivel de vida del agricultor aceptablemente. A medida que los
afnos pasan, los efectos de algunas practicas agricolas van dejandose sentir en el
medio ambiente, sobre todo en las zonas de cultivo (Evans, 1998). De sobra son
conocidos los efectos contaminantes del empleo de dosis no apropiadas de
abonado quimico sobre el medio ambiente (del Amor, 2006 (a)).

Actualmente, hay un tipo de contaminaciéon que ha empezado ha cobrar
una gran importancia; es el caso de “la contaminacion de aguas por nitratos”. Los
excesos de abonado, con abonos nitrogenados, y su posterior arrastre por las
aguas de lluvia o riegos, estan provocando concentraciones elevadas de nitratos
en aguas superficiales y subterrdneas (Kellman y Hillaire-Marcel, 2003). Como
consecuencia, el equilibrio de la cantidad de N necesaria para el crecimiento
optimo de las plantas, sigue siendo un reto importante para mejorar la eficiencia
del uso de nutrientes agricolas (Dinnes et al., 2002), mientras que se reduce al

minimo la pérdida de NOs en la superficie y en las aguas subterraneas.

La aplicacion foliar de fertilizantes tiene potenciales beneficios, incluyendo
la posibilidad de suministrar nutrientes del suelo a la planta, cuando
las condiciones restringen la absorcion de la raiz (Boynton, 1954; Swietlik y Faust,
1984). Para los cultivos agricolas, la urea, el NHs" y el NOs se absorben bien
cuando se aplican via foliar, pero se prefiere la urea porque tanto el NHs" como el
NOs pueden causar dafios (Bowman y Paul, 1992). Se ha sugerido que la urea se

absorbe mas rapidamente por las hojas que el NOs o el NH4*, presumiblemente
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debido a que la urea se difunde con mayor facilidad a través de la cuticula
(Wittwer et al., 1963). En algunos casos, se ha observado con frecuencia, un
quemado de las hojas después de la fertilizacion foliar de las plantas con urea, y
también se ha observado necrosis en la punta de la hoja después de la fertilizacion
foliar con urea, la cual se atribuye generalmente al amoniaco generado en la
hidrolisis de la urea por la ureasa de la planta (Harper, 1984). La urea se
caracteriza por sus propiedades fisico-quimicas tunicas, incluyendo la no-
polaridad, la rdpida absorcion, la baja fitotoxicidad, y la alta solubilidad en aceite
y agua (Wittwer et al., 1963; Yamada et al., 1965; Knoche et al., 1994). Ademas, la
urea puede absorberse rapida y eficientemente por las hojas de la mayoria de los
cultivos (Gooding y Davies, 1992; Reickenberg y Pritts, 1996). Reducir el ritmo de
aplicacion de N del suelo en combinacion con N foliar puede reducir la cantidad
de N perdido para el medio ambiente y aumentar el rendimiento (Roberts et al.,
2006).

Los efectos del estrés nutricional provocan estrés oxidativo en las plantas,
como la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Cakmak vy
Marschner, 1988; Blokhina et al.,, 2003). ROS pueden provocar dafios en la
membrana celular, peroxidacién lipidica y degradacion de proteinas entre otras
cosas, por lo que las enzimas antioxidantes como la catalasa y la ascorbato
peroxidasa, actian detoxificando esas moléculas (Allen, 1995). Las ROS, que se
producen durante los procesos de respiracidon y fotosintesis, bajo condiciones
fisiologicas normales, son depuradas a través de una serie de complejos
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos. Desde hace algunos afos, se ha
empezado a reconocer que las ROS tienen un papel importante en los procesos de
sefnalizacion en plantas, y que controlan procesos fundamentales en las plantas
tales como el crecimiento, el desarrollo, la respuesta a estimulos medio-
ambientales y la muerte celular programada (Apel y Hirt, 2004; Bailey-Serres y
Mittler, 2006).

La fertilizacion foliar puede minimizar los efectos de una reduccion del
aporte de N via radicular, por lo que los objetivos de este estudio fueron: (i)
examinar los efectos de la aplicaciéon de la urea foliar en frutos de pimiento dulce,
(ii) identificar flavonoides y antocianos, asi como evaluar los dafios producidos y
la respuesta antioxidante vy, (iii) optimizar la frecuencia en la aplicacién de urea

para minimizar el aporte bajo de N por via radicular.
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4.1.2. Material Y Métodos

4.1.2.1. Descripcion del ensayo y condiciones de crecimiento

Este experimento tuvo lugar en el invernadero localizado en el Centro
Integrado de Formacion y Experiencias Agrarias (CIFEA) de Torre Pacheco
(Figura 4.1). Las plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) tipo Lamuyo, cv.
Herminio se plantaron el 15 de Diciembre de 2006 y crecieron en sacos de fibra de
coco con tres plantas y tres goteros por saco, con una humedad relativa del 40-
80% y un rango de temperatura entre 10 y 30°C. A los 73 dias después del
transplante (DDT), se empezaron a aplicar los tratamientos, los cuales consistian
en dos soluciones nutritivas con diferentes concentraciones de N: estandar (S1)=
12mmol L' NOs (T1) y deficiente (S2)= 3.5mmol L NOs". A las plantas regadas
con solucion deficiente en N (52) se les aplicé 15 g L de urea foliar a diferentes
frecuencias: (T2) cada 15 dias, (T3) cada semana, (T4) una vez a la semana hasta
los 150 DDT y después, dos veces a la semana, (T5) dos veces a la semana desde
que comenzo el tratamiento, y (T6) sin aplicacion de urea foliar. La urea se
aplicaba por la mafiana temprano, empapando bien toda la superficie de las hojas
de forma homogénea. El volumen de urea aplicado iba aumentando conforme
crecian las plantas, llegando al siguiente consumo total de urea por planta: T2, 8.9
g, T3, 15.1 g; T4, 25.6 g; T5, 29.7g (Tabla 4.1). Las plantas fueron regadas con la
siguiente composicion de solucion nutritiva (meq L1): (51): NOs-, 12.5; H2POx, 1.5;
S04, 7.5; K+, 7.5; Ca*, 9.5; Mg¥, 4.5; o (52): NOs-, 3.5; H2POx, 2.5; SO, 17.5; K,
6.5; Ca?, 8.5; Mg?, 8.5 (Tabla 4.2).
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Tabla 4.1. Aplicacion de urea en las plantas de pimiento segiin los tratamientos.

Consumo Total Urea/Planta
Aplicacion Urea

Tratamiento (g)
T1 Sin Aplicacion 0
T2 Cada 15 dias 8.9
T3 Cada semana 15.1
Una vez por semana hasta 150
T4 25.6
DDT
T5 Dos veces por semana 29.7
T6 Sin Aplicacion 0

Tabla 4.2. Composicién de la solucién nutritiva aplicada.

Solucion Nutritiva (meq L1) NOs  H:PO« K+ Ca» Mg* SO«

S1 12.5 1.5 7.5 9.5 4.5 7.5
52 3.5 25 6.5 8.5 8.5 17.5

Figura 4.1. Detalle de las plantas de pimiento en invernadero.
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4.1.2.2. Determinaciones

Se realizaron las siguientes determinaciones en frutos de pimiento
detalladas en Materiales y Métodos (Capitulo III):

- N total, determinado sobre materia seca

En materia fresca se analizaron:

- Color, determinando los parametros L*, a* y b*, asi como C*, i, AE*.

- Antocianos y Flavonoides

- Peroxidacion Lipidica

- Actividades enzimaticas, determinando las enzimas catalasa y ascorbato

peroxidasa

El disefio experimental consistia en cuatro bloques completamente
aleatorios. Dentro de cada bloque, cada tratamiento tenia cuatro sacos de sustrato
con 12 plantas por bloque, siendo un total de 48 plantas por tratamiento. Los
datos son la media de 6 frutos por bloque y cuatro bloques por tratamiento, con
un total de 24 frutos por tratamiento. El analisis de varianza, se aplicé a cada uno
de los pardmetros analizados y las diferencias entre tratamientos se evaluaron
mediante un test multivariante Tukey (P<0.05). Para las graficas se utilizo el

programa Sigmaplot 9.0.

4.1.3. Resultados Y Discusion

4.1.3.1. Nitrdgeno total

Cuando se aplico urea foliar, las plantas con una solucién de nutrientes de
3.5 mmol L' NOs~ (52), mantuvieron la concentracién de N total al mismo nivel
que los frutos control (12.5 mmol L NOs") (Figura 4.2). Sin embargo, cuando no
se aplica urea, el bajo suplemento de N por la raiz reduce la concentracion de N
total en frutos un 38%. La absorcién de N, debida a las aplicaciones foliares, es
menos dependiente en condiciones himedas y puede ser efectiva cuando la

absorcion por la raiz esta dafiada debido al suelo seco, o a la reduccién de la
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actividad de la raiz al final del crecimiento. Sin embargo, para pimiento dulce, la
oportuna aplicaciéon de urea foliar si tiene una influencia significativa en el
contenido total de N. En manzana, se han obtenido resultados similares ya que la
concentraciéon de N en fruto, aumentd notablemente debido a la aplicacién de
urea (Meheriuk et al., 1996).

50 -
12 mmol " NOQ;": 29.6b
—~ 3.5 mmol " NO;" 18.3a
3 40 4 3.5 mmol L'NO, + Urea: 29.2b
o b
— b
Ibo 30 i b b —T b
4
2 a
= 20 A
1
=
10 1
z
O 4

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Tratamientos

Figura 4.2. Efecto de la urea foliar en la concentracion total de N en frutos. Las barras
verticales representan la media de los valores + SE; los valores con la misma letra no son
significativamente diferentes a P < 0.05 (Test de multiple rango de Tukey). T1: riego con 12 mmol
L1 NOs™ sin aplicacion de urea. T2, T3, T4, T5 y T6: riego con 3.5 mmol Lt NOs~ y urea foliar
aplicada cada quince dias (T2), cada semana (13), una vez a la semana hasta los 150 DDT y dos
veces a la semana después (T4), dos veces a la semana (T5), y sin tratamiento con urea (T6).

4.1.3.2. Analisis de color

La apariencia externa de los frutos, en concreto el color, es de fundamental
importancia cuando consideramos los diferentes atributos para definir la calidad.
Asi, en el caso de los pimientos dulces, son de especial relevancia los destinados

al consumo en fresco.

El cambio de color en la superficie del pimiento, es el resultado de la
degradacion de las clorofilas y de un aumento considerable en el contenido de
carotenoides (Pérez-Lopez et al., 2007). El uso de los atributos cromaticos (L*, a* y

b*) hace posible seguir el desarrollo del color que tiene lugar en los frutos durante
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su maduracion (Madrid et al, 1999). Ademads, se ha demostrado que la
disponibilidad de N también afecta al contenido de clorofilas en este fruto (del
Amor, 2006 (a)). En nuestro experimento, cuando los frutos crecen con una
solucion baja de N, la aplicacion de urea foliar afecta significativamente a los
parametros L*, a* b* y C* comparados con los tratamientos sin aplicacion de urea
(Figura 4.3 (A), (B), (O) y (D), respectivamente): L* aumento sus valores (media
de los tratamientos con urea) desde 29.8 a 39.8 (mas claro), a* desde -8.29 a -14.5
(mas verde), b* desde 10.1 a 21.9 (mas amarillo), y C* desde 13 a 26 (saturacion de
color). Ademas, cuando se aplicé urea a alta frecuencia (T5), los valores de los
parametros L*, b* y h (Figura 4.3 (E)) fueron mayores que en los frutos que
crecieron con aporte de N control (T1). Los resultados relacionados con la
frecuencia de aplicacion de urea, pueden ser resumidos por la diferencia de color
total (AE) (Hallier et al., 2007), donde la mayor diferencia de color esta en los
valores del tratamiento T5 (alta frecuencia) (Figura 4.3 (F)). Sin embargo, en
ningin caso, las aplicaciones de urea foliar (independientemente de su
frecuencia) tuvieron valores mas altos que los observados en el tratamiento
control (T1).

Padem y Yildrim (1996) vieron una mejora en la calidad del cultivo de
repollo, cebolla, pepino y calabacin con la aplicaciéon de urea. Las diferencias
observadas en diversas especies, se pueden atribuir a la concentracion de la urea
empleada, a las condiciones ambientales y a la tolerancia de la hoja a la posible

fototoxicidad de la urea, donde el NHas*"es liberado durante la asimilacion de urea.
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Figura 4.3. Efecto de la urea foliar en los parametros colorimétricos de los frutos: L*, a¥,
b* C* (croma), h (dngulo hue), y AE* (la diferencia total de color en los tratamientos de
urea con respecto a los tratamientos con bajo N y sin urea). Las barras verticales representan
la media de los valores + SE; los valores con la misma letra no son significativamente diferentes a P
< 0.05 (Test de multiple rango de Tukey). T1: riego con 12 mmol L' NOs~ sin aplicacién de urea.
T2, 13, T4, T5 y T6: riego con 3.5 mmol L' NOs~ y urea foliar aplicada cada quince dias (12), cada
semana (T3), una vez a la semana hasta los 150 DDT y dos veces a la semana después (T4), dos
veces a la semana (T5), y sin tratamiento con urea ('16).

Los altos niveles de NH4" esparcen los gradientes de pH a través de las
membranas bioldgicas necesarias para muchos procesos metabolicos, en los que
se incluye la fotosintesis y respiracion (Bloom, 1997). Ademas, el efecto fisioldgico
de la urea foliar puede variar con los cultivos (Peltonen, 1993) y las estaciones
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(Han et al., 1989), y también se ha visto que los experimentos en campo tienden a
ser menos consistentes que los experimentos en invernadero, al mostrar un efecto
beneficioso en la aplicacidon de urea foliar (Peltonen, 1993). Nuestros datos, bajo
condiciones climaticas controladas en invernadero, muestran una mejora general
en las propiedades del color de frutos de pimiento, cuando se aplicé urea bajo una
limitada disponibilidad de N.

4.1.3.3. Antocianos y flavonoides totales

Los antocianos son el producto final de la ruta de biosintesis de flavonoides
(Lightbourn et al., 2007), y junto con otros flavonoides, son conocidos por sus
potenciales beneficios para la salud (Nijveldt et al., 2001). Numerosos estudios
han demostrado que la acumulacion de flavonoides y antocianos en las plantas,
proporciona un mecanismo de defensa, y la concentracién de flavonoides en las

plantas podria verse afectada por el suministro de NOs (Chimphango et al., 2003).

En estudios recientes, Strissel et al. (2005) observaron una disminucion en la
concentracion de flavonoides en manzanos cultivados con una nutricién elevada
en nitrogeno (N), y destacaron la influencia de la susceptibilidad del cultivo.
Ademas, Stewart et al. (2001) vieron que la disponibilidad reducida de nitrégeno
no tuvo ningun efecto notable sobre el contenido de flavonoides de frutos de
tomate, mientras que Yang et al. (2006) observaron que la aplicaciéon de NOs era

favorable para la acumulacion de flavonoides.

Las diferentes respuestas podrian atribuirse a las diferentes especies, cultivo
y organo considerado, y especialmente a la medida en que el agotamiento del N

se aplica bajo condiciones atmosféricas particulares.

Nuestro experimento, bajo limitados pero no agotados suministros de N y
bajo condiciones sin suelo, mostré un aumento en antocianos (Figura 4.4 (A)) y
flavonoides totales (Figura 4.4 (B)) cuando se aplicé la urea, en comparacién con
los frutos sin aplicacion de urea, especialmente en la frecuencia mas alta.
Nuestros datos muestran que los antocianos fueron significativamente reducidos
(P < 0,05), cuando las plantas se regaron con bajo nivel de N, sin aplicacion de
urea. Por lo tanto, la concentracion de flavonoides, se redujo en un 36% en las
plantas regadas con bajos niveles de N, en comparacién con las plantas que

recibieron urea foliar. Ademads, cuando se aplicd la urea, no se encontraron
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diferencias con respecto a las plantas control y las diferencias que se observaron
en la concentracién de antocianos en las diferentes frecuencias de aplicacion, no
fueron significativas. Nuestros datos evidencian que los antocianos y flavonoides
muestran un patron similar, pero en los flavonoides sélo la frecuencia mas
elevada de aplicaciéon (T4 y T5), dio lugar a diferencias significativas con respecto
al tratamiento sin aplicacién (T6). Nuestro estudio muestra claramente que, el
efecto de la fertilizaciéon foliar con N en los antocianos, se aprecia en una
respuesta general, basada en la frecuencia de aplicacion en el caso de los

flavonoides totales.
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Figura 4.4. Efecto de la urea foliar en la concentracion de antocianos y flavonoides en los
frutos. Las barras verticales representan la media de los valores + SE; los valores con la misma
letra no son significativamente diferentes a P < 0.05 (Test de muiltiple rango de Tukey). T1: riego
con 12 mmol L NOs~ sin aplicacién de urea. T2, T3, T4, T5 y T6: riego con 3.5 mmol L' NOs™ y
urea foliar aplicada cada quince dias (T2), cada semana (T3), una vez a la semana hasta los 150
DDT y dos veces a la semana después (T4), dos veces a la semana (T5), y sin tratamiento con urea

(T6).
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4.1.3.4. Peroxidacion lipidica y enzimas antioxidantes

La peroxidacion lipidica (medida como la cantidad de TBARS), aumentd
significativamente de 6.8 a 14.6 umol g FW, cuando se redujo el N en la solucion
nutritiva (Figura 4.5 (A)). Cuando se aplico urea, no se observaron diferencias
significativas respecto a los frutos control, con un efecto no significativo en la
frecuencia de aplicacidon. Balestrasse et al. 2006, publicaron que la formacién de
TBARS en plantas expuestas a condiciones ambientales adversas, es un indicador
fiable de la generacién de radicales libres en los tejidos. Este hecho podria
confirmar la menor condicion de estrés en plantas con urea foliar aplicada, a pesar
del bajo aporte de N por las raices. Las actividades CAT y APOX se vieron
significativamente afectadas cuando el N estaba reducido, en comparacion con las
plantas control: la actividad catalasa aumentd de 1.81 a 30.29 umol g' FW (Figura
4.5 (B)), mientras que APOX aumento6 de 49 a 376 pumol g' FW (Figura 4.5 (O)).
La actividad catalasa se vio afectada por la frecuencia de aplicacién de urea
(Figura 4.5 (C)). Las aplicaciones de urea dos veces por semana (T5), aumentaron
la actividad catalasa de 11.9 a 24.6 umol g' FW comparadas con una aplicacion
cada dos semanas (T2), pero no se obtuvo una respuesta notable en los
tratamientos de baja frecuencia (T2 y T3) respecto del control. Ademas, las
diferentes frecuencias, no afectaron la actividad ascorbato peroxidasa comparada
con los valores control, pero la aplicacién de urea la redujo significativamente en

comparacion con las plantas sin aplicacion de urea.

Intracelularmente, la ascorbato peroxidasa ayuda al acido ascérbico (ASC) a
regular la divisidn celular y las actividades relacionadas con el metabolismo del
acido ascdrbico y la respuesta antioxidante. Los resultados citados en la literatura
coinciden con los nuestros. Asi, en el estudio de Tewari et al. (2006), la
peroxidacion lipidica y las actividades de la ascorbato peroxidasa aumentaron en
plantas carentes de N, observando un aumento en la peroxidacién lipidica y en
las actividades antioxidantes cuando el N de los tejidos de la hoja se redujo de 53
a 12 mg g'. Ademas, en los trabajos publicados por Logan et al. (1999) y
Polesskaya et al. (2004), las actividades de las enzimas antioxidantes eran mayores
en plantas con N limitado. Sin embargo, en el trabajo de Huang et al. (2004) los
efectos de la deficiencia de N en la catalasa y en la peroxidacién lipidica en hojas
aumenta inicialmente, pero con una deficiencia progresiva de N, las actividades

de las enzimas antioxidantes disminuyen. Estos aumentos en la capacidad de la
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defensa antioxidante en frutos con deficiencia de nutrientes, podrian indicar un
aumento, cuando hay deficiencia de N inducida por la producciéon de especies
toxicas de Oz, particularmente O: y H20:, y estd bien documentado que tales
mecanismos de proteccién, son inducidos bajo condiciones de estrés que
estimulan la produccion de especies toxicas de O: (Elstner et al., 1988;
Rabinowitch y Fridovich, 1983). Asi, la acumulaciéon de ROS, da lugar a un
aumento en las actividades de las enzimas antioxidantes, proporcionando
evidencias indirectas de la extension de la generacion de ROS y la importancia de
esas enzimas en busca de radicales libres (Smirnoff, 1993). Cadenas y Davies
(2000), estudiaron que la actividad catalasa no se satura a ninguna concentracion
de H20, catalizando su conversiéon en H20 y O: molecular. Asi, la catalasa
protege a las células contra el H2O:2 que se genera en las células. Kandlbinder et al.
(2004) demostraron la pérdida de N provocada por los cambios redox y la
induccién del estrés oxidativo, con un patréon definido en las alteraciones
especificas de nutrientes en el metabolismo. Recientemente, Kovacik y Backor
(2007), publicaron que la actividad catalasa aumentd en las raices de plantas
deficientes en N y la peroxidacion lipidica aumento en las raices deficientes en N,
indicando que la proteccion antioxidante era insuficiente para contrarrestar las
especies reactivas de oxigeno ya generadas. Muy poco se sabe acerca de la
aplicacion foliar de urea en las actividades antioxidantes. En el estudio realizado
por Marezcek y Leja (2005), indicaron que la aplicacion de urea foliar caus6 un
aumento significativo en la actividad radical en lechuga y brécoli, los cuales
concuerdan con nuestros resultados, para los frutos de pimiento. La degradacion
de los pigmentos cloroplasticos y proteinas, y un aumento en la peroxidacion
lipidica, son también indicadores de senescencia, que se forman debido al

aumento de la generacion de ROS (Buchanan-Wollaston et al., 2003).
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Figura 4.5. Efecto de la urea foliar en la peroxidacion lipidica (A) y en la actividad de
CAT (B) y APOX (C) en los frutos. Las barras verticales representan la media de los valores +
SE; los valores con la misma letra no son significativamente diferentes a P < 0.05 (Test de muiltiple
rango de Tukey). T1: riego con 12 mmol L' NOs~ sin aplicacion de urea. T2, T3, T4, T5 y T6: riego
con 3.5 mmol Lt NOs~ y urea foliar aplicada cada quince dias (T2), cada semana (T3), una vez a la
semana hasta los 150 DDT y dos veces a la semana después (T4), dos veces a la semana (T5), y sin

tratamiento con urea (T6).
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Como conclusién de este trabajo, se podria decir que la urea foliar puede
separar la demanda de N de la demanda de agua, optimizando el suplemento de
agua y nutrientes en cualquier momento del ciclo del cultivo. El aumento en las
actividades de las enzimas antioxidantes y las concentraciones de TBARS
(peroxidacion lipidica) en plantas deficientes en N, implica que el estrés oxidativo
se redujo por la aplicacion foliar de urea. Ademads, los aumentos en las
concentraciones de antocianos y flavonoides, al aplicar urea foliar en frutos de
plantas cultivadas con una solucion nutritiva deficiente en N y en frutos de
plantas cultivadas con una soluciéon nutritiva control, correlacionados con un
aumento en la concentracién total de N, junto con la mejora significativa del color,
con respecto al bajo aporte de N y a los frutos no aplicados, podria recomendar

esta estrategia de fertilizacion en el cultivo de pimiento dulce.
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4.2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS POSTCOSECHA EN LA CALIDAD DE FRUTOS DE
PIMIENTO DULCE A BAJA TEMPERATURA

4.2.1. Introduccion

La tecnologia postcosecha ha ganado una gran importancia en los ultimos
anos, debido al aumento de la demanda de frutas y hortalizas frescas (Banaras et
al., 2005). La piel de estos alimentos juega un papel importante en el intercambio
gaseoso que se produce entre el producto y el ambiente que lo rodea (Diaz-Pérez
et al., 2007), por este motivo, es muy importante la proteccién del pericarpio,
frente a la deshidratacion después de la cosecha, ya que los frutos no reciben ni

agua ni nutrientes de la planta.

La temperatura de almacenamiento tiene una gran influencia en la
respuesta fisiologica, de manera que la temperatura y la humedad son los factores
ambientales que mas influyen sobre la calidad del fruto (Diaz-Pérez et al., 2007).
Asi, la regulacion de la temperatura, es la herramienta mas efectiva para
prolongar la vida de los productos frescos, incluyendo el pimiento (Paull, 1990).
Sin embargo, el almacenamiento a bajas temperaturas puede ocasionar una
maduracién inusual, una pérdida de agua, un aumento de CO:, y una alta
permeabilidad en las membranas celulares, induciendo la pérdida de iones; el
dano es progresivamente mas severo cuanto mas dura el tiempo de exposicion a

bajas temperaturas (Kehr, 2002).

Si los radicales libres no son neutralizados por los animales o las plantas,
éstos pueden danar las células y los organos, causando muchas enfermedades
neurodegenerativas y susceptibilidad al estrés bidtico y abidtico (Singh et al,,
2009). Las bajas temperaturas pueden inducir la produccion de radicales libres y
las ROS, pueden contribuir a la pérdida de funciones celulares a través de la
peroxidacion lipidica (Boonsiri et al., 2007). Por lo tanto, las enzimas antioxidantes
son los componentes mas importantes en el sistema para destruir las ROS (Nufiez
et al., 2003) y los pimientos contienen sustancias activas que son importantes en la
proteccion contra el dano oxidativo producido por los radicales libres (Ogiso et
al., 2008).

Se considera la urea como la forma mas apropiada de aplicar N foliar

debido a su rdpida absorcion, baja toxicidad y alta solubilidad en agua y aceite
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(Knoche et al., 1994). El nutriente con el mejor efecto en la calidad del fruto es el N
(Crisosto y Mitchell, 2002). Sin embargo, la calidad y el rendimiento en frutos de
pimiento se ven afectadas por diferentes practicas agricolas y por Ila
disponibilidad de N por la planta (del Amor, 2006 (b); Pérez-Lépez et al., 2007).
La aplicaciéon de urea foliar aumenta la pigmentacion verde en manzana, después
del periodo de almacenamiento (Meheriuk et al., 1996), y aumenta el contenido de
clorofilas en brécoli (Yildirim et al., 2007). Ademas, tiene un efecto beneficioso en
las hojas de pimiento, manteniendo la permeabilidad de la membrana (Kaya y
Higgs, 2003).

Los antitranspirantes, son compuestos aplicados a las hojas de las plantas
para reducir la transpiracion, ya que reducen la apertura estomatica y aumentan
la resistencia de la hoja a la difusién de vapor de agua; a menudo, se aplican en
un intento de prevenir el estrés hidrico (Harris y Bassuk, 1995). Los
antitranspirantes se han usado en la agricultura satisfactoriamente para controlar
la transpiracion de la hoja y mejorar la calidad del pimiento dulce (del Amor y
Rubio, 2009), de los tomates (Phelps y Morelock, 1987), de las cebollas (Lipe et al.,
1982) y de las patatas (Byari y Okeefe, 1982).

Los aminoacidos son compuestos organicos que se combinan para formar
proteinas. Existen dos tipos principales de aminodacidos que estdn agrupados
segun su procedencia y caracteristicas. Estos grupos son aminodcidos esenciales y
aminodacidos no esenciales. Los aminoacidos que se obtienen de los alimentos, se
llaman aminodacidos esenciales, mientras que los aminoacidos que puede fabricar
nuestro organismo a partir de otras fuentes, se llaman aminoacidos no esenciales.
Las plantas sintetizan aminoacidos a partir de compuestos inorganicos y los usan
para generar una amplia variedad de productos, entre los que se incluyen
proteinas, pigmentos, nucle6tidos, hormonas, componentes estructurales y
agentes de defensa. En la mayoria de las plantas no leguminosas, el drgano
dominante en la sintesis y distribucién de los aminoacidos es la hoja, la cual usa la
energia y los esqueletos carbonados producidos por la fotosintesis, para asimilar
el nitrogeno en los productos primarios de aminoacidos (Noctor et al., 2002).

Los objetivos de este trabajo fueron: (i) determinar el efecto de las
aplicaciones foliares de urea y de antitranspirante en frutos de pimiento, respecto
a las caracteristicas fisicas y quimicas en postcosecha (metabolismo oxidativo y

aminodcidos). (ii) Estudiar diversos parametros de calidad como la firmeza de los
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frutos, el color, la peroxidacion lipidica, las enzimas antioxidantes, los
compuestos fendlicos y los aminodcidos, con el fin de ayudar a definir una
estrategia eficiente en el tratamiento postcosecha, para mantener la calidad de los

frutos de pimiento a baja temperatura.

4.2.2. Material Y Métodos

4.2.2.1. Descripcion del ensayo y condiciones de almacenamiento

Las plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) cv. Herminio se cultivaron en
el invernadero localizado en el Centro Integrado de Formacién y Experiencias
Agrarias (CIFEA) de Torre Pacheco. Las plantas crecieron en sacos de fibra de
coco bajo condiciones ambientales controladas y riego automatico controlado.
Cada saco tenia tres plantas con tres goteros autocompensantes y antidrenantes 2
L h. Las plantas fueron regadas mediante una solucion nutritiva con un pH entre
56 y 6.0 y con la siguiente composiciéon de nutrientes (meq L?): NOs,, 12.5;
H:POs«, 1.5; SOs*, 7.5; K*, 7.5; Ca%, 9.5; Mg*, 4.5. A los 150 DDT, los frutos se
recolectaron de manera aleatoria dentro de cada tratamiento y se almacenaron a
5°C y 90-95% de humedad relativa en una camara fria durante 21 dias. Los frutos
se cogieron en estado inmaduro (verde). Los tratamientos consistieron en la
aplicacion de antitranspirante (AT, pinolene 5% comercializado como “Vapor
Gard” = 96% pinolene en 4% de ingredientes inertes), urea foliar (UR, 15g L) y
frutos no tratados (control (CN)). Se procesaron 15 frutos por tratamiento y por

dia a 0 (antes del almacenamiento), 7, 14 y 21 dias de almacenamiento.

4.2.2.2. Determinaciones

A los frutos almacenados se les realizaron las siguientes determinaciones
detalladas en Materiales y Métodos (Capitulo III). Los andlisis siempre se
realizaron sobre materia fresca. Cada fruto fue considerado como una muestra.

- Color, determinando los parametros L*, a* y b*.

- Firmeza
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- Compuestos Fendlicos

- Peroxidacion Lipidica

- Actividades enzimaticas: (enzimas catalasa y ascorbato peroxidasa)
- Aminodcidos

Los datos se representan como la media de cinco repeticiones por
tratamiento. El disefio experimental consistia en cuatro bloques completamente
aleatorios. Dentro de cada bloque cada tratamiento tenia cuatro sacos de sustrato
con 12 plantas por bloque, siendo un total de 48 plantas por tratamiento. El
analisis de varianza se aplico a cada uno de los pardmetros analizados y las
diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante un test de multiple rango
Duncan de (P < 0.05). El analisis estadistico se hizo usando el programa SPSS 12.0
(SPSS Science, Chicago, IL, USA). Para las graficas se utiliz6 el programa
Sigmaplot 9.0.

4.2.3. Resultados Y Discusion

4.2.3.1. Firmeza y color

La firmeza es una de las técnicas mas utilizadas en el control de la
maduraciéon de la fruta, y su medida, es una buena forma de controlar el
reblandecimiento de los frutos y predecir el dafio durante la recoleccion y durante
el tratamiento postcosecha, ya que mide la resistencia de penetracion de los
tejidos del fruto (Valero et al., 2007). Una mayor firmeza de los frutos proporciona
una mejor resistencia a los dafios fisicos y una mejor aptitud para la conservacion
y transporte. Por lo tanto, la pérdida acelerada de la textura, se considera uno de
los principales factores que limitan la vida util de los tejidos frescos (King y Bolin,
1989).

En nuestro estudio, el almacenamiento a 5°C fue efectivo para el
mantenimiento de la firmeza del fruto en el tratamiento control (sin aplicacién)
durante 21 dias. Después de 7 dias, se observd un aumento significativo en la
firmeza (expresada en Newtons (N)), para aquellos frutos con urea o AT

comparados con los frutos control. Después de 14 dias, la firmeza se fue
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reduciendo en aquellos frutos a los que se le habia aplicado urea hasta valores
cercanos a los frutos control, pero el AT aumentd la firmeza en un 29.1%
comparado con frutos a los que no se les habia aplicado nada después de 14 dias

de almacenamiento, y un 29.5% después de 21 dias (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Efecto de la aplicacion de antitranspirante (AT) o urea foliar (UR) en la
firmeza de los futos. CN indica frutos no tratados (control). Las barras verticales indican los
errors estindar de las medias, solo se muestran cuando son mds grandes que el simbolo. Los valores
con la misma letra no son significativamente diferentes a P<0.05 (Test de miiltiple rango Duncan).

Reduciendo la temperatura de los frutos no climatéricos como el pimiento,
se reduce su indice de maduracion y deterioro (Kays, 1991). Sin embargo, los
pimientos frescos son mas sensibles al dafio por frio, y los sintomas caracteristicos
del dafio en pimiento dulce son el ablandamiento y la predisposicion a pudrirse
(Encyclopedia of Fruits and Nuts, 2008).

Nuestro estudio con cv. Herminio no mostré variaciones en la firmeza a 5°C
en frutos control, mientras que si hubo un aumento en la firmeza de frutos con
urea. Sin embargo, se mantuvo una diferencia mas estable y duradera comparada
con frutos control cuando se aplicé AT. El ablandamiento de los frutos durante la
maduracidn, se caracteriza por la solubilizacion de las pectinas (Von Mollendorff

et al., 1993). Asi, el efecto observado podria deberse a un aumento en la
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viscosidad de las pectinas de las paredes celulares, implicando un efecto rapido
y duradero de la urea debido a una rapida absorcion, y a un efecto duradero del
AT, por una efectiva cobertura de la piel del fruto hasta 21 dias sin absorciéon ni
alteracion del AT (Figura 4.7).

Figura 4.7. Diferencia en la firmeza de los frutos al aplicar o no AT.

El cambio de color en la superficie del pimiento tiene como resultado la
degradacion de las clorofilas y un aumento considerable en el contenido de
carotenoides (Pérez-Lépez et al., 2007). Meir et al. (1995) estudiaron que la
recoleccion de frutos de pimiento en el estado verde inmaduro es sensible a
temperaturas inferiores a 6°C y desarrolla el dafo. El parametro de color L*
representa la luminosidad, con un rango entre 0 (negro) y 100 (blanco) y el
cambio de color se observa en el descenso de L* (Cox et al., 2004). Asi, después de
7 dias de almacenamiento a 5°C, tanto los frutos con aplicacién como sin ella,
tuvieron una tendencia a oscurecerse, pero después de 21 dias no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos (Figura 4.8 (A)). El pardmetro a*
muestra un patron inverso comparado con L¥, pero después de 21 dias los valores
de los frutos tratados con urea disminuyeron significativamente comparados con
los frutos control (Figura 4.8 (B)). Este aumento en a* en los tratamientos control y
antitranspirante, daria lugar a frutos rojizos y por tanto, a un aumento en la
maduracidn (estos frutos de pimiento pasaron de verde a rojo). De esta manera, la

urea podria retrasar la senescencia, asi como fue capaz de mantener bajos los
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valores de a* después de 21 dias. Ademas, los altos valores de a* para los frutos
control y con antitranspirante respecto a los de urea, podrian indicar una

degradacion significativa de los pigmentos de las clorofilas en estos tratamientos.
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Figura 4.8. Efecto de la aplicacion de antitranspirante (AT) o urea foliar (UR) en el color
de los frutos. CN indica frutos no tratados (control). Las barras verticales indican los errores
estandar de las medias, solo se muestran cuando son mds grandes que el simbolo. Los valores con la
misma letra no son significativamente diferentes a P<0.05 (Test de miiltiple rango Duncan).
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En un estudio anterior de del Amor (2006 (a)), se demostré6 que la
concentracion de los pigmentos de clorofilas estaban relacionados con el aporte
de N a las raices y, por tanto, la urea podria proporcionar una fuente de N para
mantener esos pigmentos. Resultados similares se estudiaron por parte de del
Amor et al. (2009): las aplicaciones de la urea durante el cultivo de pimiento
aumentaron L* y a* y redujeron b*, comparados con los tratamientos con un
aporte limitado de N. Algunas diferencias en las respuestas de la urea entre ese
estudio, bajo condiciones en invernadero, y este otro (postcosecha) podrian
deberse también a las diferencias en la intensidad del estrés de N. Asi, nuestros
frutos fueron cosechados de plantas con un adecuado suministro nutricional y no

bajo deficiencia de N.

4.2.3.2. Contenido en fenoles totales

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de plantas. Algunos
son polimeros estructurales, protectores de UV, antioxidantes, y otros estan
involucrados en los mecanismos de defensa no especificos (Papoulias et al., 2009).
La composicién fenodlica de frutos, y por lo tanto sus propiedades antioxidantes,
puede ser modificada por factores ambientales y de postcosecha, incluyendo el
almacenamiento y el procesado (Robards et al., 1999). También, los fenoles son de
gran importancia para determinar algunos atributos de calidad y algunas
propiedades en frutos frescos y hortalizas, como color, textura, sabor y flavor.
Ademads, los compuestos fendlicos pueden actuar como antioxidantes en
diferentes reacciones de la planta. Asi, numerosos estudios han demostrado que
la acumulacion de compuestos fendlicos como los flavonoides y los antocianos
proporciona un mecanismo defensivo, y la concentracion de flavonoides en
plantas podria estar afectada por el aporte de NOs~ (Chimphango et al., 2003; del
Amor et al., 2009).

En nuestro estudio, los fenoles totales, expresados como la [Acido Galico],
en los frutos control no se vieron afectados a los 21 dias de almacenamiento a 5°C
(Figura 4.9 (A)), mientras que al aplicar urea se observé un aumento significativo.
Algunos investigadores encontraron que la aplicacién de NOs™ es favorable para

la acumulaciéon de compuestos fenolicos (Yang et al.,, 2006). En el caso del
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tratamiento con AT, los compuestos fenolicos no cambiaron y siguieron un patrén
similar a los frutos control. Shin et al. (2007) observaron que los compuestos
fenolicos aumentaron durante el almacenamiento, pero en nuestro estudio este
efecto se dio sélo como resultado de la aplicacion de urea. Padda y Picha (2008)
mostraron que el contenido fenolico esta influenciado por el cultivo y otras
condiciones de pre y postcosecha y la larga exposicion a bajas temperaturas.
Cordenunsi et al. (2005) estudiaron que los fenoles totales siguen constantes o
incluso descienden. Por el contrario, Robards et al. (1999) mostraron que el
contenido de fenoles aumentd significativamente en manzanas almacenadas a
0°C, mientras que Ayala-Zavala et al. (2004) demostraron que los fenoles totales
aumentaron durante el almacenamiento en frio en fresas. En nuestros frutos
control, los fenoles totales mostraron una ligera tendencia a aumentar después de

7 dias de almacenamiento.

4.2.3.3. Enzimas antioxidantes

Las plantas tienen sistemas de defensa antioxidante que pueden prevenir la
acumulacién de ROS y reparar el dano oxidativo. El dafio en las plantas tiene
como resultado unos niveles elevados de ROS y las enzimas antioxidantes
protegen contra estas moléculas potencialmente peligrosas (Wongsheree et al.,
2009). El peroxido de hidrogeno (H20:2) es un compuesto potencialmente tdxico, el
cual es reducido a agua por la CAT y APOX (Imahori et al., 2000). Asi, la catalasa
protege a las células contra el H202 que se genera en estas células, catalizando su
conversion a H20 y O: molecular, y destruyendo las sustancias toxicas que

puedan entrar en las células (Cadenas y Davies, 2000).

Sin embargo, la respuesta de CAT y APOX no fue exactamente la misma
cuando se aplicd urea para el crecimiento de frutos deficientes en N (del Amor et
al., 2009) o de frutos bien nutridos bajo almacenamiento a bajas temperaturas. En
este estudio, la catalasa se vio afectada después de 7 dias por urea o AT, mientras
que se redujo en frutos control en menor medida (Figura 4.9 (B)). Asi, la actividad
catalasa en frutos con AT, primero aumenté durante los primeros 7 dias y luego
descendié permanentemente sobre el siguiente periodo. Sin embargo, el efecto de
la urea fue el inverso que el observado en frutos con AT (mientras que el AT

desciende, la urea aumenta), pero a los 21 dias ambos tratamientos mostraron la
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misma actividad, significativamente mas alta que en los frutos control. También
se observd un patrén similar para la actividad APOX (Figura 4.9 (C)). Sin
embargo, las diferencias entre el AT y la urea se mantuvieron a los 21 dias aunque

con la tendencia contraria.

Imahori et al. (2008) indicaron que los frutos de pimiento almacenados a 6°C
presentan un descenso gradual en la actividad catalasa y la ascorbato peroxidasa
a los 15 dias de almacenamiento, y mostraron que los cambios en la actividad
CAT durante el almacenamiento en frio, estan también relacionados con la
resistencia y el desarrollo del estrés oxidativo. Asi, Baker (1994) observo que la
actividad CAT en hojas de pimiento desciende antes que los sintomas visibles de
senescencia, mientras que Zilkah et al. (1996) también indicaron un efecto
beneficioso de la urea foliar: el aumento de la tolerancia al frio en aguacate y
melocotén. Por tanto, nuestros resultados muestran que el aumento de la
actividad enzimatica producido por la urea, puede suponer una mayor proteccion
durante el almacenamiento a bajas temperaturas ya que, comparadas con el
control, una actividad inferior de las enzimas a temperaturas muy bajas,
puede afectar a la capacidad de las plantas para romper los productos de la
fotorreduccion de oxigeno (Baker, 1994). Ademads, Lim et al. (2009) estudiaron que
el dafio aumenta los niveles de especies activas de oxigeno (ROS) en plantas
sensibles al dafo, y la reduccion del dafio en plantas resistentes, deberia estar
relacionada con su capacidad para reducir o buscar radicales libres por el
aumento de la actividad enzimatica. Asi, se observaron actividades mas bajas de
CAT en frutos sensibles al dafio que en frutos tolerantes, después del
almacenamiento a 0°C (Ju et al., 1994). Sin embargo, como se apuntd
anteriormente, CAT y APOX tienden a disminuir con AT pero aumentan con urea
después de 7 dias desde la aplicaciéon. También se observo un patrén diferente
durante los primeros 7 dias de almacenamiento, en comparacion con el resto de

los periodos.

4.2.3.4. Peroxidacion lipidica

El estrés ambiental induce especies activas de oxigeno, las cuales pueden
llevar a la oxidacion de las membranas lipidicas y trastocarlas (Blokhina et al.,

2003). La peroxidacién lipidica contribuye al desarrollo del dafio (Wang et al,,
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1992) y éste favorece la degeneracion lipidica en frutos de pepino y en el
pericarpio del tomate (Wang, 1995). El ensayo con acido tiobarbitarico (TBA) se
usa comunmente para medir sustancias reactivas de ese acido (TBARS),
resultantes de la oxidacion lipidica; la reaccion de TBARS sirve como un
indicador de la peroxidacién lipidica (Davey et al.,, 2005). Los cambios en los
niveles de peroxidacion lipidica en un tejido pueden ser un buen indicador de la
integridad estructural de las membranas de plantas sujetas a bajas temperaturas
(Posmyk et al., 2005).

Nuestros datos muestran que la peroxidacion lipidica se redujo en todos los
tratamientos durante los primeros 7 dias. Después, los frutos control mostraron
una tendencia a aumentar TBARS, mientras que en frutos tratados con AT se
observd un aumento significativo después de 14 dias de almacenamiento (Figura
4.9 (D)). Los frutos tratados con urea muestran valores mas bajos que los frutos
control y AT. El estrés oxidativo puede ser definido como un incremento de
especies oxidantes y una disminucion de las defensas antioxidantes. Asi, este
efecto diferencial de AT puede ser atribuido a un repentino descenso de actividad
CAT y APOX observada después de 7 dias de almacenamiento. Por lo tanto, es de
preveer que ambas actividades en frutos con AT contintien descendiendo por
debajo de los niveles control. Sin embargo, el aumento en TBARS, se produjo
antes del descenso mas evidente de las enzimas antioxidantes en el tratamiento de
AT. Esto podria indicar una induccién retrasada en el sistema defensivo, que
contrarresta el aumento de TBARS a bajas temperaturas en este tratamiento.
Wismer et al. (1998) demostraron que las bajas temperaturas pueden modificar las
propiedades biofisicas de las membranas por la propia composicion de éstas, lo
cual contribuye a que los sintomas del dafio sean visibles, e induce estrés
oxidativo en la célula. Por otra parte, el mantenimiento de la integridad de la
membrana a baja temperatura se considera esencial en la resistencia a bajas
temperaturas. Ademas, el incremento en TBARS observado podria estar asociado
con cambios en la insaturaciéon de dacidos grasos y en la composicion
fosfolipidica de las membranas mitocondriales, produciendo cambios en la
fluidez de la membrana y en la actividad de los complejos respiratorios
(Gualanduzzi et al., 2009). Sin embargo, es menos probable que el aumento de
TBARS resulte de la peroxidacion de los galactolipidos, los cuales son ricos en

acidos linoleico y linolénico (fuente de malondialdehido).
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Figura 4.9. Efecto de la aplicacion de antitranspirante (AT) o urea foliar (UR) en los
compuestos fendlicos totales (A), catalasa (B), ascorbato peroxidasa (C) y peroxidacién
lipidica (D). CN indica frutos no tratados (control). Las barras verticales indican los errores
estandar de las medias, solo se muestran cuando son mds grandes que el simbolo. Los valores con la
misma letra no son significativamente diferentes a P<0.05 (Test de miiltiple rango Duncan).

4.2.3.5. Composicion de aminodcidos

El metabolismo de aminodcidos es uno de los procesos bioquimicos mas
importantes en plantas. Los aminoacidos libres estan involucrados en el
metabolismo secundario de las plantas y en la biosintesis de compuestos como los
glucosinolatos y los fendlicos, los cuales directa o indirectamente juegan un papel
destacado en la interaccion de la planta y la salud humana; asi, es notable la
determinacion del perfil de los aminodcidos (Gomes y Rosa, 2000). Ademas, los
aminodcidos son vitales para la nutricion humana y afectan a la calidad de la

comida, incluyendo el sabor, el aroma y el color (Belitz y Grosch, 1999).
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En este estudio, la arginina (arg) fue el mayor aminodcido en los frutos de
pimiento representando la mitad del contenido total de aminoacidos, mientras
que los valores de acido aspartico (Asp), treonina (Thr), alanina (Ala), lisina (Lys)
y tirosina (Tyr) fueron moderados y los de prolina (Pro), isoleucina (Ile), leucina
(Leu) y fenilalanina (Phe), muy bajos (Tabla 4.3). Histidina (His), glicina (Gly),
acido glutamico (Glu) y cisteina (Cys), no se detectaron en los extractos de
pimiento. En general, las concentraciones de aminodacidos no se vieron afectadas
cuando se almacenaron los pimientos a 5°C durante 21 dias, y se mantuvieron

préximos a las concentraciones iniciales antes del almacenamiento.

La arginina estd considerada como un aminodcido semi-esencial para los
humanos, siendo requerida para garantizar que el higado, las articulaciones, los
musculos (incluido el musculo cardiaco) y la piel se mantengan sanos. Oliveira et
al. (2008) estudiaron que la arginina es también de gran importancia como
producto intermediario en la sintesis de urea, siendo (tedricamente) la forma mas
eficiente de almacenamiento de N debido a su baja proporcion de C/N (Titus y
Kang, 1982). La conservacion del perfil de aminodcidos a la temperatura
estudiada es necesaria para las caracteristicas nutricionales del pimiento. Por lo
tanto, nuestros resultados demuestran que aunque el metabolismo enzimatico
relacionado con enzimas antioxidantes o color, estd alterado por la baja
temperatura, solo se observaron unos cambios minimos en la composiciéon de los
aminodcidos de pimiento. Ademas, se encontr6 un efecto diferencial positivo en
el tratamiento de urea, el cual mejora el color y la mitigacion de la peroxidacion

lipidica por el aumento de la catalasa y la ascorbato peroxidasa.

En este estudio se puede concluir que, el almacenamiento de los frutos de
pimiento a bajas temperaturas provocd un aumento en las enzimas antioxidantes
y en los fenoles totales. Los frutos a los que se les aplicd urea, incrementaron la
actividad de la ascorbato peroxidasa, catalasa, y los compuestos fendlicos totales a
los 21 dias después de la recoleccion, indicando asi una respuesta significativa
del fruto a la aplicaciéon de urea foliar durante el periodo de postrecoleccion. Tras
21 dias de conservacion a bajas temperaturas, los frutos tratados con
antitranspirante (AT), también incrementaron su actividad de la ascorbato

peroxidasa (APOX), de la catalasa (CAT) y del contenido en fenoles totales.
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4.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN EL INTERCAMBIO GASEOSO Y RESPUESTA
ANTIOXIDANTE DE LA PLANTA DE PIMIENTO CON APLICACION DE UREA
FOLIAR

4.3.1. Introduccion

Hoy en dia, los agricultores tienen que adaptarse a las nuevas limitaciones y
responder a nuevos retos, con implicaciones importantes, para el medio ambiente
y el manejo de cultivos. De esta manera, tienen que combinar varios
objetivos: (1) lograr un rendimiento Optimo, lo que limita los costes de
produccién, (2) maximizar el beneficio, (3) conservar los recursos naturales al
limitar el impacto negativo de la produccion agricola en el medio ambiente y (4)
obtener productos vegetales con las cualidades que exige el mercado (Jeuffroy et
al., 2002).

El método de aplicacidon de N (tanto en suelo como en hojas) afecta en gran
medida a la calidad de la planta a través del crecimiento y del almacenamiento de
N (Habib et al., 1993). Por lo tanto, las aplicaciones foliares de fertilizantes tienen
potenciales beneficios, incluyendo la posibilidad de aportar nutrientes a la planta
cuando las condiciones del suelo restringen el consumo por la raiz o durante
periodos de crecimiento rapido. La urea es un fertilizante nitrogenado de bajo
coste que, aplicado en las hojas, puede reducir eficazmente la aplicacion de N por
la raiz y disminuir la lixiviacion de nitratos a las aguas subterrdneas y a las
corrientes de aguas superficiales (del Amor et al., 2009). Sin embargo, la urea
puede danar las células de la planta y liberar radicales superoxido (Witte et al.,
2002). Ademas, el estrés nutricional (deficiencia) provoca una de las primeras
respuestas de estrés oxidativo en las plantas (Cakmak y Marschner, 1988). Debido
a que el estrés oxidativo, en concreto ROS, puede causar peroxidacion lipidica y
dafio en las membranas, entre otras cosas, las plantas utilizan enzimas
antioxidantes capaces de metabolizar ROS a compuestos menos toxicos (Polle,
2001). La alteracion del metabolismo y del crecimiento por el N, puede requerir la
presencia de mecanismos de defensa adicionales contra ROS (Mullineaux y
Creissen, 1997).

La absorcién foliar de las sustancias aplicadas puede aumentar con la

temperatura (Baur y Schonerr, 1995). De ese modo, la penetracién a través de las
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cuticulas se ve afectada por la temperatura a la cual se aplica la urea (Knoche et
al., 1994). La actividad fotosintética es especialmente sensible al estrés causado
por temperaturas desfavorables; asi, los efectos de la temperatura en la
fotosintesis pueden darse aumentando la actividad oxigenasa de Rubisco, debido

al dano producido en la membrana y en el transporte de electrones (Berry y
Bjorkman, 1980).

El interés en estudiar la aplicacion Optima de urea y la respuesta de la
planta, afectada por la temperatura de crecimiento, proviene de estudios
anteriores, donde se exponen las ventajas de los métodos de aplicacién foliar,
como la respuesta rapida y eficiente a la demanda de la planta, una cantidad
menor de la necesidad del producto e independencia de las condiciones del suelo
(Yildirim et al., 2007).

Los objetivos de este trabajo fueron: (i) comparar los efectos de la alta y la
baja temperatura en la asimilacion de CO: y la respiracion de suelos en plantas de
pimiento con baja disponibilidad de N en el crecimiento; (ii) identificar la
capacidad de tratar con urea foliar las plantas a diferentes temperaturas para
compensar la limitacion de N en el crecimiento; y (iii) examinar el dafio
(peroxidacion lipidica) y el papel del sistema antioxidante (catalasa y ascorbato

peroxidasa) bajo el efecto combinado de la temperatura y la fertilizacion foliar.

4.3.2. Material Y Métodos

4.3.2.1. Descripcion del ensayo y condiciones de crecimiento

Las plantas de pimiento (Capsicum annuum L. cv. Herminio) fueron
plantadas en macetas con fibra de coco como sustrato. Las plantas fueron regadas
con una solucion Hoagland modificada (control) con la siguiente composicion
(meq L1): NOs, 12.0; H2POy, 1.0; SO«*, 7.0; K*, 7.0; Ca?, 9.0; Mg?, 4.0. El riego se
aplicé mediante goteros autocompensantes (2 L h') y la solucién de nutrientes se
aplicéd para evitar la acumulacién de sales, con un drenaje minimo del 35% (del
Amor y Gomez-Lopez, 2009). Las plantas crecieron en una cdmara climatica
disefiada especificamente por nuestro equipo de trabajo, con condiciones
ambientales controladas: 70% HR, un fotoperiodo de 16/8 h dia/noche y una

radiacion fotosintéticamente activa (PAR) de 250 pmol m? s proporcionada por
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la combinacion de lamparas fluorescentes (Philips TL-D Master réflex 830 y 840) y
de sodio (Philips Son-T Agro). El experimento se llevo a cabo a 10, 20 y 30°C con
una duracién de 20 dias cada uno de ellos, empezando con plantas de 36 dias.
Estas se suplementaron con solucién control (+N) o con solucién deficiente en N
(ON) con la siguiente composicion (meq L*): H2POs, 3.0; SO+, 20.9; K*, 8.6; Ca¥,
11.0; y Mg?, 4.9. A las hojas de la mitad de las plantas cultivadas con ON se les
aplic6 completa y homogéneamente urea foliar (15 g L) dos veces durante el

experimento (una vez a la semana).

4.3.2.2. Determinaciones

Los métodos para determinar los diferentes analisis realizados en este

trabajo estan detallados en Materiales y Métodos (Capitulo III).

Antes de finalizar el experimento y cortar las plantas para las posteriores
determinaciones se midieron los siguientes parametros:

- Fotosintesis y Respiracion de suelos, mediante el analizador portatil

CIRAS-2 (PP System, Amesbury, MA, USA).

- Fluorescencia de las clorofilas, mediante el fluorimetro Opti-Sciences.

Una vez determinados los pardmetros anteriores las plantas se cortaron y se
hicieron medidas sobre materia liofilizada y materia seca.

A) Sobre materia liofilizada se analizaron:

- Peroxidacion lipidica

- Enzimas antioxidantes (catalasa y ascorbato peroxidasa)

B) Sobre materia seca se determind la concentracion de NOs en el

cromatdgrafo idnico.

Para la estadistica se utiliz6 el programa Statgraphics Centurion v.15. Para
conocer las diferencias entre las medias se utilizo el test de Tukey, en un
procedimiento de comparacion multiple a un nivel significativo de 0.05. Los datos
se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) con seis plantas por
tratamiento (9 tratamientos en total): control (+N en la solucidén nutritiva, sin urea

y con 3 temperaturas), plantas con deficiencia de N y sin urea (ON en la solucion
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nutritiva y 3 temperaturas), y plantas deficientes en N pero con aplicaciéon foliar

de urea (ON en la solucién nutritiva y 3 temperaturas con urea).

4.3.3. Resultados Y Discusion

4.3.3.1. Fotosintesis, fluorescencia de clorofilas y respiracion de suelos

La asimilacion de CO: en la hoja de plantas control se redujo drasticamente
a 10°C en comparacion con las plantas a 20 y 30°C (Figura 4.10 (A)). Asi, para las
plantas control, la asimilacion de CO: se redujo un 38% y un 77.5% a 20 y 10°C
respectivamente, comparadas con plantas a 30°C. Esta inhibicién de la fotosintesis
a bajas temperaturas se ha asociado con la inactivacion del regulador, las enzimas
activadas tiorredoxina del ciclo de Calvin (Sassenrath et al., 1990), la pérdida
irreversible de la proteina Rubisco (Briiggemann et al., 1992), la selectiva
inhibicién de la sintesis de productos finales, que resultan en la acumulacién de
metabolitos fosforilados y la limitacién de fosfato (Sharkey et al., 1986), y una
inhibicion de la salida del floema, produciendo una rdpida acumulaciéon de
azucares solubles, los cuales reprimen la expresion de los genes fotosintéticos
(Jeong et al., 2002).

La aplicaciéon de urea no esta totalmente compensada por la ausencia del
aporte de N por las raices, y la fotosintesis se redujo significativamente en
comparacion con plantas cultivadas a 12mM NOs. Sin embargo, pulverizar las
plantas deficientes en N con urea aumentd la fotosintesis. Castle et al. (2007)
encontraron en plantas de trébol blanco, que las aplicaciones de urea foliar
aumentaron la fotosintesis y el drea foliar en comparacién con plantas
suplementadas con N via radicular. La retirada de aporte de N por las raices
afectd la fotosintesis cuando la temperatura fue de 20°C o mayor. Cuando se
aplico urea foliar en plantas deficientes en N, la fotosintesis aumento6 en un 48.9%
y un 30.2% a 20 y 30°C respectivamente, comparada con las plantas no
pulverizadas. Yamasaki et al. (2002) demostraron que al aumentar la temperatura
de crecimiento aumenta la temperatura éptima para la fotosintesis. Orbovic et al.
(2001) observaron que aumentando la temperatura de 19 a 28°C, hay un aumento
de la cantidad total de urea, la cual pasa a través de las cuticulas en las primeras

24 horas después de la aplicacion de urea foliar. Esto concuerda con nuestros
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resultados donde la fertilizacion foliar produce una respuesta visible de

fotosintesis, especialmente a temperatura moderada (20°C).
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Figura 4.10. Efecto de la temperatura y la urea foliar en la asimilacion neta de CO:z (A) y
el mdximo rendimiento del PSII (Fv/Fm) (B) en plantas de pimiento cultivadas con
solucion nutritiva control (12.5 mM NOs) o deficiente en N (0 mM NOs). Las barras de
error representan la media = SE; n=6, las columnas con la misma letra no son significativamente
diferentes en P < 0.05 (Test de multiple rango de Tukey).

La baja temperatura (10° C) redujo la eficiencia maxima del fotosistema II
(Fv/Fm) (Figura 4.10 (B)) comparada con los valores observados a 20 6 30° C.
Nuestros resultados concuerdan con los presentados por Camejo et al. (2010),
quienes no observaron un efecto en la eficiencia del PSII en tomate cuando la
temperatura de la hoja se incrementé a 35°C. A 10°C, el coeficiente Fv/Fm de las
hojas control, era mejor que en las plantas deficientes en N que no estaban

tratadas con urea. Las plantas deficientes tratadas con urea no cambiaron
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representativamente la fluorescencia de las hojas de pimiento. Asi, Zilkah et al.
(1996) indicaron que las hojas tratadas de aguacate eran 2.5 veces mas tolerantes

al frio que las no tratadas, al mismo nivel de senescencia.

La urea no tuvo ningun efecto en la respiracion radicular a ninguna de las
temperaturas (Figura 4.11). La respiracion radicular se redujo drasticamente a
10°C en comparacion con plantas cultivadas a 20°C y 30°C. Ademas, a 20 y 30°C la
respiracion radicular de las plantas control fue mejor que la de las plantas

tratadas con urea.

Varios factores afectan al indice de la respiraciéon del suelo, como son la
temperatura, la humedad, las concentraciones de N en la raiz, la textura y la
cantidad y calidad del sustrato (Buchmann, 2000). Aunque Luo y Zhou (2006)
observaron que la respiracion del suelo aument6 con suplementos de N, las
respuestas de la respiracion a la fertilizacion con N, son extremadamente
variables y dependen del tipo de fertilizante, del nivel de carga y de las
condiciones del terreno; este hecho respalda nuestras observaciones, segun las
cuales la fertilizacion foliar no proporciond suficiente N para mantener el mismo
nivel de respiracion radicular que cuando se provee el N completamente

mediante el riego.
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Figura 4.11. Efecto de la temperatura y la urea foliar en la respiracién de suelos en
plantas de pimiento cultivadas con solucién nutritiva control (12.5 mM NO3) o
deficiente en N (0 mM NOs). Las barras de error representan la media + SE; n=6, las
columnas con la misma letra no son significativamente diferentes en P < 0.05 (Test de
multiple rango de Tukey).
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4.3.3.2. Concentracion de NOs3

La concentracion de NOs en hoja se incrementd en plantas control cuando
la temperatura aumento de 10 a 20°C pero no se encontrd ninguin efecto cuando la
temperatura aumento de 20 a 30°C (Figura 4.12). Ademas, cuando se aplico urea a
plantas deficientes en N a 10°C, la concentraciéon de NOs en hoja fue mas alta que
en plantas control; este efecto se atenud cuando se aumento la temperatura. Asi, a
30°C, no se observd ninguna diferencia visible en este parametro comparado con

plantas sin tratar y con N limitante.

La dependencia de temperatura de la absorciéon de nitrato ha sido
claramente demostrada en plantas superiores (Zhao et al., 2008). Asi, las bajas
temperaturas (10 °C) podrian limitar la absorcion de N por las raices en plantas
control, comparadas con plantas cultivadas a 20 o 30°C. Pero la urea foliar, a pesar
de su relativamente escasa difusion a bajas temperaturas (Orbovic et al., 2001),
podria incrementar la concentracion de nitratos en hoja comparandolas con
plantas control que reciben un deficiente suministro de N a través de las raices. A
temperatura moderada (20°C), aunque la urea se difunde mejor por las cuticulas,
el efecto dilucién (crecimiento) podria reducir notablemente la concentracion de
nitratos en comparacién con plantas tratadas a 10°C. Zilkah et al. (1987)
estudiaron que el contenido de N en la hoja puede ser rdpidamente incrementado
por la aplicacion foliar de urea, mientras que Bi et al. (2007) estudiaron que la
aplicacion de urea en otono puede mejorar la eficiencia de N, aumentando el
almacenamiento de N y el éptimo crecimiento de la planta. Ademas, Zilkah et al.
(1996) observaron que el enriquecimiento de N a través de la cubierta vegetal,
deberia ser de aplicacion preferente en suelo, durante el invierno y el principio de
la primavera, cuando la absorcion y movilizacion a través de las raices estan
todavia limitadas debido a la saturacion de agua y a la baja temperatura del suelo.
A 30°C, el efecto de la urea en la concentracion de NOs no fue notable en
comparacion con las plantas no tratadas. Esto podria ser debido al rapido
descenso en el tiempo de secado de las gotas con el aumento de la temperatura.
La alta temperatura puede aumentar la volatilizaciéon de amonio de la urea,
perjudicando la penetracién. Por lo tanto, para lograr mejores efectos en el spray

de urea, se deberian evitar altas temperaturas.
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Figura 4.12. Efecto de la temperatura y la urea foliar en la concentracion de NOs en hoja
de plantas de pimiento cultivadas con solucion nutritiva control (12.5 mM NOs) o
deficiente en N (0 mM NO3). Las barras de error representan la media + SE; n=6, las columnas
con la misma letra no son significativamente diferentes en P < 0.05 (Test de multiple rango de
Tukey).

4.3.3.3. Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica se vio incrementada cuando la temperatura se
redujo de 30 a 10°C (Figura 4.13 (A)). Cuando ésta disminuyd de 20 a 10°C,
aumento un 34.8% en plantas control, pero no hubo un efecto significativo cuando
se redujo la temperatura de 30 a 20°C. Cuando no se aplicé N por las raices, la
peroxidacion lipidica aument6 a 20°C, en comparacion con plantas control, pero
no a 30°C. Ademads, la urea foliar produjo una reduccién en la peroxidacion
lipidica cuando ésta se aplicd a 20°C, en comparacion con plantas no tratadas bajo
limitaciéon de N.

Las bajas temperaturas pueden inducir la produccién de radicales libres y
especies reactivas de oxigeno, pudiendo evaluar el grado de degradacién de la
membrana por el dcido tiobarbiturico (TBA) que reacciona con los productos de la
degradacion de los lipidos, como el malondialdehido (MDA) (Boonsiri et al.,
2007). Por lo tanto, los cambios en los niveles de peroxidacién lipidica en un tejido
pueden ser un buen indicador de la integridad estructural de las membranas en

plantas sujetas a baja temperatura (Posmyk et al., 2005).

Nuestros datos demuestran que la temperatura afecté a la peroxidacion
lipidica debido al aumento de los niveles de TBARS conforme descendia la

temperatura. El efecto de la urea fue mas evidente cuando se aplicé a 20°C. Como
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observaron Giilen et al. (2008), las bajas temperaturas inducen estrés oxidativo en
los tejidos y consecuentemente aumentan la peroxidacion lipidica: esto indica
algunos dafios celulares en las hojas de pimiento dulce cultivado a 10°C. La
deficiencia de N disminuye el crecimiento de la planta, la produccion de biomasa,
la fotosintesis y las concentraciones de pigmentos cloroplasticos en pimiento
dulce (del Amor, 2006 (a)). Nuestros resultados también muestran que la
peroxidacion lipidica aumentd en plantas deficientes en N. Tewari et al. (2007)
indicaron que la peroxidacidén lipidica aumenta en las hojas de plantas deficientes
en N y que la relacion entre la deficiencia de macronutrientes y el estrés oxidativo
es obvia. A moderadas temperaturas (20°C), la urea foliar redujo la peroxidacion

lipidica, pero no lo hizo a elevadas temperaturas (30°C).

4.3.3.4. Actividades enzimaticas

El aumento de la temperatura disminuyo las actividades de CAT y APOX en
plantas control (Figura 4.13 (B) y 4.13 (C)). Este descenso fue notable cuando la
temperatura se incremento de 10 a 20°C pero no se observaron reducciones a 30°C.
En general, las actividades de esas dos enzimas se vieron menos afectadas por la
temperatura que la peroxidacion lipidica (TBARS), y el efecto del aumento de
temperatura no fue significativo en la actividad enzimatica en plantas deficientes
en N (en plantas tratadas y no tratadas con urea). Consecuentemente, la reduccion
observada en TBARS (10°C comparados con 30°C) para estos tratamientos, no tuvo
ninguna influencia en la respuesta de las actividades CAT o APOX. Sin embargo, a
20°C se observd una respuesta diferente y la urea redujo la actividad de APOX en

comparacion con plantas deficientes en N que no fueron tratadas.

La exposicion de plantas a diferentes condiciones ambientales adversas
causa estrés oxidativo y, bajo esas condiciones, los mecanismos que contribuyen a
la desenergizacion de los fotosistemas, como la fotorespiracion y la reaccion de
Mehler, aumentan la produccion de H20: y, en algunos casos, Oz (Perl-Treves y
Perl, 2002). Asi, para paliar el estrés oxidativo, las plantas producen varios
compuestos antioxidantes y actividades enzimaticas. Estos han sido usados para
evaluar las respuestas de las plantas al estrés: bajo condiciones de prolongado
estrés, el aumento de la generacion de ROS perjudica el balance normal de las

células (Apel y Hirt, 2004) y las plantas sujetas a condiciones adversas, como la
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alta y baja temperatura o el desequilibrio de nutrientes, pierden su funcién y el
balance entre la produccién y la extincién de especies activas de oxigeno se puede
desequilibrar, dando como resultado un dafo oxidativo. O'Kane et al. (1996)
demostraron que en Arabidopsis sujeta a bajas temperaturas, el H2O2> acumulado
en las células y la actividad de APOX disminuyen. Polesskaya et al. (2004)
estudiaron que el N, aplicado en deficiencia, afecta a los niveles y al curso de las
actividades de las enzimas antioxidantes en respuesta a los tratamientos de baja
temperatura y, consecuentemente, la actividad de APOX aumentd bajo esta

deficiencia de N.

Pero, en general, CAT y APOX no se vieron afectadas por el rango de
temperaturas estudiado: la urea foliar tuvo un gran efecto en la actividad APOX
s0lo a 20°C. Sin embargo, Tewari et al. (2007) también observaron que la
deficiencia de N aumenta las actividades de APOX y estos aumentos se
correlacionaron bien con el aumento de la concentracion de H:0: en plantas
deficientes en N. Nuestro estudio refleja que las actividades de APOX, pero no las
de CAT, aumentan el H20: inhibiendo la acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y protegen a las hojas de la peroxidacion de los lipidos de las
membranas y el dano oxidativo bajo estrés de N. El aumento de la actividad
enzimatica antioxidante fue particularmente efectivo para contrarrestar ROS

cuando se aplica la urea foliar a temperatura moderada (20 °C).
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Figura 4.13. Efecto de la temperatura y la urea foliar en la peroxidacion lipidica y la
actividad catalasa y ascorbato peroxidasa en hojas de plantas de pimiento cultivadas
con solucion nutritiva control (12.5 mM NOs) o deficiente en N (0 mM NO3). Las barras de
error representan la media = SE; n=6, las columnas con la misma letra no son significativamente
diferentes en P < 0.05 (Test de multiple rango de Tukey).

Este trabajo destaca que para plantas deficientes en N, la urea foliar fue
especialmente efectiva ya que aumentd la concentracion de NOs en la hoja y
redujo la peroxidacion lipidica (degradacion de la membrana), cuando se aplicé a
20°C. Esto quiere decir que, si la urea foliar se usa como nutriente en la practica de

cultivo, se deberia tener en cuenta su aplicacion a este rango de temperatura.
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4.4. RESPUESTA DEL PIMIENTO DULCE A LA APLICACION DE UREA FOLIAR O METIL-
JASMONATO BAJO DEFICIENCIA DE N

4.4.1. Introduccion

El nitrégeno (N) es el elemento mayoritario esencial para el crecimiento de
la planta, y el N del suelo esta disponible para la planta en forma de nitrato (NOs)
o amonio (NHzs") (Chen et al., 2009). Hay relaciones positivas entre el estado del N
y el crecimiento de la planta que se manifiestan en la cercana relacién entre la
fotosintesis y el N en hoja, asi como también en el indice de crecimiento relativo
de toda la planta (Evans, 1983). Sin embargo, los efectos positivos de los altos
contenidos de N en la productividad, estan acompafiados por el aumento de los
indices de la respiracion, los cuales pueden compensar parcialmente los
beneficios de altos contenidos de N en los indices netos de acumulacion de C (Alt
et al., 2000).

Las aplicaciones foliares de fertilizantes tienen potenciales beneficios entre
los que se incluye la posibilidad de suplementar nutrientes a la planta, cuando las
condiciones restringen la asimilacion por la raiz, o durante periodos de rapido
crecimiento cuando los requerimientos pueden exceder al aporte por la raiz
(Boynton, 1954; Swietlik, 1984). Para los cultivos agricolas, la urea, el NH«*, y el
NOs se absorben igualmente bien cuando se aplican via foliar, pero la urea es la
preferida debido a que el NHs*y el NOs pueden causar mas dafios en las hojas
(Bowman, 1992). La aplicacion de urea foliar es una practica bien aceptada por la
produccién de viveros y plantas decorativas (Dong et al., 2004). Entre sus muchas
caracteristicas, la urea se puede absorber rapidamente por las hojas de la mayoria
de los cultivos (Gooding y Davies, 1992; Reickenberg y Pritts, 1996).

Los pimientos contienen altos niveles de compuestos bioldgicamente activos
que proporcionan efectos beneficiosos para la salud mas alld de la nutricién
basica y tienen un alto contenido en ascorbato (ASC) o vitamina C, asi como
cantidades significativas de glutation, dos compuestos antioxidantes que juegan
un papel importante en la proteccion de las células frente a radicales libres o al
dafio oxidativo (Pascual et al., 2010). Las alteraciones en las membranas se deben
a la peroxidacion lipidica (asociada también al consecuente deterioro de los

alimentos) por la accion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por
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los factores de estrés (Gongalves de Oliveira et al., 2009). Las ROS también estan

asociadas con el desarrollo de diversas enfermedades (Murcia et al., 2009).

El metil jasmonato (MeJa) es una fitohormona, con una distribucion ubicua
entre las plantas y se considera un modulador de eventos fisioldgicos en las
plantas, como respuestas de defensa, floracion y senescencia (Parra-Lobato et al.,
2009). MeJa podria estar asociado al estrés oxidativo (Devoto y Turner, 2003),
debido al potencial que las especies reactivas de oxigeno tienen para interactuar
con muchos compuestos celulares, conduciendo al dafio en la membrana y
causando una respuesta inmediata en la senal de defensa de la planta (van

Breusegem et al., 2001).

Los objetivos de este estudio fueron: (i) determinar el efecto de las
aplicaciones de urea foliar y metil jasmonato en plantas de pimiento regadas con
una solucion nutritiva con diferentes concentraciones de N, (ii) determinar el
efecto de la baja concentracion de N en las plantas y (iii) evaluar el efecto de las
aplicaciones foliares y la diferente concentracion de N en diversos parametros
como peroxidacion lipidica, aminoacidos, intercambio gaseoso, fluorescencia de

clorofilas, contenido relativo de agua y concentracion de nitratos.

4.4.2. Material Y Métodos

4.4.2.1. Planteamiento y condiciones de crecimiento

Las plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) cv. Herminio se plantaron en
macetas con fibra de coco como sustrato, en una camara climatica con condiciones
ambientales controladas: 70% HR, 16/8 h dia/noche, 28/20°C y una radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) de 250 pmol m-2 s-1 proporcionada por la
combinacidn de lamparas fluorescentes (Philips TL-D Master réflex 830 y 840) y
de sodio (Philips Son-T Agro). Las plantas se dividieron en tres grupos
dependiendo de las concentraciones de N: 12.5 mM NOs, 3.5 mM NOs y 0.5 mM
NOs. Cada grupo tenia 20 plantas y se regaron con una solucién Hoagland
modificada con la siguiente composicion en meq L; i) para el tratamiento de 12.5
mM; NOs: 12.5; H2POs: 1.0; SO4: 6.5, Kt 7.0; Ca?: 9.0, Mg?: 4.0. ii) para el
tratamiento de 3.5 mM; NOs: 3.5; H2POs: 2.5; SO42: 17; K*: 8.0; Ca?*: 10.5; Mg?": 4.5
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y iii) para el tratamiento de 0.5 mM; NOs 0.5; H2POs: 3; SO« 20.5; K*: 8.5; Ca?:
11.0; Mg?: 4.5.

Cinco dias DDT empezaron los tratamientos foliares con urea (5 gL'), con
MeJa (5 mM/100), y una combinaciéon de ambos: urea foliar + metil jasmonato.
Estos 3 tratamientos se compararon con uno control (sin tratamientos foliares). A
las fertilizaciones foliares se les afiadié Triton X-100 (0.125%) y etanol (0.04%)
como surfactante y solvente respectivamente. Estos tratamientos se aplicaron una
vez a la semana durante la totalidad del experimento (en total se hicieron 4
aplicaciones). Dos veces por semana se midid la altura de las plantas y la
elongacion de una hoja de la tercera posicion. Al final del experimento (38 DDT),
se analizaron las 60 plantas (5 plantas por tratamiento), pesando y separando la
parte aérea (hojas y tallos). Parte de la hoja se congel6 a -80°C y otra parte, junto
con la totalidad del tallo, se secd en una estufa a 65°C para posteriores

determinaciones.

4.4.2.2. Determinaciones

Los métodos para determinar los diferentes andlisis realizados en este
trabajo estan detallados en Materiales y Métodos (Capitulo III).

Antes de finalizar el experimento se midieron los siguientes parametros:

- Fotosintesis, mediante el analizador portatil CIRAS-2 (PP System,
Amesbury, MA, USA).

- Determinacion de clorofilas mediante el método DMF y SPAD.
Sobre materia seca se determind:

- Concentracion de NOs en hoja

Sobre materia fresca se analizo:

- Peroxidacion Lipidica

- Aminodcidos

Los datos se analizaron primero para la homogeneidad de la varianza y la
normalidad de la distribucion con el programa SPSS (versiéon 13.0) mediante un

test de multiple rango de Duncan para determinar las diferencias significativas
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(P<0.05). Para cada tratamiento teniamos cinco repeticiones y los datos

representados son la media de esas cinco repeticiones.

4.4.3. Resultados Y Discusion

4.4.3.1. Crecimiento

Las plantas de pimiento presentaron diversos valores de crecimiento a
diferentes concentraciones de nitrégeno. Las plantas con una concentracién de N
de 12.5mM NOs crecieron practicamente el doble que las plantas regadas con
3.5mM NOs;, y respecto de las de 0.5mM NOs, crecieron tres veces mas (Figura
4.14). Las plantas estresadas mostraron valores mas pequenios de biomasa en
todos sus 6rganos. También el crecimiento de las hojas sigui6é un patrén similar y
tanto en crecimiento de planta como de hojas, las plantas tratadas con urea foliar
presentaron los mismos valores de materia seca en relacion con los otros 3
tratamientos en condiciones de adecuado suministro de N a las raices (control,
Me]Ja, y urea+tMe]a) (Figura 4.15).

Pefiuelas et al. (1993) obtuvieron resultados similares a los nuestros ya que
en su trabajo mostraron que las plantas de pimiento estresadas con una
concentracion baja de N crecian menos y tenian menos biomasa que las plantas

con alta concentracién de N.

Figura 4.14. Diferencia en el crecimiento de las plantas al aplicar diferentes concentraciones
de nitrégeno.
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Figura 4.15. Efecto de las diferentes concentraciones de N (12.5; 3.5y 0.5 mM NOs) sobre el peso
seco de las plantas de pimiento.

4.4.3.2. Intercambio gaseoso y contenido de clorofilas

La asimilacién de CO: en la hoja, disminuye en plantas control conforme

desciende la concentracién de N. Por ese motivo el riego es muy significativo, ya

que al aplicar una concentracion baja de N (0.5mM NOs'), los valores de la

fotosintesis fueron mas pequenos que los de las plantas regadas con 12.5 mM

NOs. También, las plantas a las que se les aplico MeJa, presentaron valores mas

altos de fotosintesis que las plantas control en las 3 soluciones nutritivas (Figura
4.16).
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Figura 4.16. Efecto de las diferentes concentraciones de N (12.5; 3.5 y 0.5 mM NOs) sobre la
fotosintesis de las plantas de pimiento.
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Ougham et al. (2008) observaron que los cambios en los contenidos de los
pigmentos fotosintéticos también indican el progreso de la senescencia de la hoja.
Agtiera et al. (2010) coinciden con nuestros resultados puesto que estudiaron que
la pérdida de la actividad fotosintética en plantas de girasol, fue mas grande en
hojas de plantas cultivadas con menos nitrogeno que en plantas cultivadas con
mayor cantidad, sugiriendo que la deficiencia de N acelera la senescencia de la
hoja. Ademas, del Amor (2006 (a)) mostr6é que la deficiencia de N, disminuye el
crecimiento de la planta, la produccion de biomasa, la fotosintesis y las

concentraciones de pigmentos cloroplasticos en pimiento dulce.

La pérdida de clorofila asociada con la degeneracion de los cloroplastos, es
un biomarcador usado frecuentemente para indicar el comienzo de la senescencia,
por lo que la degradacion de la clorofila es una sefial de senescencia temprana
(Buchanan- Wollaston et al., 2003). En nuestro estudio, el contenido de clorofila
fue mayor en plantas cultivadas con 12.5mM NOs en comparacion con plantas
cultivadas con deficiencia de N (0.5mM NOs) (Tabla 4.4). La urea foliar presenta
diferencias notables en la clorofila a y a+b para 0.5mM NOs, aumentando asi los
valores respecto a las plantas control para este tratamiento de riego. Nuestros
resultados coinciden con los de Pefiuelas et al. (1993), quienes observaron que el
contenido de clorofila en plantas de pimiento con baja concentraciéon de N, fue
menor que en plantas cultivadas con alta concentracion de N. Es probable que un
aumento en el contenido de clorofila, en relacion con la tasa de asimilacion de
CO:, cause dano fotoxidativo debido al desequilibrio entre el ascenso y la
dispersion de energia, el cual podria inducir estrés oxidativo promoviendo la

fotorreduccion de Oz a radical anién superdxido.

4.4.3.3. Concentracion de NOs

La concentracién de NOs en hoja disminuyd en las plantas de pimiento
segun descendia la concentracion de N en la solucion nutritiva (Figura 4.17).
Cuando se aplicé urea a las plantas regadas con 12.5mM NOs;, los valores de los
nitratos fueron menores que los de las plantas control, mientras que para los
riegos deficientes en N (3.5 y 0.5 mM NOx) los valores de NOs fueron mas altos o
similares a los valores control. Ademas, las plantas tratadas con MeJa presentaron

valores similares a las plantas control para todos los tratamientos de riego.
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Aumentando el aporte de N, se estimula el crecimiento de la planta y la
productividad, asi como la capacidad fotosintética de las hojas a través del
aumento de las cantidades de proteinas (Pankovic et al., 2000). El contenido de N

en las hojas estd muy influenciado por el tratamiento de fertilizacion.

Rossato et al. (2002) observaron en Brassica napus L. que después de 8 dias
de aplicar MeJa, los nitratos descendieron en comparaciéon con plantas control, y
nuestros datos coinciden también con los resultados de Estiarte et al. (1994) en los
que demostraron que en plantas de pimiento, las regadas con una solucion
nutritiva alta en N, tenian valores mas elevados de N en hoja, y una tasa C:N mas

baja que las cultivadas con poco N.
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Figura 4.17. Efecto de las diferentes concentraciones de N (12.5; 3.5 y 0.5 mM NOs) sobre la
cantidad de nitratos en las plantas de pimiento.

4.4.3.4. Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica aumentd en las plantas de pimiento cuando la
solucién nutritiva era deficiente en N (Tabla 4.4), siendo notable el efecto de la
urea foliar y del MeJa, y los niveles de peroxidaciéon aumentaron en todos los
tratamientos. A 12.5mM NOs y 3.5 mM NOs no se vio un aumento significativo
cuando se aplico urea con respecto a las plantas control, mientras que a 0.5 mM
NOs,se observo un incremento en plantas tratadas con urea foliar, con respecto a
las plantas control. El efecto del MeJa fue significativo para todas las irrigaciones,
debido a que las plantas presentaron valores de peroxidacion lipidica mas altos

que las plantas control.
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Balestrasse et al. (2006) estudiaron que la formacion de TBARS en plantas
expuestas a condiciones ambientales adversas, es un indicador fiable de la
generacion de radicales libres en los tejidos. La peroxidacion lipidica se muestra
como una de las principales causas de deterioro de la membrana durante la
senescencia y esta asociada con muchos desdérdenes en la membrana de las
plantas (Wismer et al., 1998).

En un estudio anterior, demostramos que la peroxidacion lipidica aumenta
en plantas deficientes en N (del Amor et al., 2009), y a esas concentraciones bajas
de N (3.5 mM NOs), las plantas tratadas con urea presentaron valores mas bajos
que las plantas control. Tewari et al. (2007) sugirieron que la peroxidacion lipidica
aumentaba en hojas de plantas deficientes en N, y que la relacion entre la
deficiencia de macronutrientes y el estrés oxidativo era obvia. Chou y Kao (1992)
publicaron que los jasmonatos se conocen por ser potentes promotores de la
senescencia de la hoja, y consideraron la peroxidacion lipidica como un
mecanismo importante en la senescencia. Hung y Kao (1998) observaron que el
nivel de MDA en hojas de arroz tratadas con MeJa, era mayor que en hojas
control tratadas con agua y este hecho mostr6 que el MeJa promueve la

senescencia de las hojas del arroz y esta relacionado con la peroxidacion lipidica.
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Tabla 4.4. Efecto de las diferentes concentraciones de N (12.5; 3.5 y 0.5 mM NOs) sobre la
peroxidacion lipidica, SPAD, y contenido de clorofilas en las plantas de pimiento.

Peroxidacion Clorofila Clorofila Clm;oslla
TRATAMIENTOS Lipidica SPAD a (Chl.) b (Chlv) ( Callla+b)
(umol g (mg L1 (mg L1 (mg L
FW) FW) FW) FW)
Control 1.42a 45.18¢ 27.88¢ 13.06b 42.23¢
12.5N Urea 1.41a 46.84cd 28.27¢ 14.89bcd  43.10cd
MeJa 1.53ab 45.86¢ 27.77¢ 14.32bc 42.09¢
Urea+Me]a 1.69abc 48.20cde  28.24c 16.22cde  44.47cd
Control 1.83abc 49.24de 27.92¢ 20.96f 48.87e
35N Urea 1.61abc 46.24cd 28.02c  15.79bcde  43.80cd
MeJa 1.78abc 47.80cd 28.27c 17.30de  45.50cde
Urea+Me]Ja 2.31c 51.08e 28.24c 18.09d 46.33de
Control 1.56ab 35.50a 23.86a 7.96a 31.81a
0.5N Urea 2.26bc 36.82a 26.05b 9.74a 35.79b
Me]Ja 2.20bc 35.68a 23.48a 7.21a 30.88a
Urea+Me]Ja 2.15abc 40.76b 25.83b 9.39a 35.22b
ANOVA
Riego *% b bk bk b
Urea * *% bk * *
MeJa * * NS NS NS
Urea + MeJa NS ** NS * *
Riego X Urea NS * o ** o
Riego X MeJa NS NS NS * NS
Riego X Urea X MeJa * * NS * *

4.4.3.5. Aminodcidos

Los aminoacidos son importantes para la nutricion humana y afectan a la
calidad de los alimentos, incluyendo el aroma, el color y el gusto. Ademas, los
aminodcidos libres se identificaron como los precursores de varias clases de
metabolitos secundarios en plantas, concretamente flavonoides y glucosinolatos
(Oliveira et al., 2008). Durante la degradacién de la proteina, los aminoacidos
libres se liberan y probablemente se interconvierten, hidrolizan, catabolizan o
exportan sin modificaciones a otro lugar en la planta (Diaz et al., 2005). La
principal fuente de proteina de los tejidos de la planta es la urea como fuente de

N, y los aminodcidos y los requerimientos de N en cantidades esenciales se
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conocen como una medida para aumentar el crecimiento y el rendimiento de
todos los cultivos (Abd El-Aal et al., 2010). Ademads, el nitrégeno y los
aminodcidos son los ingredientes fundamentales en el proceso de sintesis de
proteinas y la importancia del N o de los aminoacidos viene dada por su amplio
uso en la biosintesis de una gran variedad de materiales nitrogenados, no
proteicos, como por ejemplo pigmentos, vitaminas, coenzimas, bases puricas y
pirimidinicas (Kamar y Omar, 1987).

En este trabajo el acido aspartico (Asp) fue el principal aminoacido libre en
las hojas de plantas de pimiento, y otros como glicina (Gly), alanina (Ala), prolina
(Pro), lisina (Lys), tirosina (Tyr), valina (Val), isoleucina (Ile), leucina (Leu) y
fenilalanina (Phe), presentaron valores moderados (Tabla 4.5 (a) y (b)). Por otra
parte, histidina (His), serina (Ser), arginina (Arg), acido glutamico (Glu), treonina
(Thr) y cisteina (Cys), fueron los aminoacidos con menor presencia en las plantas
de pimiento. El tratamiento de riego fue muy significativo en la mayoria de los
aminodcidos debido a que conforme disminuye la concentraciéon de N en la
solucién nutritiva en plantas control, los valores de aminodacidos también
descienden. Sélo los valores de serina (Ser), alanina (Ala), cisteina (Cys) y tirosina

(Tyr), aumentaron en plantas control cuando la concentracion de N dismuyo.

La urea y el metil jasmonato, tuvieron un efecto destacado en plantas
tratadas con ellos puesto que, los valores de los aminoacidos disminuyeron en
estos dos tratamientos segin disminuia la concentraciéon de N en las soluciones
nutritivas, y afectaron sobretodo a arginina (Arg), glicina (Gly), acido aspartico
(Asp), alanina (Ala), prolina (Pro), cisteina (Cys), lisina (Lys), isoleucina (Ile) y
fenilalanina (Phe).

Diversos estudios han demostrado que la aplicacion foliar nitrogenada
provocé un aumento en el crecimiento de la planta, en el rendimiento de los
frutos y de sus componentes en pepino, ajo, patata, y pimiento dulce (Karuppaiah
et al.,, 2000; Awad et al., 2007) bajo deficiencia de N. También otros estudios han
puesto de manifiesto que el tratamiento foliar con urea como fuente de N para
muchas hortalizas, es de gran influencia en el crecimiento de la planta, en el
rendimiento de los frutos, asi como las calidades fisicas y quimicas en pimiento

dulce, pepino y pera (Shaheen et al., 2006).

Como ha corroborado nuestro estudio, el MeJa ha interferido en algunos

aminodcidos y en sus propiedades, Velitchkova y Fedina (1998) indicaron que el
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MeJa aumenta la acumulacién de prolina que puede regular el balance osmético
de la célula y puede actuar como modulador del estrés, cambiando la respuesta

del estrés de las plantas de una manera completa.
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45. EFECTO DE LA APLICACION FOLIAR DE ANTITRANSPIRANTE EN LA
FOTOSINTESIS Y LAS RELACIONES HIDRICAS EN PLANTAS DE PIMIENTO BAJO
DIFERENTES NIVELES DE CO: Y ESTRES HIDRICO

45.1. Introduccion

La concentraciéon atmosférica de CO: ([CO2]) estda aumentando y, por sus
efectos directos en el crecimiento de la planta, se prevé que este cambio aumente la
media de la temperatura global, teniendo como consecuencia, un aumento en la
severidad de las condiciones de sequia en el verano (Gregory et al., 2003). En el
sureste de Europa se esperan efectos adversos y los aumentos pronosticados en la
escasez de agua, reduciran los rendimientos y la superficie de los cultivos, lo que
afectara directamente a la subsistencia de los agricultores mediterraneos (Metzger
et al., 2006). Hay una variacion considerable en la direccion y magnitud de las
respuestas del crecimiento a una elevada [CO:], en parte dependiendo de la
duracion de la exposicion, del desarrollo de la planta, de las especies y de la

disponibilidad de los recursos primarios (Poorter et al., 1996).

Los experimentos sobre el efecto de la interaccién del enriquecimiento en
CO: y el aporte hidrico en el crecimiento y rendimiento de cultivos C3,
generalmente indicaron una respuesta de CO: relativamente mas alta cuando se
limita el agua (Kang et al, 2002). Ademas, el calentamiento global induce
reducciones en la disponibilidad del agua del suelo que puede atenuar los efectos
de una elevada [CO-] (Niklaus y Korner, 2004).

Ademas del efecto de la [CO:] sobre el comportamiento de los estomas, la
aplicacion foliar de antitranspirantes es una técnica prometedora en la regulacién
de la transpiracion, para mantener un estado hidrico favorable en la planta (Goreta
et al., 2007). La formacion de una fina pelicula puede también minimizar la
pérdida de agua de la planta por la disminucion de la conductancia estomatica,
reduciendo asi las pérdidas de la transpiracion, mejorando el estado hidrico y
reduciendo la senescencia (Gu et al.,, 1998). Sin embargo, la magnitud de la
respuesta al intercambio gaseoso limitado, es muy dependiente de las especies y
del cultivo (Russo y Diaz-Pérez, 2005). También, muchos trabajos indican que las
caracteristicas de permeabilidad de los polimeros que se forman con el film

inhiben la difusion de CO2 mas que aquellos con H20 (Brown y Rosenberg, 1973).
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Por otra parte, si la fotosintesis se inhibe mas que la transpiracién, se obtiene un
importante descenso en el rendimiento de la planta. Asi, varios estudios han
demostrado el efecto beneficioso de los antitranspirantes, especialmente en
cultivos horticolas. En patatas, bajo condiciones controladas de estrés, el uso del
antitranspirante aumenta el rendimiento del tubérculo (Byari y O’keefe, 1982). En
cebollas, se obtuvo un aumento del rendimiento y fue atribuido a un descenso de
la humedad entre las aplicaciones hidricas (Lipe et al., 1982). En tomate, mejoré la
calidad del fruto (Phelps y Morelock, 1987), y en pimiento dulce, se redujo la
fisiopatia de blossom-end rot (del Amor y Rubio, 2009). En arboles frutales, se
observé un descenso importante en el consumo de agua (Steinberg et al., 1990).

El objetivo de este estudio es determinar si aumentando la [CO:] se podra
disminuir o contrarrestar el aumento de la resistencia estomatica de la hoja, debido
a la aplicacion del antitranspirante, es decir, mantener o incrementar las tasas de
asimilacion de CO:2 mientras se reduce la pérdida de H20. Para ello en este trabajo:
(i) se determind si una elevada [CO:] podria paliar los efectos adversos de la
sequia y la asimilacion fotosintética de carbono en plantas de pimiento, (ii) se
examino la respuesta cuando se aplico antitranspirante y se determiné su efecto a
diferentes [COz], (iii) se evaluo si la conservacion del agua bajo elevadas [CO:] esta
mediada por el ajuste osmoético o por el descenso de la conductancia estomatica,
(iv) se estudio la respuesta de la respiracion radicular al estado hidrico de la planta
bajo sequia a diferentes [CO:] ambientales y, por ultimo, (v) se investigd el
impacto de la sintesis de almiddn en la aclimatacion fotosintética a elevadas [COz]

y su papel en las diferentes intensidades de sequia en plantas de pimiento dulce.

4.5.2. Material Y Métodos

4.5.2.1. Disetio experimental y condiciones de crecimiento

Las plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) cv Herminio se plantaron en
macetas con fibra de coco como sustrato. Las plantas se regaron con una solucion
Hoagland modificada con la siguiente composicién en meq L': NOs, 12.0; H2POsx,
1.0; SO+, 7.0; K+, 7.0; Ca%, 9.0, Mg*, 4.0. Cada maceta se reg6 con 3L de agua
desionizada antes del transplante. El riego durante el experimento se llevo a cabo

mediante goteros autocompensantes y se aplico la solucién nutritiva nueva para



RESULTADOS Y DISCUSION 165

evitar la acumulacion de sales, con un minimo de drenaje del 35%. Las plantas
crecieron en una camara climatica con condiciones ambientales controladas: 70%
HR, 16/8 h dia/noche, 26/18°C, y una radiacion fotosintéticamente activa (PAR) de
250 pmol m? s proporcionada por la combinacion de ldmparas fluorescentes
(Philips TL-D Master réflex 830 y 840) y de sodio (Philips Son-T Agro). El control
del CO: en la camara se lleva a cabo mediante una inyeccion externa de aire
comprimido (botella [CO2] 299.9%), controlado por el sistema Dréager Politron IR
CO:s. Los tratamientos consistian en la aplicacion de dos niveles de estrés hidrico
(moderado: 4 dias sin riego o severo: 8 dias sin riego), combinados con la
aplicacion o la no aplicacion de antitranspirante (AT) (pinolene como preparado
comercial “Vapor Gard” = 96% pinolene en 4% de ingredientes inertes). El AT se
aplico sobre la totalidad de las hojas al 2.5% (v/v) una vez que empezaron los
tratamientos (38 dias después del transplante). La dosis que utilizamos concuerda
con las recomendaciones del fabricante. El experimento se realizd a [CO:] de 380 y
2000 pmol mol.

4.5.2.2. Determinaciones

Los métodos para determinar los diferentes andlisis realizados en este trabajo
estan detallados en Materiales y Métodos (Capitulo III).

Antes de finalizar el experimento y cortar las plantas para las posteriores

determinaciones se midieron los siguientes parametros:

- Fotosintesis y Respiracion de suelos, mediante el analizador portatil
CIRAS-2 (PP System, Amesbury, MA, USA).

- Fluorescencia de las clorofilas.
- Potencial hidrico y osmético (Ww, Wr).
- Contenido relativo de agua (RWC).

Una vez determinados los parametros anteriores, las plantas se cortaron y se

hicieron medidas sobre materia liofilizada donde se analizé:

- Almidon, aminodcidos, prolina y azticares solubles, siguiendo el método
de Walker et al. (2008).
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Los datos se analizaron primero para la homogeneidad de la varianza y la
normalidad de la distribucién con el programa SPSS (versién 13.0) mediante un
test de multiple rango de Duncan para determinar las diferencias significativas (P
< 0.05). Se utilizaron 8 combinaciones de tratamientos distribuidos en 3 niveles
hidricos (control, y sin riego durante 4 ¢ 8 dias), dos tratamientos foliares (con o
sin aplicacion de AT), y dos [COz], con 6 plantas por combinacion.

4.5.3. Resultados Y Discusion

4.5.3.1. Fotosintesis

Cuando las plantas regadas crecieron en una alta [CO:] (2000pmol mol?), la
asimilacion de COzen los tejidos (Acoz) se increment6 un 77% en comparacion con
la [COz] estandar (380 pmol mol?) (Tabla 4.6). Después de 4 dias sin agua, Acoz se
redujo significativamente a [CO2] alta y estandar; sin embargo, las reducciones
para las plantas con aplicacion de AT en alta [CO:] fueron significativamente
menores que para aquellas plantas sin AT. El AT no tuvo un efecto en las plantas
estresadas después de 8 dias de sequia a [CO:] alta y estandar, pero se encontrd
una reduccion en Acoz para las plantas control (bien regadas) cultivadas en [COz]
estandar cuando se aplicé AT. No se observd esta reduccion en Aco: cuando se
aplic6 AT cuando la [CO:] aumentd a 2000 pmol mol'. Asi, se observo una
respuesta diferencial para AT segun la [COz], pero también segun la intensidad de
la sequia. Las plantas control redujeron notoriamente la conductancia estomatica
(gs) cuando la [CO:] aumentd, pero la sequia moderada o severa redujo este
parametro en grado similar (Tabla 4.6). La gs se redujo (22.3%) después de 4 dias
de aplicacion de AT bajo una [CO2] estandar y sin sequia (Tabla 4.6). Se observd
una conducta similar para la transpiracion de la hoja. La Figura 4.18 muestra la
respuesta diferente de la fotosintesis y la conductancia estomatica a la aplicacion
de AT a los dos niveles de [CO:]. En una [CO:] estandar, el AT limita la
fotosintesis, pero con una [COz] alta se observa un patréon diferente y el AT tan

solo tiene un efecto menor en lo que se refiere a la limitaciéon de Acoo.
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Figura 4.18. Relacién entre la conductancia estomdtica (Gs) y la tasa de fotosintesis neta
(Aco2) de hojas después de la aplicacion de AT a 380 ppm (A) 6 2000 ppm CO:2 (B).

4.5.3.2. Fluorescencia de hojas

Ni la [COz], ni la sequia, ni el AT mostraron ningun efecto en la fluorescencia
de clorofilas bajo un estrés moderado de sequia (Tabla 4.6). Sin embargo, después
de una sequia severa (8 dias sin agua) a una [CO2] estandar, la fluorescencia de

clorofilas se redujo un 8.9%, pero no se encontrd ningun efecto en una alta [CO2].
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4.5.3.3. Respiracion de suelo

La elevada [CO2] aument la respiracion de la raiz y los efectos de la sequia
fueron significativamente modulados por el nivel de [CO:] (Figura 4.19). Asi, la
respiracion de suelo, se redujo drasticamente después de la sequia severa bajo
una [COz] estandar y el descenso observado (65%) fue similar para las plantas
tratadas con y sin AT. Ademas, la alta [CO2] aumento la respiracion del suelo un
54.7%, pero no se observo ningun efecto del AT cuando las plantas fueron
completamente regadas. Por otra parte, se encontr6 una gran diferencia cuando se
aplicd AT en una alta [COz], y las raices de esas plantas mostraron una respiracion
de 16 pmol CO:2 m? s, mas alta que las plantas no tratadas, bajo las mismas
condiciones de estrés, pero también mas altas que las plantas control a [COz]
estandar (11 pmol CO2 m? s?).

30

B 330 mol molt

257 E=E 2000 pumol mol ™t

2 -1

Respiracion suelo (mmol COym ~'s )

Control Control- AT Estrés Estrés-AT

Figura 4.19. Efecto de la aplicacion de antitranspirante en la respiracion de suelo para
plantas de pimiento dulce a dos concentraciones de CO:z (380 6 2000umol mol?) después
de 8 dias sin riego.
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4.5.3.4. Relaciones hidricas

La elevada [CO2] no afect6 al Ww, al W=, 0o al RWC en las hojas de plantas no
estresadas (Tabla 4.7). Sin embargo, tanto la alta [CO:] como el AT afectaron
drasticamente estos parametros cuando se detuvo el riego. Tras 4 dias sin regar, el
W, habia disminuido ya en 0.46 MPa con una [COz2] estandar, pero solo en 0.23
MPa cuando aument6 la [COz]. La respuesta al AT también se vio afectada por la
[COz], aumentando el Ww en 0.16 MPa con una [COz] estandar y en 0.15 MPa con
una [CO] alta. Este efecto fue mas fuerte después de 8 dias de estrés, cuando el
AT aument6 el Ww en 0.6 MPa y en 0.45 MPa en [CO:] estandar y alta
respectivamente, en comparaciéon con el control (no estresado) a 380 pmol
mol! COz. El Wry el RWC se vieron afectados en menor grado en comparacion
con el Ww después de un estrés moderado, pero un estrés severo (8 dias) redujo
notablemente ambos parametros. Asi, el Wr se redujo en 1.26 MPa a [COz]
estandar y en 0.65 a [COz] alta; sin embargo, no se aprecia un efecto del AT
después de 8 dias de sequia. El RWC se redujo desde que se dejo de regar durante
8 dias de un 91.5% a un 48.2% a 380 pmol mol! CO: y a un 59.7% a 380 umol
mol! COz, pero no se observd ningun efecto del AT. Es mas, se vio un ligero
descenso en RWC al cuarto dia del estrés hidrico en una [CO:] estandar, y al
octavo dia, el descenso fue mayor en una [CO:] estdindar que en una [COz]
elevada. Para plantas control (regadas), el Ww y el W, no cambiaron durante el
ensayo y la turgencia (Ww - Wy siempre fue +0.33 MPa como minimo. A una [CO]
elevada, el descenso en el W, no fue obvio, mientras que la aplicacion de AT
redujo el descenso tanto en el Ww como en el Wy, especialmente el del Yw de modo
que la turgencia fue 0.36 MPa mads positivo en ambos regimenes de [COz]
después de ocho dias sin regar. Las tnicas plantas que mantuvieron valores de
turgencia positivos tras 8 dias de sequia, fueron aquellas cultivadas a 380 pmol
mol! COy, particularmente en el caso de aquellas tratadas con AT, para las cuales
el ajuste osmotico (OA), en relacién a sus controles de agua, también fue mayor
(-0.308, comparado con el -0.251 MPa para las plantas no tratadas a 380 pmolmol™!
CO;, -0.126 para las plantas tratadas con AT y -0.038 MPa para las plantas no
tratadas a 2000 pmol mol! COz). Cuatro dias después del inicio de la sequia no

habia practicamente OA.
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4.5.3.5. Almiddn, aminodcidos, prolina y aziicares solubles

La concentracién de almidén, aumento en plantas bien regadas cultivadas
con una [CO:] alta, en comparacion con aquellas cultivadas con una [CO:]
estandar (Tabla 4.8). Sin embargo, el AT disminuyé significativamente la
concentracion de almidon en hojas, especialmente en plantas no estresadas y
durante los primeros dias de la aplicaciéon de AT. Al aumentar la sequia, las
plantas cultivadas con una [CO:] estdndar evidenciaron una reducida
concentracion de almidon, pero el AT no afectd este parametro. Al comparar las
plantas control y las plantas estresadas por la sequia, la concentracion de aztcares
solubles aument6 mas o menos paralelamente al descenso en la concentracion de
almidon. En general, la concentracidn total de aminoacidos no se vio afectada ni
por el AT ni por la [COz] con una sequia moderada, pero después de 8 dias de
sequia, se observo un claro aumento en relacion a las plantas no estresadas, tanto
para una [CO:] estandar como para una [CO:] elevada. Todos los aztcares
solubles tuvieron una respuesta significativa tras la aplicacion de AT, pero solo
cuando se aplico un estrés moderado a la [CO2] estandar. En una [COz] elevada,
no se encontrd ningun efecto de la sequia o del AT a este nivel de estrés, pero con
el aumento de la sequia los azucares solubles de la hoja, también aumentaron.
Para los aminodcidos, el estrés hidrico favorecié un aumento que se observo a los
4 dias en la [COz] estandar (+ AT), pero no hasta el octavo dia en la [CO:] elevada
(igual que los aztcares). Contrariamente a lo que ocurre con los azucares, tratar
las plantas con AT aumenta la acumulaciéon de aminodcidos bajo estrés hidrico.
Sin embargo, la reduccion de la concentracion de prolina en todos los
aminodcidos muestra que, en una [CO2] estdndar, el aumento extremo en la
acumulacién de prolina ocurre en gran medida a costa de otros aminoacidos. En
2000 pmol mol™! [COz], la elevada concentracion de prolina no afecta los niveles

totales de otros aminoacidos.

El efecto de la [CO:] que contrarresta la respuesta foliar a la sequia, se
precibié en la concentracién de prolina. Por lo tanto, con un estrés moderado y
una [COz] estandar, la prolina aumentd notablemente en un 41.2%, pero no se
obtuvo ninguna respuesta con una [CO:] elevada. Sin embargo, una sequia severa
aumento la prolina de 2.4 a 120.6 mmol kg'DM y de 1.4 a 60.7 mmol kg' DM en
una [CO:] estandar y elevada respectivamente. Es mads, sélo en una [COz]

estandar la aplicacion de AT aumentd la prolina bajo sequia severa.
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Como discusion de este trabajo se puede decir que nuestros datos muestran
el aumento en Aco: debido a la elevada [CO:], pero cuando se inici6 la sequia,
tanto la [CO2] como el AT modificaron esta respuesta. No obstante, el AT sélo fue
efectivo al mejorar el estrés por la sequia en una [COz] alta, y bajo un suave estrés
por sequia; bajo una sequia prolongada (8 dias) no se podia mantener Acoo.
Aunque la elevada [COz] caus6 el cierre parcial de los estomas, también permitio
a las plantas compensar ésto y la resistencia adicional generada por la pelicula de
AT. Morison (1993) observd que elevadas [CO:] disminuyen la conductancia
estomatica en un 30-60% de media, lo cual reduce sucesivamente la pérdida de
agua en la planta. Como consecuencia, el CO: puede paliar el estrés hidrico de la
planta reduciendo el uso del agua. Sin embargo, las plantas cuyo crecimiento esta
estimulado por altas [CO:], a menudo tienen un incremento del drea de la hoja y
asi aumenta la transpiracion de la planta, moderando de ese modo su
interaccion (Poorter y Pérez-Soba, 2001). Como consecuencia, la humedad del
suelo se podria preservar durante mas tiempo, posponiendo el comienzo de la
sequia. Para mantener la tasa fotosintética después de 4 dias sin riego, no sélo fue
necesario aumentar la [COz], sino que también hubo que aplicar AT. De este

modo, 8 dias de sequia fueron excesivos y la fotosintesis fue insignificante.

Goreta et al. (2007) observaron que el AT no influye en el intercambio
gaseoso de la hoja, o en las relaciones hidricas de plantulas de pimiento expuestas
al déficit hidrico. Sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados, Plaut et al.
(2004) vieron que la aplicacion de la pelicula acrilica disminuye gs y Aco: en
plantas de pimiento cultivadas en invernadero. Ademas, Nitzsche et al. (1991)
encontraron que una formulacion diferente de AT, permite aumentar el Ww en
plantulas trasplantadas en diversos dias. Berkowitz y Rabin (1988) observaron
que aplicar brevemente AT aumenta la resistencia de la hoja, y el Ww
inmediatamente después de trasplantar, permite aumentar visiblemente el estatus
hidrico de la planta en semillas de pimiento. Las diferencias en las respuestas al
AT bajo sequia entre estos estudios y el nuestro, podrian deberse a los efectos de
las especies y de los cultivos, y a las diferencias en la edad y la hoja de la planta,

las caracteristicas fisico-quimicas del antitranspirante y a la intensidad del estrés.

La difusion de CO:z en las hojas esta restringida cuando el estoma se cierra
para evitar la pérdida de agua por la transpiraciéon (Chaves, 1991). Asi, la

capacidad para mantener la funcionalidad de la maquinaria fotosintética bajo
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estrés hidrico es de mayor importancia para la tolerancia a la sequia. El ratio
Fv/Fm, que caracteriza el punto de maximo rendimiento de las reacciones
primarias fotoquimicas en las hojas adaptadas a la oscuridad, no se vio afectado
después de 4 dias sin riego. Esto indica la moderada resistencia a la sequia del
fotosistema II (PSII). Chakir y Jensen (1999) proponen que el transporte
fotosintético del electron a través del PSII sea inhibido bajo estrés hidrico. En
nuestro experimento, la menor inhibicion ocurrié después de 8 dias sin riego a
concentracion estandar, pero no en una alta [CO:]. Kaiser (1987) atribuy¢ tales
descensos a un efecto directo de la deshidratacién en Rubisco, del aumento de la
hidrolisis de Rubisco (Evans, 1989), y a la disminucion en su capacidad catalitica.
Estos resultados indican que la reduccién de gs es la limitaciéon dominante a la
fotosintesis, durante la mayor parte del periodo de sequia-estrés. Esto esta
respaldado por el hecho de que el ritmo de transporte de electrones desciende
mucho menos que Aco, especialmente después de 8 dias sin riego. Este resultado
coincide con los de Delfine et al. (2002) para hojas de pimiento, donde la eficiencia
fotoquimica resistid a la sequia impuesta. Bota et al. (2004) concluyeron que la
discapacidad de la actividad de Rubisco y el contenido de RuBP no limitan la
fotosintesis hasta que la sequia es muy severa. Ademas, Tezara et al. (2002)
indicaron que la actividad Rubisco disminuye solo con valores bajos de gs, y la

respuesta estd influenciada por las especies consideradas.

Se observd una reduccién de Acoz en plantas control (regadas) en una alta
[COz]. Un rasgo comun en muchas plantas expuestas a un elevado CO, es una
aclimatacién que se caracteriza por la acumulacién de almidén y carbohidratos
solubles y una reducciéon en la fotosintesis. Esta reduccion, puede deberse a la
baja regulacién de la transcripcion de los genes relacionados con la
fotosintesis, a través de la deteccién y la sefializacidon de azticar (aumento de los
niveles de hexosa; inhibiciéon de la retroalimentacion) y la disminuciéon de la
expresion de Rubisco y otras proteinas implicadas en la fotosintesis, debido a la
aceleracion de la senescencia de la hoja (Jang y Sheen, 1997). Ademas, la tasa de
fotosintesis en una elevada [CO:] podria llegar a estar limitada por la velocidad a
la cual el carbono recién fijado se convierte en almidén y sacarosa. Una elevada
[COz] lleva a un aumento en la tasa de fotosintesis en pimiento dulce, y a mayores
niveles de almidén en hoja, pero después de 8 dias en una elevada [COz], el

almidén no disminuyd en estas plantas. De este modo, la aclimatacién a altas
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[COz] no se podria atribuir a la baja regulacién de la fotosintesis por una alta
concentracion de almidon, sino que mas bien estaria relacionada con la ontogenia
de la hoja. Kauder et al. (2000) observaron que el enriquecimiento en CO: también
acelera la senescencia de la hoja causando asi un cambio en el desarrollo, que
estaria relacionado con la reduccién de la fotosintesis. El hecho de que la subida
del nivel de CO: aumente la concentraciéon de almidén, podria indicar que los
azucares solubles se convierten rapidamente en almidén. Ludewiga et al. (1998)
estudiaron que los niveles elevados de CO: llevan a una tasa elevada de
fotosintesis en patatas jovenes, lo que da como resultado niveles mas altos de los
carbohidratos de la hoja, especialmente de almiddn. De acuerdo con Fitchner et al.
(1995), es de preveer poco almidon foliar en entornos que limitan el CO2, ya que la
produccion de los carbohidratos de almacenamiento solo ocurre generalmente
después de que se satisface la demanda de carbohidratos para el crecimiento

(sacarosa).

La escasez de agua da como resultado una reducciéon sustancial en el
crecimiento del cultivo y en el rendimiento (Foulkes et al., 2001). Sin embargo, las
plantas pueden adaptarse a la deficiencia de agua acortando su ciclo de
crecimiento, o tienen la capacidad de evitar el estrés de la sequia aumentando el
crecimiento de la raiz, incrementando asi sus absorciones de agua (Molnar et al.,
2004). Nuestros datos muestran una drastica reduccion de la respiracion de la raiz
después de una sequia severa bajo una [CO:] estandar, pero no a una [COz]
elevada, asi que una respuesta efectiva de la actividad de la raiz a una sequia
severa s0lo es posible bajo una alta [COz] (atribuible a un mayor crecimiento), con

la que también mejord la aplicacion foliar de AT.

El efecto del AT en el estado hidrico de la hoja depende claramente de la
[CO:]. Win et al. (1991) observaron que los tratamientos con AT aumentaron
significativamente el Ww en la hoja durante toda la sequia. Ademas, Polley et al.
(1999) indicaron que los efectos de una elevada [CO:] en OA son minimos; por lo
tanto, el mantenimiento del Ww menos negativo en plantas cultivadas a elevada
[COz], podria ser un resultado del control estomatico. Nuestros datos muestran
claramente que los niveles de prolina durante una sequia severa a elevadas [COz],
fueron la mitad que los de aquellos bajo el mismo estrés y [CO:] estandar, con lo
que se pone de manifiesto, el papel de la resistencia estomatica en la regulacion

del nivel del agua y la respuesta en la fotosintesis.
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Se ha planteado a menudo que numerosos procesos fisioldgicos y de
crecimiento sélo son Optimos si la turgencia del tejido estd por encima de un
determinado valor umbral. Sin embargo, el no emparejamiento de los estomas de
la mayor parte del tejido (Henson et al.,, 1983), debido a la existencia de un
gradiente de Ww entre ellos, hace que esta relacion (crecimiento y potencial
hidrico) sea menos clara (Nonami y Boyer, 1990). En los glicofitos, para mantener
la turgencia, el OA implica principalmente, la sintesis y la acumulacion
intracelular de osmolitos organicos como la prolina, otros aminodcidos, acidos
organicos, y aztcares solubles, a costa del crecimiento (Sanchez et al., 2004). En
condiciones de estrés, la acumulacidon de la mayoria de los aminodcidos se da en
la vacuola (Biissis y Heineke, 1998). La acumulacion de carbohidratos solubles y
el descenso en almiddn bajo estrés hidrico, que ocurre paralelamente al descenso
en el Ww y el RWC en plantas de pimiento (Goicoechea et al.,, 2000), podria
deberse a la degradacion del almidén mas que a la nueva sintesis de los azticares
solubles (Lee et al., 2008). La acumulacién de aztcares también puede funcionar
indirectamente en ROS (Cruz de Carvalho, 2008), y ayudar a mantener las
estructuras de las membranas y de las macromoléculas (Lee et al., 2008).

En estudios previos con diferentes especies, la acumulacién de prolina se
daba solo cuando la deshidratacion del tejido alcanzé un cierto umbral, sobre 75-
88% RWC (Good y Zaplachinski, 1994). En nuestras plantas de pimiento, la
acumulacién de prolina empezd cuando RWC descendié de los valores control
(90-95%) a casi el 85% en 380 umol mol"! CO;, y fue mas grande a RWC < 60%. El
papel de la prolina podria ser el de un osmolito compatible en el citoplasma y los
cloroplastos (Biissis y Heineke, 1998), manteniendo asi el balance osmotico
intracelular. Asumiendo una localizacién citopldsmica casi exclusiva de la
prolina, y que el citoplasma representa un 5-6% del volumen total de la hoja
(Biissis y Heineke, 1998), la concentracion de prolina citopldsmica es de 400-580
mM (380 pmol mol! CO2) o 200-240 mM (2000 pmol mol?) en las hojas de plantas
sin regar durante 8 dias. Hay pruebas de que la prolina también funciona como
un antioxidante en el control redox del metabolismo de la planta, en la
estabilizacion estructural de las membranas celulares y de las proteinas, y como
fuente de energia, reduciendo la potencia, el carbono y el nitrégeno en la

recuperacion después del estrés (Cushman, 2001).
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5. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta los objetivos

planteados al inicio de este trabajo, podemos concluir:

A)  Respecto a las plantas de pimiento:

. En las plantas cultivadas con una solucion nutritiva carente de N, la
urea foliar aumenta la concentracion de nitratos respecto a plantas carentes de N
sin aplicacion de urea foliar, independientemente de la temperatura aplicada en el
experimento a las plantas. Al combinar la aplicaciéon foliar de urea y metil

jasmonato, la concentracion de nitratos aumenta respecto a las plantas control.

. En relacién con el dafio oxidativo (peroxidacién lipidica), en plantas
cultivadas con una solucién nutritiva sin N, la urea foliar disminuye el dafio
respecto de las plantas carentes de N sin aplicacion foliar de urea a diferentes
temperaturas de crecimiento. En las plantas cultivadas con diferentes
concentraciones de NOs, a bajas concentraciones la urea aumenta los niveles de la
peroxidacion lipidica en relacion a las plantas cultivadas con altas
concentraciones de NOs. Combinando la urea con el metil jasmonato, la
peroxidacion lipidica aumenta respecto a las plantas control tanto a altas como a

bajas concentraciones de NOs-.

. Las concentraciones de las enzimas antioxidantes CAT y APOX
disminuyen al aplicar urea foliar en hojas de plantas cultivadas con una solucién
nutritiva sin N, respecto a las plantas sin aplicacion de urea. Al aplicar diferentes
temperaturas de crecimiento (10, 20 y 30°C), se observd que en plantas cultivadas
con una solucion nutritiva alta en N, las concentraciones de las enzimas
disminuyen respecto de las plantas cultivadas con soluciones deficientes en N,
siendo 20°C la temperatura mas significativa en el estudio, por las diferencias que
presentan las plantas al combinar el efecto de la temperatura, de la urea foliar, y

de la concentracion de nitrogeno.
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. La asimilacion de CO, tanto a moderadas como a altas temperturas,
aumenta al aplicar urea foliar en plantas cultivadas con una solucion nutritiva
deficiente en N, aunque la tasa de fotosintesis es mayor en plantas cultivadas con
una solucion nutritiva control. Al aplicar urea foliar y metil jasmonato en plantas
cultivadas con una solucién nutritiva alta en N, la fotosintesis aumenta respecto a

las plantas control.

. La aplicacion foliar de urea incrementa las concentraciones de
aminodcidos en hojas de plantas de pimiento cultivadas con una solucién
nutritiva control, frente a una solucién nutritiva deficiente en N. En general, la
aplicacion foliar de metil jasmonato también aumenta las concentraciones de

aminodcidos en hojas de plantas cultivadas a diferentes concentraciones de N.

. La aplicacion de AT resultd efectiva para gestionar el estrés hidrico
moderado, pero no el severo, en hojas de plantas de pimiento, especialmente bajo
una alta [CO2] (2000 pmol mol™). Este efecto sinérgico del AT y de una alta [COz]
también se dio en la respiracion radicular bajo condiciones de mayor estrés (8 dias
de sequia). Nuestros resultados indican que los efectos negativos en la fotosintesis
de pimiento, resultantes de la sequia, pueden ser mitigados por el AT bajo una
[CO:] mas elevada. La aplicacion de AT podria ser una practica efectiva para
reducir la pérdida de agua debido a un incremento en la superficie foliar a
elevada [COz].

B)  Respecto a los frutos de pimiento:
. En frutos de pimiento, las concentraciones de N aumentan al aplicar
urea foliar, tanto en frutos de plantas cultivadas con una soluciéon nutritiva

control, como con una solucién nutritiva deficiente en N.

. Durante su almacenamiento postcosecha a 5°C, el color de los frutos
se ve afectado: los frutos sin aplicacion foliar de urea disminuyen sus parametros
de L* a* y b*, tanto en frutos de plantas cultivadas con una solucion nutritiva rica
en N, como en frutos con una solucioén nutritiva deficiente en N. Las aplicaciones
foliares de urea y de antitranspirante, hacen que los frutos de pimiento tengan un

color mas rojizo, y por tanto, aceleraron la maduracién. Respecto a la firmeza, la
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aplicacion foliar de antitranspirante tiene un efecto positivo sobre los frutos a
bajas temperaturas, ya que aumenta la firmeza de los mismos en comparacién con

frutos control y frutos tratados con urea foliar.

. La aplicacion de urea foliar eleva la concentracion de los compuestos
fenolicos en frutos almacenados a bajas temperaturas, respecto a los frutos sin

ninguna aplicacion foliar.

. La peroxidacion lipidica se incrementa en frutos de pimiento sin
aplicacion foliar de urea en plantas cultivadas con una solucién nutritiva
deficiente en N. En frutos de pimiento almacenados a bajas temperaturas, la urea
foliar disminuye los niveles de peroxidacion lipidica con respecto a las plantas sin

aplicacion foliar.

. Las concentraciones de las enzimas antioxidantes CAT y APOX,
aumentan al no aplicar urea foliar en frutos de plantas cultivadas con una
solucion nutritiva deficiente en N, mientras que en frutos almacenados a bajas
temperaturas, las aplicaciones foliares, tanto de urea como de antitranspirante,
elevan las concentraciones de estas enzimas con respecto a las plantas sin

aplicacion foliar.

. Las concentraciones de los aminoacidos en frutos de pimiento
almacenados a bajas temperaturas, se incrementan con las aplicaciones foliares de
urea y de antitranspirante, si bien los aumentos mas significativos se producen en

las concentraciones de arginina.
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