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RESUMEN

El desarrollo de una mayor conciencia hacia los problemas asociados al cambio climatico
ha incentivado un aumento en el consumo de productos ecoldgicos. Espafa es el principal
productor ecoldgico a nivel europeo, lo que ha supuesto la creciente necesidad de
identificar materiales adaptados a un sistema de produccion de bajos insumos. A nivel
espafol, el pimiento es considerado una de las hortalizas de mayor importancia
econdmica, no solo por su versatilidad culinaria en formas, colores y sabores, sino
también por suponer una importante fuente de compuestos bioactivos como la vitamina
C, flavonoides, capsaicinoides o carotenoides. Asi, variedades locales, como el pimiento
blanco de Villena, se han convertido en materiales potenciales para su evaluacion y
produccidn bajo agricultura ecoldgica (AE).

Bajo el marco de un proyecto colaborativo entre la institucion publica UPV-COMAYV y
la Cooperativa Agricola Villena, se pretende evaluar y recuperar un conjunto de ecotipos
locales de pimiento blanco de la localidad de Villena. Asi, se trabajo sobre una coleccion
de 23 genotipos, constituidos por variedades comerciales y entradas del banco de
germoplasma UPV-COMAV a modo de testigos, y ecotipos locales cedidos por
agricultores de la cooperativa, con buena adaptacion a condiciones de bajos insumos y
calidad interna del fruto. Se evaluaron durante las campafias de 2019 y 2020, realizandose
dos cosechas en la campafia de 2019, en agosto y septiembre, y una seleccion posterior
que se evalud en 2020. Sobre estos materiales se evaluaron y estudiaron caracteres
agronémicos, como el rendimiento; fenotipicos como la firmeza, espesor de la carne y los
pardmetros del color (colorimetro Minolta); y de calidad organoléptica y nutracedtica,
cuantificando los niveles en azlcares (HPLC — IR), vitamina C y los principales
flavonoides (HPLC — UV-Vis).

Los resultados de rendimiento obtenidos pusieron de manifiesto la elevada adaptacion de
los ecotipos locales a las condiciones agroclimaticas de la localidad de Villena mediante
un sistema de bajos insumos, pues la media global del rendimiento total y el rendimiento
relativo fueron superados en casi todas las ocasiones por los ecotipos locales. El analisis
de tipo ANOVA sobre los parametros fenotipicos reveld efectos significativos para los
factores “Variedad”, “Mes de cosecha” y la interaccion “Variedad x Mes de cosecha”
para el espesor del pericarpio. Ademas, se revelaron efectos significativos para los
factores “Variedad”, “Ano”, y la interaccion “Variedad x Ano”, para los parametros de
color “a” y “b” y la firmeza del fruto. El analisis de tipo ANOVA realizado sobre el
contenido en azUcares (sacarosa, glucosa y fructosa), vitamina C (&cido ascorbico (AsA),
acido dehidroascérbico (DHA), y total) y flavonoides (quercetina, luteolina, kaempherol
y apigenina), indico efectos de tipo significativo para los factores “Variedad”, “Mes de
cosecha”, “Afo”, y para las interacciones “Variedad x Mes de cosecha” y “Variedad x
Afo”, sobre el contenido en fructosa, sacarosa, AsA, VC total, luteolina, kaempherol y
apigenina. Finalmente, el analisis de correlaciones entre los parametros evaluados
permitio obtener informacion valiosa para el desarrollo de futuros programas de mejora,
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pues la variabilidad existente entre materiales los convierte en potenciales donantes del
pimiento blanco de Villena.

Palabras clave: Agricultura ecoldgica, azlcares, flavonoides, pimiento blanco, vitamina
C.
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ABSTRACT

The development of a higher awareness of the problems related to climate change has
encouraged an increase of the consumption of organic products. Spain is the first organic
producer in Europe, which has meant that there is a growing need to identify materials
adapted to low input production systems. In Spain, pepper is considered one of the most
economically important vegetables, not only for its culinary versatility in terms of shapes,
colours and flavors, but also because it is an important source of bioactive compounds,
such as vitamin C, flavonoids, capsaicinoids or carotenoids. Thus, landraces, such as the
pimiento blanco de Villena, have become potential materials for evaluation and
production under organic farming (OF).

In the frame of collaborative project between the public institution UPV-COMAYV and
the Farmers Cooperative Agricola Villena, the aim is to evaluate and recover a set of local
ecotypes of the pimiento blanco de Villena. Thus, a pepper collection of 23 genotypes
was used, which included commercial varieties and accessions from the UPV-COMAV
Gene Bank, used as controls, and local ecotypes, provided by farmers from the
cooperative, which showed good behaviour under low input conditions and internal
quality. These materials were evaluated during the 2019 and 2020 campaigns, with two
harvests in the 2019 campaign, August and September. Thus, after a selection process a
new evaluation was carried out in 2020. These materials were evaluated and studied for
agronomic traits, such as yield; phenotypic traits such as firmness, flesh thickness and
colour parameters (Minolta colorimeter); and organoleptic and nutraceutical quality,
quantifying the levels of sugars (HPLC - IR), vitamin C and the main flavonoids (HPLC
- UV-Vis).

The yield results showed the high adaptation of the local ecotypes to the agro-climatic
conditions of the region of Villena, under a low-input system. This fact was confirmed
by the fact that the mean total yield and the mean relative yield were exceeded on almost
all occasions by the local ecotypes. ANOVA analysis on phenotypic parameters revealed
significant effects for the factors "Variety", "Harvest month™ and the interaction "Variety
x Harvest month" for flesh thickness. In addition, significant effects were revealed for the
factors "Variety", "Year", and the interaction "Variety x Year", for colour parameters "a"
and "b" and fruit firmness. ANOVA analysis performed on sugar content (sucrose,
glucose and fructose), vitamin C (ascorbic acid (AsA), dehydroascorbic acid (DHA), and
total) and flavonoids (quercetin, luteolin, kaempherol and apigenin), indicated significant
effects for the factors "Variety", "Harvest month", "Year", and for the interactions
"Variety X Harvest month" and "Variety x Year", on the content of fructose, sucrose, AsA,
total VC, luteolin, kaempherol and apigenin. Finally, the analysis of correlations between
the evaluated parameters provided valuable information for the development of future
breeding programmes, as the described variability between materials makes them
potential donors of the pimiento blanco de Villena.

Key words: Organic farming, sugars, flavonoids, white pepper, vitamin C.
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Marisa Jiménez Pérez Trabajo Fin de Méster

1. INTRODUCCION

El pimiento, jalapefio o aji es una de las hortalizas de mayor popularidad a nivel mundial,
destacando por su caracteristico flavor y su gran plasticidad en el ambito culinario
(Bosland et al., 2012). Dentro de sus caracteristicas mas cotizadas se encuentra su
distintivo sabor, el particular color de sus frutos (Thampi, 2003) y la presencia de
capsaicina en algunas de sus especies y variedades (De, 2003). La capsaicina es el
responsable principal del sabor picante de los pimientos de tipo chili, frecuentemente
utilizados para la elaboracion de especias (Papoiu and Yosipovitch, 2010) e incluso
lacrimégenos (Hill et al., 2013). Ademas, también ha sido evidenciado el papel de la
capsaicina en el ambito médico, al pertenecer a un conjunto de moléculas denominadas
capsaicinoides, alcaloides pungentes que parecen actuar como componentes activos con
accion terapéutica (Khan et al., 2014). Asi, se han empleado clasicamente los pimientos
picantes para tratar dolores neuropaticos y picores (Papoiu et al., 2010).

Este fruto también es apreciado por sus destacados contenidos en vitamina E (Topuz et
al., 2007), vitamina Ay vitamina C (Topuz et al., 2007; Kantar et al., 2016), asi como
por la presencia de compuestos fendélicos, carotenoides y flavonoides (Park et al., 2012),
de importante accion antioxidante (Bae et al.,, 2012). Numerosos estudios han
corroborado que el consumo de alimentos ricos en compuestos antioxidantes esta
asociado a un menor riesgo de sufrir determinados tipos de cancer o enfermedades
cardiovasculares (Kaur et al., 2001). Asi, la efectividad de los componentes antioxidantes
de determinadas especies de pimiento ya ha sido puesta de manifiesto (Alvarez-Parrilla
etal., 2011; Khan et al., 2014).

1.1.  IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CULTIVO DEL PIMIENTO

El éxito econdmico del pimiento radica en sus tres grandes destinos de consumo: pimiento
para pimentén (Figura 1a), para conserva (Figura 1b) y en fresco (Figura 1c) (Garcia,
2008). Entre las especies cultivadas de pimiento, Capsicum annuum L. es la especie de
mayor importancia econdémica, cultivandose en la mayor parte de las regiones templadas
y tropicales del planeta (Bosland et al., 2012).

9. 2
kS

Figura 1. Usos del pimiento. a) Pimentdn. b) Conserva. c) Fresco.
Fuente: a) www.huertapuerta.com. b) www.dietfarma.com c)
https://images-na.ssl-images-amazon.com.

Asi, Asia es el continente que mayor nimero de hectareas destina al cultivo de chiles,
pimientos picantes y pimientos verdes para consumo en fresco del planeta,
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correspondiéndose con el 66,6% del area mundial destinada a este cultivo en el afio 2018.
Sin embargo, su rendimiento se encuentra en cuarta posicion, solo por delante del
continente africano. Africa, aun siendo el segundo pais que mas area destina al cultivo
del pimiento en fresco, el 15,7% del area total, es el que obtiene los rendimientos mas
bajos, con tan solo un 10,6%. Seguidamente, América, Europa y Oceania presentan un
area cultivada del 12,2%, del 5,4% y del 0,1%, respectivamente. Sin embargo, son los
que mejores rendimientos obtienen, siendo éstos de un 19,7% en América, un 23% en
Oceania 'y un 28,7% en Europa (Tabla 1) (FAO, 2018).

Tabla 1. Datos de area cultivada (ha) y rendimiento (t/ha) de cada continente para chiles, pimientos
picantes y pimientos en fresco. Fuente: FAO, 2018.

Chiles, pimientos picantes, pimientos (verdes), 2018
Area cultivada Area cultivada Rendimiento Rendimiento

Continente (ha) (%) (t/ha) (%)
Asia 1.326.527 66,6% 18,8397 18,0%
Africa 311.757 15,7% 11,1564 10,6%
Europa 106.904 5,4% 30,1149 28.,7%

Oceania 2.210 0,1% 24,0921 23,0%
América 243.025 12,2% 20,6950 19,7%
Mundial 1.990.423 100,0% 104,8981 100,0%

Si nos focalizamos en los chiles y pimientos consumidos secos, los resultados son muy
similares (Tabla 2). Como se observa, Asia vuelve a ser el continente que mas area destina
al cultivo del pimiento, el 73,76% del éarea total en el afio 2018, alcanzando unos
rendimientos del 20,5%. Africa, por su parte, ocupa la segunda posicion en territorio
empleado para este cultivo, un 20,1% del total, obteniendo, en este caso, rendimientos
muy superiores a continentes como Europa y Oceania (23%). Asi, Europa y Oceania,
destinando respectivamente casi un 4% Yy una superficie insignificante del total,
obtuvieron rendimientos de casi el 15% y el 18%, en cada caso. Ademas, América,
empleando tan solo el 2,26% de la superficie total de pimiento para secar, obtiene los
mayores rendimientos del planeta, casi un 24% del total (FAO, 2018).

Tabla 2. Datos de area cultivada (ha) y rendimiento (t/ha) de cada continente para chiles, pimientos
picantes y pimientos en fresco. Fuente: FAO, 2018.

Chiles y pimientos secos, 2018
Area cultivada Area cultivada Rendimiento Rendimiento

Continente (ha) (%) (hg/ha) (%)
Asia 1.310.183 73,7577% 23.046 20,5%
Africa 356.355 20,0613% 25.872 23,0%
Europa 69.643 3,9206% 16.691 14,8%
Oceania 2 0,0001% 20.252 18,0%
América 40.151 2,2603% 26.641 23,7%
Total 1.776.334 100,0000% 112.502 100,0%
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Respecto a la produccién a nivel mundial, como es de esperar, Asia es el principal
productor, tanto de chiles, pimientos picantes y pimientos verdes para su consumo en
fresco (Figura 2a), como para chiles y pimientos para secar (Figura 2b), seguida por
América, Europa, Africa y Oceania.

a) b)

Oceania
0.1 %

Africa

9.5%

/\ W / o
Bwropm Américas Euwropa —
9 9% ' / 0.8 %

Oceania \
1

/ Africa
24.6 %

13 %

e -
Américas

25%

Asia
. =99 0
Asia fe.m Tl

68.3 %
@ Africa @ Ameéricas Asia o Europa @ Oceania

Figura 2. a) Produccidn de chiles, pimiento picante y pimiento verde para consumo en fresco en 2019. b) Produccién
de chiles y pimientos para secar en 2019 Fuente: (FAO, 2019).

Dentro de los chiles, pimientos picantes y pimientos verdes para consumo en fresco,
China es el principal productor, produciendo casi 19 millones de toneladas en 2019. A
esta le sigue Méjico muy por detras, produciendo 3 millones 200 mil toneladas. Espafia
se encuentra en quinta posicién a nivel mundial, con una produccion de 1 millon 400 mil
toneladas. Sin embargo, en el caso de los chiles y pimientos para secar, India es la lider
en produccion, con mas de 1 millon 740 mil toneladas de pimiento en 2019. A ésta le
sigue Tailandia, productora de casi 350 mil toneladas (FAO, 2019).

1.2. DESCRIPCION TAXONOMICA, BOTANICA Y CITOLOGICA

1.2.1. Descripcién taxondmica, citolégica y botanica

El género Capsicum se encuadra en la familia Solanaceae y el orden Solanales. Las
especies de este género son diploides, con una dotacion cromosémica mayoritaria de 24
cromosomas (n = x = 12), entre las que se encuentra Capsicum annuum (Lanteri and
Pickersgill, 1993; Tong and Bosland, 2003). Sin embargo, varias especies silvestres
cuentan con una dotacion de 26 cromosomas (n = x = 13) (Tong and Bosland, 2003).
Ademas, el género Capsicum es muy diverso tanto a nivel genético como morfoldgico
(Figura 3), albergando mas de 35 especies (Garcia Romero, 2008; Carrizo Garcia et al.,
2013), cinco de las cuales son las principales especies domesticadas cultivadas y al menos
unas treinta silvestres (Bosland et al., 2012; Barboza et al., 2019). Las cinco formas
cultivadas de Capsicum son Capsicum annuum L, Capsicum chinense Jacg., Capsicum
frutescens L., Capsicum baccatum L. y Capsicum pubescens Ruiz et Pav (Kumar et al.,
2006).

La especie Capsicum annuum L. se caracteriza por su amplia gama de formas y colores,
siendo dificil establecer una descripcion simple de sus caracteristicas (Csilléry, 2006).
Dentro de esta especie se han descrito hasta siete variedades botanicas, empleando
fundamentalmente los criterios de tamafio y forma del fruto: var. Abbreviatum Fingerh,
var. Cerasiforme (Miller) Irish, var. Acuminatum (annuum) Fingerh, var. Conoides
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(Miller) Irish, var. grossum L. Sendt, var. fasciculatum (Styrt) Irish y var. longum (DC)
Sendt (Figura 4) (Purseglove, 1968).

Figura 4. Frutos de piiento de la ariedad boténica a) abbreviatum, b) cerasiforme, ¢) acuminatum,
d) conoides, e) longum, f) fasciculatum y g) grossum. Fuente: a) Olatunji et al., (2019), b) alamy.es, c)
pngegg.com, d) istockphoto.com, e) plants.ces.ncsu.edu, f) chilisorte.de y g) nova.co.at.

Asi mismo, el pimiento es una planta herbacea, perenne y de ciclo de cultivo anual
(Garcia, 2008). La planta del pimiento (Figura 5a) suele ser erecta, aunque algunas
pueden llegar a ser casi rastreras y su altura se encuentra habitualmente entre un poco mas
del medio metro y el metro y medio de altura (Fornaris, 2007). Presenta un sistema
radicular pivotante, vigoroso y extenso (Figura 5b), pudiendo alcanzar profundidades de
hasta un metro, presentando una raiz principal de la que surge un nimero elevado de
raices adventicias (Rodriguez, 2017).

Las flores de pimiento (Figura 5¢) son hermafroditas, al presentar tanto gineceo como
androceo. Ademas, estas flores cuentan con un pedinculo, 5 pétalos soldados de
coloracion usualmente blanco lechoso y un caliz con 5 sépalos soldados (Fornaris, 2007;
Marmol, 2010).

Por su parte, el fruto del pimiento es una baya hueca, no jugosa, de piel lisa y usualmente
asurcada, mostrando coloraciones verdosas generalmente en estado inmaduro, y rojos,
amarillos o naranjas en estado maduro. Como se ha comentado, el fruto presenta una gran
diversidad de formas y tamafios (Figura 4) (Rodriguez, 2017).
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Las semillas de pimiento (Figura 5d) presentan forma ovalada o lenticular, siendo
aplanadas, de color amarillento y de superficie lisa. Estas se encuentran separadas de la
carne, insertadas en una placenta de forma conica, situada en la zona de mayor grosor del
fruto (Méarmol, 2010). Ademas, es justo en esta estructura donde la capsaicina tiende a
acumularse (Rodriguez, 2017).

S

Figura 5. a) Planta de pimiento. b) Raiz adulta de planta de pimiento. c) Flor de
pimiento. d) Semillas de pimiento unidas a la placenta del fruto. Fuente: a) Kohler
(1887), b) Méarmol (2010), ¢) www.turismodeobservacion.com. d) www.nunhems.com.

1.3. ORIGEN, DOMESTICACION Y DIFUSION DEL PIMIENTO

El origen del género Capsicum se encuentra situado en la region tropical de América del
Sur que se corresponde con un area amplia que incluye los actuales territorios de Bolivia
(Figura 6) (McLeod et al., 1982), Peru, Ecuador y Colombia, es decir, a lo largo de los
Andes, situados en el noroeste de América de Sur (Carrizo Garcia et al., 2016). Esta
region geografica se correspondia con un area semiarida, libre de heladas y situada a unos
2.000 metros por encima del nivel del mar (McLeod et al., 1982). Asi, una especie
ancestral, posiblemente similar a la especie Capsicum chacoense, se difundié y daria
lugar al resto de especies Capsicum tras una serie de mutaciones e hibridaciones
espontaneas. De este modo, la expansion del género continuaria alrededor de la cuenca
del Amazonas, desplazandose hacia el centro y sureste de Brasil. De este punto, volveria
al oeste sudamericano para dirigirse, finalmente, hacia América Central (Carrizo et al.,
2016). Asi, los Andes occidentales de América del Sur se corresponden con un centro
significativo de especiacion y dispersion de las especies del género Capsicum hacia el
norte, principalmente para la especie Capsicum annuum (Carrizo et al., 2013).

La domesticacion de las cinco especies cultivadas de pimiento se llevo a cabo de manera
independiente desde el 6.000 BC (Perry et al., 2007). Entrando mas en detalle, Capsicum
annuum fue domesticada inicialmente en la region de Méjico, Capsicum frutescens en el
area del Caribe, Capsicum chinense en la cuenca del Amazonas, y Capsicum baccatum y
Capsicum pubescens presentan su centro de domesticacion en Bolivia (Pickersgill, 2007;
Kraft et al., 2014).
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Figura 6. Localizacion del area propuesta
como origen de ciertos taxones de
Capsicum. Fuente: McLeod et al. (1982).

Con las posteriores exploraciones, el pimiento se difundié por todo el planeta, sufriendo
nuevas domesticaciones en centros secundarios de diversificacion (Bosland et al., 2012).
Ademas, la realizacion de selecciones artificiales por agricultores de distintas regiones
geogréficas acabd desembocando en una vasta diversidad genética, compuesta por
variedades nativas o autoctonas, adaptadas a condiciones agroclimaticas y de manejo
particular (Djian-Caporalino et al., 2007). Concretamente, Capsicum annuum fue la
especie con una expansion y aceptacién mas exitosa, dando lugar a pimientos de tipo
dulce y picante en distintas regiones del planeta. Sin embargo, las especies Capsicum
pubescens y Capsicum baccatum han quedado fundamentalmente restringidos en la
region andina de América del Sur y la region central de las Tierras Altas americanas. Por
su parte, Capsicum frutescens y Capsicum chinense son cultivados principalmente en
Africa, Asiay América del sur para su uso como especia (Bosland et al., 2012).

1.4.  MANEJO DEL CULTIVO DEL PIMIENTO
1.4.1. Requerimientos edafoclimaticos

Temperatura

Como se puede inferir a partir del origen de este cultivo, el pimiento es propio de climas
calidos, requiriendo temperaturas diurnas entre los 20 y 25 °C y nocturnas entre 16 y 18
°C. Asi, este cultivo vegeta de manera inadecuada cuando se alcanzan temperaturas
inferiores a los 15°C, induciéndose un cuajado de frutos de pequefio tamafio y mala
calidad si se produce dicho crecimiento entre los 8 y 10 °C (Sanchez, 1970).

Humedad relativa y luminosidad

El pimiento es una planta que se adapta adecuadamente a un ambiente de humedad
relativa elevada, pues su humedad Optima oscila entre el 50% y el 70%. Adicionalmente,
el pimiento requiere de mucha luz, especialmente durante la floracion. Asi, un déficit de
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ésta acaba provocando un ahilamiento de la planta, implicando un alargamiento de los
tallos y entrenudos, lo que se traduce en un debilitamiento de la planta y en una peor
cosecha (Deker, 2011).

Tipo de suelo

Los suelos arcillosos no son adecuados para este cultivo, ya que inducen a asfixia
radicular y tienden a favorecer determinadas enfermedades del suelo. De este modo, este
tipo de suelos es responsable de una reduccion considerable del tamafio del fruto y de su
calidad. Asi mismo, los suelos de elevada salinidad tampoco son aptos para el pimiento,
ya que son responsables de un retraso en el desarrollo y, nuevamente, de una reduccion
en el tamafio de los frutos recolectados (Garcia, 2008). Por ello, el pimiento se considera
moderadamente sensible a la salinidad, pudiendo descender sus rendimiento desde un
10% a un 50% con valores de conductividad eléctrica que varien entre 2 dS/m y 5dS/m
(Serrafio, 2011).

Asi, los suelos mas adecuados para el cultivo del pimiento son aquellos que cuentan con
una textura media areno-limosa y franco-arenosa, que son sueltos, profundos, ricos en
materia orgénica, siendo 6ptimo el contenido entre un 3% y 4%, abundantes en nitrégeno
y fésforo y con un pH comprendido entre 6,5y 7, pudiendo ascender a pH entre 7y 8 en
suelos enarenados (Serrafio, 2011; Pinto and Alvarez, 2018).

1.4.2. Labores preparatorias a la plantacion

Debido a que el pimiento suele ser un cultivo al que se le exige elevados rendimientos, es
un punto crucial llevar a cabo una buena preparacion del suelo o sustrato. Asi, las labores
culturales dirigidas al suelo consisten en llevar a cabo una remocion del mismo, con el
fin de aportar la estructura aireada y mullida que necesita la planta del pimiento para
desarrollarse adecuadamente (Lépez-Marin et al., 2013). Seguidamente, se puede aplicar
una capa de arena adicional de 10 cm de espesor, empleandose habitualmente la que se
denomina como “grano de arroz”. Los enarenados son una labor imprescindible cuando
se cultiva en terreno de elevada infertilidad y aguas de riego de baja calidad (Marmol,
2010).

Es habitual aplicar labores de subsolado cada 3-4 afios, con el objetivo de eliminar los
endurecimientos provocados en el suelo por cultivos anteriores. De esta manera se
promueve la infiltracion del aguay el lavado de sales a través del mismo (Sanchez, 2014).
Seguidamente, se deben retirar los elementos de mayor grosor del terreno, de forma que
no obstaculicen el resto de labores, asi como la vegetacion espontanea que pueda surgir.
Seguidamente, se desmenuza la tierra, para generar una superficie mullida, v,
adicionalmente, se le va aportado el abonado organico, envolviéndolo con el resto de
tierra, sobre la cual, se aplicara la capa de arena (Marmol, 2010).

Otro factor importante es la desinfeccion del suelo o del sustrato, pues el pimiento es muy
susceptible a multitud de patdgenos que habitan en este medio. Un meétodo preferible a la
desinfeccion quimica es la solarizacion o biosolarizacion del terreno (Guerrero, 2012).

18



Marisa Jiménez Pérez Trabajo Fin de Méster

Respecto a la disposicion de las plantulas, los marcos de plantacion del pimiento son muy
diversos, pudiendo variar en densidades de cultivo desde las 10.000 plantas/ha a las
33.000 plantas/ha (Mérmol, 2010).

1.4.3. Préacticas culturales

Una vez se tiene el cultivo establecido, es necesario desarrollar una serie de labores para
que la planta del pimiento se desarrolle adecuadamente y se favorezca el buen cuajado de
los frutos. Las plantas deben entutorarse, con el fin de mantenerlas erguidas y favorecer
la ventilacion (Garcia, 2008). También es recomendable llevar a cabo un aporcado de los
tallos principales, con el fin de fortalecer el sistema radicular. Otras labores consisten en
aplicar una serie de podas, realizar destallados de los tallos interiores para favorecer el
desarrollo de los tallos conservados tras la poda de formacion, asi como deshojados de
las hojas senescentes o enfermas (Di Fabio et al., 1999; Méarmol, 2010).

El riego es un factor clave a lo largo del cultivo, el cual debe controlarse minuciosamente
para evitar un defecto o exceso del mismo. La sensibilidad al estrés hidrico en el pimiento
es maxima en las fases de floracion y cuajado de los primeros frutos. Asi, un riego
inadecuado puede ser responsable de caida de flores, frutos que acaban de cuajar o de
necrosis (Garcia, 2008). De esta forma, los caudales deben ser ligeros en etapas
tempranas, aplicando cierto estrés hidrico tras el arraigo de la plantula, para favorecer el
desarrollo radicular. Sin embargo, en el momento de la fecundacion de las flores, los
riegos deben darse con mayor frecuencia para favorecer el cuajado adecuado de los frutos
(Mérmol, 2010).

1.4.4. Exigencias nutricionales

El pimiento es altamente sensible al nitrégeno (N), presentando elevadas exigencias de
este nutriente a lo largo del ciclo, siendo también importante tras el cuajado de los
primeros frutos (Sanchez, 2014). El potasio (K) es otro elemento importante en el
pimiento, siendo crucial en aspectos como la precocidad, la coloracion y la calidad del
fruto. Esto ultimo es asi porque este elemento esta involucrado en una mejor formacién y
sabor del pimiento (Camacho, 2003). Ademaés, este elemento interviene en el
aprovechamiento del agua al estar involucrado en la turgencia celular (L6pez-Marin et
al., 2013). El potasio interacciona con otros elementos de importancia, como el nitrégeno,
ya comentado, y afectar a la adecuada absorcion del magnesio (Mg) y del calcio (Ca)
(Camacho, 2003). Ademas, se ha visto una influencia por parte del magnesio sobre la
coloracion de la porcidn vegetativa de la planta y en la produccion, siendo importante su
aporte durante la maduracion del fruto. El calcio, por su parte, interviene en la adecuada
formacion del fruto y en aportar una mayor resistencia a los tejidos, provocando necrosis
apical cuando éste se encuentra en deficit (Sanchez, 2014). Respecto al fésforo (P), este
debe aportarse especialmente al inicio del cultivo, ya que es eficaz estimulando el
desarrollo del sistema radicular. Ademas, este elemento permite tejidos vegetales mas
resistentes y favorece la floracion (Lopez-Marin et al. , 2013).
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1.4.5. Cosechay post-cosecha

El fruto del pimiento se cosecha manualmente, manteniendo el pedunculo adherido a la
superficie superior del fruto (Fornaris, 2005). El pimiento, al no tratarse de un fruto
climatérico, es decir, no experimenta un aumento en la produccion y contenido de etileno
tras su cosecha, debe recolectarse con la madurez deseada para su comercializacion
(Figura 7) (Escalona et al., 2019). Un pimiento de calidad comercial se caracteriza por
presentar paredes firmes, gruesas y brillantes, presentando a su vez un céliz y pedinculo
turgentes y de coloracion verde (del Pino, 2020).

Una vez cosechados, para conservar la calidad del pimiento durante el periodo que se
mantengan almacenados o transportandose, es importante su conservacion en cdmara
refrigerada. Las condiciones que permiten extender su vida comercial incluso 2-3
semanas suelen encontrarse entre los 7 y 10°C, a una humedad relativa de 90-95 %
(Escalona et al., 2019).

Figura 7. Distintos estadios de maduracion en el fruto del
pimiento. Fuente: Escalona et al., (2019).

1.5.  PIMIENTO BLANCO DE VILLENA

El pimiento blanco de Villena (Figura 8) engloba a un compendio de ecotipos autoctonos
de pimiento que han sido cultivados, seleccionados y conservados por los agricultores
locales de Villena durante decenas de afios. El principal interés que presentan variedades
locales como ésta reside en el acervo genético tan amplio que suponen frente a las
variedades comerciales actuales. Esta variabilidad permite la busqueda y seleccién de
genes de interés relacionados con la calidad nutricional y agronémica, asi como con la
adaptacion a sistemas de produccién mas sostenibles, pues las variedades locales,
generalmente, se encuentran adaptadas a un manejo de bajos 0 moderados insumos. Su
gran relevancia a nivel genético se debe a que los hibridos de pimiento, los cuales se
cultivan actualmente de forma intensiva en gran parte del planeta, provienen de un
procedimiento de fitomejoramiento que ha supuesto un cuello de botella importante en la
diversidad de esta especie, implicando la pérdida de multitud de alelos y caracteres de
interés.

El ideotipo del pimiento blanco de Villena se corresponde con un pimiento de tamafio
reducido, de morfotipo lamuyo y con un pericarpio de color blanquecino verdoso en
estado inmaduro, momento habitual de su consumo (Tesoro Agroecoldgico de Villena,
2018). Su uso esta destinado fundamentalmente a conserva o procesado. Ademas, debido
a la gran labor de los agricultores de Villena, presenta una muy buena adaptacion a la
climatologia de la localidad.
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Figura 8. Pimiento blanco de Villena.
Fuente: Tesoro Agroecoldgico de
Villena, (2018).

El atractivo que reside sobre este cultivo, ademés de la diversidad genética comentada
anteriormente, se encuentra en su interesante calidad organoléptica, asi como en su
potencial comportamiento en condiciones de manejo sostenible de bajos insumos. Entre
los principales compuestos bioactivos que se pueden detectar en el pimiento blanco de
Villena, se encuentra una interesante actividad provitaminica A, asi como un destacado
contenido en vitamina C y en diversos compuestos fendlicos. Ademas, se han
determinado genotipos de gran calidad sensorial gracias a la combinacién de azlcares,
acidos y volatiles, responsables de unas cualidades organolépticas que ensalzan a este
cultivo alicantino (Tesoro Agroecoldgico de Villena, 2018).

Debido al interés que supone esta variedad local, la evaluacion y seleccion realizada sobre
ella podria dar la oportunidad de emplearla en futuros programas de mejora o protegerla
bajo una marca de calidad. Esto permitiria reconocer la gran labor agricola realizada por
parte de los agricultores de la localidad de Villena, asi como promocionar su venta local,
y preferiblemente, elevar su conocimiento a nivel nacional.

1.6. ASPECTOS DE INTERES EN LA MEJORA DEL CULTIVO DEL
PIMIENTO

Los objetivos de mejora clasicos en el cultivo del pimiento se pueden resumir en dos
grandes puntos: incrementar el rendimiento y mejorar la calidad del fruto. En relacién a
la calidad del fruto, se han realizado grandes esfuerzos en aumentar una mayor gama de
colores en estado maduro, que pueden variar desde el rojo, pasando por amarillo y
naranja, como se ha comentado anteriormente. Esto es asi porque, ademas de resultar
atractivos para el consumidor, son los pimientos con estos colores tan llamativos los que
suelen presentar mayores concentraciones de los precursores de la vitamina A, como son
el a y B-caroteno (Tomlekova et al., 2008), asi como la B-criptoxantina (Lorenzo et al.,
2017), los cuales son beneficiosos para la salud humana. La mejora de la calidad también
engloba el desarrollar nuevas variedades ricas en antioxidantes, destacando los programas
de mejora enfocados hacia un incremento en el contenido en vitamina C y en flavonoides,
aunque tambieén se ha trabajado con el contenido en otras vitaminas y en desarrollar
sabores mas agradables (Sharma et al., 2020). Por tanto, la calidad de este fruto viene
determinada claramente por su composicion quimica, la cual se encuentra influenciada
tanto por factores geneticos, el estadio de maduracion y por factores ambientales,
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especialmente las labores de manejo, como son el riego o la fertilizacion empleados
(Simonne et al., 1997; Estrada et al., 2000).

Los objetivos de mejora en pimiento también estan focalizados hacia rasgos agronémicos
como la precocidad, el nimero de frutos, el peso por fruto o el rendimiento. Sin embargo,
este tipo de caracteristicas pueden verse mermadas por la accion de enfermedades o
plagas, 0 una adaptacion inadecuada a determinados ambientes. Asi, la mejora en
pimiento también se encuentra orientada hacia una mayor resistencia o tolerancia hacia
estreses bioticos y abidticos (Pinto and Saavedra, 2018).

1.6.1. Contenido en azlcares

El contenido en azucares es una medida clave de la calidad interna del pimiento. Sin
embargo, los estudios acerca de la composicion bioguimica de este cultivo en los afios
previos a la década de los 80, habian proclamado que este fruto presentaba un nulo
contenido en acidos y pobre en azucares (Rodriguez-Burruezo et al., 2006; Bosland et al.,
2012). Actualmente, se conoce la importante contribucion de los azlcares en las
propiedades organolépticas del pimiento (Jarret et al., 2009), percibiendo el contenido en
éstos a través del dulzor, el aromay el sabor. Dentro de los azUcares, la fructosa y glucosa
son los que suelen encontrarse en mayores concentraciones en este fruto (Denev et al.,
2019). De forma general, los aztcares son maximos cuando el fruto se encuentra en estado
maduro, especialmente cuando estos son suculentos (Bosland et al., 2012), predominando
en este estado de madurez la glucosa (90-98%) (Rehus and Valsikova, 2019).

1.6.2. Contenido en vitamina C

El &cido L-ascorbico, también conocido como vitamina C, es una vitamina hidrosoluble
esencial para el ser humano (Serra and Cafaro, 2007). Esta se encuentra en multitud de
frutas y verduras, variando ampliamente entre éstos. En un estudio comparativo de 66
hortalizas, el chile rojo fue el que presentd el mayor contenido de este compuesto,
detectandose una cantidad superior a 2 mg/g en peso fresco (pf) (Isabelle et al., 2010).

Realmente, la vitamina C es el compendio de dos componentes que constituyen una pareja
redox, siendo estos el acido L-ascérbico (con poder antioxidante) y el acido L-
dehidroascorbico (con poder reductor), siendo ambas formas reversibles entre si (Figura
9) (Chebrolu et al., 2012).

El &cido L-ascorbico es un compuesto clave en la salud humana debido a su importante
accion antioxidante (Wahyuni et al., 2013; Garcia et al., 2016). Entre los papeles
reconocidos por esta vitamina se encuentra su intervencion en la prevencion del escorbuto
(Castillo-Velarde, 2019), el mantenimiento del colageno (Levine, 1986), en la sintesis de
carnitina en musculo, la cual es importante para el transporte de acidos grasos y
produccién de energia (Hulse, Ellis and Henderson, 1978), en los procesos de reparacion
y cicatrizacion de heridas, en la reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares y

22



Marisa Jiménez Pérez Trabajo Fin de Méster

determinados canceres (Naidu, 2003) y en la absorcion de hierro en la dieta (Hallberg,
1981), entre otros aspectos. Asi, los requerimientos diarios de acido L-ascorbico, segun
la Food and Drug Administration (FDA), se encuentran entre 60-100 mg/dl (Garcia et al.,
2016).

OH OH
O 0
0 e 0
HO .T, HO
HD OH e+ 2H D 0
Acido ascorbico Acido dehidroascoérbico

Figura 9. Estructura molecular del 4cido L-ascdrbico y &cido L-dehidroascoérbico, y el
intercambio de electrones entre formas. Fuente: https://www.metabolismo.biz/web/wp-
content/uploads/Ascorbate.gif

Se han publicado estudios contradictorios sobre el estado de maduracién en el cual se
produce una mayor acumulacion de vitamina C (Perla et al., 2016). Tener conocimientos
sobre los cambios fisicoquimicos y la actividad antioxidante en el fruto, asociados al
proceso de maduracion, es importante para establecer el manejo de la cosecha y
postcosecha mas adecuados (Mendoza-Sanchez et al., 2015).

Incrementar el contenido de este compuesto bioactivo en el fruto del pimiento es uno de
los grandes objetivos de mejora desde el punto de vista de la calidad nutricional.

1.6.3. Contenido en flavonoides

Entre los compuestos responsables del sabor y olor caracteristicos del fruto del pimiento
se encuentran los compuestos fendlicos. Asi, dentro de éstos, los que intervienen en los
cambios de color y sabor durante la maduracion del fruto se corresponden con un grupo
de metabolitos secundarios. Estos metabolitos son sintetizados por las plantas frente a
situaciones de estrés, como el ataque de microorganismos o de insectos (Harborne and
Williams, 2000). A nivel quimico, los compuestos fendlicos tienen en comun la presencia
de un anillo bencénico con diversos grupos hidroxilo (OH), a los que se les une
estructuras de tipo aromatico o alifatico (Croteau et al., 2000). Los compuestos fendlicos,
a su vez, se dividen en dos grandes grupos en funcion de su estructura quimica,
diferenciando entre los compuestos flavonoides y los no flavonoides (Waterhouse, 2002).

Los flavonoides son compuestos polifenolicos (Quifiones et al., 2012) de bajo peso
molecular, los cuales constituyen el grupo de mayor relevancia dentro de los compuestos
fenolicos debido a su gran diversidad estructural (Figura 10) y abundancia en frutas y
verduras (Tomas-Barberan and Espin, 2001), destacando en hortalizas como el pimiento
(Serrano Martinez, 2009).
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Figura 10. Estructura basica de los grupos de flavonoides principales. Fuente:
Serrano Martinez, (2009).

Los grupos hidroxilo fenolicos con los que cuentan los flavonoides son capaces de
estabilizar radicales libres, permitiendo proteger frente al dafio oxidativo, motivo por el
cual se relacionan con efectos beneficiosos sobre la salud humana (Martinez-Florez et al.,
2002). Aunque los mecanismos de accion no se encuentran claramente descritos, se han
relacionado los flavonoides con efectos antiinflamatorios, antiescleréticos, antitumorales,
antitrombogénicos, antiosteopordticos y antivirales (Vera-Guzman et al., 2017).

Es usual encontrar a los flavonoides estableciendo enlaces con carbohidratos,
constituyendo un nuevo tipo de molécula denominada glicésido. Esta nueva forma les
aporta una mayor solubilidad en agua y una menor capacidad de interaccionar frente a
radicales libres (Serrano Martinez, 2009). En ocasiones, estos compuestos pueden llegar
a polimerizar, formando complejos como los taninos condensados, los cuales suelen
producir un cierto sabor amargo o astringente (Odriozola, 2009).

En el caso del pimiento, los flavonoides de mayor relevancia se corresponden con
flavonoles y flavonas, los cuales solo difieren entre si por la presencia/ausencia de un
grupo hidroxilo (Crozier et al., 2006). Asi, las flavonas mas destacadas son la luteolina
(Figura 11a) y apigenina (Figura 11b), siendo la quercetina (Figura 11c), kaempherol
(Figura 11d) y miricetina (Figura 11e) los principales flavonoles en pimiento (Odriozola,
2009). A la quercetina y luteolina se les han atribuido la capacidad de combatir frente a
enfermedades de tipo coronario o canceres como el de pulmén (Howard and Wildman,
2007).
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Figura 11. Estructura molecular de a) luteolina, b) apigenina, c) quercetina, d) kaempherol y
e) miricetina. Fuente: imagenes de dominio publico.

1.7. AGRICULTURA ECOLOGICA. CARACTERISTICAS

Segln el U.S. Department of Agriculture (USDA), la agricultura ecoldgica puede
definirse como un sistema que excluye o evita en gran medida el uso de insumos de
naturaleza sintética (pesticidas, hormonas, fertilizantes o aditivos alimentarios), asi como
de organismos modificados genéticamente, con el fin de reducir al maximo sus efectos
deletéreos en el medio ambiente (Behera et al., 2012). A su vez, en la medida de lo
posible, hace uso de practicas como la rotacién de cultivos, y materiales naturales como
estiércol animal, desechos organicos, sistemas bioldgicos de movilizacion de nutrientes,
etc. Asi, la agricultura ecoldgica permite promover e incentivar una mejor conservacion
de la biodiversidad, de los ciclos bioldgicos y la salud de los ecosistemas (Meena, 2014).

La implantacion de este sistema de cultivo ofrece multiples ventajas, no solo para el
productor y consumidor, sino también para el medio ambiente. Esto es asi porque la
agricultura ecoldgica promueve una circulacion de nutrientes en el suelo mucho mas
eficiente que la agricultura convencional, reduciendo la dependencia de fertilizantes
externos. De este modo, una fertilizacion natural contribuye a un sistema agricola mas
saludable, lo que implica a su vez una reduccion de la necesidad de pesticidas y otros
productos quimicos. Ademas, como la exposicidn a dichos productos quimicos es minima
en este sistema, la fruta y verdura ecoldgicas pueden llegar a presentar un residuo
promedio 180 veces menor que el presente en productos procedentes de agricultura
convencional (FiBL, 2021).

El manejo bajo agricultura ecolégica supone un mayor esfuerzo frente al necesario en
agricultura convencional. Esto es asi debido a que las plagas, malas hierbas y las
enfermedades deben ser tratadas mediante un manejo manual, mecanico o control
biolégico (Forman and Silverstein, 2012). Sin embargo, debido a los mayores costes de
produccion por parte del agricultor, asi como la vision en el mercado de un producto méas
sano para la salud humana y respetuoso con el medio ambiente, el consumidor esta
dispuesto a pagar precios bastante superiores a los pagados por un producto de
procedencia convencional. Esto convierte a los productos ecoldgicos en un nicho de
mercado de gran interés (Behera et al., 2012).
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Los objetivos esenciales que definen a la agricultura ecologica son: i) incrementar la
fertilidad del suelo, ii) minimizar los insumos energéticos, iii) reducir los riesgos de tipo
medioambiental y iv) mantener los niveles de producciéon alcanzados actualmente
(Golijan and Popovi¢, 2016).

1.7.1. REGLAMENTACION DE LA AGRICULTURA ECOLOGICA

La produccidn ecoldgica en Espafia, asi como en el resto de los paises pertenecientes a la
Unién Europea, fue regulada por primera vez bajo las directrices del Reglamento Europeo
(CEE) 2092/91. Actualmente, esta produccion se encuentra controlada por el Reglamento
Europeo (CE) 834/2007 del Consejo, de 28 de junio de 2007, sobre produccién y
etiquetado de los productos de origen ecoldgico, y por el que se deroga el Reglamento
(CEE) 2092/91.

En el Reglamento (CE) 834/2007 se establecen los objetivos y los principios en los que
se basa este sistema, asi como las normas generales que deben aplicarse en la produccion,
transformacion, almacenamiento, transporte, etiquetado y comercializacion. Ademas,
este Reglamento se aplica sobre todos los operadores participantes de cualquiera de las
etapas de produccidn, preparacion y distribucion de los productos ecoldgicos.

Sin embargo, a partir del 1 de enero de 2022, entrara en vigor el Reglamento 2018/848
sobre produccién ecoldgicay etiquetado de los productos ecoldgicos. Este cambio se debe
a la necesidad de incluir bajo esta ley productos que se encuentran estrechamente ligados
a la agricultura, como son el caso de la obtencion de sal, aceites esenciales, corcho,
algodon o lana. Asi mismo, esta nueva normativa no solo armoniza las normas a nivel de
la Unidn Europea, sino que esta vez la armonia se extendera a paises fuera de la Union
Europea que cumplan las medidas de dicho Reglamento.

1.7.2. Implantacion de la Agricultura Ecoldgica

De acuerdo con los dltimos datos aportados por el FiBL, las tierras destinadas a ser
cultivadas bajo el manejo agroecoldgico siguen en aumento, contando ya con datos de
186 paises a finales del afio 2018. Asi, en dicho afio, mas de 71,5 millones de hectareas
de tierra fueron destinadas a produccién vegetal bajo este sistema. Las areas de mayor
extension destinadas a agricultura ecologica se encuentran en Oceania, con 36 millones
de hectareas, lo cual se corresponde con la mitad de la superficie total destinada a este
fin. A Oceania le sigue Europa, con 15,6 millones de hectareas destinadas. América
Latina, por su parte, posee 8 millones de hectareas, seguida por Asia, con 6,5 millones,
Norteamérica, con 3,3 millones y Africa, con tan solo 2 millones de hectéreas (Figura 12)
(Willer and Sahota, 2020).
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Figura 12. Representacién del porcentaje de millones de hectareas
destinadas por regién geogréafica en el mundo al sistema de agricultura
ecologica. Fuente: Willer and Sahota (2020).

Segln datos del FiBL de 2017, Australia es el pais que posee la mayor extension de
territorio con el sistema ecolégico implantado, siendo ésta de 35,7 millones de hectéreas.
Seguidamente se encuentra Argentina, con 3,39 millones de hectareas, China con 3,02
millones y Espafia nos encontramos en cuarta posicion, con 2,08 millones de hectareas
(Figura 13) (Willer et al., 2019). Asi, en 2018, el 1,5% de la superficie agricola del planeta
estaba dirigida a la produccion organica, tras haber presentado un incremento del 2,9%
en dicho ultimo afio con respecto al 2017 (Willer and Sahota, 2020).

Sin embargo, el nimero de productores se vio reducido en un 5% con el paso del 2017 al
2018, siendo en este ultimo afio el numero de productores de ecoldgico de unos 2.8
millones. El 47% de los productores se encuentran en Asia, seguida por Africa, con un
28% de los productores a nivel mundial. Seguidamente, se encuentra Europa, con un 15%
y América Latina con un 8%. Ademas, los paises que registraron un mayor nimero de
productores de cultivo ecoldgico en 2018 fueron India, con mas de 1 millén 100 mil
productores, Uganda, con mas de 210 mil y Etiopia, con mas de 200 mil productores
(Willer and Sahota, 2020).
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Figura 13. Los 10 paises con las mayores areas de tierra destinada a
agricultura ecologica en 2017. Fuente: Willer et al. (2019).

27



Marisa Jiménez Pérez Trabajo Fin de Méster

1.7.3. Efecto sobre la calidad del fruto y el rendimiento

Multitud de estudios avalan que las frutas y hortalizas cultivadas bajo un sistema de
produccion ecoldgica presentan un mayor valor organoléptico y nutricional,
detectandose, especialmente, mayores contenidos en compuestos bioactivos (Baranski et
al., 2014). Sin embargo, actualmente sigue existiendo cierta controversia respecto a este
hecho, habiendo diversos estudios con resultados ciertamente contradictorios (Cristache
etal., 2018).

El incremento de los compuestos bioactivos bajo un sistema de produccién ecoldgica
radica en la suposicion de que, al cultivar bajo condiciones que no cuentan con proteccion
quimica frente a plagas, enfermedades u otros estreses, las plantas tienden a acumular en
sus tejidos una mayor concentracion de compuestos biolégicamente activos (Srednicka-
Tober et al., 2013).

El cultivo del pimiento, al tratarse de un fruto rico en multitud de estos compuestos
bioactivos (vitamina C, flavonoles, acidos fendlicos, carotenoides, etc), ha sido
susceptible de estudio en multiples ocasiones, con el fin de comprobar como se ve
afectada su calidad interna bajo un sistema de produccién ecologico frente al
convencional (Hallmann et al., 2019). Asi, trabajos como los de Sun et al., (2007), Sim
and Sil, (2008) y Ritota et al., (2010), concluyeron que los frutos de pimiento cultivados
bajo el sistema ecoldgico presentaron un incremento significativo de carotenoides,
vitamina C y polifenoles frente a los frutos cultivados de forma convencional. Otros
autores, como del Amor et al., (2008), concluyeron que los frutos de pimiento cultivados
en ecoldgico presentaron una mayor actividad polifenol peroxidasa, y por tanto, un
incremento en la concentracion de polifenoles.

Sin embargo, como se comentd anteriormente, la composicién fisicoquimica de este fruto
se puede ver influenciada por el compendio constituido por el genotipo, las condiciones
ambientales y el manejo aplicado durante el cultivo (Hallmann et al., 2019). De este
modo, Chassy et al., (2006) comprobaron que un determinado genotipo de pimiento
presentd un incremento en su contenido en vitamina C cuando éste era cultivado bajo
manejo ecoldgico, mientras que este hecho tuvo lugar en otra variedad bajo cultivo
convencional. En este caso también se puso de manifiesto la relevancia de las
interacciones existentes entre genotipo y sistema de produccion.

Respecto a la calidad externa del fruto, no se ha visto drasticamente afectada entre ambos
sistemas de produccion. Concretamente, en un estudio elaborado por Martinez et al.,
(2006), no se observaron diferencias significativas entre la longitud y la anchura de fruto
obtenida en ambos tipos de manejo. Sin embargo, la coloracion de los frutos obtenidos
bajo sistema ecoldgico si que mostraron una intensidad de color estadisticamente superior
a los frutos cultivados de forma convencional. Este efecto sobre la calidad del color
tambien ha sido descrito por Lee et al., (2014).
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Otro parametro de gran importancia, especialmente para el agricultor, es el rendimiento.
Tradicionalmente, la elevada eficiencia y el gran rendimiento del cultivo han sido los
puntos clave que han respaldado la utilizacién de la agricultura convencional (Berova and
Karanatsidis, 2008). Esto es asi porque en agricultura ecoldgica no estan permitidos los
fertilizantes nitrogenados, pudiendo existir un posible déficit de nitrégeno que se traduzca
en un rendimiento mermado. En el caso del pimiento, Russo and Taylor (2006),
determinaron una reduccion del rendimiento en las plantas cultivadas bajo un manejo
ecologico frente al convencional. Sin embargo, estudios realizados por autores como
Delate et al., (2003), D.O. Chellemi and E.N. Rosskopf, (2004), Cesar et al., (2007) y
Delate et al., (2008) concluyeron que se podian obtener rendimientos en pimiento
similares a los obtenidos bajo un manejo convencional.

A pesar de la multitud de estudios disponibles actualmente, es necesario seguir
profundizando sobre el efecto que ejercen estos sistemas de produccion en el cultivo del
pimiento, asi como en la interaccion de éstos con el genotipo empleado. Estos estudios
permitirian descifrar mucho mejor como se ve afectado el rendimiento o las propiedades
de calidad del fruto, especialmente aquellas de mayor complejidad, como el contenido en
polifenoles, o el efecto sobre los compuestos volatiles del pimiento.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo tienen su origen en un proyecto-colaboracion entre la
institucion publica COMAV-UPV y la Cooperativa Agricola Villena, que lleva por titulo:
Tesoro Agroecologico de Villena: Obtencion de variedades locales mejoradas y con
valor afiadido de zanahoria, pimiento y cerezo adaptadas a produccion ecologica en el
territorio de Villena. Este proyecto, pionero en el ambito del fitomejoramiento
participativo en la Comunitat Valenciana, planteé un programa de evaluacion y seleccion
participativa de materiales adaptados a cultivo ecoldgico.

De este modo, las accesiones de pimiento blanco, evaluadas durante los afios 2019 y 2020,
fueron sometidas a un proceso de seleccion y evaluacion en colaboracién con técnicos y
agricultores de la Cooperativa Agricola Villena. Estas selecciones se realizaron en base a
su comportamiento agronémico bajo manejo ecoldgico, sus caracteristicas fenotipicas y
su calidad nutricional y organoléptica, buscando recuperar el ecotipo clésico. Asi,
empleando un conjunto de entradas de pimiento blanco de diferentes procedencias, en
este trabajo se pretende:

i) Realizar una caracterizaciéon de los principales pardmetros fenotipicos y de
rendimiento.

i) Elaborar una caracterizacion del valor nutricional y organoléptico en base a
su contenido en vitamina C, azucares simples y principales flavonoides.

iii) Evaluar la contribucion que los efectos ejercidos por los factores de variedad,
momento de cosecha y afio, asi como sus interacciones, pueden tener sobre la
variabilidad observada a nivel fenotipico y de calidad interna.

iv) Determinar posibles correlaciones de interés entre los pardmetros y
compuestos evaluados, con el fin de obtener informacion de valor para la
aplicacion de seleccion indirecta en mejora del pimiento.

V) Identificar las accesiones testigo que mejor se cifian al morfotipo del pimiento
blanco de Villena, y que presenten adecuada calidad nutricional y adaptacion
al manejo ecoldgico en el territorio de Villena. Esto permitira obtener material
de gran valor para desarrollar futuros programas de mejora sobre esta variedad
local.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

En este trabajo se han evaluado un total 23 accesiones de la especie Capsicum annuum
L.var grossum Sent. Esta coleccion abarcO ecotipos locales de pimiento blanco
conservados por los propios agricultores de Villena, por accesiones registradas como
pimiento blanco en el banco de germoplasma del COMAV-UPV y por variedades
comerciales de pimiento blanco de diversas casas de semillas, las cuales se utilizaron
como testigos y posibles donantes de caracteristicas de interés (Tabla 3).

Tabla 3. Variedades y accesiones de pimiento blanco empleadas en el estudio, su descripcién y procedencia.

Procedencia
Variedad Descripcion

Proveedor Localidad | Provincia Comy nidad
Auténoma
Cynthia F1 Comercial Agricola Villena |  Villena Alicante Com. Valen.
Skytia F1 Comercial Agricola Villena | Villena Alicante Com. Valen.
Pyramis F1 Comercial Agricola Villena | Villena Alicante | Com. Valen.
Century F1 Comercial Agricola Villena | Villena Alicante Com. Valen.
Goccia D’oro Comercial ﬁ/?:;i!zﬂ Benissoda | Valencia | Com. Valen.

Pebrcgel?r;éznc de Comercial Seg;lfl:rr(tj)elges Mura Barcelona Catalufia

Babyplant Comercial gg&igg r?t Santomera | Murcia Rﬁl?&?gige

Ros de Mallorca Comercial Semillero Battle MO“”.S de Barcelona Catalufia

Batlle Rei

Multiflor Comercial Agricola Villena | Villena Alicante | Com. Valen.
Monanta Comercial Agricola Villena | Villena Alicante Com. Valen.
BGV-15011 Banco Germ. UPV COMAV Valencia | Valencia | Com. Valen.
BGV-15012 Banco Germ. UPV COMAV Valencia | Valencia | Com. Valen.
BGV-1463 Banco Germ. UPV COMAV Valencia | Valencia | Com. Valen.
BGV-1850 Banco Germ. UPV COMAV Valencia | Valencia | Com. Valen.
BGV-3764 Banco Germ. UPV COMAV Valencia | Valencia | Com. Valen.
BGV-5143 Banco Germ. UPV COMAV Valencia | Valencia | Com. Valen.
BGV-601 Banco Germ. UPV COMAV Valencia | Valencia | Com. Valen.
BGV-14140 Banco Germ. UPV COMAV Valencia | Valencia | Com. Valen.
Agricultor Serrano Agricultor Agricola Villena| Valencia | Alicante | Com. Valen.
Agricultor Zapater Agricultor Agricola Villena | Valencia Alicante Com. Valen.
Agricultor Morales Agricultor Agricola Villena| Valencia | Alicante | Com. Valen.
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Agricultor Navarro

Agricultor

Agricola Villena

Valencia

Alicante

Com. Valen.

Agricultor Saez

Agricultor

Agricola Villena

Valencia

Alicante

Com. Valen.

3.2. CONDICIONES DE CULTIVO

El primer ciclo de cultivo se inicié a mediados de marzo de 2019, momento en el que
se realizo el trasplante en campo de las plantulas de pimiento, las cuales se encontraban
en estado de 4 hojas verdaderas. El semillero se realizé previamente en las instalaciones
de Babyplant (Santomera, Murcia), especialista en semilleros ecologicos. El cultivo se
desarroll6 bajo condiciones de manejo agroecoldgico durante el ciclo habitual del mismo.
El ensayo se dispuso en una parcela del campo de ensayos agroecologico de la
Cooperativa Agricola Villena (Figura 14), el cual se encuentra certificado como valido
para cultivar bajo este sistema por el Comité de Agricultura Ecoldgica de la Comunidad
Valenciana (CAECV). La superficie de la parcela presentaba en sus distintas areas unas
condiciones ambientales, de suelo y riego muy similares entre si. Previo al trasplante, el
suelo fue labrado y aireado, y se aportd estiércol de oveja (2 kg/m2), elaborando
posteriormente una serie de caballones sobre los que se establecerian las plantulas.
Durante el transcurso del ciclo no se realizé ningln tipo de abonado adicional, aunque si
que se aplicaron diversas escardas manuales por parte de los técnicos de la Cooperativa
Agricola Villena. Posteriormente, se realizaron dos recolectas, una de ellas el primer dia
de agosto y otra el primer dia de septiembre, cosechando los frutos en estado comercial,
es decir, en verde/inmaduro (Figura 15).

Figura 14. Campo de ensayo agroecoldgico de la Cooperativa Agricola Villena
donde se realizaron los ensayos con las distintas variedades de pimiento blanco.

—

De las siete variedades seleccionadas durante 2019, se conservo semilla para
establecer un nuevo ciclo de evaluacion a mediados de marzo de 2020. En esta segunda
campanfa, cuatro de ellas fueron cultivadas nuevamente en el campo de ensayos
agroecolégico de la Cooperativa Agricola Villena, junto a las cuales se incorporaron cinco
nuevas variedades comerciales como testigos. Las tres variedades seleccionadas restantes
se cultivaron en maceta en un invernadero cedido por el COMAYV, donde fueron
autopolinizadas y mantenidas hasta su evaluacion. En esta segunda campafia, se realizo
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una unica recolecta en el mes de septiembre, nuevamente en estado comercial, es decir,
verde/inmaduro.

(5l o I D B T et R G 55

Figura 15. Diferentes accesiones de pimiento blanco cosechados en estado
verde/inmaduro. a) Variedad comercial Skytia F1. b) Accesion de banco de germoplasma
BGV-15011. c) Variedad de agricultor Serrano. d) Variedad de agricultor Zapater.

En la Tabla 4 se resume las entradas cultivadas y evaluadas durante cada una de las
campanias.

Tabla 4. Resumen de las variedades cultivadas en las campafias 2019 y 2020, el momento de cosecha de
los frutos y la localizacion del ensayo. n.d. = ausencia de datos por 0% de germinacion.

Cddigo Cosecha Localizacién
Campafa 2019
Cynthia F1
Skytia F1

Goccia D’oro
Pebrot Blanc de Berga
Babyplant
Ros de Mallorca Batlle
Monanta

Campo de ensayos
BGV-15012 Agosto y Septiembre agroecoldgico Agricola

BGV-1850 Villena
BGV-3764
BGV-5143
BGV-601
BGV-14140
Agricultor Serrano

Agricultor Morales
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BGV-15011

BGV-1463

Agricultor Zapater

Septiembre

Agricultor Navarro

Agricultor Saez

n.d.

Trabajo Fin de Méster

Campana 2020

CynthiaF2 -1

Cynthia F2 - 2

CynthiaF2 - 3

Cynthia F2 - 4

Pebrot Blanc de Berga

BGV-5143

Cynthia F1

Skytia F1

Pyramis F1

Century F1

Multiflor

Babyplant

Agricultor Serrano

Agricultor Zapater

Agricultor Morales

Septiembre

Invernadero COMAV

Campo de ensayos
agroecologico Agricola
Villena

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental radicé en aplicar un modelo de distribucion al azar. Asi, las
distintas accesiones se repartieron aleatoriamente a través de los diferentes surcos, con 20
plantas por accesion. El riego aplicado y las distintas labores de mantenimiento se
Ilevaron a cabo por igual en toda la parcela. Ademas, para evitar el efecto borde, se
dispuso en los extremos de los caballones un par de plantas sobrantes a modo de

bordadura.

3.4. CARACTERIZACION AGRONOMICA Y FENOTIPICA

La caracterizacion agrondmica y fenotipica se llevé a cabo en la primera campafia, 2019,
en las recolecciones de agosto y septiembre, mientras que, en la campafia de 2020, se
determino tras la Unica recolecta elaborada a mediados de septiembre.

Se midieron los siguientes parametros:

-Rendimiento en kilogramos (kg) por accesion evaluada.

-Peso promedio de 10 frutos de pimiento en gramos (g) en la campafia de 2019.

34



Marisa Jiménez Pérez Trabajo Fin de Méster

-Peso promedio de 5 frutos de pimiento en gramos (g) en la campafia de 2020.
-Firmeza al tacto (evaluandola con escala de 1 a 5).
-Espesor de la carne del fruto (mm) ayuda de un pie de rey (Figura 16).

-Parametros de color L, ay b, empleando un colorimetro Minolta, donde L* representa la
luminosidad y a* y b* son las coordenadas cromaticas, siendo a* las coordenadas
rojo/verde (+a rojo, -a verde) y b* las coordenadas amarillo/azul (+b amarillo, -b azul)
(Talens Oliag, 2017).

La firmeza al tacto, el espesor de la carne y los parametros de color se midieron en 5
frutos por accesion.

1) A A A R

Figura 16. Diferentes accesiones de pimiento blanco cosechados y cortados para su
caracterizacion fenotipica en estado verde/inmaduro. a) Variedad comercial Skytia F1. b)
Accesion de banco de germoplasma BGV-5143. c) Variedad de agricultor Serrano. d)
Variedad de agricultor Zapater.

35. PROCESADO DE MUESTRAS PARA SU POSTERIOR ANALISIS

Las muestras de pimiento se procesaron de diferente forma en funcion del compuesto
bioactivo que se fuera a analizar (azlcares, vitamina C o flavonoides). Tras la
caracterizacion fenotipica, se tomaron aquellos frutos que no presentaban ningun tipo de
dafo o malformacion, realizandose 5 réplicas o “bulk” por accesion, con un minimo de
entre 5y 10 frutos por réplica.

Los frutos de cada réplica se partieron en pequefios trozos, de los cuales una parte se licuo
para obtener el jugo 0 zumo. Este jugo se guardo en tubos de centrifuga de 1,5 mL a -
80°C para la determinacion de azUcares reductores (Figura 17). Para poder determinar a
posteri la vitamina C, evitando su degradacién, se adicionaron con ayuda de una
micropipeta 0,9 mL de acido metafosférico 6% sobre 0,9 mL de jugo en tubos de
centrifuga de 2 mL, conservandose a -80°C hasta su analisis. El acido metafosférico es
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un agente que interviene en la buena conservacion de la vitamina C, evitando que se
oxide.

Figura 17. Jugo de diferentes accesiones
de pimiento blanco analizado.

Los fragmentos de pimiento restantes se liofilizaron. Se tomaron unos 40 — 50 gramos
por réplica, registrandose el peso en fresco (pf). El proceso de liofilizacion se llevo a cabo
durante un periodo de 2 dias para su total secado. Una vez secos, los fragmentos e cada
muestra se pesaron nuevamente, con el fin de obtener el peso seco (ps). Finalmente, se
molieron hasta reducirlas a polvo con ayuda de un molinillo, conservandolas en botes de
plastico en un ambiente seco, oscuro y a temperatura ambiente (Figura 18).

3.6. ANALISIS DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

3.6.1. Contenido en azUcares simples

Extraccidn de azlcares en pimiento

Los azUcares se identificaron en base al trabajo de Navarro et al., (2006). Las alicuotas
de 1,5 mL conservadas a -80°C con el jugo de pimiento, se descongelaron en nevera, bajo
oscuridad. Para eliminar los componentes vegetales de mayor tamafio, se centrifugaron
durante 5 min haciendo uso de una centrifuga refrigerada a 12.000 rpm. La refrigeracion
permite que las muestras no se sobrecalienten durante el centrifugado, evitando que se
dafien los compuestos a medir. A continuacion, se aplico sobre las muestras una dilucién
de % con agua ultrapura, haciendo uso de tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. Para ello,
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con ayuda de una micropipeta, se tomaron 1 mL de muestra y 1 mL de agua ultrapura.
Las muestras se homogeneizaron con ayuda de un vortex y se volvieron a centrifugar
durante 5 min a 12.000 rpm. Finalmente, los sobrenadantes se filtraron con ayuda de un
filtro de jeringa de celulosa regenerada de 0,22 um de didmetro de poro (Figura 19a). Los
filtrados se depositaron directamente en viales de cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) de color ambar.

Figura 19. Filtro de jeringa de 0,22 um de
diametro de poro. a) Empleado en analisis de
azUcares y vitamina C. b) Empleado en analisis
de flavonoides.

Realizacion de la curva de calibrado

Para elaborar un calibrado conjunto que permitiera calcular las concentraciones
correspondientes a las areas del pico cromatografico de cada muestra, se elabord una
solucién madre con concentraciones conocidas de los tres azlcares. Tras aplicar
diluciones seriadas, se obtuvieron las areas de los picos cromatograficos de los tres
azucares en cada uno de los puntos del calibrado. De estas areas y concentraciones se
derivaron las tres curvas de calibrado correspondientes a cada azucar tras su analisis en
un dispositivo de HPLC Agilent 1220 Infinity LC System (Agylent Technologies, CA,
USA) (Figura 20).

Figura 20. Instrumento HPLC, asociado al
monitor y un detector de indice de refraccion
(IR). Fuente: elaboracion propia.

Las curvas de calibrado de la fructosa, glucosa y sacarosa se confeccionaron a partir de
una solucién madre de 40.000 ppm, 40.100 ppm y 20.600 ppm reales, respectivamente.
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En cada caso se establecieron 5 puntos de calibrado, ajustandose en cada caso a una recta
de ecuacion:  Yrrycrosa = 0,3068x — 4,8436, de R? = 0,9995, Ygiucosa = 0,329x —
24,194, de R? = 0,9993 y, finalmente, ysgcarosq = 0,6382x — 23,695, de R? = 0,9993,
donde y = area y x = concentracion. Con estas curvas se determind la concentracion de
los tres azlcares en cada muestra a partir del area obtenida.

Los valores de contenido en azlcar calculados se encontraban en ppm (mg/litro). Para
representar dichos contenidos en unidades de g/kg pf de pimiento, se tuvieron en cuenta
las diluciones de % aplicadas a las muestras y el contenido en agua de las mismas. El
calculo de transformacion aplicado fue:

kg pf

Analisis mediante HPLC

Para la deteccién mediante HPLC del contenido de azUcares simples se hizo uso de una
fase estacionaria constituida por una columna Phenomenex Luna Omega Sugar, con un
didmetro de poro de 3um, y unas dimensiones de 150 x 4,6 mm. A su vez, la fase mavil
estaba constituida por una mezcla 75:25 v/v acetonitrilo:agua (Navarro et al., 2006).

Las condiciones cromatograficas estaban compuestas por una inyeccion de volumen de
10 pL, temperatura de 40°C y un flujo de 0,8 mL/min. El tiempo de retencién estimado
al que migra la fructosa es de 4,4 min y la glucosa en torno a los 4,8 min. La sacarosa,
por el contrario, se retrasa hasta los 6,2 min aproximadamente. Para su deteccion, debido
a que los aztcares simples no son capaces de absorber ni emitir luz, se emple6 un detector
de indice de refraccion (IR). Un cromatograma de azlcares simples en pimiento blanco
se muestra en la Figura 21.

Fructosa

Glucosa

v l Sacarosa

— PRSI g ——

9 ™

Figura 21. Cromatograma de azUcares simples de pimiento blanco analizado mediante HPLC y detector de
indice de refraccion (IR).
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3.6.2. Contenido en vitamina C

Extraccion de vitamina C en pimiento

Para llevar a cabo la extraccion del AsA 'y DHA, asi como del contenido total de vitamina
C de las muestras de pimiento, se dejaron descongelar en nevera, bajo oscuridad. Para
eliminar los componentes vegetales de mayor tamafio se hizo uso de una centrifuga
refrigerada durante 5 min, a 12000 rpm. Sobre las muestras se deseaba aplicar una
dilucion de 1/4, pero éstas se encontraban diluidas %2 al haberle adicionado metafosforico
6% previamente a la congelacion. Por ello, con ayuda de una micropipeta, se adicionaron
750 pL de muestra 'y 750 pL de agua destilada ultrapura en tubos de centrifuga de 1,5
mL. Las nuevas alicuotas se homogeneizaron con un vortex y se centrifugaron
nuevamente durante 5 min, a 12000 rpm. Para obtener muestras mas limpias, se pasaron
a través de un filtro de jeringa de celulosa regenerada de 0,22 pum de didametro de poro.
Este nuevo sobrenadante se depositd directamente sobre viales de HPLC de color &mbar,
listo para su analisis. Ademas, de cada muestra filtrada se recogieron con ayuda de una
micropipeta 300 pL de sobrenadante y se depositaron en un nuevo vial de HPLC. De
acuerdo con Chebrolu et al., (2012), sobre estos nuevos viales se adiciond un volumen
equivalente de TCEP (Tris (2-carboxy ethyl) phosphine hydrochloride) en una
concentracion de 5 mmol/L. EI TCEP es un agente reductor, cuya accién implica que todo
el &cido dehidroascorbico se reduzca en &cido ascorbico, la Unica forma en la que la
vitamina C es capaz de absorber y emitir luz y, por tanto, de ser detectada por el detector
de UV-Vis acoplado al HPLC. Las muestras con TCEP se homogeneizaron con vortex y
se dejaron reposar media hora a temperatura ambiente antes del analisis.

Realizacion de la curva de calibrado

Se elabor6 una solucién madre de AsA que, tras realizar soluciones seriadas, se analiz
mediante HPLC, con el fin de crear una curva de calibrado. Asi, se pudo calcular la
concentracion de AsA de cada muestra y el contenido de Vitamina C total en los viales
que contenian el TCEP, pues todo el DHA se encontraba en forma de AsA. Para la
elaboracion de la recta, se partio de una solucion madre de 4.500 ppm reales, tomando 9
puntos de calibrado. El ajuste de la curva se correspondio con la forma y,,4, = 10,828x —
214,94, de R? = 0,9939. De esta manera, por diferencia entre la concentracion de AsA
total frente al AsA inicial, se pudo determinar la concentracién de DHA en cada caso.

Los valores de contenido en AsA, DHA y vitamina C total, calculados a través de la curva
de calibrado, se encontraban en ppm. Para representar dichos contenidos en unidades de
mg/kg de pimiento, se tuvieron en cuenta las diluciones de 1/4 aplicadas a las muestras
para la determinacion de AsA 'y la dilucion de 1/8 en la cuantificacion de vitamina C total.
Asi mismo, al igual que en la cuantificacion de azlcares, se tuvo en cuenta el contenido
en agua de las muestras. El calculo de transformacion aplicado fue:

pf —ps

mgd _
— de AsA =ppmx 4 x o

kg
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mg pf —ps
— deVC =ppmx 8 x ———
kg PP pf

m m m

—gde DHA = —gde Ve ——gde AsA

kg kg kg

Analisis mediante HPLC

Para el analisis mediante HPLC del contenido de AsA y DHA de las distintas entradas,
se hizo uso de una fase estacionaria constituida por una columna Teknokroma BRISA
LC?, con radicales de 18 carbonos (C18), un diametro de poro de 3um, y unas
dimensiones de 150 x 4,6 mm. A su vez, la fase mdvil consistia en una mezcla 5:95 v/v
metanol:agua con un 1% acético, de acuerdo con Cano and Bermejo (2011).

Las condiciones cromatograficas estaban compuestas por una inyeccion con un volumen
de 5 pL y un flujo de 1 mL/min. El tiempo de retencién estimado al que migra el acido
ascorbico se encuentra en torno a los 2,3 min. Este fue detectado con ayuda de un detector
UV-Vis, absorbiendo a una longitud de onda (1) de 254 nm. Un ejemplo de cromatograma
para &cido ascorbico se muestra en la Figura 22.

VWD1 A, Wavelength=254 nm (PIMIENTO\AA_WHITE PEPPER 2020_21_SEPT 2020-09-22 12-5842\1_2_1VC.D)
D1A. Wavelanathe254 ne (PIMIENTO s 0 21 SEPT 20200922 12584211 2 1

1400 « Vitamina C total

||&——— Acido ascorbico

Figura 22. Cromatograma de muestra de pimiento para deteccion de acido ascérbico.

3.6.3. Contenido en flavonoides

Extraccion de flavonoides en pimiento

Para extraer e identificar los flavonoides de las muestras se empled un protocolo basado
en el trabajo de Bae et al., (2012). Se pesaron 100 mg de muestra liofilizada en tubos de
centrifuga de 2 mL, con ayuda de una balanza analitica. Se afiadié 1,5 mL de solucién
extrayente (80:20 metanol:agua ultrapura v/v, con un 0,1% de Butil-hidroxi-tolueno
(BHT). Las muestras se agitaron con vortex (Figura 23) y se introdujeron durante 60 min
en un bafo de ultrasonidos a 40°C (Figura 24).
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Figura 23. Liofilizado de pimiento en solucion extrayente.

Tras finalizar, se centrifugaron durante 5 min a 10.000 rpm. A continuacion, para realizar
la hidrolisis de los enlaces que se establecen entre los flavonoides y los glucosidos, se
tomaron 700 pL de muestra y se depositaron en tubos de Deltalab con tapdn de rosca de
2 mL, afadiendo, seguidamente, 350 pL de HCI 3M. Se agitaron con vortex y se
mantuvieron durante 1 hora a 95°C con ayuda de un termobloque (Figura 25). Una vez
terminada la hidrolisis, se centrifugaron nuevamente las muestras durante 5 min a 7.000
rpm. Finalmente, los sobrenadantes se filtraron con ayuda de una jeringa y un émbolo,
depositandolos en viales de HPLC de color &mbar a través de un filtro PTFE de 0,22 pm
de diametro (Figura 19b).

Fuente 24. Muestras de pimiento en bafio de
ultrasonidos bajo campana de extraccion.

Fuente 25. Muestras de pimiento en termobloque.
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Realizacion de la curva de calibrado

Para calcular el contenido de los cuatro flavonoides de interés, se elabord una solucién
madre que contuviera simultaneamente todos ellos. A partir de esta solucidn inicial se
derivaron diluciones seriadas. Mediante HPLC se determinaron las &reas de los picos
cromatogréaficos de las concentraciones conocidas de quercetina, luteolina, kaempherol y
apigenina. De este modo, se elabord una curva de calibrado para cada componente
bioactivo, empleando una solucion madre con 950 ppm, 980 ppm, 485 ppm y 475 ppm
reales, respectivamente. Se emplearon 7 puntos de calibrado, los cuales se ajustaron a las
rectas de ecuacion: Ygyerceting = 4,6479x + 23,006, de R? = 0,9999, Viuteoting =
60,069x — 87,924, de R? = 0,9982, Yysempnerot = 48,909x — 6,9755, de R? = 0,996 y
Yapigenina = 40,656x — 7,35, con R2=0,9982. De esta forma, mediante sustitucion de
las &reas obtenidas en cada caso, se pudo calcular la concentracidn correspondiente.

Los contenidos de los distintos flavonoides se encontraban en ppm, como en los casos
anteriores. Para representar dichos contenidos en unidades de pg/kg ps de pimiento, se
tuvieron en cuenta las diluciones de 3/2 aplicadas a las muestras durante la hidrolisis de
los enlaces con glucdsidos. El calculo de transformacion aplicado fue:

volumen solucion extrayente (L)
ps (9)

Hg mg Hg
? ps = ppm (T) 1000(m—g) x3/2x

Analisis mediante HPLC

Para determinar el contenido de los cuatro flavonoides de las entradas de pimiento, se
empled una fase estacionaria constituida por una columna Teknokroma BRISA, con
radicales de 18 carbonos (C18), un didmetro de poro de 3um, y unas dimensiones de 150
X 4,6 mm. Las fases mdviles fueron: A) agua pura con 0,1% de &cido férmico; y B)
metanol grado HPLC con 0,1% de &cido formico. El gradiente utilizado en el método de
analisis fue el siguiente: a tiempo 0 minutos, 60% A y 40% de B; tiempo 10 minutos,
100% B; tiempo 15 minutos, 100% B; tiempo 20 minutos, 60% A 'y 40% B, dejandolo 5
minutos para el requilibrado de la columna con las condiciones iniciales (Bae et al., 2012).

Las condiciones cromatogréaficas estaban determinadas por un volumen de inyeccion de
10 pL, un flujo de 0,8 mL/min y una temperatura de 30°C. Estos fueron detectados
mediante un detector UV-Vis, absorbiendo a una longitud de onda (1) de 360 nm. Como
se puede observar en la Figura 26, este perfil es mas complejo. Asi, la quercetina presenta
un tiempo de retencion en torno a 8,2 min, la luteolina lo presenta alrededor de 8,65 min,
mientras que el kaempherol y la apigenina se detectan mas tarde, en torno a los 9,2 miny
9,5 min, respectivamente.
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Figura 26. Cromatograma de pimiento blanco para la deteccion de los flavonoides quercetina, luteolina,
kaempherol y apigenina. Curva roja: patrdn, curva azul: muestra de pimiento blanco.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos a partir de los analisis elaborados en el laboratorio se procesaron
mediante el programa estadistico Statgraphics 18. Este programa permite realizar analisis
de la varianza (ANOVA) de los factores evaluados, siendo estos el factor variedad
(genotipo), momento de cosecha y afio, asi como las interacciones entre ellos. De este
modo, se pudo estudiar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre
los genotipos a nivel de contenido en compuestos bioactivos y caracteres agronémicos.

Para evaluar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre genotipos
en cada parametro o compuesto bioactivo analizado, se realiz6 en cada caso una prueba
de maltiples rangos. Asi, haciendo uso de Statgraphics 18, se aplico la prueba de Student-
Newman-Keuls para un nivel de confianza del 95%.

De igual modo, se emple6 Statgraphics 18 para realizar un analisis de correlaciones entre
los componentes bioactivos, entre los distintos aspectos fenotipicos medidos, y entre si,
con el fin de determinar relaciones de interés que permitan establecer posibles directrices
para seleccién indirecta en el cultivo del pimiento.

3.8. CRITERIO DE EVALUACION Y SELECCION

Las accesiones de pimiento blanco se evaluaron y seleccionaron en base a caracteristicas
agronomicas relacionadas con el rendimiento; caracteristicas fenotipicas, como son la
firmeza, los parametros de color, el espesor de la carne y la presencia de un fenotipo
similar al ecotipo clasico del pimiento blanco de Villena; su calidad nutricional, en base
a los contenidos de los componentes bioactivos analizados en el laboratorio, asi como su
adaptacion al sistema de produccion ecolégico.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. SELECCION DE MATERIALES

Los materiales seleccionados en la campafia de 2019, para su siembra en la campafa de
2020, se correspondieron con los tres ecotipos locales de Villena, cedidos por los
agricultores Serrano (Figura 27a), Zapater (Figura 27b) y Morales (Figura 27c); tres
variedades comerciales, Cynthia F1 (Figura 27d), de cuya descendencia se comenzaron a
derivar cuatro lineas, Babyplant (Figura 27¢) y Pebrot Blanc de Berga (Figura 28a), y la
accesion del banco de germoplasma BGV-5143 (Figura 28Db).

Figura 27. Frutos de pimiento de a) agricultor Serrano, b) agricultor Zapater, c) agricultor Morales, d) hibrido
comercial Cynthia F1y e) Variedad comercial Babyplant.

Figura 28. Frutos de pimiento de a) variedad comercial Pebrot Blanc de Berga y b) accesion del banco de
germoplasma BGV-5143.
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La seleccidn de los tres ecotipos locales se realizd con el fin de conservar el acervo
genético de la propia variedad local, de elevada adaptacion al territorio de Villena con
buena respuesta a condiciones de bajos insumos, y con unas propiedades organolépticas
plenamente aceptadas en la localidad. Las variedades comerciales Babyplant y Cynthia
F1 se conservaron por su similitud a los morfotipos locales y sus interesantes propiedades
nutricionales, fenotipicas y agronémicas. Sin embargo, la accesion del banco BGV-5143
y la variedad local Pebrot Blanc de Berga no fueron seleccionadas por su similitud
fenotipica con el pimiento blanco de Villena, sino por su potencial como parentales de
posibles hibridos para transmitir caracteres de interés como el vigor.

Adicionalmente, en la segunda campafia se introdujeron nuevos testigos comerciales. Las
variedades empleadas fueron Cynthia F1, Skytia F1, Century F1, Pyramis F1 y Multiflor.

4.2. CARACTERIZACION AGRONOMICA

En la primera recolecta de la campafia de 2019 se observé una importante variabilidad en
el rendimiento total cuantificado, identificAndose 3 genotipos que no presentaban frutos
en estado adecuado para su recoleccion. Estos fueron las accesiones del banco de
germoplasma BGV-15011 y BGV-15012, asi como la variedad local del agricultor
Zapater (Tabla 6). Sin tener en consideracion las entradas que no fueron recolectadas, se
determinaron valores de tan solo 0,29 kg en la accesion BGV — 1463, en contraste con la
variedad comercial Babyplant, que alcanzé los 19,39 kg. El rendimiento total promedio
de todos los materiales evaluados fue de 4,04 kg (Tabla 5), la mitad del rendimiento total
determinado en el ecotipo local del agricultor Morales, el cual alcanzé los 8,64 kg. Asi
mismo, si se atiende al peso promedio de 10 frutos, el rango de valores también fue
considerablemente variable (Tabla 5), correspondiéndose la accesion BGV-3764 con
aquella de valor més reducido, 1,06 g. Por su parte, el hibrido Cynthia F1 fue el que
alcanzd el valor mas elevado, siendo éste de 80,40 g. El promedio del peso para 10 frutos
global fue de 52,33 g, valor inferior a los pesos obtenidos en los ecotipos locales (Tabla
5).

En la recolecta de septiembre se detectdé una reduccion considerable en el rendimiento
total de gran parte de las entradas estudiadas (Tabla 5). Asi, el promedio de la segunda
cosecha se redujo a 1,65 kg, frente a los 4,04 kg de la cosecha anterior. A su vez, la
variabilidad existente en el rendimiento total entre accesiones fue bastante menor en esta
segunda recolecta, donde la entrada de mayor valor fue la cedida por el agricultor
Morales, con 2,44 kg, frente al 1,06 kg cosechados de la accesion BGV-14140,
presentando los ecotipos locales unos promedios de rendimiento total superiores al
promedio general (Tabla 5). Atendiendo al peso medio de 10 frutos, se puede observar
nuevamente una elevada diversidad entre accesiones (Tabla 5). De este modo, la variedad
comercial Goccia D’oro alcanzo casi 134 g, mientras que la entrada BGV- 14140 tan solo
obtuvo 48,10 g. El promedio global se encontré en 69,05 g, valor muy inferior a los
rendimientos cuantificados en los ecotipos locales (Tabla 5).

45



Marisa Jiménez Pérez Trabajo Fin de Méster

Tabla 5. Rendimiento o peso total (kg) y peso medio de 10 frutos (g) de las distintas accesiones evaluadas en
agosto y septiembre de 2019.

Variedad Rendimiento Rend_imiento Peso Medio de 10  Peso Mediq de 10

agosto septiembre frutos agosto frutos septiembre
Cynthia F1 11,56 1,75 80,40 65,70
Skytia F1 3,46 1,16 60,20 59,80
Goccia D'oro 5,38 1,89 59,70 135,75
Pebrot Blanc de 1,94 1,90 43,70 55,50

Berga

Babyplant 19,39 2,57 66,80 78,20
Ros de Mallorca 4,49 1,62 44,50 65,90
Monanta 1,73 1,45 53,60 59,90
BGV-15011 0 1,20 0 62,50
BGV-15012 0,29 1,93 47,83 68,80
BGV-1463 0 1,17 0 75,33
BGV-1850 0,44 1,22 33,62 51,30
BGV-3764 2,96 1,94 21,60 47,50
BGV-5143 1,28 1,58 43,20 48,80
BGV-601 1,17 1,47 58,10 96,13
BGV-14140 0,71 1,06 53,60 48,13
Agricultor Serrano 1,82 2,24 65,80 75,60
Agricultor Zapater 0 1,98 0 79,10
Agricultor Morales 8,64 2,44 64,90 87,70
Media 4,04 1,65 52,33 69,05

Atendiendo a estos resultados, es de interés mencionar el hecho de que las accesiones de
menores rendimientos fueron las entradas del banco de germoplasma (Tabla 5). Una parte
considerable de las variedades que se conservan en el banco de germoplasma del
COMAV se corresponden con ecotipos locales o tradicionales, también conocidos como
“landraces”. Estos materiales, como es el caso del pimiento blanco de Villena, no han
sufrido un proceso de mejora tan elevado como lo han hecho las variedades comerciales
actuales, especialmente en caracteres como el rendimiento o resistencia a patdogenos. Por
ello, es probable que estas accesiones se encuentren adaptadas a otras localizaciones
geograficas especificas con unas condiciones climaticas concretas, ademas de no
presentar elevados rendimientos de forma intrinseca. Ademas, el ecotipo local cedido por
el agricultor Morales fue el que presentd un mayor rendimiento total en la segunda
recolecta de la camparia, siendo este resultado razonable, pues se trata de una variedad
especialmente adaptada a dichas condiciones geoclimaticas. De igual modo, se puede
comprobar que las variedades comerciales actuales, como Babyplant o el hibrido Cynthia
F1, por su propia constitucion genética, pueden alcanzar rendimientos muy superiores a
los observados en otras accesiones en las condiciones estudiadas.
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En la campana de 2020, el rendimiento total promedio general fue de 1,68 kg, muy similar
al rendimiento total de septiembre de la campafia anterior. El rendimiento total mas bajo
se registro en la entrada BGV-5143, con 0,78 kg, frente al rendimiento del agricultor
Zapater, que alcanzé los 2,36 kg. El promedio general se correspondié con 1,68 kg,
ligeramente inferior a los valores cuantificados en los ecotipos locales (Tabla 6).
Adicionalmente, se determind el peso medio de 5 frutos, en el cual, la accesion BGV-
5143 fue la que presentd un peso mas bajo, siento este de 39,80 g, en contraste con
Cynthia F2 — 3, que alcanzd los 95,60 g. EI promedio general de este parametro se
correspondi6 con 62,85 g, muy similar o superado por los valores cuantificados en los
ecotipos locales (Tabla 6).

Tabla 6. Rendimiento o peso total (kg) y peso medio de 5 frutos (g) de las distintas
accesiones evaluadas en septiembre de 2020.

Variedad Rendimiento Peso Medio de 5 frutos
Cynthia F1 2,13 65,40
CynthiaF2 -1 1,02 70,40
CynthiaF2 - 2 1,32 68,80
CynthiaF2 - 3 0,86 95,60
CynthiaF2 -4 2,32 61,00
Skythia F1 1,79 58,80
Pyramis F1 1,68 53,60
Century F1 2,04 63,20
Pebrot Blanc de Berga 0,94 67,00
Babyplant 1,99 65,40
Multiflor 2,02 46,80
BGV-5143 0,78 39,80
Agricultor Serrano 2,05 62,60
Agricultor Zapater 2,36 63,80
Agricultor Morales 1,88 60,60
Media 1,68 62,85

Los rendimientos obtenidos en esta segunda camparfia se ajustan a los patrones observados
en la campafa anterior. Nuevamente, las accesiones de mayores rendimientos se
correspondieron con un descendiente del hibrido Cynthia F1, y con el ecotipo local del
agricultor Zapater, altamente adaptado (Tabla 6). Ademas, en la segunda campafia el
rendimiento total y el rendimiento promedio relativo a 5 frutos mas bajos se volvieron a

47



Marisa Jiménez Pérez Trabajo Fin de Méster

corresponder con entradas del banco de germoplasma (Tabla 6). Esto Gltimo pudo deberse
a diversos motivos, como una inadecuada adaptacion a condiciones de produccién de
bajos insumos o la existencia de una posible interaccion negativa con las condiciones
agrocliméticas aplicadas.

Debido a los resultados de rendimiento cuantificados de las dos cosechas de la primera
campafa, se podria llegar a la idea de que septiembre posiblemente sea un mes de
recolecta mas adecuado frente al mes de agosto. Esto se intuye atendiendo al mayor
tamano de fruto observado en la segunda recolecta, reflejado a traves del peso promedio
de 10 frutos. Asi, se cuantificaron 52,33 g en agosto frente a 69,05 g en septiembre (Tabla
5). Sin embargo, a pesar de que el rendimiento total fue superior en agosto, esto podria
deberse a una recoleccion excesivamente temprana, que implicara frutos de menor
tamarfio, junto con una menor disponibilidad de nuevos frutos cuajados en la siguiente
cosecha. Sin embargo, en la campafia de 2020, aunque el peso promedio estaba referido
a 5 frutos, éste era de elevada magnitud, apoyando la idea de frutos de buen tamafio en el
mes de septiembre (Tabla 6). El rendimiento total fue el que resulté ser menor de lo
esperado, pues se realizé una unica recolecta. Sin embargo, las accesiones que registraron
los menores rendimientos totales se correspondieron con los genotipos mantenidos bajo
invernadero en el COMAV. Estos bajos rendimientos podrian ser explicados por una baja
adaptacion a dichas condiciones. A estos genotipos se les suman algunos individuos F2
de Cynthia F1, los cuales, al tratarse de una F2, podrian haber manifestado una amplia
segregacion en caracteres como el rendimiento.

De este modo, la amplia variabilidad descrita en el rendimiento se puede respaldar en la
naturaleza cuantitativa y compleja del caracter. La dependencia de multitud de genes,
algunos de ellos de efecto menor, junto con la elevada influencia del ambiente y el sistema
de cultivo, pueden ser responsables de parte de esta diversidad de valores observados
(Elizondo-Cabalceta and Monge-Pérez, 2017).

4.3. CARACTERIZACION FENOTIPICA

Al igual que el rendimiento, los parametros fenotipicos pueden presentar una naturaleza
compleja, es decir, el ambiente es capaz de promover una variabilidad adicional a la
generada por el propio genotipo.

En la segunda cosecha de la campafia de 2019, se detect6 una variabilidad en el pardmetro
L desde 39,18 en la accesion BGV-14140, hasta 63,50 en el hibrido comercial Skytia F1,
siendo éste asi el mas brillante. El promedio de la luminosidad se situ6 en 57,46 (Tabla
7). Las coordenadas del rojo/verde oscilaron desde 5,48 en el hibrido Cynthia F1, hasta
14,77 en la variedad Ros de Mallorca (Tabla 7). El promedio de este pardmetro se situd
en 8,82, observandose en estos valores una mayor tendencia al rojo que al color verde
(Tabla 7). Finalmente, se determind el parametro correspondiente a las coordenadas
amarillo/azul, el cual varié desde 16,60 en el hibrido Cynthia F1, hasta la variedad
comercial Goccia D’oro, que alcanzo un valor de 25,85 (Tabla 7). EI promedio esta vez
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se situd en 22,09 (Tabla 7), lo que muestra una tendencia a tonalidades amarillas que se
pueden intuir a simple vista en los frutos de la Figura 15, Figura 27 y Figura 28.

La firmeza se evalué mediante una escala de 1 a 5, donde el 1 se correspondia con una
carne no firme y 5 con una carne muy firme. Asi, las entradas de menor firmeza fueron
tres, Cynthia F1, Pebrot Blanc de Berga y Monanta, cuyo promedio se correspondi6 con
2,4. En contraposicion, dos materiales destacaron por presentar una firmeza promedio de
5, siendo éstas tres accesiones del banco de germoplasma: BGV-3764, BGV-5143 y
BGV-1463 (Tabla 7). El promedio de la firmeza en los materiales evaluados fue de 3,97,
es decir, moderadamente elevada (Tabla 7).

El espesor de la carne del fruto se evalu6 en ambas cosechas, con el fin de determinar
posibles diferencias en la calidad del fruto entre ambos momentos de recoleccion. Esto
se debe a que el grosor del pericarpio es un parametro de gran importancia en la
caracterizacion y valoracion de variedades de pimiento (Reveles-Hernandez et al., 2010),
pues en funcion de la forma del consumo del mismo, se busca una mayor o menor
carnosidad. Asi, en la cosecha de agosto se registré un rango desde 2,80 mm en la
variedad Pebrot Blanc de Berga, hasta 5 mm en el ecotipo local del agricultor Morales
(Tabla 7). En los frutos recolectados un mes después se cuantificaron valores desde 1,70
mm, en la accesion BGV-1850, a 3,80 mm de los frutos del agricultor Morales (Tabla 7).
De media, el espesor parecido mantenerse similar en ambas cosechas, pues en agosto el
promedio global presentd un valor de 3,55 y en septiembre de 3,29. En este parametro se
observd que los ecotipos locales presentaron valores de los méas elevados entre los
materiales del estudio (Tabla 7).

En relacién a la coloracién de los frutos, aunque los materiales evaluados se hayan
correspondido en casi su totalidad con colores amarillento-blanquecinos, hay una
variabilidad visible en los tonos de las accesiones. Para definir el fenotipo del pimiento
blanco de Villena, se atendi6 a los datos obtenidos en los ecotipos locales. Asi, se puede
determinar que un valor de L adecuado se aproxima a 60, es decir, presenta una claridad
o luminosidad considerables. El parametro “a”, por su parte, es deseable que se encuentre
entre 6,5y 9,5 mientras que el “b” debe oscilar entre 21 y 24, aproximadamente, es decir,
tonalidades que tiendan al amarillo, y a muy baja intensidad, al rojo. Ademas, la firmeza
del fruto preferente en el pimiento blanco de Villena es relativamente elevada,
encontrandose entre 4 y 4,60. Finalmente, el espesor de la carne mas atractiva se
determind entre 3,60 mm y 5 mm (Tabla 7). Atendiendo a esta caracterizacion, se
pudieron seleccionar algunos materiales evaluados con potencial para ser empleados
como posibles donantes por su similitud con el pimiento blanco de Villena. Entre estos
materiales se seleccionaron el hibrido Cynthia F1, la entrada del banco de germoplasma
BGV-5143 y Babyplant, escogidos finalmente para su siembra en 2020. Esta similitud
los hace donantes muy atractivos para emplearlos en mejora de esta variedad local.
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Tabla 7. Valores promedio (n = 5) de los parametros L, a 'y b del color (media + Des. Est.), la firmeza (media + Des. Est. en escala 1-5) y el espesor (media £ Des. Est.

en mm) de las distintas accesiones evaluadas en agosto y septiembre de 2019. n.d. = ausencia de datos por falta de recolecta.

Variedad

Cynthia F1
Skytia F1
Goccia D'oro
Pebrot Blanc de
Berga
Babyplant

Ros de Mallorca

Battle
Monanta
BGV-15011
BGV-15012
BGV-1463
BGV-1850
BGV-3764
BGV-5143
BGV-601
BGV-14140

Agricultor Serrano
Agricultor Zapater
Agricultor Morales

Media

L
57,10 £+ 2,84 bcd
63,50+ 2,52¢e
56,91 +1,97 bcd

59,17 + 4,19 cde
61,98 + 2,67 de
57,30 + 2,22 bed

58,48 + 4,01 bcde
60,68 + 3,22 cde
53,39+2,14b
56,30 + 3,84 bcd
58,83 + 2,48 bcde
56,18 + 2,20 bc
56,48 + 2,19 bed
55,53 +1,12 bc
39,18+1,42a
59,58 + 2,39 cde
60,22 + 2,78 cde
63,42 +3,06 d
57,46 + 5,75

Color

a
548 +0,59a
540+0,62a
11,15+1,25¢e

8,61 + 0,80 cd
8,34 + 1,36 bcd
14,77 +£0,92 e

6,67 + 0,80 abc
8,40 + 0,39 bed
8,56 + 1,40 cd
11,87 +148¢e
7,42 +1,23 bc
534+052a
6,39 0,63 ab
12,32 +1,48d
13,86 £0,52
6,54 + 0,66 abc
8,20 + 1,38 bed
9,49+171d
8,82 + 2,98

b
16,60 0,99 a
18,60 + 1,97 ab
25,85 + 0,96 ef

20,97 £ 3,18 bed
23,98 £ 3,18 def
27,05+x1,82f

20,67 + 4,33 bed
22,05 + 1,96 bcde
21,19 +1,52 bed
24,84 + 2,32 def
20,47 + 1,70 bcd
23,21 + 1,59 cdef
20,95 + 2,24 bed
24,50 + 2,08 def
18,91+ 1,19 abc
21,08 + 0,78 bed
22,81 + 1,25 bede
23,89 + 0,85 def
22,09 +3,22

Firmeza

2,40 + 0,55 a
3,40 + 0,55 hc
4,60 + 0,55 de
2,40 + 0,55 a
4,60 + 0,55 de
3,40 £ 0,55 bc
2,40 + 0,55 a
4,40 + 0,55 de
4,60 + 0,55 de
5,00 0,00 e
3,60 £ 0,55 hc
5,00 + 0,00 e
5,00 0,00 e
4,60 + 0,55 de
3,00 + 0,00 ab
4,40 + 0,55 de
4,00 0,00 cd
4,60 + 0,55 de
3,97 +0,10

Espesor - Agosto

480+084¢e
3,40 + 0,55 abc
3,40 £ 0,55 abc

2,80 £0,84 ab
4,20 £ 0,84 cde
3,60 £ 0,55 bcd

3,40 £ 0,55 abc

n.d.

n.d.

n.d.
2,30+045a
2,20+0,45a

4,60 £ 0,55 de
3,30 + 0,45 abc
2,30+045a
4,40 £ 0,55 cde

n.d.
5,00+£0,71¢€

3,565+ 1,07

Trabajo Fin de Master

Espesor - Septiembre

4,80+0,84d
3,40 £ 0,55 bc
440+1,14cd

2,90 +£0,42 ab
3,20+ 0,45 bc
2,80+0,84 ab

2,90 0,74 ab
3,60 £ 0,55 bcd
3,80 £ 0,45 bcd
2,40 £ 0,55 ab
1,70+ 0,45 a
3,30 +£ 0,45 bc
2,80+0,84 ab
3,30+ 0,45 bc
2,90 +£0,74 ab
3,70 £ 0,67 bcd
3,60 £ 0,55 bed
3,80 £ 1,10 bed
3,29+0,93

Para cada variedad, las medias dentro de cada columna seguida de la misma letra no son diferentes a nivel estadistico para un o = 0,05, por la prueba de multiples rangos de Student-

Newman-Keuls.
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Para estudiar si el mes de cosecha provoca un efecto significativo a nivel estadistico sobre
el espesor del pericarpio en los materiales evaluados, se realizd un analisis de tipo
ANOVA. Asi, se determind que el cosechar las accesiones en el mes de agosto, o retrasar
dicha cosecha a septiembre, implicaba diferencias altamente significativas a nivel
estadistico para el factor “Variedad” y su interaccién con el mes de cosecha, con un P —
valor de 0,000 (Tabla 8), lo cual respalda la amplia diversidad que presentan los
materiales evaluados y su influencia por parte del momento de recoleccidn. Asi mismo,
se detectaron diferencias estadisticamente significativas en el factor “Mes de cosecha”, al
presentar un P — valor de 0,0185 (Tabla 8). Estos resultados pusieron de manifiesto la
complejidad de este caracter fenotipico.

Tabla 8. Tabla ANOVA de los valores de espesor (mm) del fruto en los meses de agosto y septiembre
de la campafia de 2019.

Fuente Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Variedad 13 5,57473 12,36 0,0000%***
B: Mes de cosecha 1 2,57857 5,72 0,0185*
INTERACCION
AxB 13 1,72473 3,83 0,0000***
RESIDUQOS 112 0,450893
TOTAL 139

(CORREGIDO)

Los niveles de significancia estan representados por * a P <0.05, ** a P < 0.01, *** a P <0.001.

En la campafia de 2020, se volvieron a evaluar los caracteres fenotipicos asociados al
color, la firmeza y el espesor del pericarpio del fruto. Asi, respecto al pardmetro L, los
valores oscilaron desde 57,12 en el ecotipo del agricultor Serrano, hasta 66 en el hibrido
Pyramis F1. El promedio de este parametro se situé en 61,18, correspondiéndose con una
luminosidad considerable (Tabla 9). En el caso del parametro “a” se detectaron valores
desde 5,42 en la variedad Multiflor, hasta 10,63 en Pebrot Blanc de Berga, encontrandose
el promedio en 7,68, nuevamente una tendencia al rojo muy suave (Tabla 9). En este caso,
los ecotipos locales mostraron valores elevados frente a gran parte de las accesiones
evaluadas. Finalmente, el parametro “b” oscil6 desde 17,30 en Multiflor, hasta 26,50 en
la variedad Pebrot Blanc de Berga (Tabla 9). El promedio, situado en 21,72, reflejo
nuevamente la presencia de tonalidades amarillas (Tabla 9).

La firmeza, por su parte, presentd un rango de valores mas estrecho que en la campafia
anterior. Se detectd asi una firmeza promedio de 3 en el hibrido Skytia F1, en
contraposicion con la firmeza medida en los individuos de dos lineas derivadas de Cynthia
F1, Cynthia F2 — 3 y Cynthia F2 — 4, con 4,60 en ambos casos. El promedio global fue
de 3,92, nuevamente elevado (Tabla 9).
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Finalmente se determind el espesor del pericarpio del fruto, donde se midié un valor
promedio de 3,60 mm en la entrada BGV-5143 frente a los 5,30 mm medidos en la linea
Cynthia F2-3. El promedio general, a su vez, se situd en 4,23 mm (Tabla 9).

Tabla 9. Valores promedio (n = 5) de los parametros L, a'y b del color (media + Des. Est.), la firmeza (media + Des. Est.
en escala 1-5) y el espesor (media + Des. Est. en mm) de las distintas accesiones evaluadas en septiembre de 2020.

Variedad Color Firmeza Espesor
L (a b

CynthiaFl  6175+15lab 7,12+0,32a 20,32+ 1,61abcdef 4,00+0,71abc 4,60 + 0,65 abc
CynthiaF2-1  63,17+47lab 695+088a 2215+220bcdefg 4,40+055b 4,80+ 0,45 be
CynthiaF2-2  5892+265ab 6,10+114a 1895+23labcd 440+055b 4,40+ 0,55 abc

CynthiaF2-3  57,31+272a 591+022a 2255+17lcdefy 460+055b  530+0,67c
CynthiaF2-4  60,13+275ab 6,06+107a 17,69+165ab  460+055b 4,40+ 0,55 abc
Skytia F1 6642+211b 944+139b  2550+048g  300+000a 3,700,227 ab
PyramisF1 ~ 66,00+388b 642+095a 19,62+349abcde 3,60+055abc 4,00+ 0,71 ab
CenturyF1  6022+589ab 501+09la 1852+42labc 3,80+045abc 4,00+ 0,71 ab
Peb“ge?éznc de 073+343ab 1063+2,18b 2650+154g  3,80+045abc 3,40+ 0,55a
Babyplant 5783+5097a 956+004b 2348+228defy 4,20 +045bc 4,40 + 0,55 abc
Multiflor 6330+220ab 542+080a  17,30+234a  320+045ab 3,90+ 0,22 ab
BGV-5143  59,81+118ab 673+115a 2022+ 264abcdef 3,80+0,84abc 3,60 0,42 ab
Agricultor Serrano 57,12+ 4,19a 1058 +1,08b 24,56+ 1,64fg  4,00+0,00abc 3,90 = 0,74 ab
Agricultor Zapater 63,30+273ab 883+178b 23,98+284efg 3,60 +055abc 4,60 + 0,55 abc
Agricultor Morales 61,66 +244ab 9,46+114b 2434+259efg 3,80+045abc 4,40+£0,42 abc

Media 61,18+423  7,68+2,08 21,72 + 3,61 3024065  4,23+0,70

Para cada variedad, las medias dentro de cada columna seguida de la misma letra no son diferentes a nivel estadistico para uno = 0,05,
por la prueba de maltiples rangos de Student-Newman-Keuls.

En los materiales evaluados durante las dos camparias los espesores alcanzaron valores
entre 2,20 y 5 mm. Estos resultados son relativamente bajos teniendo en cuenta a autores
como Gajc-Wolska and Skapski, (2001), los cuales establecieron que la media del grosor
en el pimiento de grupo grossum se encuentra entre 5y 6 mm, o a Buczkowska, (2004),
que afind a un rango entre 5,5 y 5,8 mm. Sin embargo, el grosor del pericarpio es
fuertemente dependiente del genotipo, del estado de maduracion o del ambiente. Esto
queda contrastado con resultados de trabajos como el de Jadczak et al., (2010), cuyos
materiales presentaron grosores desde 4,1 mm a 6,7 mm, siendo frutos recolectados ain
en verde.

Finalmente, con el fin de evaluar el efecto de la evaluacion y seleccion elaboradas en la
campafa de 2019, se realizd un analisis de tipo ANOVA para los parametros fenotipicos
evaluados en la cosecha de septiembre. De este modo, se emplearon Unicamente las
accesiones que fueron seleccionadas para su cultivo y evaluacion posterior en la campafia
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de 2020. Asi, en la Tabla 10 se muestra el analisis ANOVA para los parametros del color
del fruto. Para el parametro L se detectaron Unicamente diferencias estadisticamente
significativas para el factor “Variedad”, con un P — valor de 0,0248. En el caso del
parametro “a” se obtuvieron diferencias altamente significativas para los dos factores,
obteniéndose un P —valor de 0,0001 y 0,0002, respectivamente. Asi mismo, la interaccion
entre ambos present6 diferencias estadisticamente significativas, con un P — valor de
0,0143. Finalmente, el parametro “b” presento diferencias altamente significativas para
ambos factores y su interaccion, con un P — valor de 0,0118, de 0,0094 y 0,0188 para los
factores “Variedad” y “Afio”, asi como para su interaccion, respectivamente (Tabla 10).

Tabla 10. Analisis ANOVA para los parametros del color analizados, L, ay b, durante las campafias de 2019 y 2020.

L a b
Fuente Cuadrado Cuadrado Cuadrado
Gl Medio Valor-P Gl Medio Valor-P Gl Medio Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES
A:Variedad 5 31,329  0,0248* | 5 12,1616  0,0001*** | > 16,6435 0,0118*

B:Ano 1 006144 09407 | 1 28,4144 0,0002*** | 1 36,754  0,0094**
INTERACCION
AxB 5 246846 0,0648 | 5 553149 0,0143* | 5 15154  0,0188*
RESIDUQOS 48 10,9915 48  1,72944 48 5,0128
TOTAL 59 59 59

(CORREGIDO)

Los niveles de significancia estan representados por * a P <0.05, ** a P <0.01, *** a P <0.001.

Los resultados del anélisis ANOVA para los parametros de firmeza y espesor de la carne
se muestran en la Tabla 11. Asi, la firmeza presentd diferencias altamente significativas
para el factor “Variedad” y la interaccion estudiada, obteniéndose valores de P — valor de
0 en ambos casos (Tabla 11). Igualmente, el factor “Ano” presentd diferencias
significativas, con un P — valor de 0,0201. El espesor, sin embargo, no mostré diferencias
significativas por parte de la interaccion. De este modo, se describieron diferencias
altamente significativas para los factores “Variedad” y “Afio”, obteniéndose un P — valor
de 0,0021 y 0,0001, respectivamente (Tabla 11).

Asi, los resultados obtenidos del analisis ANOVA (Tabla 10 y Tabla 11), mostraron
diferencias significativas para ambos factores y su interaccion para la mayor parte de los
parametros evaluados. Sin embargo, la significacion de estos factores era hasta cierto
punto esperables, pues ademas de la amplia diversidad descrita entre los materiales, no
todos fueron cultivados en las mismas condiciones de cultivo durante las dos campafas.
Aun asi, pueden tomarse como reflejo de la complejidad que subyace en las caracteristicas
fenotipicas evaluadas en el fruto del pimiento.
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Tabla 11. Andlisis ANOVA para los parametros fenotipicos de firmeza y espesor, durante las
campafias de 2019 y 2020.

Firmeza Espesor
Fuente Gl Cﬁgg%do Valor-P Gl Cﬁggﬁ)do Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Variedad 5 2,49667  0,0000*** 5 1,78417 0,0021**

B:Afo 1 1,35 0,0201* 1 7,70417 0,0001***

INTERACCION
AxB 5 1,99 0,0000*** 5 0,324167 0,5509
RESIDUOS 48 0,233333 48 0,402083
TOTAL 59

(CORREGIDO)

Los niveles de significancia estan representados por * a P <0.05, ** a P <0.01, *** a P <0.001.

De este modo, los materiales que, a nivel fenotipico, presentaron un mayor potencial para
ser empleados como donantes de posibles caracteristicas de interés por su similitud con
los ecotipos locales fueron Babyplant, Pebrot Blanc de Berga y Skytia F1.

4.4. EVALUACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

4.4.1. Contenido en azUcares

La concentracién en azucares ha sido un parametro tradicionalmente empleado para
evaluar los atributos de calidad de un fruto para su introduccion en el mercado. Ademas,
se ha observado que la composicion de la fraccion de azlcar en un fruto se ve afectada
tanto por factores genéticos, como ambientales, debido a la alteracion de la actividad
enzimatica involucrada en su sintesis o degradacion (Lingle and Dunlap, 1987). Este
hecho respalda la amplia variabilidad de valores presentes en los materiales evaluados,
pues, aunque se ha empleado el mismo manejo, al menos en la mayor parte de los
materiales, puede haber pequefas diferencias ambientales que provoquen una mayor
variacion en los valores para el contenido en azlcares, ademas de la propia diversidad
genética empleada. Adicionalmente, debido al estado de inmadurez con el que se han
recolectado los frutos, la concentracién de azucares esperable es mas baja de la que podria
obtenerse en pimientos ya maduros, momento en el que se alcanza el mayor contenido en
azucares acumulados (Martinez et al., 2007).

Asi, en la primera cosecha de la campafia de 2019 se observd una amplia variabilidad
entre accesiones para los tres azlcares evaluados, fructosa, glucosa y sacarosa.
Comenzando con la fructosa, se determind un intervalo de valores que oscilaba desde
6,30 g/kg pf en Babyplant, hasta 15,37 g/kg pf en el hibrido Cynthia F1, situandose el
promedio global en 9,91 g/kg pf (Tabla 12). La glucosa, por su parte, presentd una
variabilidad que se extendia desde los 3,53 g/kg pf en Babyplant hasta los 18,05 g/kg pf
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en la accesion BGV-15012 (Tabla 12). Se determind un promedio de 10,87 g/kg pf, muy
similar al promedio determinado para el contenido en fructosa (Tabla 12). Finalmente, la
sacarosa se cuantificd en una concentracion muy inferior a la de sus dos monosacaridos

correspondientes, oscilando entre 0,10 g/kg pf en la variedad Babyplant, hasta 0,87 g/kg

pf en la accesion BGV-5143. El promedio del disacarido se situd en tan solo 0,20 g/kg pf
(Tabla 12).

Tabla 12. Valores promedio (n = 5) del contenido en fructosa, glucosa y sacarosa (media + Des. Est. en g/kg pf) de las distintas
accesiones evaluadas en las cosechas de agosto y septiembre en la campafia de 2019. n.d. = ausencia de datos por falta de recolecta.

Variedad

Cynthia F1
Skytia F1
Goccia D'oro
Pebrot Blanc de
Berga
Babyplant
Ros de Mallorca
Battle
Monanta
BGV-15011
BGV-15012
BGV-1463
BGV-1850
BGV-3764
BGV-5143
BGV-601
BGV-14140

Fructosa

15,37 £ 0,08 g
9,75 + 0,06 de
12,26 % 0,04 f

9,32 + 1,58 cde
6,30+2,11a
9,43+ 0,12 cde

11,32 £ 0,10 ef
n.d.
15,10+ 0,29 g
n.d.

8,16 + 1,16 abcd
6,75+ 0,43 a
6,93+1,60ab
7,60 + 1,23 abcd
7,18 £ 2,31 abc

Agricultor Serrano 9,06 * 2,13 bed

Agricultor Zapater
Agricultor Morales

Media

n.d.
14,13+ 1,28 g
9,91+ 3,17

Agosto

Glucosa

15,51+ 0,28 gh
10,67 £ 0,14 cde
13,22 + 0,12 efg

11,56 * 1,41 def
3,53+3,34a
10,18 £ 0,13 cde

11,94 £ 0,13 ef
n.d.
18,05+ 0,36 h
n.d.

10,47 £ 1,53 cde
11,58 £ 0,74 def
7,89 + 2,96 bed
7,02 +2,96 bc
6,48+ 454b
9,93+ 2,15 cde
n.d.

15,06 £ 1,35 fgh
10,87 + 4,07

Sacarosa

0,19+ 0,09 a
0,15+0,01a
0,16 £0,01a

0,13+0,02 a
0,10+ 0,03 a
0,14+0,01a

0,26 +0,02a
n.d.
0,15+ 0,03 a
n.d.
0,14+0,01a
0,17+0,01a
0,87+0,50 b
0,12+0,01 a
0,12+ 0,04 a
0,14+£0,01 a
n.d.
0,16 £ 0,01 a
0,20 £ 0,22

Fructosa

8,32+0,25¢
8,91+ 0,06 c
10,80 = 0,77 def

842+031c
11,32+ 0,62 f
10,55 * 0,17 def

10,53 + 0,66 def
10,13+ 0,95d
8,81+0,06c
761+0,11b
6,66 + 0,56 a
6,91+0,09 a
6,16+031la
6,63+0,13a
7,71+031b
10,24 + 0,54 de
10,70 * 0,34 def
11,06 £ 0,35 ef
9,02+1,75

Septiembre

Glucosa

3,57+0,64 a
10,67 + 0,14 efg
13,28 £ 0,96 ij

11,65 £ 0,45 efg
12,87 £ 0,71 hi
14,01 £ 0,27 ij

12,82 + 0,79 hi
11,84 + 1,19 efgh
11,83 £ 0,20 efgh

9,63+0,10¢c
9,99+0,93 cd

11,46 £ 0,21 ef

8,10£0,39b

10,45 £ 0,20 cd

10,75 £ 0,46 de
12,52 + 0,68 fghi
12,66 + 0,35 ghi
12,68 £+ 0,42 ghi

11,15+ 2,40

Sacarosa

0,00+ 0,00 a
0,15+ 0,01 ab
0,16 +0,02 b

0,11 £ 0,02 ab
0,00+ 0,00 a
0,30+0,05¢c

0,49+0,05d
0,13+0,01 b
0,35+0,04c
0,12+0,01 ab
2,03+£0,20f
0,62+0,04¢e
3,45+0,16 g
0,16 £0,00 b
0,14+£0,01b
0,12+ 0,01 ab
0,00+ 0,00 a
0,00 £ 0,00 a
0,46 + 0,86

Para cada variedad, las medias dentro de cada columna seguida de la misma letra no son diferentes a nivel estadistico para un o = 0,05, por la
prueba de multiples rangos de Student-Newman-Keuls.

En la cosecha de septiembre, se volvio a observar un patron similar respecto a la amplia

variabilidad en el contenido de azlcares. Comenzando con la fructosa, se determind un

intervalo de valores comprendido entre 6,16 g/kg pf en la accesion BGV-5143y los 11,32

g/kg pf detectados en Babyplant. EI promedio global de este azlcar se situ6 en 9,02 g/kg

pf (Tabla 12). Continuando con la glucosa, las concentraciones se presentaron entre los
3,57 g/kg pf del hibrido Cynthia F1y los 14,01 g/kg pf de la variedad Ros de Mallorca
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Battle, situandose el promedio en 11,15 g/kg pf (Tabla 12). Finalmente, la sacarosa volvid
a presentar valores mas reducidos frente a sus monosacaridos. En este caso, el rango de
valores se concentrd entre los 0 g/kg pf, detectado en el hibrido Cynthia F1, Babyplant, y
en los materiales de los agricultores Zapater y Morales, hasta los 3,43 g/kg pf
determinados en la accesion BGV-5143, situandose el promedio en 0,46 g/kg pf (Tabla
12).

Atendiendo a estos valores, se puede observar cdmo el recolectar los frutos en el mes de
agosto o de septiembre puede afectar de manera importante en su calidad organoléptica.
Esto es asi porque variedades como Babyplant, que en agosto presentd contenidos muy
reducidos en todos los azucares evaluados, en septiembre se determind un incremento
considerable de estos, implicando una mejora de su calidad interna dependiente del
momento de cosecha. Sin embargo, este patrén no es constante en todas las variedades,
pues otras, como el ecotipo local del agricultor Morales, sufrié una reduccién en los tres
azucares de interés tras retrasar su cosecha (Tabla 12).

El efecto del mes de cosecha y su interaccion con el genotipo en el contenido en azucares
se evalué mediante un analisis ANOVA (Tabla 13). Las concentraciones de fructosa y
sacarosa se vieron afectadas a nivel altamente significativo por el factor “Variedad”, “Mes
de cosecha” y su interaccion, con un P — valor de 0,000 (Tabla 13). Sin embargo, el
contenido en glucosa no se vio afectado significativamente por el factor “Mes de
cosecha”, aunque si lo estuvo por el factor “Variedad” y su interaccion, con un P — valor
de 0,000 (Tabla 13). Estos resultados reafirmaron la influencia del genotipo sobre el
contenido en azlcares. A su vez, estos valores son indicativos de la complejidad que
subyace en estos compuestos de interés organoléptico, donde, segun el aztcar en cuestion,
puede verse afectada su concentracion con el momento de cosecha.

Tabla 13. Anélisis ANOVA para los azlcares analizados fructosa, glucosa y sacarosa en la campafia de 2019.

Fructosa Glucosa Sacarosa
Fuente Cuadrado Cuadrado Cuadrado
Gl Medio Valor-P Gl Medio Valor-P Gl Medio Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Variedad 14 41,6808 0,0000*** |14 45,0039 0,0000*** |14 3,08978 0,0000***
B:Mes de 1 1

casecha 1 40,8663 0,0000%** 3,272 0,2247 4,23293 0,0000%**
INTERACCION
AxB 14 21,1948 0,0000%** |14 58,2336 0,0000%** |14 1,59621 0,0000%**
RESIDUOS 120 0,848443 120 2,19653 120 0,0113275
TOTAL 9 149 149

(CORREGIDO)

Los niveles de significancia estan representados por * a P < 0.05, ** aP <0.01, ***a P <0.001.
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En la campafia de 2020, se volvio a evaluar el contenido en azlcares para las accesiones
seleccionadas en la campafia anterior, junto a los nuevos testigos incluidos. Asi, respecto
al contenido de fructosa, fue la linea Cynthia F2 — 1 la que present6 un valor méas elevado,
obteniendo un contenido promedio de 15, 37 g/kg pf, en contraste con los 6,30 g/kg pf
determinados en el hibrido Century F1 (Tabla 14). El promedio general se situd en esta
ocasion en 9,91 g/kg pf (Tabla 14). Respecto a la glucosa, el valor mas elevado se
determind en el ecotipo local del agricultor Zapater, alcanzando 18,05 g/kg pf, frente al
hibrido Century F1, en la cual se cuantificd 3,53 g/kg pf. EI promedio global se encontrd
situado en 10, 87 g/kg pf (Tabla 14). Finalmente, en referencia a la sacarosa, volvié a ser
nuevamente el aztcar en menor abundancia de los tres evaluados, pues el méximo fue
determinado en el hibrido Skytia F1, con un total de 0,87 g/kg pf, siendo el valor mas
reducido el de 0,10 g/kg pf del hibrido Century F1. En este ltimo caso, el promedio de
todos los materiales se situ6 en 0,20 g/kg pf (Tabla 14).

Tabla 14. Valores promedio (n = 5) del contenido en fructosa, glucosa y sacarosa (media + Des. Est. en
o/kg pf) de las distintas accesiones evaluadas en la campafia de 2020.

Variedad Fructosa Glucosa Sacarosa
Cynthia F1 6,75+ 0,43 a 11,58 + 0,74 def 0,17+0,01a
CynthiaF2 - 1 15,37 +0,08 g 15,51 + 0,28 gh 0,19+0,09a
Cynthia F2 - 2 11,32 £ 0,10 ef 11,94 £ 0,13 ef 0,26 £0,02 a
CynthiaF2 - 3 9,75 £ 0,06 de 10,67 + 0,14 cde 0,15+0,01a
CynthiaF2-4 9,06 + 2,13 bcd 9,93 + 2,15 cde 0,14+0,01la
Skytia F1 6,93+ 1,60 ab 7,89 £ 2,96 bed 0,87 +£0,50 b
Pyramis F1 7,60 £ 1,23 abcd 7,02 £2,96 bc 0,12+0,01a
Century F1 6,30x2,11a 353+3,34a 0,10+0,03a
Pebrot Blanc de 12,26 + 0,04 f 13,22+ 0,12 efg 0,16 +0,01a

Berga

Babyplant 1413+1,28¢ 15,06 + 1,35 fgh 0,16 +0,01a
Multiflor 7,18 + 2,31 abc 6,48+ 4,54b 0,12+0,04 a
BGV-5143 8,16 + 1,16 abcd 10,47 £ 1,53 cde 0,14+0,01a
Agricultor Serrano 9,43 £ 0,12 cde 10,18 £ 0,13 cde 0,14+0,01a
Agricultor Zapater 15,10+0,29¢g 18,05+ 0,36 h 0,15+0,03a
Agricultor Morales 9,32 £1,04 cde 11,56 £ 1,41 def 0,13+£0,02a

Media 9,91 + 3,18 10,87 £4,07 0,20 £ 0,22

Para cada variedad, las medias dentro de cada columna seguida de la misma letra no son diferentes a nivel
estadistico para un a = 0,05, por la prueba de multiples rangos de Student-Newman-Keuls.

Como se ha podido observar, los ecotipos locales destacaron en mayor 0 menor medida
para el contenido en azucares. Este hecho es ciertamente usual, pues las variedades locales
o tradicionales suelen presentar elevados contenidos de compuestos bioactivos y de
importancia organoléptica. Una de las razones se fundamenta en que, tradicionalmente,
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estas caracteristicas organolépticas y nutraceuticas han sido relegadas en los programas
de mejora modernos ante otros pardmetros como el rendimiento o la resistencia a
patdgenos. Esta idea queda respaldada por los bajos contenidos determinados en algunos
hibridos comerciales, como ocurre en Century F1 o Multiflor, posiblemente mejor
adaptados a condiciones de elevados insumos y mayor disposicion de nitrogeno. Sin
embargo, debido a la tendencia actual de consumir productos de mayor calidad y sabor,
ya nos podemos encontrar variedades comerciales mejoradas que también cuentan con un
importante contenido en azucares en estado inmaduro y en condiciones de cultivo
ecoldgico, como ocurre con la variedad Babyplant, la linea Cynthia F2-1 o Pebrot Blanc
de Berga (Tabla 14).

Asi, el contenido en fructosa fluctuo a lo largo de ambas campafias entre 6,30 g/kg pfy
15,37 g/kg pf, el contenido en glucosa entre 3,53 g/kg pfy 18,05 g/kg pf y el contenido
en sacarosa entre 0 g/kg pfy 0,87 g/kg pf (Tabla 12 y Tabla 14). Estas concentraciones
resultan bajas frente a los resultados publicados por Bernardo et al., (2008), los cuales
determinaron en sus variedades espafiolas de pimiento en estado inmaduro
concentraciones de fructosa en torno a 210 g/kg ps, de glucosa en 189 g/kg ps y de
sacarosa en 21 g/kg ps. Sin embargo, Denev et al., (2019) determind sobre sus variedades
de pimiento en estado inmaduro, no cultivadas bajo condiciones de AE, un contenido en
azucares similar o inferior, a excepcion de la sacarosa, a los cuantificados en este trabajo.
Asi, en su material, la fructosa oscil6 entre 4,5 g/kg pf y 6 g/kg pf, la glucosa entre 9 g/kg
pfy 11,5 g/kg pf y la sacarosa entre 2,5 g/kg pf y 3,5 g/kg pf. Otros autores, como Garcia
Romero (2008), evalué bajo cultivo hidropénico una variedad de pimiento tipo
“California”, cuantificando un contenido medio de fructosa de 12,3 g/kg pf, de glucosa
en torno a 12,6 g/kg pfy de sacarosa de 3,3 g/kg pf. Estos datos permiten apoyar la idea
de que el cultivo ecoldgico es capaz de mantener unos niveles de aztcares similares a los
conseguidos bajo un manejo intensivo.

Seguidamente, se realizd un analisis ANOVA para evaluar el efecto ejercido por la
seleccion ejercida entre campafias (Tabla 15). Este mostré diferencias altamente
significativas en ambos monosacéaridos y el disacarido evaluados para los dos factores,
con un P — valor de 0,000 (Tabla 15). La interaccion entre ambos resultd ser a su vez
altamente significativa, con un P — valor de 0,000. Sin embargo, el cultivo bajo diferentes
manejos en algunos de los genotipos evaluados en la segunda campafia impidié obtener
conclusiones certeras sobre el efecto ejercido por el factor “Afo” y su interaccion con los
genotipos testados (Tabla 15).

Los materiales que parecieron presentar mayor potencial para ser empleados como
donantes de un mayor contenido en azucares fueron Babyplant, Pebrot Blanc de Berga y
la linea Cynthia F2 — 1. A su vez, dentro de los ecotipos locales con mayor contenido en
azUcar se encontraron los cedidos por Zapater y Morales.
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Tabla 15. Analisis ANOVA para los azlcares analizados fructosa, glucosa y sacarosa en la campafia de 2019 y 2020.

Fructosa Glucosa Sacarosa
Fuente Cuadrado Cuadrado Cuadrado
Gl Medio Valor-P Gl Medio Valor-P Gl Medio Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES
A:Variedad 5 44,8393 0,0000%** | 5 44,1863 0,0000***| 5 4,79211 0,0000***

B:Afio 1 46,06 0,0000%** | 1 27,116 0,0000*** 1 323809 0,0000%**
INTERACCION
AxB 5 156538 0,0000%**| 5 18,9086 0,0000*** 5  4,85773 0,0000%**
RESIDUOS 48 0,437339 48 0,661665 48 0,00233881
TOTAL

(CORREGIDO) °° 59 59

Los niveles de significancia estan representados por * a P <0.05, ** aP < 0.01, *** a P <0.001.

4.4.2. Contenido en vitamina C

Como se ha comentado anteriormente, el pimiento es un fruto enriquecido en compuestos
bioactivos de efecto beneficioso para la salud. La vitamina C es uno de los mas destacados
y deseables, debido a su accién antioxidante y funcionamiento como cofactor de multitud
de enzimas involucradas en el metabolismo humano. Asi, el pimiento se considera una
fuente capaz de aportar del 50 al 100% de la dosis diaria recomendada de vitamina C
(NCBI, 2011; Wildman, 2016). Al igual que los azlcares reductores, el contenido en
vitamina C suele ser inferior cuando el fruto se encuentra en estado de inmadurez
fisioldgica (Flores et al., 2009).

En la cosecha de agosto de la campafia de 2019 se observé una amplia variabilidad entre
accesiones para la pareja redox AsA y DHA, asi como para el contenido total. La
concentracion de AsA oscild en un rango entre 0 mg/kg pf en materiales comerciales
como: Skytia F1, Goccia D’oro, Pebrot Blanc de Berga y Ros de Mallorca Battle y
accesiones del banco de germoplasma: BGV-1850 y BGV-14140; hasta los 835 mg/kg pf
en Babyplant. EI promedio de las entradas evaluadas se correspondi6 con un valor de 219
mg/kg pf (Tabla 16). Los niveles de DHA se extendieron desde los 167 mg/kg, en la
variedad comercial Babyplant, hasta los 608 mg/kg pf detectados en la variedad Monanta.
Su promedio global se correspondié con 403 mg/kg pf (Tabla 16). Finalmente, se
cuantifico el contenido en vitamina C total, determinandose un rango entre los 327 mg/kg
en la variedad Ros de Mallorca Batlle, y los 1002 mg/kg pf detectados en Babyplant. El
promedio se situd en 623 mg/kg pf (Tabla 16).

En la cosecha de septiembre, el AsA se determind entre 0 mg/kg pf, presentes en la
accesion BGV-1463, y 804 mg/kg pf, cuantificados en la accesion BGV-3764. El
promedio se establecié en 332 mg/kg pf, bastante superior al cuantificado el mes anterior
(Tabla 16). El rango de DHA oscil6 entre los 161 mg/kg pf detectados en el ecotipo del
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agricultor Serrano y los 679 mg/kg pf presentes en la accesion BGV-1850. El promedio,
en este caso, se situd en 380 mg/kg pf (Tabla 16). Finalmente, la vitamina C total presentd
un rango de valores entre 305 mg/kg pf, en la accesion BGV-1463, y 1078 mg/kg pf
identificados en la variedad Goccia D’oro. El promedio se correspondi6 con 707 mg/kg
pf (Tabla 16).

Tabla 16. Valores promedio (n = 5) del contenido en AsA, DHA y VC total (media £ Des. Est. en mg/kg pf) de las distintas
accesiones evaluadas en las cosechas de agosto y septiembre en la campafia de 2019. n.d. = ausencia de datos por falta de recolecta.

Agosto Septiembre
Variedad AsA DHA VvC AsA DHA VC
Cynthia F1 558 + 132 e 294 + 150 be 852+29d 751+45¢g 255 + 21 abc 1006 + 61 hi
Skytia F1 0x0a 526 £ 45 f 526 £46 b 880D 656 £ 45 ¢ 744 + 46 def
Goccia D'oro 0+0a 374 £ 34 bede 374+£34a 521 +£29e 556 + 37 f 1078 £ 62 i
Peb“ge?éi”c d¢ gi0a  357+39bcde  357+39a 248+40c  285+43bcd 533+ 78hc
Babyplant 835+ 111f 167 +41la 1002 £ 122 e 354 +39d 254 + 10 abc 608 + 44 bed
RoseMallorea 9402 ao7x42bed  327:42a 72+4b 534+41f 606+ 39 bed
Monanta 302+61c 608 + 100 g 910+£50d 589 + 63 f 354 £52 de 944 £+ 114 gh
BGV-15011 n.d. n.d. n.d. 488 £ 65¢€ 164 +17 a 651 + 82 bcde
BGV-15012 150+6b 724 £8h 874 +£3d 394 +£27d 387+35e 782 £ 54 ef
BGV-1463 n.d. n.d. n.d. 0+x0a 305 + 49 cde 305+£49a
BGV-1850 0+0a 392 + 34 cde 392+34a 3+3a 679+104 ¢ 682 + 105 cde
BGV-3764 18+ 10a 404 + 30 cde 422 £ 31 a 804 +96 h 236 +44abc 1039 + 140 hi
BGV-5143 603 +62e 295 £ 50 be 898 £109d 200+ 9c 568 £ 100 f 768 £ 108 ef
BGV-601 172 +17b 259+8b 431+ 18a T7+7Db 567 +19 f 644 + 15 bcde
BGV-14140 0+0a 419 £ 68 cde 419+68a 1+x2a 499+90f 500+89b
Agricultor Serrano 207 £12b 424 + 11 de 631+21c 702+51¢g 161 +28a 863 + 76 fg
Agricultor Zapater n.d. n.d. n.d. 359 +38d 200+ 17 ab 559 + 52 bc
Agricultor Morales 446 £46d 476 £99 ef 922+76d 333+47d 306 £41cde 639 + 82 bcde
Media 219 + 268 403 £ 148 623 £ 253 332 £ 263 380175 707 £212

Para cada variedad, las medias dentro de cada columna seguida de la misma letra no son diferentes a nivel estadistico para un a = 0,05, por la prueba
de multiples rangos de Student-Newman-Keuls.

Atendiendo a los valores cuantificados de esta primera campafia, se podria llegar a la
conclusion de que el mes de septiembre es un mes mucho mas adecuado para la obtencién
de frutos con mayor contenido en AsA, ya que diversas entradas presentaron un contenido
nulo de AsA en la primera cosecha. Sin embargo, esto podria haberse debido a una
conservacion inicial de los frutos frescos en cdmara frigorifica a -18°C tras la recolecta.
Asi, para la elaboracién de las muestras de la cosecha de agosto se emplearon los
materiales previamente descongelados. Es posible que el estrés oxidativo generado por la
congelacion provocase que el fruto consumiera parte o gran parte de su contenido en AsA
(Tabla 16). Ademas, los mayores niveles de AsA y vitamina C se determinaron en
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variedades comerciales, como Cynthia F1 y accesiones del banco de germoplasma, como
BGV-3746 (Tabla 16).

También se estudio el efecto del mes de cosechay su interaccion con el genotipo mediante
un analisis ANOVA. Este determin6 para ambos factores, y su interaccion, un efecto
altamente significativo sobre las concentraciones de AsA'y VC total, con un P — valor de
0,000 (Tabla 17). El contenido en DHA se vio afectado a nivel estadistico por el factor
“Variedad” y la interaccidn entre ambos factores, obteniéndose un P — valor de 0,000. Sin
embargo, el factor “Mes de cosecha” no resultd ejercer un efecto significativo (Tabla 17).
Estos resultados reafirmaron el considerable efecto ejercido por el genotipo. Sin embargo,
el efecto producido por el factor “Mes de cosecha” hay que interpretarlo con mucho
cuidado, como se ha comentado.

Tabla 17. Analisis ANOVA para el contenido en AsA, DHA y VC en la campaiia de 2019.

ASA DHA VC
Fuente Cuadrado Cuadrado Cuadrado
Gl Medio Valor-P Gl Medio Valor-P Gl Medio Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES
A:Variedad 14 471775 0,0000%** | 14 121043 0,0000*** 14 280437 0,0000***
B:Mes de 1 1

568520 0,0000%** 10279,9  0,0885 1 731696 0,0000***
cosecha
INTERACCION
AxB 14 281464 0,0000*** | 14 118672 0,0000*%** | 14 216869 0,0000***
RESIDUOS 120 2169,21 120 3485,41 120 4920,38
TOTAL

(CORREGIDO) 14 149 149

Los niveles de significancia estan representados por * a P <0.05, ** a P <0.01, *** a P < 0.001.

En la segunda campafia, el AsA presentd un incremento en el promedio general respecto
a la campafia anterior, siendo éste de 377 mg/kg pf (Tabla 18). Su contenido se extendio
desde los 3 mg/kg pf en Multiflor, hasta los 1096 de la primera linea derivada del hibrido
Cynthia F1 (Tabla 18). El intervalo de concentracion de DHA cubrié valores entre 216
mg/kg pf en la segunda linea del hibrido Cynthia F1y 718 mg/kg pf de la accesién BGV-
5143, situandose el promedio global en 465 mg/kg pf (Tabla 18). Finalmente, el contenido
en VC total presentd un promedio general de 841 mg/kg pf, variando desde 418 mg/kg pf
detectados en Multiflor y los 1322 mg/kg pf presentes en la primera linea del hibrido
Cynthia F1 (Tabla 18).

Asi, el contenido en AsA vario durante las dos camparias entre 0 mg/kg y 1096 mg/kg pf,
el DHA entre 161 mg/kg pfy 679 mg/kg pf y el contenido en VC total entre 305 mg/kg
pf y 1322 mg/kg pf (Tabla 16 y Tabla 18). Estos resultados resultaron ser
sorprendentemente altos frente a los obtenidos por otros autores, como Denev et al.,
(2019), los cuales determinaron contenidos de VC total en estado inmaduro, y bajo un
manejo no ecoldgico, entre los 124 y 348 mg/kg pf. Sin embargo, en un trabajo realizado
por Howard et al., (2000) llegaron a cuantificar en pimientos en estado inmaduro niveles
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de AsA entre los 632 mg/kg y 1717 mg/kg, valores superiores, pero ciertamente cercanos
a los obtenidos en este trabajo. Por el contrario, Sdnchez et al., (2015), trabajando con
variedades murcianas en estado verde maduro, obtuvo contenidos de vitamina C
promedios en torno a los 2680 mg/kg pf, superando enormemente a los contenidos
presentados en este trabajo. Aun asi, hay que tener en cuenta que las accesiones trabajadas
por Sanchez et al., (2015) se encontraban ya en estado maduro, lo que explicaria esa
superioridad en VC. Dobon-Suarez et al., (2021) cuantifico en las primeras fechas de
recolecta de sus variedades de pimiento, cultivadas bajo manejo convencional, un
contenido de AsA en torno a los 600 mg/kg pf, mientras que de DHA se aproximaron a
los 150 mg/kg pf, de forma que, aunque los valores de AsA si que son proximos a los
obtenidos en este trabajo, los de DHA son considerablemente bajos.

Tabla 18. Valores promedio (n = 5) del contenido en AsA, DHA y VC total (media *+ Des. Est. en
mg/kg pf) de las distintas accesiones evaluadas en la campafia de 2020.

Variedad AsA DHA VvC
Cynthia F1 414 + 60 ef 525 + 52 bed 938 + 35 cde
CynthiaF2 -1 1084 £ 151 h 237+25a 1322 + 169 f
Cynthia F2 - 2 1096 + 246 h 216 £45a 1312 £ 274 f
CynthiaF2 - 3 779+97¢ 367+40b 1146 + 69 ef
Cynthia F2 - 4 491 +61f 480 + 32 bed 971 + 86 de
Skytia F1 56 + 14 ab 491 + 46 bed 547+ 34 ab
Pyramis F1 159 + 60 abc 438 £50 bc 598 £ 32 ab
Century F1 111+ 72 ab 510 + 67 bed 621 +31ab
Pebrot Blanc de 456 + 84 ef 629+ 91 de 1085 + 157 ¢
Berga
Babyplant 151 + 89 abc 553 £+ 167 bcd 705 £ 195 bc
Multiflor 3+x0a 414 + 26 bc 418+ 26 a
BGV-5143 9+7a 718+ 42e 727 £ 48 be
Agricultor Serrano 212 + 77 bed 601 + 278 cde 813 + 303 bcd
Agricultor Zapater 295 + 70 cde 407 £45b 703 £ 67 bc
Agricultor Morales 330 + 82 def 384 +18 b 714 £76 be
Media 377 + 358 465 + 158 841 + 158

Para cada variedad, las medias dentro de cada columna seguida de la misma letra no son diferentes a nivel
estadistico para un a = 0,05, por la prueba de multiples rangos de Student-Newman-Keuls.

El efecto que ejercen los distintos sistemas de produccion sobre el contenido en vitamina
C ha sido ampliamente estudiado. Sin embargo, no se han conseguido obtener ideas
concluyentes al respecto. Esto es asi porque mientras unos autores han determinado un
incremento en la vitamina C de sus genotipos de pimiento bajo AE, otros no han
cuantificado diferencia alguna respecto a los materiales crecidos bajo manejo
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convencional, y otros han observado un fuerte efecto del genotipo y su relacion con el
sistema de produccién (Chassy et al., 2006; Pérez-Lopez et al., 2007; Garcia Romero,
2008).

El efecto ejercido por la seleccion realizada entre campafias se estudio también mediante
un analisis ANOVA (Tabla 19). Asi, sobre el contenido en AsA, DHA y VC total, se
describidé un efecto altamente significativo a nivel estadistico por ambos factores y su
interaccion, obteniéndose un P — valor de 0,000 en los tres casos, a excepcion de la
interaccion sobre VC total, que fue de 0,006 (Tabla 19). Aun asi, la significancia del
efecto de la campafia y su interaccion con el genotipo, como se ha mencionado
anteriormente, puede estar en parte respaldada por la diferencia de manejo en algunos de
los genotipos.

Tabla 19. Anélisis ANOVA para contenido en VVC total y las dos formas redox AsA y DHA en la campafia de 2019 y
2020.

AsA DHA vC
Fuente Gl el Valor-P Gl GILLIEhE Valor-P Gl LIk Valor-P
Medio Medio Medio

EFECTOS PRINCIPALES
A:Variedad 5 138692  0,0000*** | 5 955455 0,0001*** | 5 119560 0,0000***

B:Afio 1 228378 0,0000¢** | 1 3682E6 0,0000¢** | 1 190893 0,0003***
INTERACCION
AxB 5 136433 0,0000%** | 5 120030 0,0000%** | 5 475215 0,0061***
RESIDUOS 48 348246 48 151492 48 12680,5
TOTAL

(CORREGIDO) °° 59 59

Los niveles de significancia estan representados por * a P <0.05, ** a P <0.01, *** a P <0.001.

En este caso, los materiales con un mayor potencial para su uso como donantes de un
mayor contenido en AsA, DHA y VC total podrian ser Pebrot Blanc de Berga y las tres
primeras lineas derivadas del hibrido Cynthia F1. Adicionalmente, entre los ecotipos
locales destacaron por su contenido en VVC total los cedidos por el agricultor Serrano y
Morales.

4.4.3. Contenido en flavonoides

Al igual que ocurre con la vitamina C, el pimiento es una fuente importante de
flavonoides, de entre cuyas funciones bioldgicas también se encuentra la de actuar como
agente antioxidante. Tradicionalmente, la mayoria de los esfuerzos se han dirigido al
estudio de las agliconas quercetina y luteolina, obtenidas mediante hidrolisis (Lee,
Howard and Villalon, 1995; Howard et al., 2000). Howard et al., (2000), tras haber
estudiado los efectos de la maduracion del pimiento sobre su contenido en antioxidantes,
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determinaron que dichos compuestos incrementaban conforme se iba alcanzando la
madurez.

En la primera cosecha de la campafia de 2019 se observo, siguiendo el mismo patron, una
amplia variabilidad entre los flavonoides analizados. Asi, la quercetina se determing entre
valores de 1339 pg/g ps, presente en Babyplant, y 12056 jg/g ps en Monanta (Tabla 20),
situandose el promedio global en 4937 ug/g ps (Tabla 20). La concentracion de luteolina
se extendid desde 93 ug/g ps en la accesion BGV-5143 y 469 ug/g ps en BGV-15012,
correspondiéndose el promedio general con 203 pg/g ps (Tabla 20). Los niveles de
kaempherol comprendieron un rango entre los 7 pg/g ps, determinados en la accesion
BGV-5143y los 107 pg/g ps en Monanta. En este caso, el promedio se situé en 32 ug/g
ps (Tabla 20). Finalmente, el contenido en apigenina, se determino entre 10 pg/g ps en la
accesion BGV-5143 y 45 ug/g ps de la variedad Monanta, situdndose el promedio en 19
ug/g ps (Tabla 20).

En la cosecha de septiembre la quercetina mostro valores desde 1873 ug/g ps, en el
ecotipo del agricultor Morales, a 11689 pg/g ps en el hibrido Skytia F1. EI promedio
global se situ6 en 4662 pg/g ps (Tabla 20). Para la luteolina el rango de valores se
extendid entre los 91 pg/g ps, detectados en la accesion BGV-1850, y los 274 ug/g ps del
hibrido Skytia F1, cuantificandose el promedio general en 182 pg/g ps (Tabla 20). El
intervalo de valores del kaempherol se centré entre los 11 pg/g ps, detectados en los
ecotipos de Serrano y Morales, y los 63 ug/g ps, presentes en el hibrido Skytia F1,
estableciéndose el promedio global en 32 pg/g ps (Tabla 20). Finalmente, la apigenina se
situd en un rango entre los 8 pug/g ps, en la accesion BGV-1463 y 36 ug/g ps presentes en
el hibrido Skytia F1 y en BGV-5143. El promedio general tuvo un valor de 20 pg/g ps
(Tabla 20).

Aunque los promedios generales no se vieron altamente afectados entre ambos momentos
de cosecha, si se analiza caso por caso, se observan entradas como Cynthia F1, Skytia F1
0 Pebrot Blanc de Berga, en la cuales recolectar en septiembre supuso un incremento
importante en su contenido en flavonoides. El caso contrario se observé en variedades
como Monanta o el ecotipo local del agricultor Serrano, en la cual agosto fue un mes mas
favorable para su valor afiadido por contenido en flavonoides (Tabla 20).

A pesar de la concepcion que se tiene acerca de los altos valores nutricionales y
organolépticos de las variedades locales frente a las mejoradas, en el caso del contenido
en flavonoides se pudo observar como en la primera campafa los ecotipos locales
quedaron relegados frente a diversas variedades comerciales. Asi, los principales
contenidos en flavonoides se han cuantificado en Skytia F1, Monanta o Pebrot Blanc de
Berga (Tabla 20). Sin embargo, ciertas accesiones del banco de germoplasma,
posiblemente correspondientes a variedades locales, también destacaron, como la entrada
BGV-1850 y BGV-601 (Tabla 20). Asi, se pone de manifiesto nuevamente la compleja
naturaleza de estos metabolitos secundarios, cuya presencia y proporcion se encuentra
afectada por factores tanto genéticos como ambientales.

64



Marisa Jiménez Pérez Trabajo Fin de Master

Tabla 20. Valores promedio (n = 5) del contenido en quercetina, luteolina, kaempherol y apigenina (media + Des. Est. en pg/g ps) de las distintas accesiones evaluadas en las
cosechas de agosto y septiembre en la campafia de 2019. n.d. = ausencia de datos por falta de recolecta.

Agosto Septiembre
Variedad Quercetina Luteolina Kaempherol Apigenina Quercetina Luteolina Kaempherol Apigenina
Cynthia F1 2714 + 164 be 99+19a 21+3cd 14 +1bc 7235 + 359 f 254 £ 11 fg 61+4h 30x1e
Skytia F1 8616 +983g 198+12d 46+ 2f 28+ 3e 11689 £ 765 ¢ 274+ 11¢ 63+4h 36+3f
Goccia D'oro 3647 +146¢c 161 +13bc 21 +5cd 11+2ab 5589 + 579 de 98+39a 28 + 3 cd 14 + 2 be
Peb“’ée?g':m de >703+2pc  103+5a  20+3cd 14+2bc 5840+488de 149+ 14bc 50+ 10fg U +4f
Babyplant 1339+167a 135+10b 16 +1 bc 12+1ab 1924 + 194 a 186 +13d 17+2ab 11+1b
Ros dga'\t’t'fg'ma 5410+ 664ef 268+2le 393 16+2c  4798+182c 178 +27cd 25 +4c 15+ 1 be
Monanta 12056 + 14841 306+10f 107 £5h 45+5f 6663 + 446 f 254 + 25 fg 45+ 1f 22+2d
BGV-15011 n.d. n.d. n.d. n.d. 3250+ 155b 219 £ 19 ef 37+5e 14 + 1 bc
BGV-15012 6081 +808f 469+33¢g 41+ 3e 20+2d 3115+269b 233+ 9ef 34+1de 17+1c
BGV-1463 n.d. n.d. n.d. n.d. 1999 + 113 a 110+ 6a 22 +2bc 8ax0a
BGV-1850 9743 +534h 166 +11bc 55 +4¢g 29+2e 5174 + 657 cd 91+9a 28+4cd 22+2d
BGV-3764 4784 +154de 276+42e 15+3b 28x2e 2591 + 173 ab 124 + 8 ab 17+1ab 23+0d
BGV-5143 1768 +139ab 93+10a 7+1la 10+0a 5958 + 510 de 207 £ 11 de 38+3e 36+5f
BGV-601 5536 +587 ef 217 +35d 24 +3d 14 + 1 bc 6041 + 581 e 248 + 31 fg 53+6¢ 17+1c
BGV-14140 4472 +267d 204 +10d 36+3e 16+1c 5475 + 939 cde 251 + 39 fg 28+9cd 15+ 3 bc
Agricultor Serrano 3084 + 371 ¢ 163 +9 bc 17 £ 1 bc 16+2c 1886 + 109 a 111+6a 11+1a 13+ 1bc
Agricultor Zapater n.d. n.d. n.d. n.d. 2812 +398 b 145 + 16 bc 15+2ab 14 £2Dbc
Agricultor Morales 2074 +218ab 191 +19cd 10+£1a 13+ 1 abc 1873+ 172 a 149 + 11 bc 11+1a 13+1hbc
Media 4937 + 3073 203 + 97 32+25 19+9 4662 + 2508 182 + 63 32+17 20+ 9

Para cada variedad, las medias dentro de cada columna seguida de la misma letra no son diferentes a nivel estadistico para un a.= 0,05, por la prueba de multiples rangos de Student-Newman-

Keuls.



Marisa Jiménez Pérez Trabajo Fin de Master

El efecto de mes de cosechay su interaccion se evaluaron igualmente mediante un analisis
ANOVA (Tabla 21). Este determind que el contenido en luteolina, kaempherol y
apigenina se vieron afectados de forma significativa por ambos factores y su interaccion,
obteniéndose un P — valor de 0,000 (Tabla 21). En el caso de la quercetina, aungue el
efecto del factor “Variedad” y su interaccion si que resultaron ser altamente significativos,
con un P —valor de 0,000, el factor “Mes de cosecha no genero tal efecto (Tabla 21).

Tabla 21. Analisis ANOVA para el contenido en los flavonoides quercetina, luteolina, kaempherol y apigenina en la campafia
de 2019.

Quercetina Luteolina Kaempherol Apigenina
Fuente | io Val | C | G | | G |
Gl C. Medio Valor-P G Medio Valor-P G Medio Valor-P G Medio Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES
A:Variedad 14 592E7 0,000*** |14 41028,7 0,000***| 14 2931,38 0,000*** | 14 490,16 0,000***

Bc;“sii;;’e 1 sarazs O g g76a03 0000 1 10338 0000+ | 1 150,84 0,000+
INTERACCION
AxB 14 2,28E7  0,000%** | 14 26851,0 0,000** | 14 1691,24 0,000*** | 14 350,38 0,000%**
RESIDUOS 120 297405 120 420,34 120 14,88 120 4,47
TOTAL 149 149 149 149

(CORREGIDO)

Los niveles de significancia estan representados por * a P <0.05, ** a P <0.01, *** a P <0.001.

En la campafia de 2020, al igual que ocurrié con la vitamina C, el contenido en los
distintos flavonoides se vio incrementado de manera global. La quercetina present6 un
rango de valores entre 3891 ug/g ps en Babyplant y 22173 ug/g ps, determinados en
Multiflor, situdndose el promedio en 10457 pg/g ps (Tabla 22). La concentracién de
luteolina presentd valores entre 158 pg/g ps en la accesion BGV-5143 y 509 pg/g ps en
Multiflor. Su promedio global se correspondi6 con 284 ug/g ps (Tabla 22). El nivel de
kaempherol vari6 en un rango de 9 pg/g ps, en la accesion del agricultor Morales y los 91
ug/g ps en Multiflor, situandose el promedio en 50 pg/g ps (Tabla 22). Finalmente,
atendiendo a la concentracion de apigenina, sus valores se encontraron entre 19 pg/g ps
en la accesion del agricultor Morales y 102 pg/g ps en Multiflor, situandose el promedio
general en 52 ug/g ps (Tabla 22).

Asi, durante las dos campafias de evaluacion, el contenido en quercetina varié entre 1339
Mg/g psy 22173 ug/g ps, el de luteolina entre 91 pg/g ps y 509 pg/g ps, el de kaempherol
entre 7 ug/g ps'y 107 pg/g psy el de apigenina entre 8 pg/g ps 'y 102 pg/g ps (Tabla 20 y
Tabla 22). Sorprendentemente, los valores obtenidos en este trabajo son muy superiores
a los publicados por otros autores. Castellanos Ruiz (2019), trabajando con variedades
tradicionales espafiolas en estado maduro, y bajo manejo ecoldgico, cuantificd niveles
maximos en quercetina de 3820 pg/g ps, para luteolina de 110,45 pg/g ps, en kaempherol,
por su parte, de 20,32 pg/g ps y finalmente, en apigenina, de 14,49 ug/g ps. Aungue estos
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valores siguen siendo superados o igualados por los contenidos determinados en los
ecotipos locales de pimiento blanco en estado inmaduro, se vuelve a poner de manifiesto
la curiosa relativa baja presencia de flavonoides en las variedades locales testadas, frente
a hibridos u otras variedades comerciales. Ademas, Chen and Kang (2013), trabajando
nuevamente con pimiento ya maduro, y bajo condiciones no ecologicas, cuantificaron un
nivel de quercetina de 8860 pg/g ps, 260 pg/g ps de luteolina 'y 50 pg/g ps de kaempherol.
Por su parte, Thuphairo, Sornchan and Suttisansanee, (2019) cuantificaron en frutos en
estado inmaduro y no cultivados bajo AE, niveles de 71,71 pg/g ps de quercetinay 62,31
Mg/g ps de luteolina, nuevamente, valores muy inferiores a los cuantificados en los
materiales evaluados en el presente trabajo. Estos resultados podrian ser un indicio del
efecto positivo del sistema ecoldgico sobre el contenido de flavonoides en pimiento.

Tabla 22. Valores promedio (n = 5) del contenido en quercetina, luteolina, kaempherol y apigenina (media + Des. Est. en
/g ps) de las distintas accesiones evaluadas en la campafia de 2020.

Variedad Quercetina (ug/g ps) Luteolina (ug/g ps) Kaempherol (ug/g ps) Apigenina (ug/g ps)

Para cada variedad, las medias dentro de cada columna seguida de la misma letra no son diferentes a nivel estadistico para un a = 0,05,

por la prueba de maltiples rangos de Student-Newman-Keuls.

Cynthia F1 13341 +1243 g 285+36¢C 66+9f 55+7¢c
CynthiaF2 -1 7436 £ 553 d 196 +13 b 49+4e 47+2¢c
Cynthia F2 - 2 16581+ 709 h 326+20d 90+8h 84+8d
CynthiaF2 - 3 6247 + 305 cd 190+10b 37+12d 40+ 3 bc
CynthiaF2-4 9871+439%e¢ 317 +18d 63+4f 57+5¢

Skytia F1 10231 + 366 € 339+14d 49+2e 55+2c
Pyramis F1 16465 + 882 h 445+ 26 e 80+3g 59+21c
Century F1 15566 + 1753 h 276 +13¢c 67+4f 84+30d

PebrotBlancde 11407 4 gog f 176 + 13 ab 6L+ 7f 86 + 8 d
Berga

Babyplant 3891+ 295 a 275+16¢ 20+2Db 20+1a

Multiflor 22173 £ 12551 509+ 19f 91+5h 102+5e

BGV-5143 4904 + 374 ab 158+ 8a 18+1b 22+1a

Agricultor Serrano 6946 + 534 d 320+ 25d 29+2¢ 25+2ab
Agricultor Zapater 5410 + 190 bc 274+9¢c 23+ 1bc 25+ 1ab
Agricultor Morales 6388 + 627 cd 182 +18ab 9+3a 19+3a

Media 10457 £ 5261 284 + 98 50 * 26 52 £ 28

El analisis ANOVA para evaluar el efecto de la seleccion entre campafias (Tabla 23)
determind que este era significativo o altamente significativo a nivel estadistico para
ambos factores y su interaccion, obteniendose un P — valor de 0,000, sobre los cuatro
flavonoides, a excepcion del efecto del factor “Afio” en la concentracion de kaempherol,
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gue mostré un P — valor de 0,01 (Tabla 23). Nuevamente, se refleja la repercusion de las
relaciones particulares entre genotipo y campafa sobre el perfil de flavonoides, aunque

el gran efecto ejercido por el factor “Afo” no debe considerarse como concluyente, como
se ha indicado.

Tabla 23. Andlisis ANOVA para el contenido en los flavonoides quercetina, luteolina, kaempherol y apigenina durante
las camparias de 2019 y 2020.

Quercetina Luteolina Kaempherol Apigenina

Gl Medio Valor-P Gl Medio Valor-P GI C. Medio Valor-P Gl Medio

EFECTOS PRINCIPALES

Valor-P

A:Variedad 5 3917 9000°""| 5 793172 0.000%** | 5 2539.47 0,000%** | 5 294429 0 000%**

B:Afio 1 145E8 0,000%** 1 797828 0,000¢* 1 118176 ©00102"" |1 238917 0,000%**
INTERACCION
AxB 5 15387 9000" 5 202633 0,000%*| 5 431,247 0.000° | 5 117457 0,000%+*
RESIDUOS 48 194225 48 197,954 48 16,4982 48 10,7517
TOTAL 59 59 59 59

(CORREGIDO)

Los niveles de significancia estan representados por * a P <0.05, ** a P <0.01, *** a P <0.001.

Los materiales de mayor potencial para ser empleados como donantes de un mejor perfil
de flavonoides fueron el hibrido Cynthia F1, asi como la linea derivada nimero 2,
Pyramis F1, Century F1 o Pebrot Blanc de Berga. De igual manera, dentro de los ecotipos
locales destacd el ecotipo del agricultor Serrano.

45. ANALISIS DE CORRELACIONES PARA MEJORA INDIRECTA

Con el fin de establecer posibles correlaciones entre los componentes bioactivos
analizados y los caracteres agronémicos y fenotipicos medidos, se elabor6 una matriz de
correlaciones de Pearson (Figura 29). Asi, se emplearon para ello los valores obtenidos
en septiembre de la campafia de 2019, pues durante dicha campafia se mantuvieron
condiciones de manejo y cultivo similares en todos los materiales testados, siendo ademas
en esta cosecha en la cual se evaluaron un mayor nimero de materiales.

Entre las correlaciones establecidas a traves de los parametros evaluados, encontramos
algunas facilmente explicables, como la correlacion positiva entre fructosa y glucosa
(0,6**), ya que ambos monosacaridos son liberados de la division del disacarido sacarosa,
con el cual ambos mondémeros presentan, a su vez, una correlacion negativa (-0,57* y -
0,30). La correlacion moderadamente positiva entre el rendimiento total y el peso de 10
frutos (0,35) también se respalda entre si, de forma que a mayor tamafio de fruto parece
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observase un mayor rendimiento total. La correlacion moderadamente negativa entre el
AsA 'y el DHA (-0,63**) reside en la propia naturaleza redox de ambos componentes,
pues el DHA es un intermediario que deriva de la transformacion reversible del AsA en
condiciones oxidativas (Dobdn-Suarez et al., 2021). Asi mismo, las correlaciones
negativas detectadas entre los componentes de color, especialmente “a” y “b” y el
contenido en VC vy los distintos flavonoides puede explicarse a través del estado de
inmadurez en el que se encontraban los frutos a la hora de su evaluaciéon (Ribes Moya,
2016).

Figura 29. Matriz de correlaciones entre los compuestos bioactivos analizados, los caracteres fenotipicos y los agronémicos para
la cosecha de septiembre de la camparfia de 2019.

Peso 10

Variables AsA  DHA vC Fructosa Glucosa Sacarosa Quercetina Luteolina Kaempherol Apigenina L a b Rendimiento frutos Firmeza  Espesor
AsA 1 -0,63** 080** 0,29 -0,05 021 0,23 0,07 -0,10 0,03 021 -0.53* -0,03 0,50 * 0.12 0,01 0,66 **
DHA 1 0,05 0,40 0,07 0,50 * 054 * 0.11 0,30 0,26 <026 025 -0,07 -0.46 0,06 0,03 0,40
vc 1 0,05 0,11 0,13 0.06 -0,05 0,06 0.19 004 -045 -0,06 031 021 -0,01 052 *

Fructosa 1 060 ** 0,57 * 0,18 -0,04 -0.29 041 046 -007 017 048 * 044 0,10 0.42

Glucosa 1 -0.30 0,36 -0.30 -0.53 * 0,50 * 019 022 053*% 030 030 021 0,15

Sacarosa 1 0,15 -0,09 0,05 0.47 <005 -029 -0.14 0,22 0,38 0.20 047 *

Quercetina 1 0,57 * 0,85 *** 0,73 ***  .002 -022 -056* -0.53 * -0,15 -0,56 * 0,03
Luteolina 1 0.68 ** 0.35 <024 005 -054* 033 0,28 0,39 0.21
Kaempherol 1 070 *%  -0,01 -0,18 -053* -0.49 * -0,17 0,55 * 0.13
Apigenina 1 011 -057 * -0,59 * -0.21 047 * 041 0,03
L 1 -056*% 021 0,40 0,20 0,12 0,11

a 1 045 0,21 0,42 0,16 0,13

b 1 034 065 ** 0,72 ¥** 0,03
Rendimiento 1 035 0.27 0.44

Peso 10 frutos 1 0,34 0,50 *
Firmeza 1 0.02

Espesor 1

Los niveles de significancia estan representados por * a P <0.05, ** a P <0.01, *** a P <0.001.

La correlacion positiva establecida entre el espesor de la carne del fruto y el contenido en
AsA (0,66**), no se correspondia con lo establecido por Nuez, Ortega and Costa (1996),
los cuales indicaron que el contenido en &cido ascorbico suele concentrarse en variedades
de pericarpio mas fino y mayor contenido en materia seca. Tampoco quedé contrastada
la correlacion ligeramente negativa establecida entre el AsA 'y el contenido en quercetina,
luteolina o kaempherol, ya que Vazquez-Flores et al., (2020) registraron en sus variedades
de pimiento una correlacién de 0,883 entre el contenido en AsA y el de flavonoides
totales. Sin embargo, la correlacion ligeramente negativa (-0,0209) entre los flavonoides
totales y el contenido en &cido ascérbico publicada por Hamed et al., (2019) si que se
aproxim6 un poco mas a los resultados obtenidos en este trabajo. La correlacién
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levemente positiva o nula entre el contenido en AsA 'y los azucares reductores, fructosa y
glucosa (0,29 y -0,05), tampoco se pudo contrastar adecuadamente, pues autores como
Soare et al., (2017), detectaron correlaciones positivas (0,718) entre el contenido en AsA
y el contenido total de azucares reductores de sus variedades.

Las correlaciones positivas entre los contenidos de los propios flavonoides, como por
ejemplo entre quercetina y apigenina (0,73***), quercetina y kaempherol (0,85***) o
entre apigenina y kaempherol (0,70**) quedaron adecuadamente contrastadas con las
correlaciones evaluadas en brdcoli por Bhandari et al., (2019), los cuales publicaron
valores de r entre quercetina y kaempherol de 0,633, entre quercetina y apigenina de
0,594, o de apigenina entre kaempherol de 0,876. Estas correlaciones positivas entre
flavonoides podrian explicarse desde el punto de vista de que entre ellos comparten rutas
biosintéticas iguales o similares, constituyéndose simultaneamente, aunque en distintas
proporciones. Se determinaron otras correlaciones interesantes asociadas con el espesor
del pericarpio, como la correlacion moderadamente negativa respecto al contenido en
sacarosa (-0,47*) y el peso de 10 frutos (0,50*). Esta ultima correlacion entre el espesor
del pericarpio y el peso de 10 frutos, parametro asociado al tamafio del mismo, fue
también puesta de manifiesto por Tadesse et al., (2002), los cuales observaron en sus
materiales un incremento del espesor con la edad del fruto.

El hecho de que estas correlaciones no lleguen a ser contrastadas adecuadamente por otros
autores puede deberse al efecto ejercido por los genotipos de pimiento empleados, el
estado de madurez en el que se encuentran, el ambiente de cultivo, e incluso, el manejo
de produccion. Sin embargo, igualmente suponen una fuente de informacion valiosa a
tener en cuenta a la hora de comenzar y desarrollar un programa de mejora que involucre
ecotipos del pimiento blanco de Villena.
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5. CONCLUSIONES
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede concluir que:

e Los ecotipos locales demostraron una elevada adaptacion a condiciones de bajos
insumos en la localidad de Villena, pues sus rendimientos total y relativoa 10 0 5
frutos fueron generalmente superiores a la media global registrada de todos los
genotipos testados.

e De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis ANOVA para los
parametros fenotipicos evaluados, se revelaron efectos significativos para los
factores “Variedad”, “Mes de cosecha” y la interaccion “Variedad x Mes de
cosecha” para el espesor del pericarpio, donde algunos materiales presentaron
frutos méas gruesos en la primera cosecha frente a otros, con el resultado opuesto.
Ademas, se revelaron efectos significativos para los factores “Variedad”, “Afio”,

y la interaccion “Variedad x Ano”, para los parametros de color “a” y “b”, y para
la firmeza del fruto.

e En consonancia con los valores fenotipicos obtenidos en la caracterizacion del
pimiento blanco de Villena, se determind que el hibrido Cynthia F1, la entrada
BGV-5143y la variedad Babyplant fueron las entradas de mayor similitud a nivel
de morfotipo.

e Los resultados procedentes del contenido en compuestos organolépticos y
bioactivos determinaron un mayor contenido en azucares en los ecotipos locales
frente a la mayor parte de las variedades comerciales testadas. Sin embargo, el
contenido en vitamina C no presentd un patrén definido, abundando tanto en
ecotipos tradicionales como en materiales mejorados. Los flavonoides, a su vez,
tendieron a verse incrementados en los materiales comerciales frente a los
ecotipos locales.

e Se detectd una enorme variabilidad entre accesiones para el contenido en
compuestos organolépticos y bioactivos, suponiendo un gran potencial para la
seleccion de donantes que puedan ser utilizados en programas de mejora del
pimiento blanco de Villena o en el desarrollo de nuevos hibridos. Entre las
accesiones mas destacadas se encontraron Pebrot Blanc de Berga, Babyplant,
Skytia F1, Cynthia F1 y Cynthia F2-1.

e Conforme a los resultados obtenidos en el analisis ANOVA para los compuestos
organolépticos y bioactivos analizados, se determiné un efecto significativo para
los factores “Variedad”, “Mes de cosecha”, “Ano”, asi como para las
interacciones “Variedad x Mes de cosecha” y “Variedad x Afo”, sobre el
contenido en fructosa, sacarosa, AsA, VC total, luteolina, kaempherol y
apigenina. Sin embargo, el contenido en glucosa, DHA y quercetina no se vieron
afectados por el factor “Mes de cosecha”.

>\

e A pesar de haber obtenido efectos altamente significativos para el factor “Afo” y
para su interaccion “Variedad x Afo” para los distintos pardmetros y compuestos
estudiados, no pueden considerarse resultados del todo concluyentes debido a que
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parte de los materiales fueron sometidos a un manejo bajo invernadero diferente
al testado en la campafia anterior. Este hecho puede haber sesgado los resultados
obtenidos.

e Se determin0 una serie de correlaciones estadisticamente significativas entre los
parametros agronémicos, fenotipicos y compuestos organolépticos y bioactivos.
Esta matriz aporta informacion de valor que podra facilitar la seleccion indirecta
en programas de mejora futuros.
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