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RESUMEN

En los Ultimos afios, el cultivo ecolégico ha ganado importancia debido a la
concienciacion del consumidor y las instituciones sobre sus beneficios para el
medioambiente y la salud humana. El pimiento es uno de los cultivos mas importantes
del mundo, consumido de diferentes formas, proporciona una cantidad importante de
compuestos bioactivos con actividad antioxidante que han demostrado tener efectos
positivos sobre la salud. Debido a la escasez de estudios sobre el comportamiento del
pimiento en sistemas de cultivo ecoldgico, se desconoce el efecto de éste tratamiento
sobre los compuestos antioxidantes. Este ensayo evalGa distintas accesiones de
pimiento en sistemas de cultivo ecolégico y convencional, permitiendo comparar el
comportamiento de los antioxidantes de interés entre tratamientos, estados de madurez
y variedades, asi como la interaccion entre estos. Se observo que todos los factores
fueron significativos de manera general, un analisis mas exhaustivo mostré que el
principal factor contribuyente a esta variacion fue la entrada usada. No se observaron
diferencias significativas entre los resultados obtenidos en ambos tipos de cultivo asi
como estados de maduracién, sin embargo observando la interaccion del genotipo X
sistema de cultivo se hallaron diferencias entre algunos genotipos que podrian ser

susceptibles de ser usados en programas de mejora para el cultivo ecoldgico.
RESUM

En els darrers anys, el cultiu ecologic ha guanyat importancia degut a la conscienciacio
del consumidor i les institucions sobre els seus beneficis pel medi ambient i la salut
humana. El pebrot es un dels cultius més importants arreu del mén, consumit de
diverses formes, proporciona una quantitat important de compostos bioactius amb
activitat antioxidant, que han demaostrat tenir efectes positius per la salut. Degut a la falta
d’estudis sobre el comportament del pebrot en sistemes de cultiu ecoldgic, es desconeix
I'efecte d’aquest tractament sobre els compostos antioxidants. Aquest estudi avalua
diferents accessions de pebrot en sistemes de cultiu ecologic i convencional, fent
possible comparar el comportament d’ambdds antioxidants d’interés entre tractaments,

estats de maduresa i varietats, aixi com les interaccions entre aquests. Es va observar
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que tots els factors van ser significatius de manera general, un analisi més exhaustiu va
demostrar que el principal factor que contribueix a la variacio va ser I'entrada utilitzada.
No es van observar diferencies significatives entre els resultats obtinguts en ambdos
tipus de cultiu aixi com estats de maduresa, no obstant observant la interaccio del
genotip X sistema de cultiu es van trobar diferencies entre algunes varietats, fent-les

susceptibles de ser utilitzades en programes de millora per al cultiu ecologic.
ABSTRACT

In recent years, organic agriculture has increased its importance owing to the raising-
awareness of consumers and institutions regarding its environmental and health
benefits. The chili pepper is one of the most important crops around the world and it is
consumed in diverse ways, providing an important amount of bioactive compounds in
the process. This compounds have been proven to have positive health effects. Due to
a scarcity of peppers behaviour under organic cultivation studies the effects of this
practice on the antioxidant compounds are still unknown. The aim of this study is to
evaluate different varieties under organic and conventional -cultivation, allowing
comparisons between cultivation methods, ripening stages and varieties antioxidants
levels, including interactions between factors. A significance difference was observed for
all main factors. An exhaustive analysis demonstrated that genotype was the most
important factor in terms of variation. No significant differences were observed between
cultivation methods or ripening stages, nevertheless the evaluation of genotype X
cultivation method analysis identified genotypes that may be used for breeding under

organic conditions.
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia econémica del pimiento

El nombre pimiento, chile o aji hace referencia a diversas especies pertenecientes
al género Capsicum, dentro de la familia de las solandceas. Este grupo de especies
constituyen uno de los cultivos mas importantes en todo el mundo con cerca de 2
millones de hectéreas cultivadas (FAO, 2016). Su uso principal es el culinario, ya sea
en fresco, seco 0 conserva, ya que goza de gran apreciacion por sus cualidades
organolépticas y nutracéuticas. Estas Ultimas vienen dadas por su contenido en vitamina
C, carotenoides y polifenoles, compuestos muy valorados por su actividad antioxidante
y antiinflamatoria, asi como anticancerigena (Rice-Evans et al., 1997; Nichols & Kativar,
2010; Ferrazzano et al., 2011). Otros usos que se le dan a los pimientos, aunque en
menor grado, son los de ornamental con tipos enanos de frutos pequefios y llamativos,
medicinal para trastornos digestivos sobretodo, o0 como conservante alimentario de
forma tradicional.

Dada su ya conocida importancia, cabe destacar que la produccién anual de
pimiento para consumo en fresco a nivel mundial es de 31 millones de toneladas. Esta
produccion esta predominada principalmente por Asia, que posee aproximadamente el
70%. Por otra parte América, aun siendo el lugar de origen de la especie, solo ocupa el
12% de la produccién. Por detras tenemos Africa y Europa con una produccién similar,
abarcando un 9% de la produccién cada uno (FAO, 2016). Es importante sefialar que
Africa, aun teniendo mas superficie de cultivo que América y Europa, no llega al mismo
rendimiento en sus cultivos, dando como resultado producciones menores (Fig. 1y
Tabla 1).

o— Tabla 1. Produccion en toneladas y hectareas de area
9.2% cultivada para pimiento fresco por cada continente en
2013 (FAO, 2016).

Oceania\

Europe

939% Americas

12.7% - .
Area cultivada

hectareas
21.376.063 1.222.437

3.948.382 223.192
2.892.830 119.115

Produccion

bor 2.859.520 364.515
Figura 1. Porcentaje de producci6n total 40.149 1.914

de cada continente para pimiento fresco
en 2013 (FAO, 2016).



Por lo que respecta a la producciéon de pimientos frescos a nivel de pais, China es
el principal productor mundial con 16 millones de toneladas al afio. Inmediatamente
después se encuentran México, Turquia e Indonesia con 2,3; 2,2 y 1,7 millones de
toneladas produccion respectivamente (Fig. 2). Espafia se encuentra en el quinto puesto
con una produccion cercana al millébn de toneladas al afio. De manera parecida, los
paises que predominan para su cultivo en seco son India con 1,3 millones de toneladas
y China con 300.000 toneladas.

2%

2%

3% 2% 2%

4%

7%

61%
8%

9%

H China B Mexico

B Turkey Indonesia

H Spain B United States of America
m Egypt H Nigeria

M Algeria M Ethiopia

Figura 2. Principales productores de pimiento para consumo en fresco en 2013 (FAO, 2016).

En nuestro pais se dedican un total de 18.000 ha al cultivo del pimiento (FAO, 2016),
donde la provincia que mas produce es Andalucia con mas de medio millén de toneladas
en el afio 2014, le siguen Murcia, Galicia, Castilla la Mancha y la Comunidad Valenciana
(MAGRAMA, 2016), tal y como se muestra la Tabla 2. Aun teniendo un porcentaje de
produccién relativamente bajo comparado con otros paises productores, es el pais que
MAas ingresos genera por exportacion de pimiento en el mundo, con un total de 873,62
millones de euros y 700.000 toneladas segun datos del 2015 (ONU COMTRADE, 2016).
Junto a México y a Holanda, acaparan el 61,5% del volumen de exportacion mundial.
Por estas razones el cultivo del pimiento y su evolucién es de gran importancia para el
pais, asi como para todos los implicados en el proceso, ya sean agricultores,
cooperativas, casas de semillas, mejoradores o cualesquiera de las tareas requeridas
para que el pimiento se forme a partir de la semilla y desde el campo llegue al

consumidor.



Tabla 2. Superficie (en hectareas), rendimiento (en kilogramos por hectarea) y produccion (en toneladas)
por provincia y comunidad autbnoma para pimiento fresco en Espafia en 2014 (MAGRAMA, 2016).

Provincias y Superficie (hectareas) Rendimiento (kg/ha) Produccion
Comunidades Regadio Regadio (HEECED)]
Auténomas
AL? p3 AL2 p3

GALICIA 38 538 612 1.188  8.992 53.945 55.459 63.305
P. DE ASTURIAS 19 4 3 26 8.000 | 15.000 20.000 272
CANTABRIA 10 - - 10 @ 16.000 - - 160
PAIS VASCO 115 132 50 297 | 8.483  16.168 30.033 4,611
NAVARRA - 718 6 724 —  25.134 27.500 18.211
LA RIOJA - 156 3 159 — | 25.500 40.000 4.098
ARAGON - 81 3 84 — | 14.000 25.000 1.209
CATALUNA - 349 17 366 - | 22.116 46.364 8.507
BALEARES — 67 37 104 —  24.450 40.300 3.129
CASTILLA Y LEON - 254 17 271 — | 18.899 70.294 5.996
MADRID - 7 4 11 — | 25.000 50.000 375
CASTILLA-LA MANCHA - | 1.077 400 1.477 — | 37.008 40.000 55.858
C. VALENCIANA 4 351 300 655 = 10.000 35.990 = 105.624 44.360
R. DE MURCIA - 211 1.013 1.224 — | 45.000 89.000 99.652
EXTREMADURA - 384 14 398 — | 36.095 280.429 17.786
ANDALUCIA 30 | 2.074  8.165  10.269 @ 9.245 | 32.520 69.176 632.546
CANARIAS 18 63 96 177 | 10.000 @ 41.870 77.116 10.221
ESPANA 234 6.466 10.740 17.440 9.088 33.195 70.161 970.296

S':secano AL?Z aire libore  PS: protegido

1.2 Caracteristicas morfolégicas

Dentro de la diversidad de especies usadas del género Capsicum gue veremos mas
adelante, podemos describir las plantas de pimiento como herbaceas perennes que se
cultivan de forma anual, tallos de crecimiento erecto y limitado. Su altura puede variar
de 0,5 a mas de 2 metros de altura segun la variedad y las condiciones usadas (Maroto,
1989; Nuez et al., 2003).

El sistema radicular es pivotante, posee varias raices adventicias muy ramificadas
gue pueden llegar a una longitud entre el los 50 cm y 1 m, asi como una profundidad de
60 m. Sus hojas son enteras con forma lanceolada u ovada, de borde entero o
ligeramente sinuado en la base y con el peciolo largo o casi sésil. Las flores son
hermafroditas o autbgamas, aunque puede presentarse un pequefio porcentaje de
alogamia, se insertan en las axilas de las hojas con pétalos blancos lechosos y sépalos
verdes persistentes hasta la maduracién. Los frutos son de tipo baya y huecos por
dentro, su superficie es lisa y brillante ademas de tener colores diversos dependiendo
del cultivar. En el interior del fruto se desarrollan dos o cuatro tabiques incompletos que

se unen en la base sobre la placenta, aqui es donde se alojan las semillas, de forma



hemidiscoidal aplastada con de 4 a 5 mm de diametro, asi como color blanco-

amarillento. En C. pubescens excepcionalmente son negras y con forma arrugada.

1.3 Fisiologia y manejo del cultivo

Si comparamos con otra solanacea como el tomate, el pimiento tiene necesidades
agroclimaticas mas exigentes, aunque hay excepciones como las variedades de fruto
pequefio que pueden aguantar condiciones menos favorables. Las temperaturas
minimas para que el cultivo no se retrase o no se desarrolle son 15°C, mientras que las
méaximas a partir de las cuales el cultivo se veria afectado negativamente por estrés
térmico son de 35 — 40 °C. En temperaturas superiores a las mencionadas combinadas
con humedad relativa baja, producen caida de flores asi como de frutos recién cuajados.
Las temperaturas éptimas diurnas oscilan pues entre los 20 — 25 °C mientras que las
nocturnas entre 18 — 20 °C. En estadios mas avanzados de su desarrollo la planta es
menos sensible a este estrés, sin embargo las temperaturas altas después de la
polinizacion conducen a una inhibicion de la maduracion del fruto y posterior abscision
(Erickson & Markhart, 2002).

La humedad relativa debe ser superior al 50% en periodo de crecimiento, llegando
a un maximo del 70%, por encima o por debajo de este margen las condiciones serian
subolptimas para el cultivo, ya sea por desarrollo de enfermedades o falta de nutrientes.
Es una planta sensible a la salinidad y se recomienda usar suelos ricos en materia
organica debido a la demanda especial de nitrdgeno por parte de la planta en las
primeras fases del cultivo, cabe afiadir también una buena aireacion, permeabilidad y
drenaje. Se estima que para el cultivo de pimiento son necesarios 1 m®m?® de agua en
primavera. Soporta ademas cierta acidez, siendo 6ptimo un pH entre el 55y el 7,0
(Nuez et al., 2003).

Para su comercializacién se obtiene el plantén de semilleros, que se trasplantara al
terreno donde se dara lugar al cultivo mediante herramientas adecuadas para ello. El
trasplante se hace a raiz desnuda o con cepell6n, cuando las temperaturas son
adecuadas en un marco de plantacién aproximado de 0,5 m entre plantas y 1 m entre
lineas de manera general, llegando a densidades comprendidas entre 50.000 y 70.000

plantas/ha.

En cuanto a labores culturales se refiere son necesarias escardadas antes y durante
el cultivo, aporcados para evitar el contacto directo del tallo con el agua que proviene

del riego, podas de formaciéon para delimitar el nimero de tallos que desarrollara la
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planta (2 o 3 normalmente), asi como el entutorado de las plantas que tengan suficiente
altura y cantidad de frutos evitando que quiebren y caigan los frutos al suelo. Una vez

recogidos los frutos es frecuente realizar también podas de regeneracion.

La cosecha puede prolongarse de dos a tres meses, ya que la fructificacion es
escalonada en la mayoria de variedades de pimiento. Dependiendo de condiciones
externas determinadas por las demandas de los mercados, las condiciones climéticas,
la seguridad alimentaria y la variedad, se pueden encontrar variaciones en cuanto al

nimero de cosechas.

1.4 Origen, domesticacion y difusion

Todas las especies pertenecientes al género Capsicum tienen su origen en Ameérica
del Sur, mas concretamente en el borde oriental de los Andes bolivianos (Smith &
Heiser, 1957; Heiser, 1976; McLeod et al., 1982). El consumo de esta hortaliza se
remonta miles de afios atras; se han encontrado restos precolombinos en cuevas de
México que datan del 7.000 A.C (McClung, 1992). Segun la hipétesis de los mismos
investigadores, la especie habria sufrido un proceso migratorio que daria lugar a su
especiacion y por consiguiente separacion de los distintos taxones existentes a dia de
hoy.

Cuando se dio lugar a la especiacion se pudieron distinguir dos grandes grupos: las
especies de flores parpura y las de flores blancas. El linaje perteneciente a las plantas
de flores purpura, cuyo ancestro fue C. eximium, habria migrado hacia las tierras altas
de los Andes, donde originarian la especie silvestre C. cardenasii y a la especie
domesticada C. pubescens. Las especies de flores blancas se originaron en las tierras
del sur de Bolivia y la cuenca Amazoénica, su ancestro fue C. baccatum el cual originaria
mas tarde las especies méas conocidas como son C. annuum, C. chinense y C.

frutescens (Fig. 3).
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Figura 3. Centro de origen y centros de domesticacion del género
Capsicum en la época precolombina (adaptado de Heiser, 1976).

Este dltimo grupo sufrié dos procesos de domesticacion distintos; en la Amazonia
Boliviana se domestic6 C. chinense y C. frutescens mientras que C. annuum se origind
por domesticacion en México (Pickersgill, 1989; Moscone et al., 2006). A raiz de esta
separacion, la variedad de caracteres para con los frutos de cada especie aumento;
aparecieron frutos dulces y otros picantes, colores que iban del blanco hasta el verde
para inmaduros ademas de amarillo hasta rojo oscuro para maduros, formas largas y
delgadas mientras que otras eran cortas y redondeadas, portes mas derechos y otros

mas pendientes, entre otros caracteres (Pochard et al., 1992).

La época postcolombina empezé con la llegada de los conquistadores espafioles a
Ameérica. Cristébal Col6n cuya mision era acortar el camino a las islas del Extremo
Oriente para adquirir especias mas facilmente y asi controlar el mercado, se encontré
con un continente desconocido donde descubridé una nueva e inmensa variedad de
alimentos. Uno de ellos fue el pimiento, al que llamé asi por su parecido en pungencia

a la pimienta (Heiser, 1976; Nuez et al., 2003).

El mismo Colén la introdujo a Europa desde 1493, donde el cultivo se extendio por
el Mediterraneo llegando a Inglaterra al 1548 y al resto de Europa central a lo largo del
siglo XVI (Namesny, 2006). Fueron los portugueses quienes lo introdujeron en Africa y

la India desde finales del siglo XVI, cultivindose ampliamente en China a finales del
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siglo XVIII (Boswell, 1949). Por ultimo los espafioles lo llevaron a Estados Unidos donde
empez6 su cultivo comercial a finales del siglo XVI (DeWitt & Gerlach 1990). La clave
de su éxito fue que representaban una alternativa econémica a la pimienta asiatica,
motivo por el cual acabé revolucionando la gastronomia de muchos de estos paises, en

los cuales actualmente se usa pimiento en muchos de sus platos tipicos.

1.5 Taxonomia

La terminologia asociada al género Capsicum es diversa, segun doénde nos
encontremos puede denominarse pimiento, chile, aji, guindilla, chili pepper o tabasco.
Este género de plantas que se sitia en la familia de las Solanaceas incluye unas
cuarenta especies; cinco de ellas son especies cultivadas y como ya hemos visto de
gran importancia agronémica y alimentaria en todo el mundo, evidenciado en su amplio
uso y distribuciéon alrededor del globo e innumerables aplicaciones gastronémicas
(Eshbaugh; 1975; DeWitt & Bosland, 2009).

Debido a la gran variacién de tipos de plantas asi como morfotipos florales y
sobretodo frutales resultado de la seleccion bajo domesticacion, la lista de especies
pertenecientes a este género ha ido creciendo a lo largo del siglo XVIII. Por este motivo
el 1980 el International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR) convocé a los
expertos en la materia para actualizar la clasificacion del género Capsicum. En el 1983
fue publicada la guia de determinaciéon de las especies principales. Posteriormente
gracias a la combinacién de los resultados geograficos, de origen, caracteres
morfolégicos, comportamientos reproductivos, andlisis de cariotipo y marcadores
bioquimicos y moleculares han llevado a los expertos a clasificar este género en tres
complejos principales, incluyendo las cinco especies y sus parentales silvestres (Singh,
2006). Estos tres grupos estan organizados en dos ramas filogenéticas; las especies de
flores blancas incluyendo los complejos C. annuum y C. baccatum, y las especies de
flores purpura que incluye Gnicamente al complejo C. pubescens (Pickersgill et al., 1979;
Eshbaugh, 1979; 1980; McLeod et al., 1982; Loaiza-Figueroa et al., 1989) (Tabla 3).



Tabla 3. Especies Capsicum cultivadas y sus silvestres relacionadas (adaptado de Nuez et al., 2003 y

Singh, 2006).
Especies Caracter Distribucién
C. cardenasii Heiser & Smith Silvestre  Bolivia
C. eximium A.T.Hunz. Silvestre  Argentina, Bolivia
C. pubescens Ruiz & Pav Cultivada De Bolivia a Colombia, Cqs'ga Rica,
Guatemala, Honduras, México
C. tovarii Eshbaugh Silvestre  Perd

C. annuum L.

var. glabriusculum Silvestre  De Colombia al sur de Estados Unidos
var. annuum Cultivada A través de América Latina
C. baccatum L.
var. baccatum Silvestre  Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay y Peru
var. pendulum Wild. Cultivada Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia
meridional, Ecuador, Paraguay, Peru
C.chacoense A.T.Hunz. Silvestre  Argentina, Bolivia, Paraguay
C.chinense Jacq. Silvestre  Caribe, Centro y Sudamérica

Cultivada Del Sur de Bolivia al Sur de Brasil, Belize,
Costa Rica, México, Nicaragua, Indias
Occidentales

C.coccineum A.T.Hunz. Silvestre  Bolivia, Peru

C.frutescens L. Silvestre  América Central
Cultivada Colombia, Costa Rica, Guatemala, México,
Puerto Rico, Venezuela, EE.UU

C.galapagoense A.T.Hunz. Silvestre Islas Galapagos, Ecuador
C.pratermissum Heiser & Smith Silvestre  Sur de Brasil
C. buforum Hunz. Silvestre  Brasil

El color de la flor no es un caracter distintivo estricto ya que algunas accesiones
pueden presentar variaciones. Entre las 20 especies adicionales consideradas silvestres
hay algunas que pueden relacionarse con alguno de los tres complejos mencionados
anteriormente (Tabla 3), sin embargo la estructuracion del género Capsicum requiere
mas estudios. A continuacion se describen con detalle las cinco especies cultivadas,
todas ellas diploides con 24 cromosomas.

& C. pubescens

Se conoce comunmente como aji rocoto, locoto, chile de cera, chile manzano,
morrongo o peron, su cultivo es caracteristico Unicamente de la region andina (DeWitt
& Bosland, 1996; Rodriguez-Burruezo & Nuez, 2006). Es morfolégicamente diferente a
los otros pimientos domesticados como puede apreciarse en la figura 4. Las flores son
solitarias en cada nudo, con pedicelos erectos en el momento de antesis, se encuentran

ademas inclinadas y son de color purpura, ocasionalmente con méargenes blancos. El
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cdliz no presenta constriccion anular cuando los frutos estan maduros. El fruto tiene una

carne firme y sus semillas son de color oscuro.

Figura 4. Foto de la flor parpura y frutos con semillas negras,
caracteres propios de C. pubescens.

& C. annuum (C. annuum var. annuum)

Es la especie de pimiento por excelencia, con una amplia representacion en el globo
y una gran diversidad varietal, presente sobretodo en Espafia y Europa (Rodriguez-
Burruezo & Nuez, 2006). Sus caracteres botanicos consisten en flores solitarias en cada
nudo con pétalos rectos y blancos, el caliz de los frutos carece de construccién anular,
a veces puede ser rugoso. La carne del fruto es normalmente firme y sus semillas son

de color paja.

Figura 5. Foto de la flor tipica de C. annuum asi como de la gran
variabilidad de frutos en cuanto a forma y color.

& C. baccatum (C. baccatum var. pendulum)

La forma varietal mas conocida de esta especie son de tipo guindilla, alargadas y
mAas 0 menos gruesas con longitud variable, también cultivadas ampliamente (DeWitt &
Bosland, 1996). Sus flores también son solitarias en cada nudo, con una corola blanca-
verdosa y manchas amarillas. Sus pedicelos son erectos, el céliz de sus frutos no
presenta constriccion anular, tienen carme firme y semillas de color paja. La mayoria de

variedades son pungentes pero también las hay dulces.



Figura 6. Detalle de las flores blancas-verdosas con manchas
amarillentas y las formas varietales mas conocidas.

& C. chinense

Es una especie muy extendida en el Caribe y el Yucatan, los mas conocidos son
los “chiles habaneros” (Csilléry, 2006). A diferencia de las otras especies, ésta tiene dos
o mas flores por nudo (aunque en ocasiones las hay solitarias) con una corola blanco-
verdosa (a veces purpura) pero sin manchas. El céliz de los frutos maduros presenta
generalmente constriccién anular, su carne es firme y las semillas en su interior son

también de color paja.

Figura 7. Flor de C. chinense, detalle de la constriccion anular que
presentan los frutos y distintos tipos de frutos.

& C. frutescens

De gran importancia en el mercado asiatico y sudamericano, es el pimiento usado
para procesado y obtencién del conocido tabasco (DeWitt & Bosland, 1996; Castafion-
Najera et al., 2010). Sus flores son solitarias en cada nudo, a veces fasciculadas, que
suelen estar tumbadas. La corola es blanca-verdosa y el céliz de los frutos maduros no
tiene constriccion anular, aunque pueda presentar rugosidad. Su carne a diferencia de

los demas tipos de pimiento es blanda, sus semillas son también de color paja.
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Figura 8. Flores tipicas de C. frucescens, crecimiento erecto que
presentan los frutos y forma de los frutos caracteristica.

1.6 Calidad del fruto y objetivos de mejora: compuestos bioactivos

Establecer un ideotipo de referencia que debemos alcanzar mediante la mejora es
un paso complejo en cualquier especie y el pimiento, asi como otras especies de su
género, no es una excepcion. Existen varios parametros que definen la calidad y que
por tanto hay que tener en cuenta en el proceso de mejora. Ademas de esto habra que
tener en cuenta la aplicacion culinaria que tendra al final del proceso; si se usa para
consumo en fresco sera indispensable su calidad organoléptica, valor nutritivo y su
calidad externa, mientras que si va a usarse como especia nos interesard mas su
pungenciay su capacidad colorante (Rodriguez-Burruezo & Nuez, 2006). Por ello vamos
a diferenciar y describir los objetivos generales para con la calidad interna y la calidad

externa de pimiento.

1.6.1 Calidad externa

Como ya se ha dicho anteriormente, el género Capsicum presenta una gran
diversidad de formas, tamafios y colores de fruto, atendiendo a la region y climatologia
a la que pertenecen (Nuez et al., 2003). La apariencia del fruto es siempre un caracter
importante para llamar la atencién del consumidor y establecer una sefia de identidad

de una variedad concreta.

De manera general el mercado centra sus preferencias en los pimientos cortos del
tipo California en todo su rango de coloraciones: verde (Alemania y Dinamarca), rojo
(Francia y Suecia), Amarillo (Italia) e incluso naranjas. También hay preferencia por los
tipos locales o tradicionales como Bierzo, Najerano, Valenciano y los pimientos
pequerios tipo Piquillo y Guindilla (Namesny, 2006).
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1.6.2 Calidad interna

La calidad interna de un fruto puede subdividirse en dos categorias: la calidad
organoléptica o sensorial y la calidad nutricional. La calidad organoléptica se refiere al
conjunto de estimulos que interactlian con los receptores de un analizador, es decir, con
los 6rganos de los sentidos que producen mediante un proceso nervioso diferentes
sensaciones como pueden ser textura, aroma, sabor, temperatura, etc. En el caso de
los pimientos la calidad organoléptica viene definida por su pungencia, su sabor y su

aroma.

La pungencia es la sensacion de ardor que caracteriza algunas variedades del
género Capsicum, viene dada por los capsaicinoides. Estos hacen que el cerebro libere
endorfinas para atenuar la irritaciéon y por ello causa bienestar en algunas personas
(Bosland & Votava, 2000). El sabor viene dado en gran parte por el contenido en
azucares, sobretodo la glucosa que supone el 90-98% del contenido en azucares en
frutos rojos maduros, luego encontramos la sacarosa. Otros acidos participan también
en su sabor aungue en menor concentraciéon como el acido malico, el oxalico y el citrico.
Por ultimo esta el aroma, un factor de gran relevancia y que afecta a la percepcién
gustativa de los alimentos. El aroma que desprenden los frutos es causado por la
fraccion volatil de éstos; los compuestos volatiles son aquellos que se convierten
facilmente en vapores o gases de los cuales se han determinado mas de 300, llegando
a un amplio espectro de posibilidades y combinaciones para producir distintos efectos

(Rodriguez-Burruezo et al., 2010).

La calidad nutricional es la capacidad de los alimentos de proporcionar los
elementos necesarios para una buena salud. Estos nutrientes pueden dividirse en
macronutrientes (proteinas, carbohidratos y lipidos) y micronutrientes (vitaminas,
minerales, acidos grasos y aminoacidos esenciales. El pimiento es relativamente pobre
en macronutrientes; predominan los azlcares reductores, pentosas y fibra dietética. Sin
embargo si es rico por el valor nutracéutico de sus micronutrientes, es decir que
proporcionan beneficios para la salud en términos de prevencion y/o tratamiento de
enfermedades (Kalra, 2003). Estos micronutrientes que son beneficiosos para la salud
se denominan compuestos bioactivos. A continuacion se describiran los compuestos

bioactivos més importantes en pimiento:
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e Vitaminas

El pimiento es una fuente importante de vitaminas A, C, B1, B2, B3, Bs ¥ E y/0
precursores de las mismas. Cabe destacar las vitaminas A, C y E por su gran aporte y

relevancia para el organismo (Rodriguez & Nuez, 2006).

La vitamina A también llamada retinol o axeroftol, no esta presente directamente
en los vegetales pero si encontramos provitaminas o precursores carotenoides de la
ésta vitamina, como son el B-caroteno, a- caroteno, y-caroteno y la B-criptoxantina (Nuez
et al, 2003). De entre todos los que puede contener un pimiento, el B-caroteno puede
presentar hasta el 90% del aporte, siendo un caracter beneficioso debido a que es el
precursor mas efectivo. En 100 gramos de pimiento podemos satisfacer un 25-40% de
la dosis diaria, evitando la carencia de esta vitamina que puede producir efectos
adversos la xerolftalmia (proceso degenerativo del globo ocular que puede acabar con
ceguera), infecciones agudas, mortalidad infantil, afecciones epiteliales y algunos tipos
de cancer (Latham, 2002).

La vitamina C o &cido ascoérbico es esencial para evitar el escorbuto (enfermedad
que provoca hemorragias frecuentes en las encias e incluso la muerte), esta presente
mayoritariamente en forma de L-ascorbico. Es también un potente antioxidante, motivo
por el cual es un factor tan importante para el pimiento, ya que encontramos en ellos un
contenido elevado que alcanza su maximo en pleno estado de madurez (Bosland &
Votava, 2000). Debido a su naturaleza hidréfila encontramos niveles muy bajos o

inapreciables de acido ascorbico en frutos deshidratados o derivados como el pimenton.

La vitamina E es también un potente antioxidante, ya que limita la oxidacion y
neutraliza los radicales libres nocivos evitando patologias como la arteriosclerosis o el
cancer (Latham, 2002). En pimiento esta en forma de a-tocoferol en el pericarpo y y-

tocoferol en las semillas.
e Polifenoles

Los polifenoles son compuestos ampliamente distribuidos en los vegetales, son
metabolitos secundarios que realizan gran variedad de funciones dentro de las plantas,
incluyendo defensa contra plagas, contra estreses y otros caracteres como sabor, aroma

y color de los frutos (Espin de Gea & Toméas-Barberan, 2006).

Numerosas investigaciones han demostrado su poder antioxidante, protegiendo al

organismo de radicales libres y derivados del metabolismo natural de las células
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aerdbicas (Bors et al., 1996; Halliwell, 1996). Siendo por tanto beneficiosos para prevenir
el cancer, enfermedades cardiovasculares y desérdenes neurodegenerativos (Harborne
& Williams, 2000; Ferrari & Torres. 2003; Holloman & Katan, 1999). Se agrupan en seis
familias: antocianos, flavanoles, flavonoles, flavanonas, flavonas e isoflavonas. En

pimiento son importantes la quercetina (flavonol) y la luteolina (flavona).
e Pigmentos carotenoides

Los pigmentos que dan color a los frutos del género Capsicum estan dentro del
grupo de los carotenoides, también pueden encontrarse en hojas, raices y frutos (Nuez
etal., 2003). Ademéas de ser utiles como colorantes alimentarios, tienen efectos positivos
para la salud ya que actian como antioxidantes, precursores de vitaminas o agentes
antitumorales (Wall et al., 2001). En pimiento destacan la capsantina, el 3-caroteno, la
luteina y la zeaxantina. La capsantina se encuentra presente sobre todo en los frutos
rojos, siendo un potente antioxidante. El -caroteno es un importante precursor de la
vitamina A, la luteina reduce el riesgo de enfermedades coronarias y la zeaxantina
ofrece proteccion ocular contra la radiacion solar (Lee at al., 2005). Salvo por la luteina
y bajos niveles de (B-caroteno, los niveles de carotenoides en frutos inmaduros es muy

bajo, aumentando con la madurez.

1.7 Cultivo ecolégico

1.7.1 Generalidades del cultivo ecolégico

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas (FAO, 1999), es el proceso de
produccién de alimentos con medios naturales sin la necesidad de afiadir compuestos
de sintesis. Por consiguiente, es un modelo de cultivo sostenible para la produccién que
intenta, mediante el no uso de quimicos de sintesis, evitar la contaminacion por el uso
de éstos, respetar los ciclos biolégicos del sistema de produccién, disminuir la erosion
del suelo, mantener e incluso aumentar la fertilidad del suelo. Esto contribuye a
mantener la diversidad genética y minimizando el impacto social y ecolégico que puede
ocasionar el cultivo y produccion de alimentos suficientes para abastecer a la humanidad
y que sean de buena calidad (IFOAM, 1998).

Esta practica ha aumentado durante los Ultimos afios debido a la concienciacion en
gran parte de la sociedad asi como de los consumidores, los cuales valoran la utilizacion
sensata de los recursos naturales. La razén de este cambio de mentalidad radica la

limitacion por parte de los recursos naturales en cuanto a su recuperacion posterior a
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un mal uso, empobreciendo las tierras de cultivo e incluso haciéndolas inservibles y por
tanto perdiendo valor. Este tipo de agricultura ademas enriquece el valor de los
productos asociados a sus sistemas, realzando la funcién del agricultor el cual aporta
todos estos beneficios publicos (Stopes et al., 2010; SEAE, 2013).

En los dltimos afios ha habido una clara tendencia hacia los productos ecolégicos;
en comparacién al 1999 el terreno dedicado al cultivo ecolégico se ha quadriplicado
(Willer & Yussefi, 2000). En 2013 el &rea de tierras de cultivo ecoldgico aumentd en
todas las regiones exceptuando América Latina (FIBL-IFOAM, 2016). En Europa se ha
pasado de 6,8 millones de hectareas en 2005 a 11,5 millones de hectareas en el 2013,
de las cuales 10,5 millones pertenecen a la UE, con mas de 330.000 productores
(260.000 de la UE) (Fig. 9). Todo esto ha sido gracias al apoyo por parte del consumidor
concienciado como de las instituciones publicas, que han contribuido al presente
desarrollo de la agricultura ecoldgica mediante programas y legislaciones que apoyan
esta iniciativa. Esta extension representa el 2,4% del territorio europeo (5,7% en la UE).
A nivel mundial Europa representa el 27% de la superficie ecoldgica cultivada,
encabezando la lista de paises con mas superficie ecoldgica estdn Espafia, lItalia,
Francia y Alemania (Fig. 10). En el 2013 el mercado europeo para este cultivo llegé a
los 24,26 millones de euros (22,22 en la UE).
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Figura 9. Evolucion por continentes del area (millones de hectareas) dedicada a la
agricultura ecolégica 2005-2013 (FIBL-IFOAM, 2016).
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Figura 10. Superficie europea en hectareas dedicadas al cultivo ecolégico en 2013 (FIBL, 2015).

La produccion ecolégica en Espafia es diversa y presente en todas las
comunidades autbnomas, adaptandose a las condiciones especificas de cada una de
ellas. Tanto el numero de operadores como la superficie han ido aumentando al largo
de los afios segun los datos del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente (MAGRAMA, 2016). Concretamente se ha pasado de tener 23.473
operadores y 1.317.752 ha, a 33.704 operadores y 1.610.129 ha en 2013.

1.7.2 Principales caracteristicas de la agricultura ecoldgica

La agricultura ecolégica no solo tiene como objetivo producir alimentos con calidad
nutritiva sino también en suficiente cantidad para abastecer las demandas del mercado.
Ademas persigue un alto nivel de exigencia para con la calidad del entorno, los
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materiales producidos y el ambiente relacionado con éstos. Por ello, para el
mantenimiento de la fertilidad y actividad biolégica del suelo se realizan las siguientes

practicas:

e Cultivo de leguminosas, abono verde o plantas de enraizamiento profundo, con
un programa de rotacion plurianual adecuado

e Utilizacién de estiércol procedente de ganaderia ecol6gica, con un maximo de
170 kg de nitr6geno por hectarea y afio

e Incorporacion de cualquier otro material organico, procedente de explotaciones
ecoldgicas segun las normas establecidas

e Tratamiento del suelo o activacion del compost con microorganismos no OGM o
con preparados biodindmicos

Los fertilizantes de origen orgénico que estan permitidos en este tipo de cultivo son
estiércol, excrementos liquidos de animales, residuos domésticos compostados o
fermentados, turba, arcillas, el mantillo procedente del cultivo de setas, deyecciones de
lombrices e insectos, productos o subproductos de origen animal o vegetal, algas y

productos de algas asi como serrin o virutas de madera entre otros.

Para los fertilizantes de origen mineral estan permitidas las rocas en bruto que no
hayan pasado tratamientos quimicos para aumentar su solubilidad. Las que son
demasiado solubles como la urea no estan permitidas. Los que se usan entre otros son
fosfato natural blando, sal potasica en bruto, sulfato de potasio con sal de magnesio,
carbonato de calcio de origen natural, sulfato de magnesio, sulfato de calcio, cal

industrial procedente de la produccién de azucar, azufre elemental o cloruro de sodio.

Gracias a la no utilizacion de abonos de sintesis quimica, sobre todo los
nitrogenados, se evita que la planta padezca enfermedades o plagas, debido a que
éstos interfieren en el metabolismo de la misma, acumulando menos agua y siendo por
tanto menos susceptible de sufrir plagas o enfermedades. En los cultivos
convencionales, ademas de ocurrir lo contrario, tienen menos materia organica,
causando la aparicion y desarrollo de nematodos y hongos patégenos. En la agricultura
ecoldgica se usan las siguientes practicas para evitar o combatir las posibles plagas,

enfermedades o malas hierbas:

e Seleccion de variedades vy especies adaptadas a la zona y caso particular

e Programa de rotacion de especies adecuado

e Medios mecéanicos de cultivo
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o Proteccibn de los enemigos naturales mediante estrategias que los

favorezcan.

Si estas medidas no evitan ni frenan la plaga o enfermedad es posible el uso de
productos fitosanitarios, previamente autorizados y que se disponen en el Anexo I1-B del
Reglamento (CEE) 2092/91, respetando el medioambiente y la salud. Algunos ejemplos
de insecticidas autorizados son azadiractina extraida de Azadiracta indica o
microorganismos (bacterias, virus y hongos) p. e. Bacillus thuringiensis. Otros
ejemplos de fungicidas autorizados son el sulfuro de cal, la harina de cuarzo o la

cera de abejas.

1.7.3 El papel de las variedades tradicionales en el cultivo ecologico

A lo largo de los afos los agricultores han ido seleccionando directa o
indirectamente el material vegetal que ha ido adaptandose a unas condiciones
agroclimaticas concretas. Este proceso ha generado los ecotipos y variedades locales,
abarcando un pool genético que las variedades modernas no tienen. A su vez es
ventajoso para encontrar variedades adaptables al cultivo ecolégico que seran mas
sostenibles y similares a las del cultivo tradicional, al contrario que las del convencional
gue son empleadas para la produccion forzada y promueven la erosion genética, ya que
reducen la agrodiversidad. Las variedades tradicionales representan mayor parte de la
agrodiversidad y ofrecen la posibilidad de mejorar los materiales producidos en términos

nutricionales y/u organolépticos.

1.7.4 Influencia del cultivo ecoldgico en la calidad del fruto

La calidad de un fruto puede venir dada por su calidad externa o interna como
hemos descrito anteriormente. La primera no se tiene en cuenta, como las variedades
usadas para el cultivo ecol6gico no han sido mejoradas para este aspecto, solo se
espera en las empleadas en el cultivo convencional, ya que se ha hecho seleccién a lo

largo de los afios para este caracter.

Para la calidad interna podemos distinguir también dos tipos: la organoléptica o
sensorial y la nutricional. Referente a la primera podemos remarcar que la textura de las

hojas mejoraba en el cultivo ecolégico por menor aporte de nitratos. En cuanto a la
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calidad nutricional no hay un consenso global, sin embargo existen estudios donde al
parecer los alimentos ecoldgicos presentaron mayor cantidad de algunos componentes
como por ejemplo vitamina C (Schuphan, 1974; Davis et al., 2004; Borguini, 2006;
Chassy et al., 2006), fosforo (Weibel et al., 1999), calcio, potasio, hierro, riboflavonas,
proteinas (Davis et al., 2004) y compuestos fendlicos (Asami et al., 2003)

comparandolos con frutos de la misma especie cultivados de manera convencional.

Los estudios sobre el efecto del cultivo ecologico en pimiento son escasos, este
hecho ofrece muchas posibilidades para empezar lineas de investigacién que pueden
ser de gran interés y utilidad. En las pocas investigaciones de pimiento existentes
podemos comprobar que se hallaron mayores niveles de polifenoles, peroxidasas y
capsidiol en pimientos ecoldgicos comparados con convencional (Del Amor et al., 2008),
gue tuvieron menores niveles de nitratos (Lopez et al., 2012) y que produce un aumento
de los compuestos antioxidantes como carotenoides, fenoles y vitamina C en las
variedades Roberta, Spartacus y Berceo (Hallman et al., 2012). Todos estos estudios
han hecho uso de variedades modernas Fi, es decir, con poca diversidad genética, si
exploraramos la diversidad que contienen las variedades tradicionales se abriria un
amplio abanico de posibilidades, ademas de la oportunidad de explotar la interaccion
genotipo-ambiente permitiéndonos seleccionar los materiales con mejor respuesta al

cultivo ecoldgico de manera local.
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2. OBJETIVOS

La meta que persigue este trabajo es la obtencibn materiales especificos para la
produccién ecoldgica que sean de alto rendimiento y calidad nutricional. Este tipo de
explotaciones carece de ellos y ante la creciente demanda y popularidad adquirida en
los dltimos afios por el cultivo ecolégico, asi como el apoyo de instituciones publicas
nacionales y europeas, es cada vez mas necesario desarrollar variedades adaptadas a

este tipo de cultivo.

Los objetivos de este trabajo y como primera aproximacion para lograr este
cometido, se basan en la evaluacién de una amplia gama de accesiones de pimientos
procedentes de diferentes partes de Espafia, otros paises y del Banco de Germoplasma
del COMAYV, cultivados en condiciones de cultivo convencional y ecol6gico, donde se

ha analizado, en estado inmaduro y maduro, las siguientes caracteristicas:

& La contribucién del efecto variedad, estado de madurez y sistema de cultivo, asi
como las interacciones posibles entre estos, sobre la variacion en compuestos

dos compuestos bioactivos: el acido ascorbico y los fenoles totales.

& El efecto del estadio de madurez en los niveles de estos dos compuestos, tanto
a nivel global como por variedad.

& El efecto del sistema de cultivo en ambos estadios de madurez sobre los niveles

de compuestos bioactivos de manera global y por variedad.

& Analizar la interaccién genotipoXsistema de cultivo para cada variedad para
establecer cuales de ellas se ven mas favorecidas, ya sea en cultivo ecoldgico o
en convencional y en los dos estadios de madurez, para asi poder usar esta
interaccion a nuestro favor, de igual forma se hard con las variedades mas
estables respecto a los dos sistemas, ya que pueden ser potencialmente Utiles

para ambos.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Material vegetal

En este trabajo se han evaluado 31 accesiones de C. annuum, dentro de estas

encontramos en gran parte de variedades locales espafiolas, incluyendo algunas

usadas en Denominaciones de Origen e Indicaciones Geogréficas Protegidas (DOPs e

IGPs), variedades de otros paises y accesiones pertenecientes al Banco de
Germoplasma del COMAYV (Tabla 3).

Tabla 3. Accesiones evaluadas en este estudio y sus respectivos cédigos, nombres locales y procedencia.

Chile - - México
ancho/Poblano
Chato ancho Ezkerekotxa;lruraiz- Alava Euskadi
Gauna
Pimiento cuatro Cogollos de la Vega Granada Andalucia
cascos
Morra de - Barcelona Catalufia
vedella
Morrén de Alhama de Murcia Murcia Murcia
conserva
Valenciano Muchamiel Alicante Comun_ldad
Valenciana
Pimiento - - -
najerano gordo Tricio La Rioja La Rioja
Pimiento . Comunidad
h Cullera Valencia .
valenciano Valenciana
Morron_de Forcinas: Pravia Asturias Asturias
cuatro picos
FlmiEie germe Escuer; Biescas Huesca Aragén
morro de vaca
Pimiento gordo Peromingo Salamanca C?_Sgglr? y
Pimiento del Ici leleinto el . Castilla 'y
) del Bierzo, Leén p
Bierzo Lebén
Ponferrada
Aji - Santa Cruz Bolivia
Pimiento de DOP Pimentén de Murcia Regién de
Bola Murcia Murcia
Cuneo Giallo Cuneo Piamonte Italia
P|m_|ent_os ol Potenza/Matera Potenza/Matera Italia
Disenise
Doux Long des INRA Monfavet Avignon Francia
Landes
Aji Loja Loja Ecuador
Piment Pirineos .
d'Espelette IGP Espelette Atlanticos Francia
Pimiento . ., .
Gernika NEIKER, Bilbao Guipuzcoa Euskadi
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Guindilla

Guindilla de

Ibarra Ibarra Ibarra Guipuzcoa Euskadi
Infante Pimiento Semillas Ramiro i La Rioja
Infante Arnedo
Jalapefio M Jalapefio M Reimer Seeds . Nuevo EEUU
México/Texas
Mojo Palmero Mojo palmero REgRE FlEsiErE o Las Palmas Canarias
La Palma
Najerano P|m|ento Semillas Ramiro i La Rioja
najerano Arnedo
N””}?r’r‘] BIg  NumexBigJim  Las Cruces (NMSU)  Nuevo México EEUU
Padrén P|m|ent9 de San Franc!sco de La Corufa Galicia
Padron Herbdn
Pasilla Chile pasilla - - México
Piquillo (DOP) P|m|_enFo del DOP Piquillo de Navarra Navarra
piquillo Lodosa
Serrano Chile Serrano Reimer Seeds - México
TEMETE Bl Tendre de INRA Monfavet Céte d'Azur Francia
Chateurenard Chateurenard

3.2 Condiciones de cultivo

En primer lugar, se sembraron las semillas de cada una de las variedades en el mes
de Febrero de 2015. Esta siembra se realiz6 en alveolos de 2x2 cm que habian sido
rellenados previamente con sustrato con proporcion 80:20 de tierra enriquecida y perlita.
Esta tarea se llevé a cabo en el laboratorio del COMAYV, donde permanecieron a una

temperatura constante de 24°C.

Las parcelas donde se llevaron a cabo los ensayos, adscritas a la Uni6 de Llauradors,
estan a situadas entre los términos municipales de Sagunto y Puzol, en la provincia de
Valencia. La parcela donde se realizé el cultivo convencional se encuentra cercana a la
carretera V-23, mientras que la parcela usada para el cultivo ecoldgico se encuentra
ubicada en la zona contigua al Marjal del Moro, al lado del Centro de Educacion
Ambiental de la Comunidad Valenciana (Fig. 11). La distancia entre las dos parcelas es
de 2 km, asi que las condiciones agroclimaticas fueron bastante similares, al
encontrarse en la misma area. Sin embargo, en el tipo de suelo hubo diferencias
respecto al contenido en arcillas, siendo mayor en la parcela ecoldgica que en la

convencional.

En la parcela de cultivo ecolégico hubo un abonado con estiércol de oveja de
ganaderia ecoldgica certificada a razén de 2 kg/m?, el protocolo de aplicaciones
fitosanitarias incluye, aunque no fuera necesario en este caso, aplicacion de Bacillus
ante poblaciones excesivas de plagas y/o aplicacion de abonos foliares en caso de

carencias de 4cido humico. En el caso de la parcela de cultivo convencional se aplicaron
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tres fertilizantes, triple 15 (15% de nitrégeno, 15% de fésforo y 15% de potasio), nitrato
célcico 27% y quelato de hierro. Los fitosanitarios aplicados fueron oxicloruro de cobre

(fungicida) 25%, clorpirifos del 48% (insecticida) y metil/clorpirifos (insecticida acaricida).

Figura 11. Localizacion geografica de las parcelas entre los municipios de Puzol y Sagunto
(Valencia). A la izquierda (C) la parcela de cultivo convencional (39°38'37.8"N 0°17'08.5"W) y a la
derecha (E) la parcela de cultivo ecoldgico (39°37'55.0"N 0°16'01.3"W)

Figura 12. Fotografias tomadas en las parcelas donde se realiz6 en el ensayo, a la izquierda la
parcela de cultivo ecolégico y a la derecha la parcela de cultivo convencional.

El trasplante a las parcelas tuvo lugar a mediados de Abril del mismo afio, una vez
las plantas habian adquirido un tamafio y vigor considerable, esto se midié por el nimero

de hojas verdaderas. Cuando alcanzaron de 5 a 6 hojas verdaderas se consider6 que
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estaban preparadas para llevarse a campo sin riesgo a sufrir heladas u otro estrés
ambiental. Previamente los campos se habian labrado y se levantaron caballones. El
marco de plantacion para ambas parcelas fue de 1 metro entre filas y 0,5 metros entre
las plantas de la misma. Se empledé a manta con frecuencia semanal para ambas

parcelas, distribuida por el sistema de acequias de la zona.

3.3 Disefio experimental y analisis estadistico

Para ambas parcelas se us6 un modelo de distribucion al azar para las variedades;
cada variedad estaba representada por diez plantas, separadas en dos bloques de cinco
plantas cada uno (310 plantas en total para cada sistema de cultivo), estos bloques
fueron repartidos aleatoriamente en la parcela correspondiente para evitar el efecto de
posicion en el ensayo. De esta manera se intent6 compensar la variacion que pueda
haber dependiendo de la situacion de la planta mediante la distribucion aleatoria,
haciendo que el efecto de unas supla las otras y la influencia ambiental sea la misma de

manera general.

Respecto a la obtencién de muestras se cogieron frutos de todas las plantas del
mismo bloque y variedad, posteriormente se harian los andlisis de acido ascorbico y
compuestos fendlicos con estas muestras. Como se ha detallado anteriormente, estos
andlisis se realizaron para los dos estados de madurez del cultivo, inmaduro y maduro.
Al trabajar con entradas de distinta procedencia la variabilidad para el cuajado,
desarrollo y maduracion de los frutos fue notable, de manera que la recogida se adapt6
a la disponibilidad de las muestras, realizandose cosechas semanales en funcion de

estos patrones desde finales de Junio hasta mediados de Noviembre.

Una vez en el laboratorio se separd cada muestra en dos submuestras: una de fruto
fresco para el analisis del acido ascérbico y otra para liofilizar y conservar hasta el
momento de medir los compuestos fendlicos. Cada submuestra debia contener al
menos 15 gramos de fruto fresco. Previamente a la separacion se fotografio el material,
se verifico su estado sanitario, se anotd cualquier tipo de incidencia o patogénesis y se

obtuvo el peso fresco.

Los datos obtenidos del analisis de compuestos bioactivos se procesaron mediante
el programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XVL.1, realizando con el susodicho
los andlisis de la varianza (ANOVA) de los factores principales como son la variedad,

sistema de cultivo y estado de madurez, asi como las interacciones entre estos,
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determinando si hay diferencias estadisticamente significativas entre las variedades

ensayadas.

3.4 Andlisis de compuestos bioactivos

3.4.1 Contenido en &cido ascorbico (CAA)

El andlisis del contenido de acido ascorbico o vitamina C se basa en la reduccion
del acido molibdofosférico a fosfomolibdeno, pasando de amarillo a azul gracias al acido
ascorbico. De esta manera se puede determinar reflectbmicamente la cantidad de este
compuesto segun este proceso. El equipo que se usé fue un reflectometro portatil
modelo RQflex plus de la marca Merck asi como tiras de test para acido ascoérbico de la
misma marca (Reflectoquant de 25-450 mg/L) (Fig. 13).

Para poder realizar esta medicion se necesita un extracto acuoso de las muestras.
El material usado para obtenerlo fue una balanza, una batidora doméstica, un filtro de
malla, un embudo y un matraz de 100 mL. El procedimiento consisti6 en pesar
aproximadamente 15 g de fruto mediante la balanza de precisiébn y homogenizar esta
cantidad mediante la batidora y la adicién de agua destilada. Tras este paso, la muestra
se pasaba por la malla para filtrar las pequefias particulas que podrian permanecer en
la solucién intentando recuperar el mayor volumen de zumo posible. Para ello el filtro se
colocaba encima del embudo y éste dentro del matraz, que se enrasaba hasta 60 mL
para las muestras de fruto inmaduro y hasta 100 mL para las de fruto maduro. Esto es
debido a que los frutos maduros tienen mayor contenido en acido ascoérbico, evitando

asi errores de lectura por parte del reflectometro.

Figura 13. Reflectometro portatil RQflex plus de Merck y test de acido ascorbic usado.
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Una vez obtenido el zumo diluido es necesario sumergir una de las tiras test en la
solucion durante 2 segundos, asegurandonos de que el extremo se encuentra
totalmente dentro. Al cabo de los dos segundos se extrae la tira y se escurre el exceso
de muestra, inmediatamente después se introduce la tira con la zona reactiva en
direccién a la pantalla, se cierra y se obtiene el valor de medicion en mg/L de acido

ascorbico relativo al volumen total usado.

3.4.2 Contenido en fenoles totales (FT)

Para llevar a cabo este analisis, previamente hubo que liofilizar las muestras para
poder conservarlas hasta el momento en que se analizaran los compuestos fendlicos.
Por consiguiente se pesaron 15 gramos por muestra, se cortaron en trozos de 1,5x 1,5
cm y se distribuyeron en pequefias bandejas de papel de filtro debidamente etiquetadas.

En cada bandeja se colocaron 12 muestras que luego se introducian en el liofilizador.

Una vez introducidas las bandejas en el liofilizador el proceso que tiene lugar es el
de la extraccion del agua de muestras previamente congeladas por sublimacion
mediante vacio. De esta manera conseguimos evitar que tengan lugar a las reacciones
quimicas que forma normal se producen y degradan los sustratos. El equipo usado
consta de una camara de desecacion, un equipo de vacio, un dispositivo para retener
el agua sublimada y varios sistemas de control del proceso. El modelo utilizado fue
Wizard 2.0 de VirTis, la duracién de un ciclo era de 22h consistiendo en distintas fases:
durante la primera fase se trata todas las muestras con -30°C durante 60 minutos, se
mantiene durante 10 minutos mas y desciende a -65°C para llegar a la segunda fase,
donde ya se realiza el vacio a 300 Torr. En la tercera fase se da un primer secado de
las muestras a una temperatura de -30°C durante 5 minutos, seguido de -10°C durante
500 minutos. Aqui es donde se sublima el hielo de la muestra para que en la cuarta fase,
donde se da el segundo secado, el aparato alcance los 25°C durante 1.100 minutos para
liberar el agua adsorbida por la superficie de las muestras, dejando asi la menor
cantidad de humedad y garantizando su conservacion a largo plazo. El quinto y ultimo
paso se basa en mantener las muestras en 25°C durante 1.000 minutos a 100 Torr antes

de eliminar el vacio.

La propia técnica de cuantificacion de fenoles totales (FT) se basa en la extraccién
de éstos gracias a una solucion compuesta por acetona, acido acético y agua, una vez
extraidos se miden colorimétricamente mediante su absorbancia a 750 nm. El equipo

usado para la determinacion fue un espectrofotometro con lector de placas modelo Bio-
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Rad iMark™ (Microplate reader; Herts, Inglaterra). La curva patrén para la determinacion
de los fenoles totales en las muestras analizadas se realizé en ensayos anteriores, de

manera que ya se disponia de ella previamente.

Figura 14. Fotografia tomada antes de introducir la bandeja con las muestras en el liofilizador

El proceso a seguir es el siguiente: se pesan aproximadamente 0,125 g de liofilizado
en un tubo falcon de 15 mL y se afiaden 5 mL de la solucién de extraccién, una vez
tenemos 32 muestras preparadas procedemos a colocarlas en la noria, donde se
mantendran girando durante 24 horas. Al final de este periodo se recogen los tubos y
se centrifugan durante 3 minutos a 3.500 rpm. Una vez hecho esto se recuperan 1,5 mL
de la solucién, prestando especial atencién en obtener el sobrenadante pero no algunos
de los restos que puedan flotar, para depositarlos en un eppendorf en el cual se
almacenard la muestra a -20°C hasta su posterior analisis. Una vez tenemos suficientes
muestras para llenar una placa de 96 pocillos se lleva a cabo el proceso final, éste
consiste en centrifugar durante 5 minutos a 10.000 rpm las muestras, obtener 65 L de
cada una de ellas y afiadirle 500 uL del reactivo Folin-Cicolteu diluido al 10%, se incuban
las muestras a temperatura ambiente durante 5 minutos en oscuridad y se le afladen
500 pL de solucién de carbonato sddico, finalmente incubamos las muestras durante 90
minutos en oscuridad y a temperatura ambiente. Una vez realizado este proceso se
agita el contenido de cada eppendorf en un vortex y se extraen 200 L de cada muestra,
llenando la placa de 96 pocillos en la que mediremos la absorbancia a 750 nm mediante

el lector de placas.
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Figura 15. Detalle de las muestras en la noria en la que se mantienen 24h girando
(izquierda) y placa de 96 pocillos con muestras preparadas para ser leidas en el
espectrofotometro.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de la varianza general

El andlisis ANOVA mostré una contribucion significativa de la variedad o entrada,
del estado de madurez y de la interaccidn entre estos para la variacion observada en el
contenido de &cido ascorbico (CAA). Para el contenido en fenoles totales (FT), el
ANOVA mostro una contribucién significativa de la variedad o entrada, del sistema de
cultivo, del estado de madurez y la interaccion entre el sistema de cultivo y el estado de
madurez (Tabla 4). Esto nos demuestra que en el experimento llevado a cabo hubo
diferencias significativas entre las variedades y el estado de madurez para ambos
compuestos bioactivos, asi como diferencias entre sistemas de cultivo para los fenoles
totales. De la misma forma, el efecto significativo de la interaccion entrada (G) x estado
de madurez (M) para con el contenido en &cido ascérbico nos indicaria que el proceso
de maduracion afecta de forma o grado distintos sobre las diferentes entradas con las
gque se ha realizado el ensayo, existiendo diferencias en las transiciones del estado
maduro al inmaduro entre entradas. El efecto significativo de la interaccién sistema de
cultivo (E) X estado de madurez (M) para con el contenido en fenoles totales nos
indicaria entonces que el sistema de cultivo puede afectar a la evolucion del contenido
en fenoles totales con la maduracién, de manera que el cambio de estado maduro a

inmaduro promedio sera distinto entre entradas dependiendo del sistema de cultivo.

Por lo que respecta a los cuadrados medios obtenidos con el ANOVA general
podemos observar qué contribucién a la variacion total realiza cada factor, siendo
distintos en todos los casos. Segun los valores de los cuadrados medios para CAA y
FT, el estado de madurez fue el factor que mas contribuy6 a la variacién observada para
ambos compuestos. El segundo factor que mostr6 mayor contribuciéon a la variacion
para CAA fue la entrada, seguido de la interaccién G XM y por ultimo encontramos una
pequefia contribucion por parte de la interaccion GXE, el sistema de cultivo y la
interaccion EXM (Tabla 4). Para FT en cambio, el segundo factor que mostré mayor
contribucién y por tanto mayor valor para el cuadrado medio, fue el sistema de cultivo
seguido de la entrada y en cuarto lugar la interacciéon EXM. Las interacciones G XE asi

como G XM mostraron poca contribucién a la variaciéon para FT (Tabla 4).
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Tabla 4. ANOVA general para el contenido en acido ascérbico (CAA) y fenoles totales (FT).

CCA FT
Rilsilis gl! oM |gl cM
Efectos principales
Entrada (G) 20 6909*** 20 12741**
Sistema cultivo (E) 1 65N 1 24265%**

Estado de madurez (M) | 1  337550*** | 1  1470240%***
Interacciones

G XE 20 858NS 20 1170Ns

GXM 20 2788*** 20 345Ns

E X M 1 43NS 1 10330***
Error 331 589 331 936

1 Grados de libertad; 2Cuadrado medio.

NS indica no significativo para una probabilidad de p<0,05 mientras que *,
** *** jndican significativo para p<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, en
relacioén al ratio estadistico F.

Gracias a estos resultados podemos afirmar que el estado de madurez es la fuente
de variacion mas importante en el ensayo, predominando de manera clara sobre los
demas factores en particular como efecto principal pero también en forma de interaccion
con la entrada para CAA y con el sistema de cultivo para FT. Esta contribucién tan
acusada frente a la de los demas factores podria estar sesgando la contribucién de éstos
altimos a la variacion observada. Por este motivo se decidio realizar analisis adicionales
de la varianza, separando los resultados de frutos inmaduros de frutos maduros y evitar
este potencial sesgo. El andlisis mencionado se describird a continuacion tratando de

manera separada cada uno de los estados.

De este modo, los ANOVA especificos para CAA y FT para cada estado de madurez
por separado mostraron una contribucién muy significativa de la entrada o variedad para
ambos estados y compuestos, asi como la interaccién entrada (G) X sistema de cultivo
(E) mostr6 también una gran, aunque menor que el factor entrada, contribucién
significativa a la variacion para ambos estados en el caso de CAA y para estado maduro
solamente en el caso de FT. Ademas el sistema de cultivo también contribuy6
significativamente para los FT en ambos estados, siendo proporcionalmente mas
importante en el estado inmaduro (Tabla 5). La entrada o genotipo usado fue el efecto
qgue mas contribuy6 a la variacidon en CAA, seguido de la interaccion entrada (G) X
sistema de cultivo (E). Por lo que respecta a FT, el factor que mas contribuyé a la
variacion fue diferente dependiendo del estado. Asi, en estado inmaduro el mas
importante fue el sistema de cultivo, muy por encima de los valores obtenidos en la
entrada y la interaccion GXE y. En estado maduro en cambio, el factor que mas
contribuy6 a la variacion fue la entrada, seguida en menor medida por el sistema de

cultivo y la interaccion GXE. Dada la contribucién significativa del efecto entrada en la
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variacién observada en estos compuestos, se planted la necesidad de realizar un
estudio exhaustivo del comportamiento individual de cada una de las entradas a la

variaciéon de los resultados obtenidos que muestran una gran heterogeneidad.

Tabla 5. ANOVA especifico para el contenido en acido ascérbico (CAA) y fenoles totales (FT) en cada uno
de los estados de madurez.

Fuente CCA FT CCA FT
gl CM? |gl. CM |ag.l CM g.l. CM

Efectos principales
Entrada (G) 20 2213** | 20 5443* | 20 7392+ | 20 27090***
Sistema cultivo (E) | 1 94NS 1 6336~ | 1 IVAS 1 7691*

Interacciones
GxE 20 1661+ | 20 583Ns | 20 1165+ | 20 2832*

Error 163 336 163 488 148 682 148 1252

1 Grados de libertad; 2Cuadrado medio.
NS indica no significativo para una probabilidad de p<0,05 mientras que *, **, *** indican significativo para
p<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, en relacion al ratio estadistico F.

4.2 Estudio descriptivo de la variacion en CAA por estados de
maduracion

Como se ha visto en los analisis de la varianza general, el contenido en acido
ascorbico ha demostrado ser muy variable en los materiales analizados. Primeramente
se encontraron diferencias importantes segun el estado de madurez en el que se
encontraba el fruto, ademas de esto los niveles en este compuesto también diferian
dependiendo de la entrada, mostrando diferencias claras entre ellas que explicaria gran
parte de la variabilidad restante. De manera general, todas las variedades han
aumentado su CAA conforme se ha desarrollado el cultivo, es decir que los frutos
inmaduros y por tanto anteriores, mostraron menores niveles que los frutos maduros y
posteriores, efecto que se ha descrito en numerosos estudios con anterioridad (Howard
et al., 1994; Martinez et al., 2005; Rodriguez & Nuez, 2006). En los siguientes analisis
se explorara el efecto de cada variedad y el sistema de cultivo en cada estado de

madurez.

4.2.1 Efecto de la variedad, el sistema de cultivo y su interaccion en
frutos inmaduros

El contenido en &cido ascorbico en frutos inmaduros mostré una amplia variabilidad
segun el genotipo observado (Tabla 5). Si observamos el comportamiento de los
distintos genotipos en cultivo ecol6gico vemos que los valores estan comprendidos entre

13 y 77 mg/100 g de materia fresca en BGV-10582 y Padron, respectivamente. De la
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misma forma, las entradas que destacaron por sus altos valores de CAA fueron, ademas
de Padron, Numex Big Jim (76 mg/100g), Disenise (69 mg/100 g) y Piquillo (63
mg/100g). Por otra parte, en cultivo convencional el rango de variacion estuvo
comprendido entre 9 y 74 mg/100 g de materia fresca de Piquillo y Guernika,
respectivamente, siendo importantes por su alto nivel en &cido ascorbico la ya
mencionada variedad Guernika, Bola (64 mg/100 g), Espellete (62 mg/100 g), y Padrén
(61 mg/100 g). Hay que considerar que la ingesta diaria recomendada para este
nutriente es de 90 mg para varones y 75 mg para mujeres (NIH, 2016), con lo cual con
bastarian 100-150 g de fruto fresco de estas variedades para alcanzar el minimo

recomendado, siempre y cuando se siga una dieta equilibrada.

Respecto al tipo de cultivo podemos observar que la media para el CAA es
practicamente idéntica para ambos, 41,57 mg/100 g para ecolégico y 40,19 mg/100 g
para convencional, siendo la diferencia menor a 1,5 mg/ 100 g de peso fresco, por esta
misma razén no ha sido un factor muy significativo en el ANOVA anteriormente descrito
(Tabla 5). Para el comportamiento de cada una de las entradas en cada tipo de cultivo
en cambio, si vemos grandes diferencias de valores entre el ecolégico y el convencional,
confirmando la interaccibn G X E obtenida en el mismo ANOVA (Tabla 5). Si
observamos el coeficiente de regresion B, que nos indica en qué tipo de cultivo se ve
mas favorecida una variedad, aunque las medias no difieren enormemente y no se
aprecia una tendencia, se detectaron 6 entradas favorecidas por el cultivo convencional
de manera significativa (B significativa con signo negativo) asi como 5 que vieron
aumentados sus valores en el cultivo ecolégico (B significativa con signo positivo),
restando 10 que no mostraron un comportamiento significativamente favorecido por

ninguno de los tratamientos (Tabla 6).

Cabe destacar pues, que las entradas favorecidas por el sistema de cultivo
ecoldgico fueron, en orden de mayor a menor grado, Piquillo (B=39,49), Disenise
(B=31,28), Numex Big Jim (=24,38), BGV-10946 (B=21,30) y ECU-994 ($=19,10),
mientras que para cultivo convencional destacaron las entradas BGV-10582 (3=25,90),
Doux Long (B=24,33), Espellete (=22,35), BGV-60($=19,96) y BGV-13636 (f=19,52)
(Tabla 6). Por ultimo, las entradas que mostraron mas estabilidad ademés de unos
valores de CAA superiores al promedio de cada uno de los sistemas (41,57 mg/100 g
para ecolégico y 40,19 mg/100 g para convencional) fueron Guindilla de Ibarra (55 mg

y 57 mg respectivamente) y BGV-4335 (53 mg y 50 mg respectivamente) (Tabla 6).
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Tabla 6. Contenido medio de acido ascérbico (CAA, en mg/100 g de materia fresca) estimado en frutos
inmaduros para cada una de las variedades usadas de pimiento, medido en un sistema de cultivo
ecolodgico y convencional y coeficiente de regresion (B8) sobre la media ambiental.

Variedad CAA (i loge mgteriafresca) — Coeficiente
Ecolégico Convencional Promedio

BGV-10582 13,54 at 49,24 bc 31,39 -25,90%*
BGV-10946 42,62 bcde 13,26 abc 27,94 21,30*
BGV-13636 16,55 a 43,46 cd 30,01 -19,52*
BGV-4335 52,52 def 49,56 abc 51,04 2,15 NS
BGV-60 31,13 abcde 58,63 a 44,88 -19,96 *
BOL-58 17,48 a 19,47 bc 18,47 -1,44 NS
Bierzo 28,66 abc 18,33 bc 23,49 7,49 NS
Bola 48,98 cdef 63,98 cd 56,48 -10,89 NS
Cuneo 46,68 cdef 57,08 ab 51,88 -7,54 NS
Disenise 68,93 fgh 25,83 bc 47,38 31,28***
Doux Long 15,83 a 49,36 ef 32,60 -24,33**
ECU-994 54,13 ef 27,81 f 40,97 19,10*
Espellette 30,81 abcde 61,61 € 46,21 -22,35*%
Guernika 52,60 ef 73,59 e 63,10 -15,23*
Guindilla Ibarra | 54,71 efg 57,10 ef 55,91 -1,74 NS
Jalapefio M 27,58 abc 26,06 ab 26,82 1,10 NS
Mojo Palmero 31,06 abcd 12,30 bc 21,68 13,61 NS
Numex Big Jim 75,79 gh 42,19 bc 58,99 24,38**
Padrén 76,84 h 61,27 de 69,05 11,30 NS
Piquillo 63,32 fgh 8,90 abc 36,11 39,49***
Serrano 23,28 ab 25,08 ef 24,18 -1,30 NS
Media sistema 41,57 A 40,19 A 40,88 -
Efecto ambiental 0,69 -0,69 - -

1Las letras que acompaiian a cada valor indican diferencias significativas entre variedades
del mismo sistema de cultivo, es decir dentro de la misma columna, para p<0,05 (intervalos
LSD: least significant difference de Fisher)

NS indica B no significativa para una probabilidad de p<0,05 mientras que *, **, *** indican
B significativa para p<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, en relacioén al ratio estadistico F.

4.2.2 Efecto de la variedad, el sistema de cultivo y su interaccion en
frutos maduros

En el caso de los frutos maduros, al igual que pas6 con los inmaduros, se observo
una gran variabilidad en cuanto al rango de valores obtenido para su contenido en CAA
(Tabla 7), aunque a niveles mayores que para inmaduros como se ha descrito
anteriormente. En el sistema de cultivo ecolégico encontramos un minimo de 55 mg de
acido ascérbico por 100 g de materia fresca en Jalapefio M hasta un maximo de 167
mg/100 g de Guernika. Las variedades con valores mas altos fueron ademas de
Guernika, Espellete (157 mg/100 g), Mojo Palmero (150 mg/100 g), Numex Big Jim (123
mg/100 g) y Doux Long (121 mg/ 100g). En el caso del cultivo convencional los valores

estuvieron comprendidos entre 37 y 149 mg/ 100 g de Serrano y Numex Big Jim,
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respectivamente. Entre los que mas contenido en acido ascorbico destacaron, ademas
de la variedad Numex Big Jim, Padrén (146 mg/ 100g), BGV-4335 (126 mg/ 100g),
Guernika (124 mg/ 100g) y Espellete (124 mg/100 g).

La diferencia entre los promedios para uno y otro sistema aun es mas pequefia
cuando observamos los frutos inmaduros, siendo menor a 1 mg por 100 mg de peso
fresco, teniendo el cultivo ecologico con una media de 101,43 mg/100 g vy el cultivo
convencional una vez mas con un valor ligeramente menor; 100,82 mg/100 g. Por ello,
una vez mas, el factor sistema de cultivo no fue significativo (Tabla 5). Sin embargo, si
fue significativa la interaccion G X E, pudiendo comprobar que hay variacion de datos
obtenidos en un tipo de tratamiento y otro dependiendo de la variedad, pero de manera

mas ligera que para los frutos inmaduros.

Respecto a la adaptacion de cada una de las variedades a cada tipo de cultivo, la
mayoria de ellas no mostré diferencias significativas tal y como muestra el coeficiente
B, es decir que no mostraron mejores resultados en un tratamiento u otro. No obstante
hubo dos variedades que si mostraron significacion respecto a su mejor adaptacion a
uno de ellos; estas fueron la variedad Guernika (B = 70,67) que mostré estar mejor
adaptada al cultivo ecolégico y Padréon (B = 68,33) que fue favorecida por el cultivo

convencional.
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Tabla 7. Contenido medio de acido ascorbico (CAA, en mg/100 g de materia fresca) estimado en frutos
maduros para cada una de las variedades usadas de pimiento, medido en un sistema de cultivo ecoldgico
y convencional y coeficiente de regresion (8) sobre la media ambiental.

Variedad CAA (e ol mat.eria 60 —1 Coeficiente 8
Ecologico Convencional Promedio

BGV-10582 101,08 cdeft 84,24 cdef 92,66 27,98NS
BGV-10946 90,76 abcde 117,81 fghi 104,28 -44,96 NS
BGV-13636 88,60 abcde 90,66 defg 89,63 -3,40NS
BGV-4335 95,69 bcdef 125,79 ghi 110,74 -50,01 N
BGV-60 92,53 abcde 108,64 efgh 100,59 -26,76 NS
BOL-58 58,34 ab 54,76 abc 56,55 5,96 NS
Bierzo 85,32 abcd 115,46 efghi 100,39 -50,09 NS
Bola 92,56 abcdef 101,34 defg 96,95 -14,59Ns
Cuneo 121,17 efg 111,29 efgh 116,23 16,41N
Disenise 106,33 def 93,12 defg 99,73 21,96 NS
Doux Long 121,24 defg 107,88 defgh 114,56 22,21NS
ECU-994 92,39 abcde 83,65 cdef 88,02 14,53 NS
Espellette 156,52 gh 123,59 ghi 140,05 54,72 NS
Guernika 166,48 h 123,95 ghi 145,21 70,67*
Guindilla Ibarra | 94,44 bcde 75,60 bcd 85,02 31,310
Jalapefio M 55,42 a 49,77 ab 52,59 9,39Ns
Mojo Palmero 150,05 gh 136,39 hi 143,22 22,69NS
Numex Big Jim 129,63 fg 149,14 i 139,38 -32,43NS
Padrén 104,38 def 145,50 hi 124,94 -68,33*
Piquillo 63,22 ab 81,85 cde 72,53 -30,96 NS
Serrano Kike 63,83 abc 36,93 a 50,38 44,71 NS
Media sistema 101,43 A 100,82 A 101,13 -
Efecto ambiental 0,30 -0,30 - -

1Las letras que acompafian a cada valor indican diferencias significativas entre variedades
del mismo sistema de cultivo, es decir dentro de la misma columna, para p<0,05 (intervalos
LSD: least significant difference de Fisher)

NS indica B no significativa para una probabilidad de p<0,05 mientras que *, **, *** indican
B significativa para p<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, en relacién al ratio estadistico F.

4.2.3 Estudio de la interaccion estado de madurez x sistema de cultivo

Como se ha comprobado en los andlisis anteriores, el periodo de madurez favorecio
la acumulacién de acido ascorbico en los frutos, de manera que todas las variedades
presentaron mayor contenido de éste en su estado maduro (Figura 16). La Unica
excepcion de ello es la variedad Piquillo que mostré niveles ligeramente inferiores de
CAA en fruto maduro comparado con inmaduro bajo cultivo ecolégico (pendiente =
0,99), se puede apreciar en el gréafico el Unico circulo azul que se solapa con la primera
linea de tendencia (Figura 16). El resto de entradas vieron su cantidad de acido
ascorbico aumentada segun la tendencia ya descrita en otras investigaciones (Howard
et al., 1994; Martinez et al., 2005; Rodriguez & Nuez, 2006).
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Otra caracteristica que cabe destacar es que este aumento en el CAA fue variable
segun la entrada considerada y ademas también segun el sistema de cultivo. La mayoria
de entradas se sitla entre las lineas de pendiente 1y 4, teniendo por lo tanto un aumento
en el contenido de acido ascoérbico del 1% al 300% durante el proceso de maduracion.
Ademas de esto, hubo variedades que aumentaron de 4 a 11 veces su contenido,
suponiendo un incremento de mas del 1000% (Figura 16). Este hecho puede indicar
que uno de los dos tipos de cultivo favorece el incremento de este compuesto a lo largo
del proceso de maduracion. De esta manera, en el cultivo ecologico encontramos 7
entradas con un incremento entre el 1% y el 100%, luego 8 entradas con un incremento
entre el 100% y el 300%, y por ultimo 5 entradas que han superado el 300% de
incremento, correspondiendo la maxima pendiente de 7,46 a la accesion BGV-10582.
Por otra parte, en el cultivo convencional hubo 8 entradas con un incremento entre el
1%y el 100%, 9 con un incremento entre el 100% y el 300%, y 4 entradas que superaron
el 300% de incremento, llegando a una maxima pendiente de 11,08 en Mojo Palmero.
Como se ha podido comprobar anteriormente (Tabla 4) y con estos resultados no se
puede afirmar que un sistema de cultivo favorezca mas que otro la acumulacién de acido

ascorbico durante la maduracion.

Contenido en acido ascérbico (mg/100 g p.f.)

200
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CAA INMADURO

Ecoldgico Convencional

Figura 16. Gréafica comparativa del contenido en acido ascorbico (CAA en mg/ 100 g de materia fresca en
el sistema de cultivo convencional y ecolégico. Las lineas de tendencia en la grafica muestran la pendiente
1 (indica que el CAA se ha mantenido igual a lo largo del cultivo; CAA maduros/CAA inmaduros = 1 y por
tanto el incremento 0%), la pendiente 2 (indica que el CAA se ha doblado durante el ciclo de cultivo; CAA
maduros/CAA inmaduros = 2 y por tanto el incremento es de 100% con la maduracion) y la pendiente 4
indica que se ha cuadriplicado el CAA (CAA maduros/CAA inmaduros = 4) y por tanto un incremento del
300%
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4.3 Estudio descriptivo de la variacion en FT por estados de
maduracion

Los compuestos fendlicos mostraron una gran variabilidad en cuanto a los
resultados obtenidos en los distintos estadios de maduracién, hecho que confirma lo
visto en el analisis de la varianza general hecho anteriormente. Al igual que el CAA, los
FT también se vieron aumentados con respecto a la madurez del cultivo, mostrando
cantidades mayores de estos compuestos conforme iba madurando el fruto, hecho que
se comprobado previamente en otras investigaciones (Howard et al., 2000; Deepa et al.,
2007; Ghasemnezhad et al., 2011). A continuacién se explorara también el efecto de

cada variedad y el sistema de cultivo en cada estado de maduracion.

4.3.1 Efecto de la variedad, el sistema de cultivo y su interaccion en
frutos inmaduros

Las variedades analizadas mostraron una amplia gama de valores (Tabla 8), para
el cultivo ecolégico el rango en el que se encuentran todos ellos va desde 66 mg de
equivalentes de acido clorogénico en 100 g de materia fresca en BGV-60 hasta 161
mg/100 g en ECU-994. Podemos destacar que las entradas con mayor cantidad de
polifenoles, ademas de ECU-994, fueron Serrano (151 mg/100 g), Guernika (140
mg/100 g), Guindilla de Ibarra (138 mg/100 g) y Doux Long (138 mg/100 g) (Tabla 8).
En el cultivo convencional el rango de valores fue bastante similar aunque con un
minimo de 90 mg/100 g en BGV-60 y un maximo de 168 en ECU-994. Las variedades
gue mostraron mayor cantidad de fenoles totales para este tipo de cultivo fueron ECU-
994, Doux Long (168 mg/100 g), Guindilla Ibarra (160 mg/100 g), Espellete (149 mg/100
g) y Padron (141 mg/100 g) (Tabla O).

Si observamos el efecto del sistema de cultivo, aunque es mayor que los
anteriormente observados para el CAA en ambos tipos, la diferencia mostrada fue
pequefia; el promedio en cultivo ecolégico es de 111,24 mg/ 100 g de materia fresca
mientras que el promedio del convencional fue ligeramente superior a 120 mg/ 100 g
mas (Tabla 8). Aun asi esta diferencia hizo que el factor sistema de cultivo fuera
significativo en el ANOVA (Tabla 5). El ndmero de variedades con niveles
significativamente distintos fue reducido por este motivo no se hall6 significancia en la
interaccion G x E significativa (Tabla 5). Asi, el coeficiente de regresién remarco que la
mayoria de las entradas analizadas tenian un comportamiento estable y no se veian

significativamente favorecidas por ningun tipo de cultivo. Sin embargo, tres de ellas se
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vieron significativamente favorecidas por el cultivo convencional, éstas fueron BGV-
10582 con un coeficiente de 3,77, BGV-13636 (3,06) y Doux Long (2,66) (Tabla 8).
Tabla 8. Contenido medio de fenoles totales (FT, en mg equivalentes clorogénico/100 g de materia fresca)

estimado en frutos inmaduros para cada una de las variedades usadas de pimiento, medido en un sistema
de cultivo ecolégico y convencional y coeficiente de regresion () sobre la media ambiental.

Variedad FT (mg'eq clorogénico /1Q0 g materiafresc;a) Coeficiente B
Ecolégico Convencional Promedio

BGV-10582 81,89 abt 124,64 cdef 103,27 3,77**
BGV-10946 95,96 abc 101,52 abc 98,74 0,49NS
BGV-13636 98,44 abc 133,19 defgh 115,81 3,06*
BGV-4335 101,81 bcd 95,30 ab 98,56 -0,57Ns
BGV-60 65,77 a 89,65 a 77,71 2,11NS
BOL-58 99,51 bcd 126,13 cdefg 112,82 2,35NS
Bierzo 100,73 bcd 105,35 abcd 103,04 0,41NS
Bola 119,10 cde 111,34 abcde 115,21 -0,68Ns
Cuneo 85,38 ab 101,48 abc 93,43 1,42N8
Disenise 113,56 bcde 101,17 abc 107,36 -1,09Ns
Doux Long 137,88 efg 168,06 152,97 2,66*
ECU-994 160,65 g 168,07 ij 164,36 0,65NS
Espellette 128,32 cdefg 149,35 fghij 138,83 1,85NS
Guernika 139,97 efg 132,35 efg 136,16 -0,67 NS
Guindilla Ibarra | 138,30 efg 159,79 hij 149,04 1,89NS
Jalapefio M 83,58 ab 103,54 abc 93,56 1,76 "s
Mojo Palmero 105,69 bcd 116,09 bcde 110,89 0,92Ns
Numex Big Jim  |98,18 abc 101,62 abc 99,90 0,30"s
Padrén 128,14 def 141,21 efghi 134,68 1,15N8
Piquillo 102,18 bcd 92,49 ab 97,33 -0,85NS
Serrano Kike 151,02 fg 151,94 ghij 151,48 0,08Ns
Media sistema 111,24 A 122,58 B 116,91 -
Efecto ambiental -5,67 5,67 -

1Las letras que acompaiian a cada valor indican diferencias significativas entre variedades del
mismo sistema de cultivo, es decir dentro de la misma columna, para p<0,05 (intervalos LSD:
least significant difference de Fisher)
NS indica B no significativa para una probabilidad de p<0,05 mientras que *, **, *** indican B
significativa para p<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, en relacion al ratio estadistico F.

4.3.2 Efecto de la variedad, el sistema de cultivo y su interaccion en
frutos maduros

De la misma manera que en frutos inmaduros se ha encontrado un amplio rango de
valores para el contenido de FT, se observé algo similar para los frutos maduros. En
cultivo ecolégico los valores medios de accesiones se encuentran en un rango que va
de 174 mg de equivalentes de acido clorogénico por 100 g de materia fresca en el caso
de Jalapefio M, hasta la variedad Guernika que ocupa el puesto de la variedad con mas

cantidad de polifenoles con 330 mg/100 g (Tabla 9). Después de Guernika, las
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variedades que mas cantidad de FT mostraron bajo este sistema de cultivo fueron
Padron (319 mg/100 g), Guindilla Ibarra (296 mg/100 g), Espellette (296 mg/100 g) y
BOL-58 con 290 mg /100g (Tabla 9). En el sistema de cultivo convencional los valores
se encontraron comprendidos entre 171 mg de equivalentes de &cido clorogénico/ 100
g de peso fresco de BGV-60 y 444 mg/100 g de Guernika. Las variedades con mas
fenoles totales en este sistema de cultivo, después de Guernika, fueron Mojo Palmero
(356 mg/100g), Padrén (337 mg/100 g), Guindilla Ibarra (288 mg/100 g) y Espellete (262
mg/100 g) (Tabla 11).

Por lo que respecta al promedio para cada sistema, los valores para el contenido
en FT fueron superiores en convencional, con 247,85 mg/100 g mientras que en
ecologico la media fue ligeramente inferior con 235 mg/100 g (Tabla 9). Como se ha
observado anteriormente el factor método de cultivo fue significativo (Tabla 5), lo cual
nos indica que estas diferencias son importantes. Lo mismo ocurre con la interaccion de
cada una de las variedades con el método de cultivo, dando una amplia gama de valores
y confirmando una vez mas la contribucion significativa detectada por el ANOVA (Tabla
5). Asi, segun el coeficiente de regresion B, la mayoria de entradas presenté un
comportamiento estable, sin embargo son excepcion de ello las entradas Guernika y
Mojo Palmero, que se vieron significativamente favorecidas por el cultivo convencional,
teniendo promedios de FT superiores a las otras variedades (387,05 y 311,55 mg/100 g
respectivamente).
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Tabla 9. Contenido medio de fenoles totales (FT, en mg equivalentes clorogénico/100 g de materia fresca)
estimado en frutos maduros para cada una de las variedades usadas de pimiento, medido en un sistema

de cultivo ecolégico y convencional y coeficiente de regresion (8) sobre la media ambiental.

Variedad FT (nlwg.eq cIorogénico/lQO g materiafres.ca) Coeficiente B
Ecologico Convencional Promedio

BGV-10582 177,25a 187,11 ab 182,18 0,76 NS
BGV-10946 224,62 bcdef 212,45 abcd 218,53 -0,94Ns
BGV-13636 178,86 ab 211,91 abcd 195,38 2,55NS
BGV-4335 198,14 abcde 222,97 bcde 210,56 1,910
BGV-60 206,81 abcde 170,64 a 188,72 -2,79Ns
BOL-58 289,53 ghi 264,99 ef 277,26 -1,89Ns
Bierzo 184,92 ab 197,48 abc 191,20 0,97 NS
Bola 208,76 abcde 227,29 bcde 218,03 1,43Ns
Cuneo 188,81 abc 202,71 abc 195,76 1,07Ns
Disenise 229,76 bcdef 234,88 cde 232,32 0,39Ns
Doux Long 244,21 defg 247,18 cdef 245,70 0,23Ns
ECU-994 233,36 cdef 258,23 def 245,79 1,92NS
Espellette 295,65 ghi 262,15 ef 278,90 -2,58Ns
Guernika 329,83 i 444,28 h 387,05 8,81***
Guindilla Ibarra 295,83 hi 287,95 f 291,89 -0,61 NS
Jalapefio M 174,07 a 172,86 a 173,47 -0,09Ns
Mojo Palmero 267,41 fgh 355,69 bcde 311,55 6,80***
Numex Big Jim 233,60 def 231,69 bcde 232,65 -0,15Ns
Padrén 319,00 i 337,11 g 328,05 1,39NS
Piquillo 203,26 abcde 232,78 cde 218,02 2,27Ns
Serrano Kike 248,59 efgh 242 58 cde 245,58 -0,46 NS
Media sistema 234,87 A 247,85 B 241,36 -
Efecto ambiental -6,49 6,49 -

1 Las letras que acomparian a cada valor indican diferencias significativas entre variedades del
mismo sistema de cultivo, es decir dentro de la misma columna, para p<0,05 (intervalos LSD: least
significant difference de Fisher)
NS indica B no significativa para una probabilidad de p<0,05 mientras que *, **, *** indican B

significativa para p<0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, en relacion al ratio estadistico F.

4.3.3 Estudio de la interaccion estado de madurez x sistema de cultivo

Los resultados para los compuestos fendlicos en la interaccion entre el estado de
madurez y el sistema de cultivo mostraron en primer lugar mayor contenido en estado
maduro (Fig. 17), sin excepcién alguna contrariamente a lo hallado para el CAA. Esta
tendencia ha sido demostrada en numerosas investigaciones (Howard et al., 2000;
Deepa et al.,, 2007; Ghasemnezhad et al., 2011), aunque resultaron distintos los
comportamientos para cada variedad probada. En nuestro caso, la gran variedad de
entradas de pimiento de distintos tipos y regiones mostraron el mismo comportamiento,
aumentando su contenido a lo largo del periodo de maduracién como sucedié con el

acido ascorbico.
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De la misma forma que para el CAA encontramos variaciones segun la entrada
dentro de esta tendencia al aumento, lo encontramos también para FT de manera que
el crecimiento es en general menor comparado con el CAA y variable segun la entrada
que tengamos en cuenta. Ejemplo de ello son las variedades como ECU-994 en cultivo
ecoldgico que registré una pendiente de 1,45 y Doux Long en cultivo convencional, que
obtuvo una pendiente de 1,47, siendo los incrementos més pequefios. Por otra parte
hubo otras variedades como BGV-60 en cultivo ecolégico y Guernika en convencional
con incrementos superiores al 200% (pendiente FT maduro/FT inmaduro > 3) (Fig. 17).

Por ultimo, a diferencia de lo obtenido para el CAA en el que los dos tipos de cultivos
provocaron un incremento parecido en todas las variedades, en FT este incremento fue
distinto y significativo como se obtuvo en analisis anteriores (Tabla 4). Asi pues, en el
cultivo ecoldgico hubo 8 variedades con un incremento entre el 1 y el 100% (entre la
primera ya la segunda linea de tendencia) y 13 con un crecimiento superior al 100%
llegando al 200%. En el lado opuesto tenemos el cultivo convencional con 11 entradas
con un incremento entre el 1% y el 100% y 10 que estaban por encima del 100% que
también tuvieron su maximo sobre el 200%. Comprobamos pues que el cultivo ecoldgico
parece estar ligeramente por encima en promedio, por lo que podria favorecer la
acumulacién de FT durante la maduracion del fruto, pudiendo participar en la interaccion

genotipo x sistema de cultivo en este incremento.

Contenido en FT(mg equiv. clorog./100 g p.f.)
500
450
400
350
300
250
200

FT MADURO

150
100
50

0 50 100 150 200
FT INMADURO

Ecoldgico Convencional

Figura 17. Grafica comparativa del contenido en fenoles totales (FT en mg equiv. clorog./100 g de materia
fresca) en el sistema de cultivo convencional y ecoldgico. Las lineas de tendencia en la grafica muestran la
pendiente 1 (indica que el CAA se ha mantenido igual a lo largo del cultivo; CAA maduros/CAA inmaduros
= 1y por tanto el incremento 0%) y la pendiente 2 (indica que el CAA se ha doblado durante el ciclo de
cultivo; CAA maduros/CAA inmaduros = 2 y por tanto el incremento es de 100% con la maduracién).
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5. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos podemos concluir que:

& Segun los analisis de variacion generales, los efectos entrada (G), sistema de
cultivo (E) y estado de madurez (M) fueron significativos para los compuestos
bioactivos analizados a excepcion del sistema de cultivo para el contenido en
acido ascoérbico. La mayoria de interacciones entre los factores no fueron
significativas para ningln compuesto. En ambos casos el estado de madurez fue
el que contribuyd en mayor proporcion a la variacion observada, por este motivo

es aconsejable realizar nuevos analisis separando los estados de madurez.

& Los ANOVA especificos revelaron que el factor variedad (G) fue significativo para
ambos compuestos asi como ambos estados de madurez. La interaccidén entrada
(G) X sistema de cultivo (E) también fue significativa en todos los casos excepto
para los polifenoles en estado inmaduro. El sistema de cultivo (E) fue solo
significativo para los FT. La mayoria de la variacién observada en los resultados
obtenidos fue debida a la contribucién del factor entrada (G) sin embargo para
los FT en estado inmaduro, fue el sistema de cultivo (E).

& El contenido de acido ascorbico y de fenoles totales aumentaba con la
maduracion, tanto en promedio como en la mayoria de entradas individuales. El
efecto del sistema de cultivo solo se observé en los niveles de FT, siendo
ligeramente mayor que en el cultivo ecolégico, sin embargo no fue significativo
en la mayoria de variedades. Para el CCA se observé un promedio mayor en

cultivo ecoldgico pero tampoco fue significativo.

& En el ensayo presentado se ha encontrado una gran diversidad de valores para
los contenidos de ambos compuestos bioactivos segun la variedad y tratamiento.
Estas interacciones entrada (G) X sistema de cultivo (E) permitirian la seleccion
de materiales mejor adaptados a un sistema u otro. A pesar de ello, la variacién

no fue suficiente para mostrar diferencias significativas entre los tratamientos.

& Las gréficas comparativas del contenido en acido ascoérbico y polifenoles en
ambos estados de madurez mostraron distintos incrementos de estos
compuestos entre las variedades. Estos resultados pueden ser interesantes para
comparar los comportamientos de cada una de las variedades en cada tipo de

tratamiento durante todo el ciclo de cultivo.
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