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RESUMEN

La agricultura ecoldgica ha adquirido gran importancia en los ultimos afios. La demanda de
productos con mejor calidad organoléptica y nutricional abre la via a las variedades locales y
ecotipos tradicionales. El proyecto Tesoro Agroecoldgico de Villena constituye una apuesta por
la produccién ecolégica y la recuperacion de ecotipos y variedades de cultivos tradicionales,
entre ellos la zanahoria morada. El primer objetivo de este trabajo es evaluar una coleccién de
accesiones de zanahoria morada y naranja de agricultores locales y casas de semillas por su
calidad organoléptica y nutricional bajo condiciones de cultivo ecoldgico en el territorio de
Villena. Se han determinado los niveles de azlcares y antocianinas por cromatografia HPLC en
dos fechas de cosecha. Tras los andlisis se llevé a cabo una seleccidn varietal en base a la mejor
calidad organoléptica y nutricional y similitud con el ecotipo de zanahoria morada de Villena. El
segundo objetivo fue la evaluacidon de las selecciones de cinco accesiones de zanahoria

tradicional morada de Villena pertenecientes a agricultores locales durante el segundo afio.

El ANOVA del analisis del primer afio reveld una contribucién significativa de la variedad, la fecha
de cosechay su interaccion para la variaciéon observada en los compuestos quimicos estudiados
(excepto la fecha de cosecha para fructosa y glucosa). Se encontré una amplia variabilidad en el
contenido en azlcares y antocianinas para cada fecha de cosecha y para cada entrada. Tanto en
promedio como en la mayoria de las entradas individuales, el contenido en azucares y
antocianinas aumentaba con la fecha de cosecha. Se encontraron correlaciones positivas entre
el CSS con el contenido en sacarosay azlcares totales y el contenido en antocianinas y el espesor
morado. En cambio, el contenido en azlcares totales se correlacioné negativamente con el
tamanfio de la planta. El andlisis de componentes principales confirma el perfil distintivo entre la
zanahoria morada tradicional de Villena y las demas accesiones y la variacion dentro de este
grupo. El ensayo del segundo afo permitid observar la estabilidad de las accesiones
seleccionadas de zanahoria tradicional morada de Villena. De acuerdo con el analisis de
variacion, el efecto genotipo y el efecto afio fueron significativos para los compuestos quimicos
estudiados (a excepcion del afio para el contenido en azlcares totales, cianidin-3-(2”’-xilosa-6-
glucosa-galactésido y cianidin-3-(2"'-xilosa-galactdsido) y antocianinas totales). También se
confirmé que existia una ligera variacion entre las accesiones seleccionadas de zanahoria
morada de Villena para el contenido en azlcares y antocianinas. Estos resultados permitiran la
seleccidn de accesiones locales de zanahoria morada con mejor calidad, parecidas la ecotipo de

Villena y adaptadas al cultivo ecolégico en el territorio de Villena.

Palabras clave: agricultura ecolégica, zanahoria morada, azucares, antocianinas.



ABSTRACT

Organic agriculture has become very important in recent years. The demand for products with
better organoleptic and nutritional quality opens the way to local varieties and traditional
ecotypes. The Tesoro Agroecoldgico de Villena project is a challenge for organic production and
the recovery of ecotypes and varieties of traditional crops, including the purple carrot. The first
objective of this work is to evaluate a collection of purple carrot and orange accessions from
local farmers and seed companies for their organoleptic and nutritional quality under organic
farming conditions in the territory of Villena. The levels of sugars and anthocyanins were
determined by HPLC chromatography on two harvest dates. After the analyses, a varietal
selection was carried out based on the best organoleptic and nutritional quality and similarity
with the purple carrot ecotype of Villena. The second objective was the evaluation of the
selections of five accessions of traditional purple carrots from Villena, belonging to local farmers,

during a second year.

The ANOVA of the first year analysis revealed a significant contribution of variety, harvest date
and their interaction to the variation observed in the chemical compounds studied (except
harvest date for fructose and glucose). A wide variability in sugars and anthocyanin content was
found for each harvest date and for each entry. Both on average and for most individual entries,
sugars and anthocyanin content increased with harvest date. Positive correlations were found
between CSS with sucrose and total sugars content and anthocyanin content with purple
thickness. In contrast, total sugars content was negatively correlated with plant size. Principal
component analysis confirms the distinctive profile between the traditional purple carrot from
Villena and the other accessions and the variation within this group. The second year assay
allowed observing the stability of the selected accessions of traditional purple carrot from
Villena. According to the analysis of variation, the genotype effect and the year effect were
significant for the chemical compounds studied (with the exception of year for total sugars,
cyanidin-3-(2"-xylose-6-glucose-galactoside) and cyanidin-3-(2"-xylose-6-glucose-galactoside)
and total anthocyanins). It was also confirmed that there was a slight variation among the
selected accessions of purple carrot from Villena for sugars and anthocyanin content. These
results will allow the selection of local accessions of purple carrot with better quality, similar to

the ecotype of Villena and adapted to organic cultivation in the territory of Villena.

Keywords: organic culture, purple carrot, sugars, anthocyanins



1. INTRODUCCION

1.1 Importancia econdmica de la zanahoria

La zanahoria es uno de los diez cultivos de horticolas con mas importancia econdmica, en
términos de produccién, detras de los tomates, cebollas, pepinos, coles y berenjenas (Figura 1).
La zanahoria es el Unico miembro de la familia Apiaceae que forma parte de las 22 hortalizas

mas producidas (FAO 2021).
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Figura 1 | Produccion en toneladas a nivel mundial de las principales hortalizas en 2018 (FAO,
2021).

Desafortunadamente, las estadisticas de la FAO combinan la produccién de nabos con
zanahoria, como lo hacen con otros cultivos de hortalizas primarias, como la coliflor y el brdocoli.
En consecuencia, las estadisticas presentadas en las Tablas 1 y Figuras 1y 2 incluyen los valores
combinados para zanahoria y nabo. La zanahoria representa la mayor parte de los valores de
produccién. En Europa, la produccion de nabo a principios de los afios 90 fue de menor de un
1% que la zanahoria (Ramchiary & Kole, 2019). En Espafia, la produccién de nabo supuso un 2%

respecto al total de produccidn de zanahoria y nabo en 2018 (MAPAMA, 2021).



La produccién global de zanahoria ha aumentado constantemente en los ultimos 50
afios (FAO 2021). Este incremento ha sido especialmente notable en Asia seguido de Europa
(Figura 2). Segun la FAO en 2018, la produccion de zanahoria mundial llegd a 41.904.105
toneladas en 1.100.330 millones de hectareas. Gracias al desarrollo de nuevos cultivares se

puede encontrar zanahoria durante todo el afio (Philipp W. Simon et al., 2008).
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Figura 2 | Produccion total de cultivos de zanahoria + nabo a nivel mundial y regional 1961-2018
(FAO, 2021).

Hoy en dia la zanahoria se cultiva en todo el mundo con gran adaptacién a las zonas
templadas de Europa, Asia y América. El continente con mayor extension de terreno dedicada
al cultivo de zanahoria es Asia, donde se encuentra mas de la mitad de la superficie total. Dicho
continente también es el principal productor, con casi un 65% de la produccién mundial. Europa

es el segundo en superficie cultivada y en produccién total (Tabla 1).

Tabla 1 | Area cosechada en hectéreas y produccién en toneladas de zanahoria y nabo en los diferentes continentes
y su porcentaje respecto al mundial en 2018 (FAO, 2021).

Area cultivada (ha)  Porcentaje (%) Produccion (t) Porcentaje (%) Rendimiento (t/ha)

Africa 123807 11,3 2285849 5,5 18,5
Américas 112046 10,2 3628252 8,7 32,4
Asia 626472 56,9 27557944 65,8 44,0
Europa 230599 21,0 8069989 19,3 35,0
Oceania 7406 0,7 362071 0,9 48,9
Mundo 1100330 41904105




Espaia es el noveno pais productor de zanahoria de la UE, con un 4,7% de la produccion
total de la Unidn Europea en 2018. La superficie cultivada ha disminuido llegando a las 6.500
hectdreas en 2018, con una produccidon de 384.300 toneladas (FAO, 2021). A nivel interno, la
Comunidad Auténoma con mayor produccién fue Castilla y Ledn, con 183.988 toneladas en
2018, seguida de Andalucia, Castilla la Mancha, Comunidad Valenciana y Canarias (Tabla 2)

(MAPAMA, 2021).

Tabla 2 | Analisis provincial en Espaiia de superficie (en hectdreas) y produccidn (en toneladas) de zanahoria en 2018
(MAPAMA, 2021).

Provincias y Comunidades Auténomas Superficie total (ha) Produccion (toneladas)
ESPANA 6550 382427
Castillay Leén 2580 183988
Andalucia 2687 141516
Castilla la Mancha 386 23737
C. Valenciana 154 8724
Canarias 233 7516
La Rioja 71 4629
Galicia 121 2809
Cataluia 131 2454
Navarra 26 2267
Madrid 44 1408
Pais Vasco 40 1321
R. de Murcia 32 1246
Baleares 43 737
Aragon 1 45

P. de Asturias 1 12
Cantabria - -
Extremadura - -

1.2 Morfologia, fisiologia y manejo del cultivo

La zanahoria es una planta herbdcea con las hojas dobles o triplemente pinnado-partidas, en
roseta y con peciolos largos. Las flores son pequefias de color blanco o amarillento formando
una umbela compuesta que comprende a su vez varias subunidades. La zanahoria presenta
antomonoecia (flores masculinas y hermafroditas en la misma planta) y protandria en las flores
hermafroditas (el estigma madura tras la dehiscencia de las anteras). La fecundacién es alégama

y entomdfila. El fruto es un diaquenio y las semillas son pequeinas y elipticas. El poder
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germinativo se conserva durante 3-4 afios. El objetivo del cultivo de la zanahoria es |la produccion
de su raiz carnosa. Se trata de un sistema radicular constituido por una raiz pivotante
hipertrofiada y raices laterales relativamente pequefias. Se observan diferencias de color,
tamanfio y forma en las distintas variedades. Se pueden encontrar zanahorias naranjas, rojas,
moradas e incluso blancas, y ademas el xilema puede estar pigmentado de forma diferente al

floema (Bradeen & Simon, 2007; Linke et al., 2019).

La zanahoria es una planta de ciclo bianual. El primer afio de cultivo desarrolla una roseta
de hojas. Posteriormente, almacena las reservas en su propia raiz. El segundo afio, tras un
periodo de frio o vernalizacion, emite el tallo floral y finalmente produce el fruto (Bradeen &

Simon, 2007; Wohlfeiler et al., 2019)

La vernalizacidn consiste en la transicion de los meristemos de fase vegetativa a fase
reproductiva por la exposicidn a un periodo de frio. Las zanahorias silvestres son en su mayoria
anuales y las zanahorias cultivadas bianuales o de floracién tardia (Wohlfeiler et al., 2019). Sin
embargo, las zanahorias cultivadas se pueden manipular como cultivo anual en los programas
de mejora. Para ello, se siembra en areas de produccién mas cdlidas, se cosecha y
posteriormente se vernaliza en almacenamiento refrigerado durante, al menos, 6 semanas.
Luego, la produccién de semilla se lleva a cabo en un drea mas fresca para completar el ciclo en

el periodo de un afio (Simon et al., 2008).

Las zanahorias son un cultivo de temporada fria con un déptimo de crecimiento de entre
15y 259C. Se ha producido una expansion del cultivo de zanahoria a zonas con climas calidos lo
cual indica la continua mejora de este cultivo (Ramchiary & Kole, 2019). Las primeras hojas
verdaderas emergen tras una o dos semanas tras la germinacion. La elongacion del tallo es
suprimida durante la fase vegetativa. El engrosamiento de la raiz se da en la sexta o séptima
semana tras la germinacidn. Tras el tratamiento de frio, de forma natural en el campo o en
camaras refrigeradas, se induce la elongacién del tallo y la transicidn a un meristemo floral. Tras
la polinizacion, fertilizacion y desarrollo de semillas, el ciclo reproductivo termina con Ia

senescencia y declive de la planta (Figura 3) (Linke et al., 2019)

La zanahoria es un cultivo que presenta gran sensibilidad al medio ambiente en el que
se desarrolla. Tras la nascencia, no tolera temperaturas altas. Por otro lado, si cuando llegan
temperaturas frias, el cultivo tiene las raices poco desarrolladas estas no llegaran a alcanzar el
tamanfio adecuado. Su cero vegetativo suele establecerse en 7 2C y su temperatura éptima de

crecimiento entre 15 y 18 2C-. Es una planta exigente en humedad. El estrés hidrico puede



inducir la formacion de fibrosidades en las raices que la deprecian y, en caso de alternancia con

grandes aportes de agua, resquebrajamientos radiculares (Maroto, 2002)

FASE VEGETATIVA FASE REPRODUCTIVA

Figura 3 | Fase vegetativa y generativa del desarrollo de la zanahoria. Adaptada de Linke et al, (2019).

Son recomendables los suelos ricos, de textura ligera o media. Los terrenos compactos
provocan fibrosidad y menor longitud de las raices. Es una planta moderadamente tolerante a
la acidez (5,5 < pH < 6,8). La zanahoria se considera bastante sensible a la salinidad de suelos y

aguas (Gaviola, 2013)

La zanahoria se siembra directamente en campo. El objetivo es posicionar las semillas
en el suelo para que germinen rdpidamente y minimizando la competencia con las otras
plantulas. La densidad de siembra (nimero de plantas/ha) influye directamente sobre le
rendimiento. Con una densidad elevada, la precocidad disminuye y el calibre medio de las raices
baja. Al contrario, una densidad baja facilita la precocidad, la longitud y el calibre. Dependiendo
de la variedad y la época de siembra deberemos variar la densidad de siembra que entre

1.500.000 y 1.800.000 semillas/ha (Gaviola, 2013).

La zanahoria no es un cultivo que precise de muchas labores una vez implantado. Con la
finalidad de favorecer la aireacién del suelo y la eliminacidn de malas hierbas se pueden dar uno

o varios pases entre lineas/lomos, con fresadora o cultivadores (Maroto 2002).



1.3 Taxonomia, origen, domesticacion y difusion de la zanahoria

La familia Apiaceae (Umbelliferae) engloba 466 géneros y 3820 especies. Es una de las familias
mas grandes e incluye especies como la chirivia, el hinojo, el apio, la raiz de perejil, el apio nabo,
la arracacha y muchas hierbas y especias. La zanahoria pertenece al género Daucus y la especie
es Daucus carota Linn, la mas cultivada de esta familia (Bradeen & Simon, 2007; Philipp W. Simon

et al., 2008; Spooner, 2019).

Esta familia esta bien definida morfolégicamente por una serie de caracteres. Sin
embargo, las relaciones filogenéticas dentro de la familia de las Apiaceae han sido objeto de
gran controversia, incluida las relaciones dentro del género Daucus. En los ultimos anos se han
hecho estudios moleculares y se ha utilizado la secuenciacién de ADN de préxima generacion
(NGS). Gracias a estos nuevos estudios, se esta llevando a cabo una revisién constante para

definir y entender el género Daucus (Spooner, 2019).
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Figura 4 | Esquema del origen y difusion de la zanahoria por el mundo. Fuente: (Ellison, 2019)

El género Daucus incluye aproximadamente 20 especies distribuidas por todo el mundo,
la mayoria se encuentran en el Mediterraneo. Sin embargo, Daucus carota L. tiene su centro de
origen en Asia Central (Philipp W. Simon et al., 2008). El uso de zanahoria como cultivo de raiz
data de hace 1100 afos en Afganistan, centro de diversidad. Las zanahorias moradas y amarillas
se difundieron hacia el oeste hasta Siria, Africa del Norte, la regién del Mediterraneo y el Sur de
Europa en los siglos Xl y XIV. Turquia se considera un centro secundario de diversidad debido a

la gran diversidad de tipos que encontramos en la actualidad. La difusién de la zanahoria hacia
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el este no estd tan bien documentada. Se piensa que primero llegd a China y luego a Japdn en el
1700 (Figura 4) (Bradeen & Simon, 2007; Simon et al., 2008; Stolarczyk & Janick, 2011; Ellison,
2019). La zanahoria morada es popular de las regiones del este y la zanahoria amarilla en las
regiones del oeste. La zanahoria naranja se describié por primera vez en Europa, fruto de la

mejora genética del siglo XVII (Ramchiary & Kole, 2019).

El sindrome de domesticacion de la zanahoria supuso un cambio en las caracteristicas
fenotipicas: aumento de carotenoides, antocianinas, contenido en azlcares, pérdida de
ramificacion lateral de la raiz, crecimiento bianual, aumento del tamafio de la raiz y variacién en
la forma (Ellison, 2019). El color ha cambiado drasticamente durante la domesticacion del
cultivo. Las zanahorias silvestres son blancas o amarillo palido, mientras que las primeras
zanahorias domesticadas eran moradas y amarillas (Philipp W. Simon et al., 2008). Tras la
domesticacion, los caracteres de calidad que se mejoraron fueron el flavor, nutricidn,
uniformidad, tolerancia a estreses bidticos y abidticos y esterilidad masculina (Figura 5) (Ellison,

2019).

Domesticacion primaria Domesticacion secundaria Mejora
Raiz principal agrandada Presencia de caroteno Sabor
Hébito de crecimiento bienal Pérdida de ramificacion lateral Uniformidad

Reduccién de la ramificaciéon
lateral
Presencia de luteina 'y

Forma
Sabor

Esterilidad masculina
Acumulacién de antocianinas y

carotenoides

antocianinas Tolerancia e estreses (A)bidticos

Figura 5 | Sindrome de domesticacion de la zanahoria (domesticacion primaria, la domesticacion
secundaria y la mejora de la zanahoria). Se detallan los cambios fenotipicos en cada etapa. Adaptada de:
(Ellison, 2019).

Actualmente las zanahorias se dividen en dos grupos, las variedades occidentales,

Daucus carota ssp. sativus var sativus, en las que predominan las coloraciones rojo-anaranjadas,



y son las que mas se comercializan en Europa, y las variedades orientales, Daucus carotaa ssp.
sativus var. atrorubans Alef., que presentan coloraciones que abarcan del violeta oscuro al

amarillo (Xu et al., 2019).

1.4 Caracteres de interés en la mejora de la calidad de la zanahoria

La calidad organoléptica hace referencia a la percepcién sensorial por parte del consumidor.
Esta impresién viene dada principalmente por el contenido en azucares, acidos y volatiles. La
calidad nutricional es la capacidad de los alimentos para proporcionar los nutrientes necesarios
para una buena salud. En hortalizas como la zanahoria, esta calidad depende de la cantidad y
calidad de macronutrientes y micronutrientes. Dentro de la calidad nutricional se encuentra lo
gue se denomina “calidad nutracéutica”, que se refiere a la presencia de compuestos que
confieren beneficios para la salud humana, también llamados compuestos bioactivos. En la
zanahoria naranja destaca el contenido en carotenoides, mientras que, en la zanahoria morada,
objeto de estudio de este trabajo, destaca el contenido en antocianinas. A continuacion, se

comentardn los azlcares (calidad organoléptica) y las antocianinas (calidad nutracéutica).

Azucares

Los carbohidratos o azucares son moléculas basadas en el carbono y ricas en grupos hidroxilo.
Segun el grado de complejidad se puede distinguir: monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos,
polisacaridos y carbohidratos complejos. Los azlcares que contienen un grupo hemiacetal o
hemicetal libre se denominan azucares reductores, por ejemplo, la glucosa y la fructosa. Los
azlcares no reductores son aquellos que no pueden oxidarse por agentes oxidantes suaves

porgue no tienen un grupo hemiacetal libre. La sacarosa es un azucar no reductor.

Las zanahorias tienen un sabor complejo. Las propiedades organolépticas (de sabor) de
la zanahoria se deben principalmente a la presencia de azlcares. El dulzor de este vegetal es un

importante indicador de aceptacidon por parte de la poblacién (Alasalvar et al., 2001).

Los principales carbohidratos que se encuentran en la raiz de la zanahoria son azucares
libres reductores y no reductores (glucosa, fructosa y sacarosa) y algunos carbohidratos
complejos. Glucosa, fructosa y sacarosa suponen mas del 95% de azucares libres y el 40-60% de

los carbohidratos almacenados en la raiz. El contenido en azucares reductores y azlcares totales
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estd influenciado por el genotipo. Se ha encontrado gran variacién en germoplasma de
zanahoria. Las variedades europeas y americanas tienen un 18% mas de azlcares totales que las
variedades asiaticas. Ademas, dicho contenido también esta afectado por factores ambientales

como el suelo, el agua y el clima (Cavagnaro, 2019).

El contenido total de azlcares en zanahoria varia de un 3 a un 8% donde predomina la
sacarosa y en menor medida glucosa y fructosa (Alasalvar et al., 2001). Baranski et al., 2012
observaron que el ratio de azlcares no reductores/ azlcares reductores variade un 1.1 aun 9.6
con una media de 2.5. Esta gran variacién es de gran importancia en los programas de mejora.
Para aumentar el sabor de zanahorias de consumo en fresco, se selecciona para un alto
contenido de azlcares reductores. En cambio, para chips fritas de zanahoria se prefiere un bajo

contenido de azucares reductores.

Antocianinas

Las antocianinas pertenecen al grupo de los compuestos fendlicos llamados flavonoides. Son
responsables de una amplia variedad de colores, desde el rojo hasta el azul y el morado. Se
encuentran en flores, frutas y vegetales (Assous et al., 2014; Tsutsumi et al., 2019). En la planta,
desempenan funciones como atraccidn de insectos polinizadores, proteccién contra la luz

ultravioleta y mejora de tolerancia a estreses abidticos y bidticos (Cavagnaro & lorizzo, 2019).

Las antonianas son utilizadas en la industria alimentaria como colorantes naturales para
zumos y otras bebidas. Ademas, por su alta capacidad antioxidante, pueden tener un efecto
antiinflamatorio, mejor visidon y un posible papel en la reduccién del riesgo de enfermedades

coronarias y cancer (Arscott et al., 2010; Cavagnaro, 2019; lorizzo et al., 2020; Lee et al., 2011).

Las antocianinas se sintetizan a través de la via fenilpropanoide, una rama tardia de la
via del 4cido shikimico (Herrmann & Weaver, 1999). La estructura quimica de estos compuestos
consiste en un cromoforo central (antocianidina) que varia en el nUmero y las posiciones de los
grupos hidroxilo y metilo. Las antocianidinas mas comunes en plantas superiores son:
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina (Davies et al., 2017). Las
antonianinas son antocianidinas unidas a restos de azlcares. Estos restos de azucares pueden
estar acilados. La combinacidn de diferentes antocianidinas, azicares y acidos organicos da lugar

a mas de 600 antocianinas naturales (Cavagnaro & lorizzo, 2019).

La estabilidad quimica y la biodisponibilidad de las antocianinas esta relacionada con el

grado de acilacién y glicosilacidn. Las antocianinas aciladas (AA) son quimicamente mas estables
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por lo que se prefieren para la industria de colorantes naturales. En cambio, las antocianinas no
aciladas (ANA) destacan por su mayor biodisponibilidad. Se seleccionan para aumentar el valor
nutricional del cultivo ya que influye en los beneficios que porta a la salud humana (lorizzo et

al., 2020).

La zanahoria morada contiene una mayor proporcion de AA que ANA (Kammerer et al.,
2004). Se ha encontrado gran variacion del contenido total de antocianinas y del ratio AA:ANA
en distintas lineas de zanahoria morada. Kammerer et al., (2004) evaluaron 15 accesiones e
informaron de un rango de 0,5-191 mg/100g de peso fresco (pf) de antocianinas totales. En
cambio, Bannoud et al (2018) examinaron 25 accesiones de zanahoria morada, incluyendo
poblaciones de polinizacion abierta y cultivares hibridos, y encontraron un contenido total de

antocianinas en un rango de 1-229 mg/100g pf.

Las principales antocianinas en la zanahoria morada son glucdsidos de cianidina. Se han
encontrado 5 compuestos principales, dos antocianinas no aciladas, cianidin-3-(2"-xilosa-
galactdsido) (Cy3XG) vy (cianidin-3-(2”-xilosa-6-glucosa-galactdsido) (Cy3XGG), y tres
antocianinas aciladas (cianidin-3(2"'-xilosa-6""-sinapoil-glucosa-galactdsido) (Cy3XSGG), cianidin-
3-(2”xilosa-6"-feruloil-glucosa-galactdsido) (Cy3XFGG), y cianidin-3-(2"'-xilosa-6"’(4-coumaroil)-

glucosa-galactésido) (Cy3XCGG) (Figura 6) (Tsutsumi et al., 2019).

A P B n { ‘ C !‘ /
V > | l \('- ’.“ ” v‘— \ ‘ A ¥ ) J "" w e
R % %X
e Oy3XG -4 R Cy3XSGG
T Cy3XGG ¢
D ¥

AT eyaxees
Y

e

ey Cy3XFGG

Figura 6 | Estructura quimica de las principales antocianinas presentes en la zanahoria morada: A) cianidin-3-(2"'-xilosa-
galactésido) (Cy3XG); B) (cianidin-3-(2”'-xilosa-6-glucosa-galactdsido) (Cy3XGG); C) (cianidin-3(2"'-xilosa-6"'-sinapoil-
glucosa-galactésido) (Cy3XSGG); D) cianidin-3-(2"’xilosa-6"'-feruloil-glucosa-galactdsido) (Cy3XFGG) y E) cianidin-3-(2"'-
xilosa-6"'(4-coumaroil)-glucosa-galactdsido) (Cy3XCGG). Adaptada de: Tsutsumi et al., (2019)
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El contenido y la proporcidn relativa de los pigmentos de antocianinas individuales varia
entre las accesiones. Segin Kammerer et al. (2004) Cy3XFGG fue la antocianina mas abundante
en 13 de las 15 accesiones evaluadas. Esta variabilidad encontrada en las accesiones de
zanahoria morada expone que hay suficiente variabilidad en el germoplasma de zanahoria
morada para la seleccién de materiales con un alto contenido de AA para la produccién de
colorantes alimentarios y un contenido alto de ANA para incrementar el valor nutricional por

ejemplo, para el consumo en fresco (Cavagnaro & lorizzo, 2019).

1.5 Aspectos del cultivo ecoldgico

El sector de la agricultura, ademas de importantes aspectos econdmicos, tiene una influencia
directa en el mantenimiento del medio rural y el medio ambiente. En este sentido,

Conferencia Ministerial de Agricultura OCDE de 2016 identific6 como objetivo prioritario la
contribucidon a una producciéon y uso de recursos sostenibles. Se pretende fomentar una
agricultura competitiva, pero a la vez sostenible, de bajos insumos, que obtenga mas con menos

y funcione en armonia.

La Organizacidn de las Naciones Unidas definié como cultivo ecoldgico aquel proceso
qgue con medio naturales consigue producir alimentos sin la necesidad de afadir compuestos de
sintesis (FAO, 2021). La agricultura ecoldgica estd adquiriendo importancia debido a la
concienciaciéon de los ciudadanos e instituciones y érganos de gobierno hacia el cambio
climatico. Cada vez somos mas conscientes de los limites de la capacidad de recuperacién de los
recursos naturales, el riesgo de empobrecimiento o colapso y la posible pérdida de sus valores

(Stopes et al 2010).
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Figura 7 | Evolucion por continentes del area (millones de hectareas) dedicada a la agricultura ecoldgica
2011-2018 (FIBL-IFOAM, 2021). 13



La superficie destinada a cultivo ecoldgico en Europa crece continuamente, ha pasado
de 10,5 millones de hectareas en 2011 a mas de 15 millones de hectareas en 2018 (Figura 7).
Este aumento se debe principalmente al apoyo al sector, tanto por los consumidores como de
instituciones publicas. De este modo, mas del 20% de la superficie ecoldgica del mundo se
localiza en Europa, donde Espafia es el pais con mayor superficie destinada, seguida de Francia
e Italia (Figura 8). No obstante, Espafia auin se queda lejos en proporcién de superficie destinada
a cultivo ecolégico respecto a la total cultivada (alrededor del 6%) en comparacion a otros paises

del centro y norte de Europa como Austria (19%) o Suecia (16%).

Share of organic agricultural land 47 Mala -
<% Cyprus
1-5% 6'02
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Figura 8 | Superficie europea en hectéreas dedicadas al
cultivo ecoldgico en 2018 (FIBL, 2021).

1.6 Tesoro Agroecoldgico de Villena

En Espafia, hay territorios en los que la superficie ocupada por agricultura ecoldgica supera la
media nacional, como la Comunitat Valenciana. Para seguir promoviendo el aumento de dicha
superficie, se ha llevado a cabo el | Plan Valenciano de Produccion Ecoldgica (2016-2020) cuyo
objetivo es alcanzar el 20% de superficie cultivada en el afio 2020 (Conselleria d’Agricultura,
Medi Ambient, Canvi Climatic i Desenvolupament Rural, 2021). En los ultimos afios, la cuidad de

Villena y su entorno agrario ha apostado por la produccidon ecoldgica, incentivando vy
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organizando jornadas y cursos vinculadas a ésta, e incluso dispone de un servicio de

asesoramiento municipal (SEAE, 2021; Ayuntamiento de Villena, 2021).

Por otro lado, la produccion hortofruticola de la zona de Villena es representativa a nivel
nacional por su adaptacion al cambio climatico debido a la salinizacidén y desertificacion de la
zona. A este respecto, la produccion ecolégica ofrece una gran oportunidad a las variedades
locales y ecotipos tradicionales de hortalizas y frutales. En un programa de mejora para
adaptacion cultivo ecoldgico, es imprescindible partir de variedades tradicionales, pues es de
esperar una mejor respuesta a las condiciones de bajos insumos. Estos materiales son fruto de
un proceso, durante generaciones de agricultores, de seleccion y adaptacion a condiciones
agroclimaticas locales de bajos insumos, en comparacién con aquellas para las que se han

seleccionado las modernas variedades F1 (Dwivedi et al., 2016; Fita et al., 2015).

Ademas, promover el cultivo de variedades tradicionales ayuda indirectamente a
proteger la diversidad agricola, reducir el fenédmeno de la erosion genética en las ultimas
décadas y promover la adaptabilidad a los problemas de producciéon agricola como los

relacionados con el cambio climdtico (Rosenzweig et al., 2014; FAO, 2021).

Hoy en dia, los consumidores demandan cada vez mas productos con mejor calidad
organoléptica y nutricional. Se estan identificando las variedades tradicionales con mejores
caracteristicas en condiciones ecoldgicas, incluyendo factores relacionados con el sabor
(azucares, acidos), el aroma (volatiles con impacto sensorial) y el flavor (combinacion de los
anteriores durante la masticacidn), asi como el contenido en compuestos bioactivos (Figas et al.,
2015; Rodriguez-Burruezo et al., 2010). De este modo, se relaciona la produccion agroecoldgica

con el sabor de lo tradicional, confiriéndole un mayor valor afiadido.

Finalmente, promover el uso de ecotipos y materiales locales tradicionales favorece el
consumo de proximidad, uno de los pilares de la agricultura sostenible, y ademas permite a los
agricultores diversificar su produccién, con unos productos dotados de mayor valor afiadido, por
los que el consumidor esta dispuesto a pagar precios mas justos, motivando a nuevas

generaciones de agricultores y contribuyendo a mantener el tejido socioeconémico agrario.

En este contexto, la Cooperativa Agricola Villena es uno de los principales operadores
agroalimentarios de la Comunitat Valenciana. Con casi 100 anos de historia, 300 socios y
decenas de empleados, incluyendo mas de 20 técnicos, esta cooperativa provee, entre otros
distribuidores, a la mayor cadena de supermercados de Espana varios productos a nivel
nacional, destacando por ser una de las principales comercializadoras de zanahoria (>50.000

t/afio) y cereza de Espafia (Agricola Villena, 2021).
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En los ultimos afios, la cooperativa Agricola Villena se ha visto cada vez mas implicada
en la produccion agroecolégica. De este modo surge el proyecto Tesoro Agroecolégico de Villena
en colaboracién con el Instituto de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana
(COMAV-UPV), como Institucién Publica de Investigacidon, y la Cooperativa Agricola Villena,
como empresa del sector agroalimentario, incentivado a través del Programa Desarrollo rural

de la Comunitat Valenciana 2014-2020.

Esta iniciativa constituye una apuesta por la produccién ecoldgica y la recuperacion de
ecotipos y variedades locales de cultivos tradicionales, en concreto la cereza, la zanahoria
morada y el pimiento blanco (Figura 9). El objetivo es seleccionar materiales adaptados a
produccién ecoldgica y la cadena de valor, con alto valor afiadido por su calidad organoléptica y

nutricional y siguiendo un esquema participativo.

Figura 9 | Variedades locales del territorio de Villena: A) Cereza; B) Pimiento blanco y C) Zanahoria morada
(Agricola Villena, 2021)

En las evaluaciones del material vegetal se estan considerando caracteres como la
productividad en cultivo ecoldgico, facilidad de manejo y cultivo, calidad visual, aptitud
poscosecha y calidad del producto. En el caso de la calidad, se consideran las especificidades y
atractivos propios de cada cultivo. En concreto, en zanahoria morada se estd poniendo énfasis
en el sabor, dulzor, firmeza de la raiz y morfologia recta, intensidad del color morado y
caracteres de calidad propios (antocianos, vitamina C, perfil de volatiles responsables de aroma

y flavor).
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2. OBJETIVOS

El objetivo global de este Trabajo de Fin de Master es evaluar los resultados de un proyecto
dirigido a recuperar materiales representativos de zanahoria morada del territorio de Villena. La
seleccion de los mejores materiales se realiza en base a caracteres agrondmicos, poscosecha y
analiticas para la calidad nutricional y organoléptica del producto, este ultimo punto es el que

se evaluara en este trabajo.

En primer lugar, se parte una coleccién de variedades de zanahoria morada procedentes
del banco de germoplasma del COMAV y de agricultores locales y casas de semillas involucradas
en esta labor de conservacion. Estos materiales fueron cultivados bajo cultivo ecoldégico en el
territorio de Villena durante la campafia de 2019. Entre los pardmetros asociados a la calidad de

fruto analizados en el laboratorio, destacan el contenido en azlcares y antocianinas.
De este modo se presente determinar:

e Las diferencias morfolégicas en la colecciéon de accesiones de zanahoria utilizando los
descriptores mas representativos.

e Lacontribucidn que los efectos variedad (genotipo), fecha de cosechay las interacciones
entre éstos, pueden tener sobre la variacidn en glucosa, fructosa, sacarosa, azucares
totales, contenido en soélidos solubles, antocianinas individuales y totales.

e El estudio detallado de como la diferencia de un mes en la fecha de cosecha afecta a los
niveles de azucares (individuales y totales) y antocianinas (individuales y totales), tanto
en términos generales como a nivel individual.

e Estimar las correlaciones entre los caracteres morfoldgicos y quimicos utilizados en este
ensayo para esta coleccion de accesiones de zanahoria morada y naranja.

e Observar la distribuciéon de estas accesiones mediante un andlisis de componentes
principales y su correlacidn con los caracteres morfoldgicos y quimicos utilizados en este

ensayo.

Tras este estudio, se pretende seleccionar las mejores accesiones de zanahoria tradicional
morada de Villena en base a caracteres agrondmicos, adaptacion al cultivo ecoldgico en el
territorio de Villena, parecido al ecotipo de Villena y analiticas para la calidad nutricional y
organoléptica. Estos materiales seleccionados se sembrardn en la campafia de 2020 para
reevaluarlos y observar la estabilidad de los caracteres quimicos de interés, azlcares vy

antocianinas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

El primer ano se evaluaron 10 accesiones pertenecientes a la especie Daucus carota. Esta
coleccion abarcé variedades tradicionales de zanahoria morada de agricultores locales del

territorio de Villena, y variedades comerciales de zanahoria naranja y morada (Tabla 3).

Tabla 3 | Relacién de las accesiones del primer afio utilizadas. De arriba a abajo: cddigo, foto de la accesion,
procedencia v tipo de accesion.

1

Agricultor Zocarra Agricultor Pepu Agricultor Zocarra Agricultor Zanemi/Emilio
Zanahoria morada de Villena Zanahoria morada de Villena Zanahoria morada de Villena Zanahoria morada de Villena
5

Qo
Agricultor Juan Domene Bolero Redonda de Paris
Zanahoria morada de Villena Zanahoria naranja comercial Zanahoria naranja comercial
8 10

o

|

©

\

‘ 8 {
Forraje de Batlle Pastanegra de sang vermella Morada de Mascarell
Zanahoria morada comercial Zanahoria roja comercial Zanahoria morada comercial
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El objetivo del segundo afio fue reevaluar las zanahorias moradas de Villena para continuar con

el proceso de recuperacidon del ecotipo de Villena. De este modo, se evaluaron cuatro

selecciones de variedades del afio anterior y una seleccién adicional de un agricultor de 2016

(Tabla 4).

Tabla 4 | Relacion de las accesiones del segundo afio utilizadas. De arriba a abajo: cédigo, foto

de la accesidn, procedencia y tipo de accesion.

2_2020

3_2020

4_2020

Agricultor Pepu semilla 2020

Agricultor Zocarra semilla 2020

Agricultor Zanemi/Emilio semilla
2020

Zanahoria morada de Villena

Zanahoria morada de Villena

Zanahoria morada de Villena

5_2020

5_2016

1

&o

1

12222519

Agricultor Juan Domene semilla
2020

Agricultor Juan Domene semilla
2016

Zanahoria morada de Villena

Zanahoria morada de Villena

3.2 Condiciones de cultivo

Este trabajo se ha realizado en el campo de ensayo agroecolégico certificado por el Comité de

Agricultura Ecolégica de la Comunidad Valenciana de la Cooperativa Agricola Villena, ubicado en

las proximidades de la Cooperativa (Figura 10).
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A principio de julio de 2019 se hizo una siembra directa de las semillas de las diferentes
accesiones en el campo de ensayo de la Cooperativa Agricola Villena. El cultivo se desarrolld
mediante manejo agroecoldgico, supervisado por los técnicos de la cooperativa. Como labores
previas, las parcelas fueron labradas y se levantaron caballones. El marco de plantacion fue de
1 metro entre filas y 0,5 metros ente plantas de la misma fila. El riego era a manta, cada diez

dias, a partir de la acequia que bordeaba las parcelas.

En la primera campafiia, se cosecharon las zanahorias en diciembre de 2019 y en enero
de 2020. Se seleccionaron las zanahorias mas representativas para los andlisis y para la
multiplicacidn del material. Las zanahorias para la produccién de semilla, tras ser seleccionadas,
se les cortd la parte aérea, dejando la parte central, y la punta de la raiz, para promover la
ramificacidn. Sin quitar la tierra, se pusieron en caballones anexos. Tras la formacion de las

flores, se recogieron las semillas y se guardaron para su plantacién el afio siguiente.

Figura 10 | Parcela experimental de la Cooperativa Agricola Villena con el cultivo de zanahoria morada.

3.3 Disefio experimental y preparacién de muestras

Para el disefio de la parcela experimental se dispuso un modelo de distribucién al azar. Cada
variedad en cada sistema de cultivo estaba representada por 100-500 plantas (segun
disponibilidad de semilla), distribuidas en una linea. Adicionalmente, se dispuso una fila de

bordura con las plantas sobrantes del trasplante.

Se llevd a cabo la recogida de frutos para los analisis de antocianinas y azlcares. En cada
entrada se cosecharon los frutos en estado de madurez durante el mes de diciembre de 2019 y
enero 2020 en la primera campaiia y en enero de 2021 en la segunda campania. Se recogieron 2

metros lineales de cosecha.
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En el laboratorio, se seleccionaron un nimero representativo de zanahorias sin grietas
ni danos, minimo 10 individuos por repeticién. A continuacion, se llevd a cabo la caracterizacidn
de la raiz siguiendo los descriptores de zanahoria del Instituto Internacional de Recursos
Fitogenéticos (IPGRI). Se eligieron los descriptores mas representativos agrondémicamente para

la zanahoria morada (Tabla 5).

Tabla 5 | Descriptores del IPGRI utilizados y sus unidades de medida para la caracterizacién de la zanahoria morada
durante las dos campafias

Descriptores para zanahoria morada

Peso total (g) Espesor morado (mm)
Peso parte aérea (g) Didmetro del ntcleo (mm)
Peso raiz (g) Longitud parte aérea (cm)
Didmetro raiz (mm) Longitud pedicelo (cm)
Longitud raiz (cm) Anchura follaje (corona) (mm)

Color parte aérea

Una vez caracterizado el material fenotipicamente, se procesaron las muestras y se
congelaron hasta su posterior analisis. Se tomé el tercio central de cada zanahoria y se hizo un
bulk con todas ellas, desechando la parte mas apical y la mas préxima a la parte aérea. Por cada
variedad se hicieron 3 repeticiones. De cada muestra o “bulk” se hicieron 2 procesados

diferentes:

a) Para el posterior analisis de azucares, se extrajo el zumo de las zanahorias con una
licuadora y se guardé en tubos de centrifuga de 1,5ml. Se congelé inmediatamente a -
80°C.

b) Para el andlisis de antocianinas, el “bulk” de zanahorias se homogeneizé mediante una
picadora. El homogeneizado se guardd en tubos de 100ml que se congelaron

inmediatamente a -802°C.

Los analisis se hicieron extensivos a las 10 accesiones del primer afio y las 5 accesiones del

segundo afio, descritas en el apartado 3.1.
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3.4 Analisis de antocianinas

El contenido en antocianinas se determind por cromatografia liquida de alta resolucion (High
Performance Liquid Chromatography-HPLC) en base a una modificacion del método

desarrollado por Tsutsumi et al. (2019).

Para la extraccién de las antocianinas, se usaron las muestras homogeneizadas con
picadora sin descongelar para evitar la pérdida de antocianinas. En un tubo de centrifuga de 15
ml se pesaron 10 gramos de cada muestra y se anadieron 25 ml de la solucidn de extraccién
(metanol con un 10% de acido férmico v/v). La muestra se agitd vigorosa y manualmente
durante 1 minuto, guardandose a -20 oC durante 24 horas. Al dia siguiente, se centrifugd la
extraccién a 3500 r.p.m. durante 15 minutos. Se filtré el sobrenadante con filtros PFTE a 0,22
pm directamente en viales dmbar de HPLC y se inyectdé inmediatamente para evitar la

degradacion del pigmento. Las extracciones se realizaron por triplicado.

La separacion cromatografica se realizdé con una columna Phenomenex C18-polar de
longitud 15 x 0,46 cm, y poro interno de 3 um a temperatura de 352C. Las fases moviles utilizadas
para la separacidn son: (A) agua ultrapura con un 2% de acido formico (v/v) y (B) metanol grado

HPLC. El gradiente utilizado fue el siguiente:

Tiempo (m) A (%) B (%)

0 90 10

2 80 20
50 45 55
51 20 80
55 20 80
60 90 10
65 90 10

El flujo se fijé en 0,5 ml / min para todas las muestras. El volumen inyectado fue de 10 pL. El
detector utilizado fue de tipo ultravioleta-visible, y la longitud de onda seleccionada fue 520 nm.
Mediante este método se obtuvieron cinco antocianinas adecuadamente separadas (Figura 11)

(Tsutsumi et al., 2019).

Las muestras se cuantificaron mediante una recta de calibracion externa usando como patrén
la cyanidin-3-o-glucoside (Arscott et al., 2010; Sun et al.,, 2009). Del resto de antocianinas
presentes en zanahoria no existen patrones comerciales. La identificacion de picos se hizo
comparando los resultados con otros autores (Tsutsumi et al., 2019) y por el tiempo de retencidn

del patrén utilizado en la recta de calibrado. Una vez identificados los picos, se realizaron los
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calculos necesarios para cuantificar el contenido de antocianinas en cada muestra. Se
detectaron las antocianinas cianidin-3-(2"'-xilosa-6-glucosa-galactésido) (Antol), cianidin-3-(2"'-
xilosa-galactésido) (Anto2), cianidin-3(2"'-xilosa-6"-sinapoil-glucosa-galactdsido) (Anto3),
cianidin-3-(2"xilosa-6"'-feruloil-glucosa-galactdsido) (Anto4) y cianidin-3-(2”-xilosa-6"'(4-

coumaroil)-glucosa-galactdsido) (Anto5).

4

21 22 23 24

25 26 27 28 29 30 31 32
Retention Time (min)

Figura 11 | Cromatograma de HPLC que muestra las fracciones de antocianina de zanahoria morada (1) C3XGG
(Anto1l); (2) C3XG (Anto2); (3) C3XSGG (Anto3); (4) C3XFGG (Anto4); (5) C3XCGG (Anto5). Fuente: Tsutsumi et
al., (2019).

3.5 Analisis de azucares

La determinacidn de azlcares se basa en una modificacion del método descrito por Navarro et
al. (2006). Se descongelaron en nevera las muestras de zumo de zanahoria previamente
obtenidas con la licuadora (Figura 12). Se centrifugaron a 10.000 r.p.m. durante 5 minutos y se
hizo una dilucion 1:3 (v/v) en agua ultrapura. Se agitaron utilizando un vértex y se centrifugaron
la solucién a 10.000 r.p.m. durante 5 min. A continuacion, las muestras se filtraron directamente
a un vial de HPLC con un filtro de 0.20 um de celulosa regenerada (Phenex, Phenomenex),

analizdndose inmediatamente.

Figura 12 | Muestras del licuado de zanahoria moraday
naranja de la primera campafia. Fuente: Elaboracién propia.
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La separacion e identificacién de azlcares se llevé a cabo utilizando una columna Omega
Luna Sugar de Phenomenex (150 mm x 4.6 mm, 3um) con precolumna (4 x 3.0 mm) a 409C. La
fase mavil se compuso de acetonitrilo:agua ultrapura 75:25 (v/v) con un flujo isocratico de 0.8
ml / min durante 15 minutos. El volumen de inyeccién fue 10 pl. El detector utilizado fue de

indice de refraccion (IR).

Los azucares se identificaron comparando sus tiempos de retencién con los patrones
puros (fructosa, glucosa y sacarosa). La cuantificacién de cada compuesto se realizé usando una
curva de calibracion estandar externa. Ademas, se llevd a cabo la medicidn de los 2Brix de los
zumos de zanahoria. Se midieron usando un refractometro de mano PAL-BX|ACID F5 Master Kit

de Atago (0-30% Brix). Los valores obtenidos se registraron en porcentaje.

3.6 Analisis estadistico y parametros utiles para la seleccién en compuestos

bioactivos

Los andlisis quimicos de las muestras de raices se realizaron en seis 0 cuatro repeticiones,
dependiendo del andlisis y la disponibilidad de muestra. Los datos se analizaron mediante el
software Statgraphics Centurion XVII (StatPoint Technologies, Inc; Warrenton, Virginia, EE. UU.).
Se calcularon los valores medios y se obtuvieron sus errores estandar. Las diferencias entre los
valores medios se determinaron mediante un analisis de varianza de una via junto con la prueba
de comparacion multiple de Student-Newman-Keuls. Los valores de p<0,05 se consideraron

significativos.

Se calcularon los coeficientes lineales de correlacién de Pearson (r) entre pares de rasgos
y se evalué la significancia (p<0.05) de las correlaciones con la prueba de Bonferroni. El andlisis
de componentes principales (PCA) se realizd para datos de composicién estandarizados
utilizando distancias euclidianas por pares entre las medias de las accesiones. Se calcularon los
valores propios y el porcentaje de varianza para cada componente principal, asi como los

coeficientes de correlacidn entre los rasgos de composicion y los componentes principales.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Morfologia de las entradas del primer afio

En primer lugar, se llevé a cabo la caracterizacion de las accesiones de zanahoria del primer afo
siguiendo los descriptores mas representativos agronémicamente para la zanahoria del Instituto

Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI) (Tabla 5).

Se encontré una gran variabilidad fenotipica para los diez caracteres estudiados.
Teniendo en cuenta las caracteristicas morfoldgicas evaluadas (peso total, peso de la parte
aérea, peso de la raiz, didmetro de la raiz, espesor morado, didmetro del nucleo, longitud de la
raiz, longitud de la parte aérea, longitud del pedicelo y anchura de follaje) se observé que las

accesiones de zanahoria presentan gran variacion (Figura 13).

Figura 13 | Foto de familia de las entradas de zanahoria utilizadas
durante el primer afio del ensayo

Para el peso total en gramos (PT), el rango varietal estuvo comprendido entre 48,2 g
para la entrada z7 y 415,4 g para la entrada z10, siendo el promedio general de 222, 8 g. El peso
de la parte aérea (PA) tuvo un minimo de 5 g (z7) y un maximo de 78,2 g (z8) con un promedio
general de 35,5 g. Asimismo, para el peso de la raiz (PR) se observé una amplia variabilidad
donde el rango de variacion estuvo comprendido entre 43,2 g y 364,6 g de la entrada z1 y z7,

respectivamente (Tabla 6).

Con respecto al diametro de la raiz (DR), se obtuvo un promedio de 42,1 mm con un
valor minimo de 31 mm (z6) y un valor maximo de 53 mm (z1). Luego, se midié de forma

separada el diametro del nucleo (DN) y el espesor morado (EM) en las zanahorias moradas. El
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DN obtuvo un rango de variacién varietal comprendido entre 1,1 mm para la entrada z6
y 3 mm para la entrada z1. Por otro lado, el EM en las zanahorias moradas tuvo un promedio
minimo de 6 mm en la entrada z8 y un promedio maximo de 10,6 mm en las entradas z1y z2

(Tabla 6).

Con respecto a la longitud de la raiz (LR), el rango de variacién varietal tuvo un minimo
de 4,4 cm para la entrada z7 y un valor maximo de 23,8 cm para la entrada z10. La longitud de
la parte aérea (LA) tuvo un minimo de 17,4 cm para la entrada z7 y un maximo de 64,8 cm para
la entrada z2. Asimismo, se encontrd que la longitud del pedicelo (LP) tuvo un rango de variacion
varietal entre 1 cm (z6y z7) y 3,7 cm (z10). Por ultimo, se midié la anchura de follaje (AF) donde
el rango de variacién entre las entradas estuvo comprendido entre 1,8 mm para la entrada z10

15,6 mm para la entrada z1 (Tabla 6).

Tabla 6 | Caracteres morfoldgicos evaluados en las accesiones de zanahoria del primer afio: peso total (PT), peso
parte aérea (PA), peso raiz (PR), diametro raiz (DR), espesor morado (EM), ratio espesor morado/diametro raiz
(EM/DR), diametro nucleo (DN), longitud raiz (LR), longitud parte aérea (LA), longitud pedicelo (LP) y anchura follaje
(AF)

PT (g) PA (g) PR (g) DR (mm) EM (mm)
Entrada Media SE! Media SE Media SE Media SE Media SE
z1 409,0 *20,0d 44,4 +38Db 364,6 +18,6d 53,0 +25c 10,6 +0,9d
z2 267,4 *40,2c 30,4 +t6,1ab 2370 *34,4c 44,4 +3,2bc 106 04d
z3 2594 +519c 36,8 +6,7ab 222,6 *46,5c 42,0 +*4,1ab 9,4 +1,0cd
24 179,4 +24,3bc 37,0 +8,7ab 142,4 +16,5bc 40,6 *2,6ab 8,6 +0,2cd
25 189,0 +16,6ab 288 +1,3ab 160,2 +16,2 bc 396 +1,5ab 80 03c
26 109,2 +182ab 7,2 t12a 102,0 +17,2ab 31,2 +t1l4a 00 +00a
27 48,2 t7,2a 5,0 +13a 43,2 t6,2a 40,2 +19ab 0,0 +0,0a
28 238,6 *316¢c 78,2 t12,2¢c 160,4 +25,4bc 37,4 +29ab 6,0 +0,5b
29 112,2 t6,4ab 11,0 +09ab 101,2 +59ab 41,0 *1,1ab 00 00a
z10 415,4 +50,2d 740 +18,6¢c 341,4 +36,9d 51,8 +2,8¢c 98 +09cd
Total 222,8 35,3 187,5 42,1 6,3
DN (mm) LR (cm) LA (cm) LP (cm) AF (mm)
Entrada Media SE Media SE Media SE Media SE Media SE
z1 3,0 +0,1c 22,1 +0,8ef 51,8 +2,0d 2,5 +0,2c 156 *0,5e
22 2,2 +0,4 bc 19,3 +0,6de 648 t4,0e 2,3 +0,3 bc 13,0 *1,4de
23 2,5 +0,3 bc 18,4 +14cd 56,0 z*1,4de 24 +04c 13,8 *1,4de
24 2,2 +0,3 bc 146 +05b 640 t23e 2,3 +0,3 bc 13,6 *1,7de
25 2,3 +0,1 bc 15,8 0,7 bc 57,0 +1,0de 2,0 +0,2 bc 11,8 +0,5cde
26 1,1 +0,1a 17,8 +0,7cd 390 £25¢ 1,0 +0,1a 7,4 +0,4b
27 1,7 +0,1ab 44 +0,4a 174 +15a 1,0 +0,2a 8,4 +1,4 bc
28 2,6 +0,1bc 21,8 +0,8ef 53,2 +2,2d 2,4 +0,3c 196 +15f
29 2,1 +0,1 bc 13,0 +0,8b 27,4 +1,6b 1,3 +0,1ab 10,4 +0,5bcd
z10 2,9 +0,3c 23,8 +1,5f 59,2 +2,7de 3,7 +0,4d 1,8 +0,2a
Total 2,3 17,1 49,0 2,1 11,5

1Error estandar
Las medias * SE seguidas de la misma letra, dentro de una columna, no son significativamente diferentes (p> 0,05)
segun la prueba de Student-Newman-Keuls
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Las zanahorias moradas tradicionales de Villena (z1, z2, z3, z4 y z5) presentaron
variabilidad para los caracteres morfolédgicos estudiados. Se caracterizaron por tener un PR
entre 142 y 365 g y un DR entre 40 mm y 53 mm. El EM fue alto en general, con un rango entre
8 y 10,6 mm. Por otro lado, el DN también fue alto, con un rango comprendido entre 2,3y 3
mm. La LR obtuvo un rango comprendido entre 14,6 cm y 22,1 cm. La zanahoria morada de
Villena se caracterizé por tener una EL alta, entre 52 y 65 cm. En resumen, estos resultados
muestran que las accesiones de zanahoria morada tradicional de Villena presentan una ligera
variabilidad para los caracteres morfolégicos estudiados. A pesar de la variacidn observada,
estan dentro del ecotipo, es decir, raices grandes con forma oblonga, pulpa externa purpuray

nucleo interno blanco (Tabla 6).

4.2 Andlisis de la varianza general del primer afio

El andlisis ANOVA del primer afio revelé una contribucion significativa de la variedades o
entrada, la fecha de cosecha y la interaccién entre éstos para la variacién observada en el
contenido en sacarosa, fructosa, glucosa y azlcares totales, CSS (2Brix), Antol (cianidin-3-(2"'-
xilosa-6-glucosa-galactésido), Anto2 (cianidin-3-(2”'-xilosa-galactdsido), Anto3 (cianidin-3(2"'-
xilosa-6""-sinapoil-glucosa-galactésido), Anto4 (cianidin-3-(2"xilosa-6""-feruloil-glucosa-
galactdsido), Anto5 (cianidin-3-(2"'-xilosa-6"'(4-coumaroil)-glucosa-galactdsido) y antocianinas
totales, exceptuando la fecha de cosecha para la fructosa y la glucosa (Tabla 7). Esto significa
que en este experimento se dieron diferencias significativas entre variedades y entre la fecha de
cosecha, con la Unica excepcidon mencionada. Asimismo, el efecto significativo de la interaccion
genotipo (G) x fecha de cosecha (C) implicaria que unas entradas podrian responder de forma
mas favorable a la fecha de cosecha en diciembre mientras que en otros se daria el caso

contrario o no mostrarian variaciones significativas (Figura 14).

Por otro lado, atendiendo al cuadrado medio del ANOVA, se observa que la contribucion
de cada factor a la variacién fue diferente. Asi, en glucosa y fructosa, segun el valor del cuadrado
medio, el genotipo fue el factor que contribuyd en mayor proporcién a las diferencias
observadas seguido en menor proporcidn de la interaccidn G x R (Tabla 7). El valor del cuadrado
medio para la sacarosa, los azlcares totales, el CSS (2Brix), Antol, Anto4 y antocianinas totales
situdé igualmente el genotipo como factor con mayor proporcion en la contribucién a las

diferencias observadas, seguido en menor proporcién por la fecha de cosechay la interaccidén G
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x R (Tabla 7). En cambio, en las antocianinas Anto2, Anto3, y Anto5, el genotipo fue igualmente
el factor que contribuyd en mayor medida a la variacidon observada seguido de la interaccién G

X Ry por ultimo la fecha de cosecha (Tabla 7).

Interaccidn G x R (Antocianinas totales) Interaccidn G x R (Azucares totales)
400 80,0
% 300 60,0 o
E 5
= 200 40,0
S~
oo
100 20,0
0 AN 0,0
z1 z2 z3 z4 5 6 z7 28 29 z10 z1 z2 23 z4 5 26 z7 28 9 z10

Figura 14 | Interaccién G x F para antocianinas y azlcares totales. La linea morada representa la cosecha de diciembre
2019y la linea naranja representa la cosecha de enero 2020.

Tabla 7 | ANOVA general del primer afio para el contenido en azucares sencillos (fructosa, glucosa, sacarosa), azlicares
totales, contenido en sdélidos solubles (2Brix), Antol(cianidin-3-(2"-xilosa-6-glucosa-galactésido), Anto2 (cianidin-3-
(2”’-xilosa-galactosido), Anto3 (cianidin-3(2”-xilosa-6"'-sinapoil-glucosa-galactdsido), Anto4 (cianidin-3-(2"'xilosa-6""-
feruloil-glucosa-galactésido), Anto5 (cianidin-3-(2”’-xilosa-6""(4-coumaroil)-glucosa-galactésido) y antocianinas
totales.

Fructosa Glucosa Sacarosa Azucares totales CSS (2Brix)
Efecto
g.lt cm? g.l ™M g.l c™M g.l c™M g.l ™M
Principales
Genotipo (G) 9 76,5 9 115,1"" 9 1511,5" 9 649,5"" 9 10,17
Fechade 0,6Ms 1 2,58 1 2100 1 18904" 1 42"
cosecha (C)
Interaccion
GxC 9 19,0 9 15,5 9 96,4"" 9 112,2™ 9 0,1
Error 88 259,0 88 34 88 32,4 88 59,8 52 0,05
Antol Anto2 Anto3 Antod Anto5 Antocianinas
Efecto totales
g.l CM g.l cM g.l CcM g.l CcM g.l cM g.l

Efecto principal

Genotipo (G) 9 375,4™ 9 1684,1""" 9 2,8 9 22390,1" 9 67,9 9
Fecha de

1 1086,0"™" 1 5525,7"*" 1 5,4 1 32968,1" 1 123,7"" 1
cosecha (C)

Interaccion
GxC 9 119,0"" 9 886,1""" 9 1,5 9 3021,7*" 9 49,0 9

Error 52 3,77 52 103,4 52 0,2 52 231,8 52 14,9 52
1grados de libertad; 2cuadrado medio

NS, *, ** y *** indican no significativo para una probabilidad p<0,05 y significativo para p<0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente,

de acuerdo al ratio estadistico F.
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Estos resultados ponen de manifiesto la considerable diversidad varietal que
encontramos en las variedades analizadas para estos caracteres, asi como la influencia de la
fecha de cosecha en los analisis realizados. No obstante, es necesario acudir a los datos
descriptivos para estudiar mas en profundidad dicha variacién. A continuacidn, se ha llevado a
cabo un estudio de la variacion de azlcares y antocianinas de cada genotipo para cada fecha de

cosecha.

4.3 Estudio de la variacion de azucares en cada fecha de cosecha del afio 1

En este ensayo, la cantidad y proporcién de azucares en las zanahorias mostré un amplio rango
de valores segun el genotipo observado (Tabla 8). La sacarosa fue el aztcar predominante en la
mayoria de las raices de zanahoria, exceptuando las entradas z1, z2, z3 y z5 donde la glucosa fue
el azucar predominante con un 37,5%, 38,7%, 38,6% y 38%, respectivamente (Tabla 8).
Curiosamente, éstas Ultimas se corresponden a las zanahorias moradas de Villena. Estos
resultados difieren de los encontrados por Alasavar et al. (2001) donde la sacarosa fue el azucar
predominante en las accesiones de zanahoria seguido de glucosa y fructosa. Estas diferencias
podrian deberse a que las entradas de zanahoria morada de Villena son variedades tradicionales

gue no han sido sometidas a programas de mejora.

El contenido de sacaridos individuales y totales en las raices de todas las entradas en las
dos fechas de cosecha se presenta en la Tabla 8. El contenido en azlcares totales estuvo
influenciado por la fecha de cosecha, en diciembre hubo un promedio de 46,6 g/kg pf mientras
qgue en enero ascendié a 54,9 g/kg pf. Abundando en estos resultados, las variedades mas
destacadas para el contenido en azlcares totales fueron z9 (68,9 g/kg pf), z7 (68,3 g/kg pf), z6
(67,6 g/kg pf), y z4 (58,7 g/kg pf) (Tabla 8).

En cuanto a la sacarosa, azlcar predominante en la mayoria de entradas, se ha
observado un rango de variacion varietal considerable entre 9,7 g/kg pf (z3) y 36,6 g/kg pf (29)
en la fecha de cosecha de diciembre de 2019. En cambio, en la fecha de cosecha de enero de
2020 el rango estuvo comprendido entre 15,8 g/kg pf (z2) y 60,2 g/kg pf (z7). Se observd un
aumento en el promedio de sacarosa de una fecha de cosecha a otra, pasando de 20,3 g/kg pf
en diciembre a 28,4 g/kg pf en enero. Las entradas con mayores niveles de sacarosa en enero
fueron z7 (60,3 g/kg pf), z6 (49,4 g/kg pf), z9 (48,1 g/kg pf) y z4 (30,9 g/kg pf) (Tabla 8). Esto
concuerda con estudios anteriores donde el contenido en sacarosa aumentd durante el

desarrollo de la zanahoria. La raiz primaria de la zanahoria tiene que sintetizar grandes
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cantidades de sacarosa ya que es posible que obtenga la energia mediante la utilizacion de

sacarosa como fuente de carbono y dependa de su escision en azucares hexosa (Liu et al., 2018).

Para la glucosa, se ha observado que el rango de variacién en la fecha de cosecha de
diciembre de 2019 estuvo comprendido entre 5,5 g/kg pf (z7) y 15,3 g/kg pf (z1). En la fecha de
cosecha de enero de 2020, el rango tuvo un valor minimo de 3,7 g/kg pf (z7) y un valor maximo
17,5 g/kg pf (z5) (Tabla 8). En cualquier caso, el promedio en ambas fechas de cosechas fue
similar: 13,7 g/kg pf en diciembre y 13,6 g/kg en enero, lo cual confirma que no hubiese

diferencias significativas para la fecha de cosecha en el ANOVA de la fructosa (Tabla 7).

Asimismo, la fructosa el rango de variacion estuvo comprendido desde 9,5 g/kg de peso
fresco (pf) (z4) hasta 16,1 g/kg pf (z10) en la fecha de cosecha de diciembre de 2019. Por otro
lado, el rango de variacién de la fecha de cosecha en enero de 2020 estuvo comprendido entre
4,3 g/kg pf (z4) y 16,2 g/kg pf (z2). Los promedios en ambas fueron en torno a 12,7 g/kg pf,

confirma que la fecha de cosecha no fue significativa (Tabla 8).

Por ultimo, se analizo el contenido en sélidos solubles (CSS) y se expresé como 2Brix. El
CSS es importante para la aceptacion y preferencia del consumidor. El CSS tuvo un rango de
variacion entre 5,8 (z22) y 9,2 (z9) para la fecha de cosecha en diciembre de 2019. En la fecha de
cosecha de enero de 2020 el rango de variacion varietal estuvo comprendido entre 5,95 (z2) y

10,1 (z7). Las entradas con mayor CSS en enero fueron z7 (10,1), z9 (9,3) y z6 (9,1) (Tabla 8).

Se sabe que el contenido en azlcares esta influenciado por la fecha de cosecha y por la
condiciones de crecimiento (Kammerer et al., 2004). En este ensayo, se obtuvieron diferencias
significativas entre la fecha de cosecha de diciembre y enero para el contenido en sacarosa,
azucares totales y el CSS, confirmando el efecto fecha de cosecha detectado por el ANOVA. Asi,
el proceso de maduracién de un mes favorecid la acumulacién de sacarosa, azlcares totales y
CSS en estas accesiones de zanahoria, lo que concuerda con el estudio de Kammerer et al.
(2014). Estas variedades mostraron un contenido en azlcares totales y sacarosa mas alto en
enero que en diciembre, exceptuando a la entrada z10 que tuvo un contenido en azucares

totales ligeramente menor en enero (51 g/kg pf) respecto a diciembre (55,9 g/kg pf) (Tabla 8).

Las variedades tradicionales de zanahoria morada de Villena (z1, z2, z3, z4 y 25)
obtuvieron un rango de variacion varietal para el contenido de azlcares totales entre 37,2 g/kg
pf para la entrada z3 y 46,5 g/kg pf para la entrada z5. Centrandonos en los aztcares sencillos,
la fructosa obtuvo un rango de variacidn varietal entre 9,5 g/kg pf de la entrada z4 y 15,4 g/kg
pf de la entrada z5. Para glucosa, el rango estuvo comprendido entre 11,2 g/kg pf (z4) y 17,6

g/kg pf (z5). Asimismo, el rango de variacién de la sacarosa tuvo un minimo de 9,7 g/kg pf de la

30



entrada z3 y un minimo de 24,6 g/kg pf de la entrada z4. Por ultimo, el rango de variacion del
CSS (9Brix) estuvo comprendido entre 5,8 y 7 para la entrada z2 y z4, respectivamente (Tabla 8).
Por tanto, las zanahorias moradas de Villena presentan cierto grado de variacién varietal para el

contenido en fructosa, glucosa, sacarosa, azucares totales y CSS.

Si nos fijamos en los valores promedio segln cada grupo de variedades, es decir,
zanahoria tradicional morada de Villena (z1, z2, z3, z4 y z5) y zanahorias comerciales (z6, 27, z8,
z9 y 10), la tendencia promedio es superior en las variedades comerciales para los distintos
caracteres de azlcares estudiados (Tabla 8). El control genético del contenido en azucar en
zanahoria es un rasgo cuantitativo bajo control poligénico que ha sido ampliamente estudiado
(Simon & Goldman, 2006). El sabor dulce se ha considerado un rasgo importante en los
programas de mejora de zanahoria durante muchos anos, de ahi que en este ensayo las
zanahorias comerciales hayan tenido un contenido promedio mayor. Aunque los azlcares no
son los Unicos que explican la variacidn en el dulzor de las zanahorias crudas, niveles altos de

éstos han sido factores deseables para mejorar la calidad de la zanahoria.

Tabla 8 | Concentracion (g/kg de peso fresco) de los principales azucares sencillos (fructosa, glucosa y sacarosa),
azUcares totales y contenido en sélidos solubles (2Brix) de las diferentes entradas de zanahoria, en las fechas de
cosecha de diciembre 2019 y enero 2020.

DICIEMBRE 2019
Fructosa Glucosa Sacarosa Azlcares totales CSS (2Brix)
Entrada Media SE? Media SE Media SE Media SE Media SE
z1 13,5 +0,7cd 15,3 +0,8bc 12,1 +0,7ab 40,9 +18a 6,1 £0,1a

72 13,2 +£0,8cd 146 +1,0bc 9,9 *09a 376 +25a 58 +0,1a
z3 132 +£09cd 14,4 +0,9bc 9,7 *08a 372 +26a 6,0 =0,1a
z4 9,5 06ab 11,2 +0,7b 246 +£1,7bcd 453 £28a 70 +0,0c

z5 154 +£1,2d 176 *1l4c 134 *09ab 46,5 £33a 60 =*00a
z6 11,2 +0,7 bc 11,8 +0,7b 33,9 £3,0cd 57,0 *43ab 83 +0,2d
z7 70 *03a 55 *0,1a 349 £174cd 47,4 +£75a 89 =*0,2e
z8 10,9 +0,6 bc 11,1 +0,8b 208 *0,7ab 429 *19a 66 +00b
29 14,1 +2,0cd 14,2 +2,0bc 36,6 *5,1d 649 9,1b 9,2 +0,0f
z10 16,1 +0,9d 17,1 *0,8c 22,6 *15abc 559 *30ab 69 *01l1c

Total 12,6 13,7 20,3 46,6 6,9
ENERO 2020
Fructosa Glucosa Sacarosa Azucares totales CSS (2Brix)
Entrada Media SE Media SE Media SE Media SE Media SE
z1 152 +0,6de 155 +0,6def 16,4 =+0,5a 47,1 +£16a 6,4 +00b

z2 16,2 *0,6e 16,7 +0,7 ef 15,8 +04a 48,7 +1,4a 6,0 *0,1a
z3 15,0 #0,5de 16,3 *0,7 ef 183 *+1,3ab 49,6 +1,5a 6,5 *03b

z4 132 +04cd 146 +05de 309 *19d 58,7 +25b 7,7 +0,0d
z5 16,1 *09e 17,5 £08f 21,7 £19bc 55,4 +3,5ab 6,7 0,1bc
76 9,1 +05b 9,0 +05b 49,4 *05e 67,6 *13c 9,1 =*00e
z7 43 +*04a 3,7 *03a 60,2 +24f 68,3 +£3,1c 10,1 +0,1f
z8 109 £0,2b 11,5 *0,2c 248 +04c 47,3 *0,5a 7,2 *0,1c
29 9,7 +04b 11,2 *04c 48,1 =*0,7e 689 =*1,3c 93 =*0,2e
z10 12,9 +05¢c 13,7 +0,5d 244 +10c 51,0 *15a 69 +0,0bc
Total 12,9 13,6 28,4 54,9 7,3

1Error estandar
Las medias + SD seguidas de la misma letra, dentro de una columna, no son significativamente diferentes
(p>0,05) segun la prueba de Student-Newman-Keuls.



En conjunto, estos estudios revelaron la existencia de una variacion significativa para el
contenido total de azucar y los azlcares sencillos mas abundantes en estas accesiones de
zanahoria. Asimismo, se ha observado que la zanahoria morada de Villena presenta un alto
contenido en azucares reductores (glucosa y fructosa) y un menor contenido en sacarosa. Estas
entradas de zanahoria serian adecuadas para el consumo en fresco donde se prefieren
variedades con un alto contenido de azlcares reductores, ya que el dulzor promedio de glucosa

mas fructosa es 20% mas que la sacarosa (Cavagnaro, 2019).

4.4 Estudio de la variacion de antocianinas en cada fecha de cosecha

Las zanahorias moradas tienen, en general, una mayor proporcién de antocianinas aciladas
(Anto3 (C3XFGG), Anto4 (C3XSGG) y Anto5 (C3XCGG)) que antocianinas no aciladas (Antol
(C3XGG), Anto2 (C3XG)) (Kammerer et al., 2004). Sin embargo, en estudios anteriores se ha
encontrado una variacién intraespecifica sustancial para el contenido y la proporcién de
antocianinas dependiendo del cultivar (Kammerer et al., 2004; Lazcano et al., 2001). En este
ensayo, el contenido y la proporcién de antocianinas resultd tener una amplia variabilidad entre
los materiales estudiados, coincidiendo con el anélisis de variacién ANOVA previo. Como era de

esperar, las zanahorias naranjas y rojas (z6, z7 y z9) no tuvieron antocianinas (Tabla 9).

El contenido en antocianinas totales mostré un amplio rango de valores segun la
accesion a considerar (Tabla 9). Para la fecha de cosecha de diciembre de 2019, el rango se situd
entre 136,3 pug/g pf (z1) y 9,7 ug/g pf (z10). Las entradas de zanahoria morada de Villena a
destacar por su contenido en antocianinas fueron z1, z2, z3 y z5, con niveles superiores a 70
ug/g pf de antocianinas totales. Para la fecha de cosecha de enero de 2020, el rango de variacion
de antocianinas totales estuvo comprendido entre 293,9 pg/g pf (z1) y 13,18 pg/g pf (z10). Del
mismo modo, destacan las zanahorias moradas de Villena z1, z2, z3 y z5 con un contenido total

de antocianinas superior a 150 pg/g pf (Tabla 9).

El contenido y la proporcién relativa de los pigmentos de antocianina individuales varia
entre las accesiones. Las antocianinas aciladas Anto4, Anto3 y Anto5 son, en ese orden, los
pigmentos acilados mds abundantes que se encuentran en estas accesiones de zanahoria
morada. Entre los pigmentos no acilados, Anto2 se encuentra generalmente en una
concentracién mas alta que Antol. El compuesto mas abundante fue Anto4, en todas las
accesiones y ambas fechas de cosecha, representando en estos materiales el 72-94% del

contenido total de antocianinas en la fecha de cosecha de diciembre de 2019 y el 49-85% en
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enero de 2020 (Tabla 9). Estos resultados coinciden con los observados en estudios anteriores
donde el pigmento acilado Anto4 fue el mas abundante en la mayoria de las accesiones

analizadas (Kammerer et al., 2004; Montilla et al., 2011).

La antocianina Anto1l en la fecha de cosecha de diciembre obtuvo un rango de variacion
entre 8,3 pug/g pfy 0,2 ug/g pf en la entrada z1 y z10, respectivamente. En cambio, en la fecha
de cosecha de enero hubo un rango de variacién varietal entre 29,4 ug/g pf de la entrada z1y
0,6 de la entrada z10 (Tabla 9). En el caso de Anto2, el rango de variacion en la fecha de cosecha
de diciembre de 2019 estuvo comprendido entre 17,1 pg/g pfy 0,4 ug/g pf de la entrada z5 y
z10, respectivamente. En la fecha de cosecha de enero de 2020 se obtuvo un rango entre 79.7

ug/g pf de la entrada z8 y 1,2 pg/g pf de la entrada z10 (Tabla 9).

Centrandonos en los pigmentos acilados, se ha observado que para la antocianina Anto3
hubo un rango de variacion varietal comprendido entre 1,4 pg/g pf (z1) y O pg/g pf (z10) parala
fecha de cosecha de diciembre de 2019. Dicho rango no cambié en la fecha de cosecha de enero,
obteniendo una variacion entre 1,6 ug/g pf de la entrada z3 y 0 pug/g pf de la entrada z10 (Tabla
9). Como se ha mencionado anteriormente, la antocianina Anto4 fue la mds abundante en este
ensayo. En la fecha de cosecha de diciembre de 2019 el rango de variacién estuvo comprendido
entre 106,9 pg/g pfy 9,1 ug/g pf de las entradas z1 y z10, respectivamente. En enero de 2020 el
rango de variacion varietal estuvo comprendido entre 214,6 ug/g pf de laentrada z1y 11,2 ug/g
pf de la entrada z10 (Tabla 9). Por ultimo, la variacidn varietal de la antocianina Anto5 en la fecha
de cosecha de diciembre de 2019 tuvo un rango entre 3,4 ug/g pf en la entrada z1 y 0 pg/g pf
en la entrada z10, mientras que en la fecha de cosecha de enero de 2020 el rango estuvo

comprendido entre 17,5 ug/g pf en la entrada z8 y 0,1 pg/g pf en la entrada z10 (Tabla 9).

Los valores medios del contenido en antocianinas totales para la fecha de cosecha en
diciembre de 2019 y enero de 2020 fueron diferentes, con un promedio de 51,5 pg/g pfy 133,6
ug/g pf, respectivamente. Dicho resultado volvié a confirmar el efecto de la fecha de cosecha
que se detectd en el ANOVA (Tabla 7). Asimismo, a nivel de entrada individual también se
observé una amplia variabilidad segun la fecha de cosecha. Este resultado concuerda con la
interaccion G x F que se detectd en el ANOVA (Tabla 7). En el caso de las antocianinas totales,
todos los materiales evaluados mostraron unos niveles superiores en la fecha de cosecha de
enero de 2020, llegando a duplicar su contenido en antocianinas totales (Tabla 9). Este
incremento relativo a la fecha de cosecha un mes después fue variable dependiendo de la
entrada considerada. En este sentido, se encontraron desde casos en los que el nivel de

antocianinas totales fue ligeramente superior en la fecha de cosecha de enero de 2020 (e.g. z10)
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hasta otros casos en los que el incremento debido a la diferente fecha de cosecha fue superior

al 300% (e.g. z7, z4 y z3) (Tabla 9).

Tabla 9 | Concentracidn (ug/g de peso fresco) de las antocianinas Anto1(cianidin-3-(2"-xilosa-6-glucosa-galactdsido),
Anto2 (cianidin-3-(2”'-xilosa-galactdsido), Anto3 (cianidin-3(2"'-xilosa-6""-sinapoil-glucosa-galactdsido), Anto4
(cianidin-3-(2"'xilosa-6"'-feruloil-glucosa-galactdsido), Anto5 (cianidin-3-(2""-xilosa-6"'(4-coumaroil)-glucosa-
galactdsido) y antocianinas totales de las diferentes entradas de zanahoria, en las fechas de cosecha de diciembre
2019y enero 2020.

DICIEMBRE 2019

Antocianinas
totales
Entrada Media SE! Media SE Media SE Media SE Media SE Media SE
z1 83 06¢c 16,2 *1,7c 1,4 %£03b 106,99 £59c 34 +03c 1363 *6,8¢C
72 58 +15bc 41 *09ab 0,1 +0,1a 60,7 *9,0b 1,4 *06a 72,1 +12,1b
z3 47 +0,8b 6,5 *18b 0,3 +0,3a 62,4 *+10,4b 18 +06ab 758 +13,7b
74 0,5 +0,3a 47 +1,1ab 0,1 *0,1a 20,5 *50a 0,3 *02b 26,0 *6,5a
z5 6,6 *05bc 17,1 *2,0c 1,3 %03b 770 *10,1b 16 +£04ab 103,7 +12,2b
26 00 +00a 0,0 +0,0a 00 +00a 0,0 +0,0a 00 #00ab 0,0 £00a
77 00 +00a 0,0 *0,0a 00 £00a 0,0 +0,0a 00 *0,0a 00 #0,0a
z8 1,0 *03a 85 *+15b 0,2 +0,2a 280 *39a 1,0 *0,2a 38,7 *59a
29 00 +0,0a 0,0 +0,0a 00 £00a 0,0 +0,0a 00 *00ab 0,0 £00a
z10 0,2 +0,2a 0,4 +0,3a 00 +00a 9,1 +29a 0,0 *+0,0a 9,7 +3,3a
Total 3,0 6,4 0,4 40,5 1,1 51,4

Antol Anto2 Anto3 Anto4 Anto5

ENERO 2020

Antocianinas
totales

Entrada Media SE Media SE Media SE Media SE Media SE Media SE
z1 29,4 +£1,9d 412 +25b 1,4 +0,1ab 2146 *150e 7,3 *03a 2939 #19,3d
72 23,1 *1,7c 28,7 *+2,1ab 1,2 +0,2ab 139,2 +7,3d 23 +03a 1946 +10,3c
z3 216 *1,7c 341 #51ab 16 +03b 150,7 +6,4d 45 +05a 212,55 +11,7c
z4 6,3 +09b 15,3 *1,2ab 0,8 +0,3ab 639 £95b 10 0,11a 873 +11,7b
z5 18,5 +1,2c 393 +7,7b 1,3 +04ab 1257 *63cd 4,1 £08a 189,0 %£5,7c
26 0,0 +00a 0,0 +0,0a 0,0 +00a 0,0 +0,0a 0,0 +0,0a 0,0 +0,0a
z7 0,0 +00a 0,0 +0,0a 0,0 £00a 0,0 +0,0a 0,0 +0,0a 0,0 +0,0a
z8 83 +08b 79,7 +183c¢ 29 +06c 1040 *11,7c 17,5 %£7,9b 2123 %£383c
29 0,0 +00a 0,0 +0,0a 0,0 £00a 0,0 +0,0a 0,0 +0,0a 0,0 +0,0a
z10 0,6 +04a 1,2 *04a 0,0 +00a 11,2 *6,6a 0,1 *0,1a 13,2 +7,2a

Total 10,8 26,6 1,0 89,9 4,1 133,6

1Error estandar

Las medias + SD seguidas de la misma letra, dentro de una columna, no son significativamente diferentes (p> 0,05)

segln la prueba de Student-Newman-Keuls.

Antol Anto2 Anto3 Antod Anto5

Las variedades tradicionales moradas de Villena (z1, z2, z3, z4 y z5) tuvieron un rango de
variacién varietal en enero para el contenido de antocianinas totales entre 87,3 y 293,9 ug/g pf
para la entrada z4 y z1, respectivamente (Tabla 9). Centrdndonos en las concentraciones
individuales de cada antocianina, Antol tuvo un rango de variacién varietal entre 6,3 ug/g pf
para la entrada z4 y 29,4 ug/g pf para la entrada z1. Para Anto2, el rango estuvo comprendido
entre 15,3 ug/g pf (z4) y 41,2 pg/g pf (z1). Asimismo, el rango de variacion de Anto3 tuvo un

valor minimo de 0,8 ug/g pf de la entrada z4 y un valor maximo de 1,6 ug/g pf de la entrada z3.
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La antocianina mas abundante, Anto4, tuvo un rango de variacién varietal en la zanahoria de
Villena comprendido entre 63,9 ug/g pf para la entrada z4 y 214,6 pg/g pf para la entrada z1.
Por ultimo, el pigmento acilado Anto5 tuvo un rango entre 1y 7,3 ug/g pf para la entrada z4 y
z1, respectivamente (Tabla 9). Estos resultados indican que hay cierta variabilidad para el
contenido y la proporcion de las antocianinas analizas entre las accesiones de zanahoria morada
tradicional de Villena. La entrada z4 fue la menos rica en antocianinas de entre todas las

zanahorias tradicionales moradas de Villena.

En conjunto, estos datos indican que existe variabilidad entre las accesiones analizadas
de zanahoria morada para el contenido y la proporcidon de antocianinas. En el caso de las
zanahorias tradicionales moradas de Villena, también se encontrd variabilidad. La entrada z4 fue
la menos rica en antocianinas de entre todas. Seria interesante aumentar la proporcién de
antocianinas, y por tanto proporcién morada, en las zanahorias para incrementar la atraccion
hacia el consumidor por su color y explorar nuevos usos como colorantes industriales o la
elaboracion de sticks de zanahoria como alimento de cuarta generacién. Asimismo, el aumento
del contenido en antocianinas conllevaria un aumento del valor nutricional, en especial para

consumo en fresco.

4.5 Correlaciones entre caracteres

Se obtuvieron correlaciones lineales significativas de acuerdo con la prueba de Bonferroni con
un nivel de significancia de p<0.05 (Tabla 10). Se detectaron correlaciones significativas tanto
positivas como negativas entre los caracteres morfoldgicos y quimicos analizados en las

accesiones de zanahoria del primer afio.

En primer lugar, la tabla 10 muestra que los caracteres morfoldgicos estdn
correlacionados positivamente entre ellos. Este resultado sugiere que la seleccién de accesiones
de zanahoria de esta coleccion con un tamano de parte aérea mayor, tendran también una raiz
mas grande. Esto nos permitiria seleccionar en etapas tempranas de crecimiento por la parte

aérea y soélo tener que extraer la raiz cuando esté en su fecha de cosecha dptima.

En este estudio se observd una correlacidn positiva y alta entre la fructosa y la glucosa.
Por otra parte, la sacarosa se correlacioné negativamente con glucosay fructosa (Tabla 10). Este
resultado es consistente ya que la sacarosa es un disacarido formado por glucosa y fructosa, su

sintesis es la unidn de estos dos monosacaridos. Ademas, la correlacion positiva entre glucosa y
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fructosa encontrada en este estudio confirma que la asociacion entre glucosa y fructosa que se
encuentran en concentraciones equimolares en la zanahoria como bien han demostrado Rygg

(1945) y Simon et al. (1980).

Como ya se menciond en la revision de la literatura cientifica reflejada en la
introduccion, el contenido de azlcar influye fuertemente en el sabor de la zanahoria, en
concreto con el dulzor, rasgo de calidad importante asociado con las preferencias del
consumidor con respecto al grado organoléptico. Se observd una correlacidn positiva y
significativa del CSS (2Brix) con la sacarosa. En cambio, el CSS se correlaciond negativa y
significativamente con fructosa y glucosa (Tabla 10). Estos resultados indican que el CSS esta
determinado principalmente por el contenido en sacarosa, mientras que la glucosa y la fructosa
lo disminuyen. La medicidn del CSS (2Brix) puede ser Util para una seleccién rapida de materiales

en funcién de su contenido de azlcares totales y sacarosa en programas de mejora.

Sorprendentemente, se observé que el contenido en azlcares totales estaba
correlacionado positivamente con el contenido en sacarosa, pero no se encontraron

correlaciones significativas con fructosa y glucosa (Tabla 10).

Por otro lado, el contenido de azlcares totales, sacarosa y el CSS estan correlacionados
negativamente con el peso total, el peso de la raiz, longitud de a raiz, diametro del nicleo,
longitud pedicelo, longitud parte aérea (Tabla 10). Puede sugerirse que cuanto mayor sea el

tamano de la raiz, menos concentrados estan los azlcares en ésta.

Los resultados de este estudio de correlaciones muestran que el contenido en sacarosa
y azlcares totales esta correlacionado negativamente con el contenido en antocianinas, tanto
individuales como totales (Tabla 10). Estos datos explicarian que, en el analisis de variacion
previo, las accesiones de zanahoria morada tuviesen un contenido menor en sacarosa en
comparacién con las accesiones de zanahoria naranja. Sin embargo, estos datos deben ser
interpretados con cautela puesto que la correlacién no es muy alta. En investigaciones futuras,
seria interesante analizar el contenido en carotenoides y observar si estad correlacionado con

azucares, asi como ampliar el nimero de accesiones analizadas de zanahoria morada y naranja.

En cuanto a las antocianinas, podemos observar que los pigmentos individuales estan
correlacionados positiva y significativamente con las antocianinas totales (Tabla 10). Esto tiene
sentido ya que si aumenta la concentracion de cada una de ellas aumentara la concentracion de
antocianinas totales. Por otro lado, si nos fijamos en el espesor morado, encontramos una
correlacién positiva de r=0,6 con antol, Anto4 y el contenido total de antocianinas (Tabla 10).

Estos resultados deben ser comentados dado que se esperarian correlaciones mas altas y
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positivas entre el espesor morado y las antocianinas. Para calcular de forma mas objetiva la
correlacién entre el espesor morado y el contenido en antocianinas, se obtuvo el ratio Espesor
morado/Diametro de la raiz (EM/DR). Curiosamente, las correlaciones con las antocianinas
totales e individuales fueron iguales (Tabla 10). Una posible explicacion para estos resultados
es el método analitico utilizado, ya que se midieron a partir de un triturado de zanahoria morada
donde se incluia tanto parte blanca como morada y puede que en alguna repeticién no fuera
homogéneo. Asi, para obtener unas correlaciones mas altas se deberia mejorar el método de

analisis de antocianinas utilizando sélo la parte morada de las zanahorias.

Otra implicacién de la correlacion positiva entre el espesor morado y el contenido en
antocianinas es que podria predecirse la concentracidon de estos compuestos de forma visual
aproximada por la intensidad del color y la cobertura de los tejidos de la raiz con color purpura.
Por lo tanto, las accesiones con tejidos de floema y xilema de color purpura oscuro tenderian a
tener la concentracién mas alta de antocianina, mientras que las accesiones pigmentadas solo
en las capas mds externas de las células del floema tendrian menor contenido de pigmento. Los
examenes visuales pueden ser Utiles para una seleccién rapida de materiales en funcién de su

contenido de pigmento total de la raiz.
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Tabla 10 | Coeficientes de correlacidn lineal de Pearson entre los valores medios de las accesiones (n = 10) para los rasgos de composicion (expresados en peso fresco) y morfoldgicos estudiados
para los que la correlacidn fue significativa segun la prueba de Bonferroni (P<0.05). Los rasgos para los que no se obtuvo una correlacién significativa se marcan con una “X”. Los caracteres
analizados son: peso total (PT), peso parte aérea (PA), peso raiz (PR), diametro raiz (DR), espesor morado (EM), ratio espesor morado/diametro raiz (EM/DR), didmetro nucleo (DN), longitud raiz
(LR), longitud parte aérea (LA), longitud pedicelo (LP), anchura follaje (AF), fructosa (F), glucosa (G), sacarosa (S), azlcares totales (AZT), contenido en sélidos solubles (CSS), Antol (A1), Anto2
(A2), Anto3 (A3), Anto4 (A4), Anto5 (A5) y antocianinas totales (ANT).

PT PA PR DR EM EM/DR DN LR LA LP AF F G S AZT CSS Al A2 A3 A4 A5 ANT
PT 0,75 0% 08 075 079 05 0,79 061 0,82 X 033 036 -041 -028 -0,49 0,38 0,25 X 0,42 X 0,39
PA 053 042 045 069 039 067 055 082 0,31 X X -034 -035 -038 X X X X X X
PR 08 0,76 0,75 055 0,76 0,58 0,75 X 0,4 04 -038 X -046 052 0,27 0,24 0,52 X 0,48
DR 057 078 033 0,38 0,28 0,65 X 0,24 0,24 X X 0,27 0,43 X X 0,39 X 0,36
EM 059 09 06 082 0,62 X 063 063 -065 -038 -0,725 06 034 038 0,65 X 0,6
EM/DR 043 05 047 076 034 042 042 -057 -053 -058 042 0,37 X 0,44 X 0,45
DN 0,51 083 0,5 X 062 062 -071 -045 -0,81 052 0,33 041 0,61 X 0,56
LR 0,67 0,69 X 0,44 044 -064 -064 -06 X 038 03 035 033 0,39
LA 0,63 X 0,75 0,75 [-0,79 -0,59 -0,81| 0,46 0,33 0,36 0,48 X 0,47
LP X 0,4 04 -06 -059 -061 X X X X X X
AF X Xx -038 039 -036 05 0,72 0,75 065 049 0,72
F 0,98 -0,49 X [-0,63 055 0,29 0,26 0,52 X 0,48
-054 X [-067 05 026 027 0,5 X 0,46
S 0,86 0,84 -0,36 X -029 -048 X -042
AZT 0,55 X X X X X X
CSS -0,47 -0,28 -0,32 -057 X -0,51
Al 0,62 059 09 0,37 0,92
A2 08 07 089 0,84
A3 0,73 0,75 0,81
A4 0,5 0,98
A5 0,95
ANT

X = no significativo (P<0,05)

-1,0 - 1,0

38



4.6 Analisis de Componentes Principales

El andlisis de componentes principales (PCA) se realizd con los datos de composicion
estandarizados utilizando distancias euclidianas por pares entre las medias de las accesiones. El
primer y segundo componente del PCA representaron, respectivamente, el 64,6% y el 15,9% de

la variacion total entre las medias de las accesiones.

La primera componente principal (PC1) se correlaciond positivamente con el contenido
en sacarosa, azucares totales y CSS (2Brix), y negativamente con el peso total, el peso de la raiz,
el espesor morado, la longitud de la raiz, el diametro del nldcleo, la longitud de la parte aérea, la
longitud del pedicelo, el contenido en fructosa, glucosa, antol, Anto2, Anto3, Anto4 y
antocianinas totales (Tabla 11). La segunda componente principal (PC2) se correlaciond
positivamente con la anchura de follaje, el CSS, el contenido en Anto2, Anto3, Anto5 y
antocianinas totales, y negativamente con el peso total, el peso de la raiz, el didmetro de la raiz

y la longitud de |a parte aérea (Tabla 11).

Las zanahorias moradas (z1, z2, z3, z4, 25, z8 y z10) se agruparon en el lazo izquierdo de
la grafica, con valores negativos del PC1 y valores positivos del PC2, exceptuando z10 que tuvo
valores negativos para PC2. Las zanahorias naranjas y rojas (z6, z7 y z9) presentaron valores
positivos para el PC1 y se agruparon en la parte derecha de la grafica (Figura 15). El analisis de
PCA multivariado confirmé la division de esta coleccion de zanahorias en dos conjuntos:
zanahorias moradas y zanahorias naranjas. Este resultado concuerda con la bibliografia donde
se dividen en dos grupos: las variedades occidentales (Daucus carota ssp. sativus var sativus) en
las que predominan las coloraciones rojo-anaranjadas y las variedades orientales (Daucus
carotaa ssp. sativus var. atrorubans Alef.) que presentan coloraciones que abarcan del violeta

oscuro al amarillo (Xu et al., 2019).

Asimismo, este analisis revelé que existe una gran variacién en el perfil de composicién
entre las accesiones de zanahoria morada, que presentan una amplia gama de valores en el
segundo componente. Las accesiones de zanahoria morada de Villena (z1, z2, z3, z4 y z5) se
agrupan en valores similares del segundo componente. En cambio, las zanahorias moradas
comerciales tienen valores diferentes, destacando z10 que se aleja aun mas del grupo de

zanahorias moradas de Villena (Figura 15).
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Tabla 11 | Coeficientes de correlacidon entre los rasgos de composicidn (expresados en peso fresco), los caracteres
morfoldgicos y los dos primeros componentes principales en las accesiones de zanahoria del primer afio. Solo se han
enumerado las correlaciones con valores absolutos =0,2.

Primer componente principal Segundo componente principal
Peso total (g) -0,24 -0,21
Peso parte aérea (g)
Peso raiz (g) -0,23 -0,23
Diametro raiz (mm) -0,24
Espesor morado (mm) -0,25
Longitud raiz (cm) -0,20
Diametro del nticleo (mm) -0,22
Longitud parte aérea (cm) -0,23
Longitud pedicelo (cm) -0,21 -0,29
Anchura follaje (mm) 0,42
Fructosa (g/kg) -0,21
Glucosa (g/kg) -0,21
Sacarosa (g/kg) 0,26
Azucares totales (g/kg) 0,24
CSS (2brix) 0,26
Antol(ug/g) -0,22
Anto2 (pg/g) -0,20 0,33
Anto3 (ug/g) -0,21 0,32
Anto4 (ug/g) -0,23
Anto5 (pg/g) 0,34
Antocianinas totales (pg/g) -0,24 0,23

La Figura 16 nos muestra que, con excepcion de CSS, azucares totales y sacarosa, todas
las demds variables analizadas estan en el mismo lado del PC1. Tal situacién supone que la
mayoria de las variables estan correlacionadas positivamente entre ellas, si para una accesion,
una variable toma un valor fuerte, todas las demas variables toman un valor fuerte. La
superposicidon de las representaciones graficas del andlisis de PCA de las accesiones y las
variables da una vision mas completa, con las precauciones de interpretacion adecuadas,
sugiriendo qué variables son responsables de la proximidad entre puntos. Se observa, por
ejemplo, que el contenido en sacarosa, azlcares totales y CSS se sitla cerca de las accesiones
de zanahoria naranja y roja (z6, z7 y z9) (Figura 15 y 16). En cambio, las demas variables
analizadas se situan en el lado opuesto junto con las accesiones de zanahoria morada (z1, z2, z3,
z4, 75, z8 y z10). Por tanto, estos dos grupos se separaron por el contenido en sacarosa, azlcares
totales y CSS (estas tres variables se correlacionaron en el analisis de correlaciones previo)

(Figura 15 y 16). También se observd que los caracteres de contenido en antocianinas,
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individuales y totales, se agruparon en valores negativos de PC1 y positivos de PC2, junto con
las zanahorias moradas de Villena (z1, z2, z3, z4 y 25) y la zanahoria morada comercial z8.
Curiosamente, la zanahoria morada comercial z10 se situd alejada de este grupo (Figura 15y
16). Estos factores podrian explicar la baja concentracidon de antocianinas encontrada en los

estudios de variacién previos del apartado 4.4.
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Figura 15 | Grafico de las accesiones de zanahoria del primer afio para los dos primeros componentes principales
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Figura 16 | Grafico de los caracteres morfoldgicos y analiticos para los dos primeros componentes principales.

41



4.7 Zanahoria morada de Villena en el segundo afio

Teniendo en cuenta la similitud al ecotipo de zanahoria morada de Villena, una buena
adaptacion a las condiciones agroclimaticas, la caracterizacién nutricional del primer afio y
darles una preponderancia a los materiales de agricultores locales, se seleccionaron, de forma
participativa con los agricultores, cuatro de las cinco zanahorias moradas de Villena ensayadas
el afio anterior (z2, z3, z4 y z5). Para evaluar su estabilidad se sembraron el segundo afio en las

mismas condiciones del primer afio, explicadas en Materiales y Métodos.

El andlisis ANOVA de las zanahorias z2, z3, z4 y z5, cultivadas ambos afios y con fecha de
cosecha en enero, reveld una contribucién significativa del genotipo (G) para la variacion
observada en el contenido en contenido en sacarosa, azlcares totales, CSS (2Brix), Antol
(cianidin-3-(2”'-xilosa-6-glucosa-galactdsido), Anto2 (cianidin-3-(2"'-xilosa-galactdsido), Anto3
(cianidin-3(2"-xilosa-6""-sinapoil-glucosa-galactdsido), Anto4 (cianidin-3-(2”xilosa-6"-feruloil-
glucosa-galactésido), Anto5 (cianidin-3-(2"'-xilosa-6"'(4-coumaroil)-glucosa-galactdsido) vy
antocianinas totales. En cambio, la contribucion del efecto Afo (A) fue significativa sélo en el
contenido en fructosa, glucosa, sacarosa, CSS, Anto3, Anto4 y Anto5. El efecto significativo de la
interaccion G x A implicaria que unas entradas podrian responder de forma mas favorable el
primer afo mientras que en otros se daria el caso contrario o no mostrarian variaciones
significativas. La interaccion G x A fue significativa en el contenido de glucosa, sacarosa, CSS,
antol, Anto2, Anto3, Anto4 y Anto5. El efecto de la interaccion G x A fue pequefio en la mayoria
de los casos. Este resultado sugiere que el efecto afio ha castigado y ha favorecido a todas las

accesiones practicamente por igual.

Por otro lado, atendiendo al cuadrado medio del ANOVA, se observa que la contribucion
de cada factor a la variacion fue diferente. En el contenido en fructosa, el factor que contribuyd
en mayor proporcién a la variacidén observada fue el afio, seguido del efecto del genotipo. En el
caso de la glucosa y sacarosa, se encontraron resultados algo distintos. El factor afio mostré una
contribucidn significativamente mayor en la variacidon observada seguido en menor medida por
el factor genotipo, y finalmente, por la interaccion entre ambos. En contraste, para azlcares
totales el efecto del genotipo fue el Unico que tuvo un efecto significativo en la variacién
observada. Por ultimo, en el caso del CSS, se observé una contribucion significativa del afio,

seguido del genotipo, y finalmente la interaccion G x A.

En el analisis de las antocianinas, podemos observar que el valor del cuadrado medio

para las antocianinas no aciladas, Antoly Anto2, situé al genotipo como factor con mayor
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proporcién en la contribucién a las diferencias observadas, seguido en menor medida de la
interaccion G x A. En el caso de las antocianinas aciladas, Anto3, Anto4 y Anto5, se encontraron
resultados algo distintos. Segun el valor del cuadrado medio, el genotipo fue el factor que
contribuyd en mayor proporcidn a las diferencias observadas en estos compuestos, seguido en
menor proporcién del afio y, por ultimo, de la interaccion G x A, exceptuando Anto3 donde el
afio fue el factor que menos contribuyd a la variacidon observada. La variacién en el contenido

de antocianinas totales estuvo determinada Unicamente por el genotipo.

Tabla 12 | ANOVA general de las accesiones de zanahoria morada de Villena (z2, z3, z4 y z5) de los datos del primer
afio y el segundo afio para el contenido en azucares sencillos (fructosa, glucosa, sacarosa), azucares totales, contenido
en sdlidos solubles (2Brix), Antol(cianidin-3-(2"”-xilosa-6-glucosa-galactdsido), Anto2 (cianidin-3-(2"'-xilosa-
galactésido), Anto3 (cianidin-3(2”-xilosa-6""-sinapoil-glucosa-galactésido), Anto4 (cianidin-3-(2"'xilosa-6"-feruloil-
glucosa-galactésido), Anto5 (cianidin-3-(2”’-xilosa-6""(4-coumaroil)-glucosa-galactésido) y antocianinas totales.

Efecto Fructosa Glucosa Sacarosa Azlcares totales CSS (2Brix)
g.l.t cm? g.l. CcM g.l. CcM g.l CM g.l c™M
Principales
Genotipo (G) 3 20,2" 3 34,6 3 293,1"" 3 430,1""" 3 2,4
Afio (A) 1 1267 1 4285 1 1442, 1 36,21 1 32"
Interaccidn
GxA 3 11,2N 3 34,3" 3 39,57 3 63,2Ns 3 1,17
Error 40 6,3 40 5,8 40 8,7 40 43,2 32 0,1
Efecto Antol Anto2 Anto3 Anto4 Anto5 An::c;i:r‘;;nas
g.l CM g.l cM g.l CcM g.l CcM g.l cM g.l CcM
Efecto principal
Genotipo (G) 3 11190™ 3 8642 3 2,9 3 13173,5" 3 11,4™ 3 30214,4™"
Afio (A) 1 119,2Ns 1 178,0Ns 1 2,4" 1 16882,1"" 1 39,9 1 1642,28Ns
Interaccién
GxA 3 230,77 3 644,2" 3 2,5 3 2297,5"" 3 3,7 3 9513,5Ns
Error 32 74,8 32 170,1 32 0,3 32 684,5 32 0,6 40 5916,6

1grados de libertad; 2cuadrado medio

NS, *, ** y *** indican no significativo para una probabilidad p<0,05 y significativo para p<0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente,

de acuerdo al ratio estadistico F.

En resumen, estos resultados muestran que existe diversidad varietal en las entradas
analizadas para estos caracteres. Se ha llevado a cabo la evaluacidn de cuatro accesiones de
zanahoria morada de Villena durante dos afios, lo cual permite tener en cuenta la variacion
ambiental. Los datos obtenidos muestran que, para la mayoria de los analisis, el efecto afio ha
sido significativo. Estos resultados posiblemente se deban a que las condiciones agroclimaticas
han tenido que ser diferentes, a pesar de haberse cultivado en las mismas condiciones y el

mismo disefio experimental ambos afios. Este estudio confirma que el contenido en azucares
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esta influenciado por el medio ambiente como demostré Simon P.W. (1985). Asimismo, el
contenido en antocianinas en la zanahoria morada parece también estar influenciado por el

medio ambiente.

A continuacidn, se llevd a cabo un andlisis de la variacién de azlcares y antocianinas de
cada genotipo del ensayo realizado el segundo afio, es decir, de las accesiones z2, z3, z4, z5-16
y z5-20. Se agregd a este analisis de variacion la entrada z5-16 que se corresponde con un
genotipo de la zanahoria 5 guardada por el agricultor desde hace afios. Se quiere observar si
entre la seleccion de zanahoria 5 del afio anterior (5-20) y la del agricultor guardada (5-16) hay

diferencias significativas.

Las zanahorias moradas de Villena tuvieron un promedio de azlcares totales de 50,7
g/kg pf con un rango de variacion varietal de 57,9 g/kg pfy 41,1 g/kg pf para la entrada z4 y z3,
respectivamente. Los azucares reductores, fructosa y glucosa, supusieron el mayor porcentaje
de los azucares totales, entre un 70-80%. La sacarosa fue el azUcar minoritario en todas las

entradas. Estos resultados coinciden con los observados en el ensayo del afo anterior.

Para el contenido en fructosa, no se observaron diferencias significativas entre las
diferentes entradas con un promedio general de 18 g/kg pf. Curiosamente, en el ANOVA si hubo
un efecto significativo del genotipo, aunque la contribucién fue poco significativa (p<0,05). En
cambio, en si se observaron diferencias significativas para el contenido en glucosa entre las
entradas, con un rango de variacién varietal con un maximo 25,1 g/kg pf (z5-20) y un minimo de
18 g/kg pf (z3 y z5-16). Por tanto, si se observaron diferencias entre la entrada z5-16 y z5-20.
Asimismo, en el caso de la sacarosa, el rango estuvo comprendido entre 15 g/kg pf para la
entrada z4 y 7,4 g/kg pf para la entrada z3. No se encontraron diferencias significativas entre la
entrada z5-16 y z5-20. Por ultimo, el CSS (2Brix) obtuvo un rango de variacion varietal entre 7,8
y 6,4 para las entradas z4 y z5-16. En este caso, no se observaron diferencias significativas entre

las entradas z5-16 y z5-20 para el CSS.

Al igual que lo que ocurria con el contenido en azlcares, el contenido en antocianinas
resultd tener variabilidad entre los materiales de zanahoria morada de Villena, coincidiendo con
el analisis de variacién previo (Tabla 12). Las antocianinas totales obtuvieron un rango de
variacién varietal comprendido entre 225,7 ug/g pf (z5-16) y 64,1 para la entrada z4 y z5-20. Se
observaron diferencias significativas entre las entradas z5-16 y z5-20, posiblemente debido al
método de cuantificacion de estas antocianinas. Como se ha explicado anteriormente, la
medicion de estos compuestos se hace con el triturado de zanahoria donde hay tanto parte

blanca como morada. Se intenta que sea lo mas homogéneo posible, pero puede no ser asi.
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Centrandonos en las antocianinas de manera individual, se encontré un rango de
variacion para Antol con un maximo de 37,6 pg/g pf para la entrada z2 y un minimo de 6,6 pg/g
pf para la entrada z4. Para Anto2, el rango de variacién estuvo comprendido entre 40,6 ug/g pf
de z2 y 12,2 pg/g pf de z5-20. Asimismo, los valores de Anto3 variaron de 2,2 ug/g pf (z2 y z5-
16) hasta 0 pg/g pf (z5-20). La antocianina mas abundante fue Anto4, igual que el afio anterior.
En este caso, el valor maximo de Anto4 fue de 155,9 ug/g pf (z25-16) y el valor minimo fue 41,2
ug/g pf (z5-20). Volvemos a observar diferencias significativas entre las entradas z5-16 y z5-20.
Por ultimo, el rango de Anto5 estuvo comprendido entre 8,4 pg/g pf de z5-16 y 0,3 ug/g pf de
z4.

Tabla 13 | Concentracién (g/kg de peso fresco) de los principales azlcares sencillos (fructosa, glucosa y sacarosa),
azUcares totales; contenido en sdlidos solubles (2Brix); concentracion de las antocianinas (ug/g pf de peso fresco)
Antol(cianidin-3-(2"’-xilosa-6-glucosa-galactésido), Anto2 (cianidin-3-(2"-xilosa-galactésido), Anto3 (cianidin-3(2”'-
xilosa-6"'-sinapoil-glucosa-galactdsido), Anto4 (cianidin-3-(2"xilosa-6""-feruloil-glucosa-galactésido), Anto5 (cianidin-
3-(2"-xilosa-6"(4-coumaroil)-glucosa-galactésido) y antocianinas totales de las diferentes entradas de zanahoria, en
el segundo afo.

Azlcares .
Fructosa Glucosa Sacarosa CSS (2Brix)
totales

Entrada Media SE! Media SE Media SE Media  SE Media  SE
z2 19,3 £2,0a 21,8 +18ab 8,7 *0,7a 498 +45ab 7,4 +£0,1b
z3 15,8 £1,5a 18,0 *1,2a 74 +03a 41,1 x29a 73 x0,1b
24 18,6 *0,6a 242 +05b 150 *1,2c¢ 579 +15b 7,8 02c

25-16 16,8 +0,7a 180 +10a 13,0 *1,0bc 473 +26ab 64 =0,1la
25-20 199 +06a 251 +10b 11,8 *0,7b 56,7 +2,1b 6,7 =0,1a
Total 18,0 21,4 11,2 50,7 7,1

Antocianinas
totales

Entrada Media SE Media  SE Media SE Media  SE Media  SE Media SE
z2 376 *7,7b 40,6 +10,6b 22 +04b 1213 +203b 09 +0,3a 202,7 +£385b
23 29,2 +32b 340 +39ab 05 +0,1a 105,7 +£10,5b 2,0 +0,3a 171,4 +17,6b
24 6,6 +14a 134 +27a 02 *01a 436 +81la 03 =x01la 641 *1272a
25-16 27,0 £58b 322 *73ab 22 *04b 1559 *269b 84 +19b 2257 +41,5b
25-20 10,2 *+2,5a 122 +331a 00 +00a 412 +73a 05 +02a 642 +13,0a
Total 22,1 26,5 1,0 93,5 2,4 145,6
1Error estandar

Las medias + SD seguidas de la misma letra, dentro de una columna, no son significativamente diferentes (p>
0,05) segun la prueba de Student-Newman-Keuls

Antol Anto2 Anto3 Antod Anto5

Este estudio de la estabilidad de las accesiones de zanahoria morada tradicional de
Villena destaca varias accesiones por su composicion nutricional. La accesion z4 contenia 57,9
g/kg pf de azucares totales, que es mayor que la cantidad promedio de estos compuestos en las
accesiones de zanahoria morada de Villena. Un mayor contenido en azlcares le aporta mayor
sabor dulce y por tanto mayor calidad organoléptica, en especial para el consumo en fresco.
Ademas, la accesién z2 y z5-16 son las mas ricas en antocianinas totales, contienen 202,7 y 225,7

ug/g pf, respectivamente. Destacan por el contenido en antocianinas no aciladas, por lo que
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serian Utiles para la produccién de colorantes alimentarios si se aumentara la proporcién de
morado. Uno de los usos de la zanahoria morada de Villena es la elaboracién de encurtidos.
Gracias a la alta proporcion de ANA los pigmentos tienen una mayor estabilidad quimica que les
permite durar en el tiempo en condiciones como encurtidas. Todas estas accesiones de
variedades locales no han sido utilizadas en el desarrollo de cultivares modernos por lo que
pueden ser material susceptible para mejorar el valor nutricional a través de programas de

mejora.
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5. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados, podemos decir:

e De acuerdo con el andlisis de variacién de la coleccion de variedades locales y comerciales
en el ensayo del primer afio, el efecto variedad (genotipo) y fecha de cosecha fueron
significativos para los compuestos quimicos estudiados (a excepcion de la fecha de cosecha
para el contenido en glucosa y fructosa), asi como sus interacciones. Asimismo, el efecto
genotipo fue el que contribuyé en mayor proporcidn a la variacion observada.

e Tanto en promedio como en la mayoria de las entradas individuales, el contenido en
azucares (individuales y totales) y antocianinas (individuales y totales) aumentaba con la
fecha de cosecha. A pesar de esta tendencia promedio, la presenta de interacciones
genotipo X fecha de cosecha destacadas, permitiria la seleccidn de entradas con niveles altos
para una fecha de cosecha especifica u otra.

e En el presente experimento se evidencid una gran diversidad varietal para azlcares y
antocianinas. En este sentido se encontraron amplios rangos de variaciéon entre entradas
para cada fecha de cosecha. Destacaron las entradas de zanahoria tradicional morada de
Villena para el contenido en glucosa y fructosa, asi como el contenido en antocianinas.

e El estudio de correlaciones permitié detectar qué caracteres estaban relacionados. Esto
permitio identificar que el CSS estd determinado principalmente por el contenido en
sacarosa, la relacion positiva entre el contenido en antocianinas y el espesor morado y la
correlacién negativa entre el contenido en azucares y el tamaiio de la raiz.

e El analisis de componentes principales agrupd las accesiones de zanahoria tradicional
morada de Villena respecto a las demas. Este grupo ha mostrado perfiles de composicion
distintos al resto de accesiones (variedades comerciales de zanahoria naranja y roja).
Destacaron por su contenido en fructosa y glucosa y en antocianinas, tanto individuales
como totales.

e El ensayo del segundo afio permitio observar la estabilidad de las accesiones seleccionadas
de zanahoria tradicional morada de Villena. De acuerdo con el andlisis de variacion, el efecto
genotipo y el efecto afio fueron significativos para los compuestos quimicos estudiados (a
excepcion del afio para el contenido en azlcares totales, Antol, Anto2 y antocianinas
totales). También se confirmd que existia una ligera variacién entre las accesiones
seleccionadas de zanahoria morada de Villena para el contenido en azlcares y antocianinas.

e Nuestro estudio es de interés para la mejora de las variedades tradicionales de zanahoria

morada de Villena, ya que proporciona informacion sobre las diferencias entre accesiones
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de Agricultores locales relacionados con la calidad organoléptica y nutracéutica. Estos
resultados permitirdn la seleccion de accesiones locales de zanahoria morada con mejor
calidad, parecidas la ecotipo de Villena y adaptadas al cultivo ecolégico en el territorio de

Villena.
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