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Presentacion

Hasta el siglo XIX no existia otro azicar que el elaborado a partir de |a cana de
azucar. Fue el agronomo francés Olivier de Serres quien senald la presencia de la sacarosa
en la remolacha y la posibilidad de obtener azlcar cristalizable mediante el tratamiento
industrial de la raiz. En 1747 un farmacéutico aleman, Andrés Marggraf, confirmd el
descubrimiento de Olivier de Serres, demostrando gue a partir de remolacha podia
obtenerse azlicar cristalizada de tan buena calidad como la de la cafla. En 1802 se
obtuvo el primer azicar de remolacha por un procedimiento industrial, Estas experiencias
se extendieron inmediatamente a Francia, Bélgica, Austria, Rusia y otros paises europeos.

Los valores de riqueza de sacarosa en esos momentos oscilaban entre 11-14%.
La seleccidn genética de variedades con raices gruesas, sin ramificar y con altas
concentraciones de materia sacarida {entre el 18 y el 20% de su peso), en conjuncion
con un analisis pormenorizado det manejo del cultivo para optimizar su produccion han
petrmitido que la remolacha en la actualidad pueda ser cultivada en una gran variedad
de areas climaticas y suelos diversos, con un buen rendimiento del cultivo.

En Espana, la modificacion més profunda de las zonas remolacheras se llevo
a cabo en 1972, refundiéndose las diferentes zonas en tres zonas Unicas: Zona Duero,
Zona Ebro-Centro y Zona Sur.

La zona sur es una zona rica en posibilidades, en ella se cultiva la remolacha
en secano y en regadio, con un ciclo distinto al resto del pais: siembra en Octubre y
recoleccion en Julio, denominada siembra otonal. La zona sur es actualmente la segunda
zona remolachera del pais.

La siembra otofal se encuentra hoy dia en 12 paises, todos situados en una
estrecha banda, paralelo 40°N-trépico de Cancer. El 35% de la superficie corresponde
a Espana. Las caracteristicas especificas de esta practica de cultivo llevan asociadas una
serie de peculiaridades entre ellas: unas condiciones ambientales muy variables, las
piantas se siembran en otofo, pasan el invierno, y se recogen en verano. La vernalizacion
que sufren en las regiones mas frias de Andalucia (Jaén) hace que se den problemas de
espigado con importantes perdidas en la cosechas; el periodo de cultivo es mas largo
(nueve meses de media) que en &l norte, para conseguir una produccidn similar, y las
altas temperaturas del verano, previas a [a recoleccion, causan estragos en a calidad
industrial,

La técnica de cultivo de la siembra de otofio no sélo se distingue de la siembra
tradicional (primaveral) por las diferentes fechas de siembra y recoleccién sino también
por el uso de algunos factores de cultivo. Especialmente es diferente la preparacion del
suelo para la siembra, los tipos de variedades (resistentes al espigado, y adaptadas a la
zona sur) y el manejo de herbicidas por una mayor competencia de malas hierbas.
Ademas, el riego y recoleccion reguieren un manejo diferencial.

El manejo de algunas de estas técnicas de cultivo se puede considerar un

problema resuelto para la siembra de otofio gracias a la investigacién y experimentacién
realizada en nuestro pais. Sin embargo, salvo en algunos temas puntuales y aplicados,
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existen pocos resultados de trabajos de investigacion relativos a problemas de siembra
de otofio. La respuesta al manejo de ciertos factores de cultivo sigue siendo erratica, muy
condicionada al afio y la localidad y no permite generalizar la recomendacion al agricultor,
bien sea esta Gltima mejorar la produccion de azlicar, la calidad industrial en Andalucia
o disminuir el impacto ambiental por reduccién de "input' en el cultivo.

AIMCRA, a través de sus iniciativas para la investigacion acuerda realizar un
proyecto de investigacion con la Universidad de Sevilla para desarrollar los primeros
estudios sobre la fisiologia de 1a remolacha de siembra otofal. Esta iniciativa se consolido
en el proyecto titulado: "ESTUDIO DE LOS FACTORES AMBIENTALES Y FISIOLOGICOS
QUE DETERMINAN LA PRODUCCION Y LA CALIDAD DE LA REMOLACHA AZUCARERA
DE SIEMBRA OTONAL", fue financiado con fondos FEDER, (ref. 1FD97-0893-C03-01)
y con fondos de la Universidad de Seviltay El MONTE, en su proyecto de ref. USE/MONTE
99-4 y con la participacion de AIMCRA. En é! se realizaron tres subproyectos:

* Subproyecto 1: Dirigidc por la Dra. Cristina Echevarria Ruiz de Vargas, Profesora
Titular de Universidad, del Dpto. de Biologia Vegetal y Ecologia (Unidad de Fisiologia
Vegetal), de la Facultad de Biologia. En este subproyecto nos orientamos hacia aspectos
de la fisiologia de la remolacha que pudieran estar relacionados con: i) el estrés durante
el periodo de recoleccion y su influencia en la produccion de aztcares reductores.
Estudiamos la evolucion de las enzimas implicadas en la degradacion de sacarosa en
la raiz, la produccién de prolina, y parametros de calidad como la produccion de azicares
reductores (glucosa); ii) las alteraciones de la respiracién de la siembra de otofio en
comparacion con la siembra de primavera, mediante la determinacién de los niveles de
adenilatos; iii) la actividad nitrato reductasa en relacién con la nutricién nitrogenada vy
el régimen de riego; y por Ultimo, iv) la participacion de la fosfoenolpiruvato carboxilasa
en el balance C/N de la planta, a través de su participacion en fa produccién de
compuestos c-amino y en el estrés hidrico.

« Subproyecto 2: Dirigido por el Dr. Javier Cejudo Fernandez, Profesor Titular
de Universidad del Instituto de Biclogia Vegetal y Fotosintesis, centro mixto USE/CSIC.
Este subproyecto se orienté hacia el estudio del espigado (la fioracion) y su posible control
con inhibidores de giberelinas, asf como Ja clonacién de las invertasas, sacarosa sintasa
y GA,, oxidasa de la remolacha.

» Subproyecto 3: Dirigido por la Dra.Carmen Ortiz Mellet, Profesora Titular del Dpto.
de Quimica Orgénica de la Facultad de Quimica. Este subproyecto se encaminé a la
identificacién de compuestos con un posible valor anadido en remolachas de baja calidad.
Se centraron en la identificacion de dianhidridos de fructosa (DAFs) en la raiz de remolacha.

Por ultimo la participacién de AIMCRA, que desarroll6 fodos los aspectos
relacionados con el diserfio de parcelas, recogida de muestras y analisis de los parametros
agronémicos de la remolacha, asi como la informacion de los datos climatoldgicos.

Este trabajo fue un ejemplo de disefio y coordinacion para que las muestras
analizadas en cada grupo fueran similares de forma que se pudieran relacionar los
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resultados. Asl, de cada muestrea de campo, muchos, se obtuvieron cuatro lotes iguales,
3-4 remolachas por lote, y se distribuyeron, en la misma mafiana, a los diferentes centros
de investigacion y a AIMCRA (Valladolid y Sevilla), siendo ya procesados en cada centro
seglin los requerimientos de cada investigacion. Los resultados obtenidos han demostrado,
a pesar de haber limitado a un nimero reducido de remolachas cada muestreo, simplemente
no era viable el procesamiento de mas muestras, un acierto en el disefio experimental
ya que existe una gran coherencia entre resultados obtenidos por los diferentes grupcs,
por diferentes técnicas y evaluaciones, dandole una gran consistencia al estudio.

Este proyecto ha sido también un esfuerzo conjunto para integrar visiones tan
alejadas como la investigacion aplicada y la investigacién fundamental en un convencimiento
profundo de que sélo asi nos beneficiaremos unos y otros, tal como en su momento lo
vislumbraron las politicas de investigacién dirigidas a potenciar la colaboracién entre la
Empresa y la Universidad. No siempre fue facil hablar un idioma comun con acentcs
radicalmente diferentes, pero no hay nada que supere al deseo y la voluntad de entenderse.
Este proyecto ha sido, por parte de todos, un buen ejemplo de ello.

Por (ltimo, este proyecto ha generado publicaciones cientificas, participaciones
a congresos nacionales e internacionales, conferencias e intercambio de ideas con grupos
extranjeros, presentaciones de resultados, coloquios y jornadas con los diferentes sectores
de la Industria Remolachera y con los Agricultores. Ademas, ha aportado numerosas
ideas y perspectivas que no siempre han sido plasmadas en soportes concretos pero que,
sin duda, nutriran en un futuro préximo la investigacion y mejoraran el manejo del cultivo
de la remolacha de siembra otonal.

El libro que presentamas no pretende ser una exposicion exhaustiva y pormencrizada
de los resultados obtenidos de las tres, cuatro cosechas en algunas ocasiones {periodo
1999 a 2003), estudiadas, ya que éstos estan recogidos en las memorias anuales del
proyecto, sino destacar los aspectos mas relevantes de esta investigacion. Los diferentes
capitulos son la contribucion perscnal de los autores que lo firman, si bien la colaboracién
entre todos es la que verdaderamente ha hecho posible este trabajo.

Por Ultimo queremos mostrar nuestro agradecimiento a José Antonio Esteban
por su apoyo continuo y entusiasmo, a Marcelino Bilbao y Antonio Mareno que participaron
en las etapas iniciales del proyecto, y a Nieves por su amabilidad y eficacia.

Cristina Echevarria Ruiz de Vargas
Profesora Titular de Universidad
Rodrigo Morillo-Velarde Pérez-Barquero
Director de Investigacién de AIMCRA
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Cap I. Conceptos generales

CAP 1. CONCEPTOS GENERALES DEL METABOLISMO DEL CARBONO
Y DEL TRANSPORTE DE SACAROSA.

Cristina Echevarria, Ana Belén Feria y Eduardo T. Segovia

Dpto. Biologia Vegetal y Ecologia (Area de Fisiologfa Vegetal), Facultad de Biologia, Universidad
de Sevilla. Avda de la Reina Mercedes n° 6. 41012. Sevilla.

LA FOTOSINTESIS

Los Unicos organismos capaces de convertir los minerales y el CO, (moléculas
inorganicas de bajo contenido energético) en moléculas orgénicas de alto contenido
energético son los organismos fotosintéticos. Para ello utilizan la energia de la luz en un
proceso que se denomina fotosintesis, donde la energia luminosa es transformada en
energia electrénica y en energia quimica quedando acumulada en la bicmasa sintetizada
(Fig. 1). En la fotosintesis se producen hidratos de carbono, como la sacarosa, v se
desprende O, (Fig. 1).

Los organismos fotosintéticos engloban a las plantas, algas y bacterias fotosintéticas
y son llamados autétrofos. El resto de organismos (hongos y animales) no pueden realizar

Hojas: érganos autétrofos

Pérdida de agua
por lranspiracion

“ - . Luz+ CO»
Fotosintesis: £

Organos verdes de [# planta

E. luminosa

E. electrdnica

E. quimica (ATP y NADPH)

Acumulada en

v

Biomasa sintetizada + O,

Raices: drganos heterdtrofos

Figura 1: Representacion esquemnatica del concepto de fotosintesis e jlustracion

de dicho proceso en /a planta.
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Lamecla cstromatica

Tilacoide . = :
) - ‘e””/ o Hstroma
” k™ |

W,

Lamela /[ 7=

Esquema del eloroplasto
granal % -
QPSI
0 Citby,
O PSII
Estroma 1 ATP sintasa

Ciclo de Calvin

Tilacoide
Figura 2: Estructura del cloropiasto.

la fotosintesis, necesitan alimentarse de la materia organica ya sintetizada por lo que
reciben el nombre de organismos heterdtrofos.

Dentro de la planta podemos aplicar estos dos conceptos a los diferentes érganos
y tejidos. Los drganos y tejidos autdtrofos son aguellos capaces de realizar |a fotosintesis
(hojas fundamentalmente) y los érganos heterétrofos (raices, flores, frutos y semillas) son
nutridos por las hojas y tejidos fotosintéticos (Fig. 1). Algunos de estos érganos heterdtrofos,
como algunas cubiertas de semillas o frutos, desarrollan tejido fotosintético durante
estadios jovenes, procurandese parte del alimento, aunque en general la mayor parte de
fa nutricion de estos érganos la soportan las hojas exportando sacarosa (Fig. 1).

La fotosintesis se realiza en las células fotosintéticas que contienen cloroplastos
(Fig. 2). Los cloroplastos estan formados por dos membranas. La membrana interior esta
enormemente apilada recordando los acumuladores de las centrales eléctricas. Estos
apilamientos de membranas se llaman grana y cada repliegue, que constituye un compartimento
estanco, se llama tilacoide (Fig. 2). Haciendo una ampliacion de un detalle de la membrana
del tilacoide se aprecian una serie de complejos proteicos fijos en la membrana interconectados
por molécutas méviles (no mostradas), en definitiva una serie de componentes colocados
secuiencialmente y que van a permitir el transporte de electrones. De todos estos componentes
insertos en la membrana se destaca el fotosistema Il (PSI1 6 P680), el fotosisterma | (PSI 6
P700), el citocromo byf, v la ATP sintasa (Fig. 2). En el estroma se encuentra la RubisCO
(Ribulosa bifosfato Carboxilasa Oxigenasa), el enzima que fija el CO,, y toda la maguinaria
necesaria para la realizacién del Ciclo de Calvin o ciclo asimilador de CO, (Fig. 2).

En el PSIy PSII se encuentran las clorofilas. Las clorofilas son moléculas capaces
de captar luz. A este tipo de moléculas se les llama pigmentcs. Las clorofilas absorben
eficazmente luz roja (680 y 700 nm) y azul y reflejan el verde. Reciben su nombre del clore,
que es un gas de color amarillo verdoso. Todos los organismos fotosintéticos poseen clorofila,
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La corriente electrénica (til se genera de forma sencilla. La Fig. 3 recoge este
proceso. La luz incide en las clorofilas de los fotosisternas liberando un electrén, Este
electron circula de unos transportadores a otros {(PQ, citocromo byf y PC) hasta el PSI,
donde es nuevamente impulsado por la energia luminosa hasta el NADP* donde finalmente
queda atrapado, dando lugar al NADPH. Las clorofilas del PSIl que han perdido su
electron o recuperan del agua en una reaccidn en la que se rompe la molécula de agua
en sus componentes, electrones (e7), protones (H*) y el O,. Del agua se aprovechan
todos sus elementos. Los electrones (4e” por cada dos moléculas de agua) proveen de
electrones a la corriente electronica impulsada por la luz y quedaran finalmente acumulados
en la molécula de NADPH. EI O, es desprendido a la atmosfera suministrando oxigeno
para la respiracion. Finalmente, los protones (H*) se van acumulando en el tilacoide,
que es un compartimento estanco, creandose un gradiente de protones entre el interior
y el exterior. Los protones tienden a salir del tilacoide para disipar el gradiente, y lo hacen
por otro complejo proteico inserto en la membrana del tilacoide llamado ATP sintasa
donde se sintetiza el ATP {adenosin trifosfasto) (Fig. 3). Si bien el NADPH libera la energia
acumulada cediendo un electrdn (energia redox) el ATP libera su energia hidrolizando
el enlace fosfato (Energia de enlace fosfato, ~P).

PSI
4 PSII e
12V - Al e
3 Pm NADP”
: oy NADPH
o]
< Cit. bef ¢
3 HY PO §o o LUz
? f*\ @
2 2 . ADP+P, -
§ ATP
1.2V

2H;0 de+4H + O

Figura 3: Esquema del transporte fotosintético de electrones, Se sefala el cambio de potencial
redox que experimentan las clorofilas tras la absorcion de Juz y los diferentes componentes
de la cadena del transporte fotosintético de electrones.

Este proceso es la transformacion de la energia luminosa en energia electronica

y finalmente en energia quimica acumulada en el NADPH y en el ATP y constituye la
parte fotoquimica de la fotosintesis.
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Sustratos estables Sustratos inestables
desprovistos de energia ricos en energia
Agua ) " Hidratos de carbono
Didxido de carbono ____.b Hidrocarburos
Nitrato N> _ ) Lipidos
Sulfatos ATP/NADPH Proteinas
Fosfatos Acidos Nucléicos y Oz

Figura 4: Principales transformaciones de moléculas inorganicas en moléculas organicas
utilizando la energia del NADPH y el ATP.

Los electrones acumulados en el NADPH reducide seran utilizados para reducir
el carbono y también el nitrogeno y el azufre y para todos los procesos metabdlicos de
la planta. La reduccion de estos sustratos inorganicos estables pero sin energia, dara
lugar a sus correspondientes moléculas organicas inestables y ricas en energia. El fosfato
es el Gnico elemento que no se reduce. Interviene en el metabolismo general de la planta
como acumulador y transportador de la energia del ATP, pasando de fosfato inorganico
(Pi) a fosfato rico en energia (~P). La Fig. 4 recoge estas transformaciones.

Este esquema pone en evidencia que el NADPH y el ATP que hay en la célula
es comun y que debe haber un equilibrio en su utilizacion, en las diferentes rutas
metabolicas para que el crecimiento de la planta sea el adecuado. Por ejemplo, un exceso
de abonado nitrogenado puede alterar el balance C/N de la planta destinandose mas
esqueletos carbonados al crecimiento de los drganos vegetativos de ia planta y menos
a organos de reserva y frutos, lo que en cultivos como el de la remolacha merma la
produccion.

LA REDUCCION FOTOSINTETICA DEL CARBONO

La reduccién/asimilacién del carbono en la planta se da en una serie de reacciones
que se recogen en la figura 5. Primero se fija el CO, en una reaccion de carboxilacion
catalizada por ta RubisCO produciéndose dos moléculas de 3-fosfoglicerato. Este se reduce,
utilizando el ATP y el NADPH, para producir gliceraldehido-fosfato (triosas fosfato), Parte
de esas triosas fosfato se utilizan para abastecer el ciclo que es autocatalitico, y parte se
destinan a la sintesis de sacarosa y almidon. Este ciclo se conoce con el nombre de ciclo de
Calvin-Benson en honor a los dos investigadores que lo describieron. Qcurre en el estroma
del cloroplasto (Fig. 2), v esta altamente regulado y acoplado a las reacciones fotoluminicas
descritas anteriormente, donde se produce el ATP y el NADPH. Con este ciclo se completa
la fotosintesis que comprende las reacciones fotoluminicas (Fig. 3) y el ciclo de Calvin-Benson

(Fig. 5).
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Figura 5: Etapas representativas del Ciclo de asimilacion de CO2 o ciclo de Calvin-Benson y
algunos pasos de fa sintesis de sacarosa. (1) Enzima Ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa

(RuBisCQ), (2) Enzima Sacarosa fosfato sintetasa (SPS).

La sintesis de sacarosa se reaiiza a partir de UDP-glucosa y de Fructosa-6-P, en

una reaccién catalizada por la Sacarosa
Fosfato Sintasa (Fig.5). Cuando las necesi-
dades energéticas y nutricionales de la hoja
estan satisfechas, el exceso de sacarosa es
exportado a los drganos heterétrofos pro-
curandoles el alimento y la energia necesarios
para su desarrollo. A diferencia de la glucosa
y de la fructosa (az(cares reductores), la
sacarosa es un azlcar no reductor, es decir,
no reacciona espontaneamente con ningln
compuesto, siendo la molécula ideal para
ser transportada. Otros azlicares no reductores
que se transportan en algunas plantas son
la rafinosa, estaquiosa y verbascosa.

TRANSPORTE DE SACAROSA DE LAS
FUENTES A LOS SUMIDEROS

El transporte de sacarosa desde las
fuentes donde es producida (hojas y partes

=

Sacaros)

Xilema ==
Floema ==

H20 y sales ¥ | SUMIDERO

verdes} a los sumideros, donde se consume
y/0 se acumula (raices, frutos, semillas), se
realiza por el floema (Fig. 6). Por el contraric,

minerales
N

e

Figura 6; Representacidn esquematica
de las vias de transporte en [a planta.
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el agua y las sales minerales se transportan por el xilema (Fig. 6).

El transporie de sacarosa en el floema se hace por un mecanismo que, por lo
simple, los Fisidlogos Vegetales tardaron en aceptarlo. Es un transporte por flujo en masa.
En los centros de produccién de sacarosa (fuentes), la sacarosa sobrante es cargada en
el floema {Fig. 7). Esto hace que baje el potencial osmético en esa parte del floema (Fig.
7, Ws= -1,7 MPa), y el potencial hidrico (Fig. 7, WYw= -1,1 MPa), produciéndose una
entrada de agua que hace que aumente el potencial de presién (Fig. 7, Wp= 0,6 MPa).
A nivel de los sumideros ocurre el proceso contraric, la sacarcsa sale del floema para
ser consumida 0 acumulada en la raiz, produciéndose un aumento del potencial esmdtico
(Fig. 7, Ws= -0,7MPa) que conlleva una salida de agua en esa parte del floema y una
bajada del potencial de presién (Fig. 7, Wp= 0,3 MPa). En consecuencia se establece
una diferencia de presion hidrostatica entre la fuente, con 0,6 MPa, y el sumidero con
0,3 MPa, que tiende a disiparse produciéndose un flujo de agua. Este flujo de agua arrastra
a las sustancias en solucién como la sacarosa, e incluso a particulas en suspension
transportandolas a lo largo del floema (Fig. 7).

noja

(Fuente)

\I:\E;_L_l_MPa
“Fp= 0.6 MPa>

Raiz
(Sumidero)

St ad _‘_‘

Yw=-0.4 MPa
H=03M

Y= -0.7 MPa

Figura 7: Mecanismo de transporte de sacarosa por flujo en masa.
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PARTICION DEL CARBONO

La pregunta que nos podriamos hacer seria icomo se decide, en un momento
dado, a qué sumidero va la sacarosa?, o icuanta sacarosa se destina a cada uno de los
sumideros: flores, frutos, raices e incluso hojas nuevas?, Para responder a esta pregunta
sabemos que el flujo de sacarosa sera mayor cuante mayor sea la diferencia de presion
hidrostatica entre dos puntos (fuente-sumidero). Esta diferencia viene determinada por
la fuerza del sumidero, siendo ésta igual a la talla del sumidero por su actividad (Fig.
8). La distribucion de la materia seca, fundamentalmente fotoasimilados, entre los
diferentes sumideros se denomina particién, y es un parametro de gran importancia en
la determinacion de la productividad de 'as especies cultivadas {(Gifford, et al., 1984),
De hecho, la mayor productividad de los cultivares mas modernos se debe a un aumento
en la proporcién de fotoasimilados acumulados en las partes aprovechables, mas que a
un aumento en la fotosintesis total de la planta, y esto se consigue mediante un proceso
de seleccion y mejora.

PARTICIPACION DEL CARBONO
L Como se reparte la sacarosa?

Fuerza del sumidero = Talla del sumidero x actividad

ACTIVIDAD £
a=El consumo en el érgano sumidero, RESPIRACION
= Actividad de los enzimas Invertasas y Sacarosa Sintasa.

#Programa de desarrollo de la planta.

FACTORES QUE INFLUYEN
a=].a disponibilidad de sacarosa (Fotosintesis).
#la carga del floema.
ax].a velocidad de incorporacién de sacarosa al sumidero.
axactores ambientales y anatémicos.

Figura 8: Fsquema que destaca algunos conceptos implicados en la particion del carbono,
como la fuerza del sumidero, la actividad, y los factores que influyen en la actividad.

La actividad del sumidero viene determinada por el consumo de sacarosa en
el drgano sumidero, que a su vez viene determinade, en primera instancia, por la actividad
de los enzimas que degradan la sacarosa: las invertasas y la sacarosa sintasa. Ambos
parametros de actividad vienen definidos por el programa de desarrollo det érgano y de
la planta, tal como veremos en capitulos posteriores, y por las condiciones ambientales
{Fig. 8). Por ejemplo, el comienzo del desarrollo del programa de floracién supone un
reajuste total de la particién del carbono (sacarcsa), destinandose menos a la raiz y mas

al desarrollo del tallo floral.
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En Beta vulgaris y guisante se ha visto que la reduccion considerable de las
fuentes (eliminacion drastica del nimero de hojas) no reduce el aporte de sacarosa a
corto plazo {8 h), sin embargo las raices empiezan a recibir menos sacarosa que las hojas
jovenes (Fondy and Geiger, 1977); este experimento sugiere que las hojas jovenes en
estas plantas son potentes sumideros.

El estrés hidrico o las altas temperaturas promueven el cierre estomatico {poros
de la planta por los gue penetra el CO, para la fotosintesis y por los gue se pierde el agua
por transpiracion) reduciéndose o incluso anulandose la fotosintesis, 1o que hace que la
planta tenga que utilizar sus reservas de carbono esto, en cultivas como el de la remolacha
azucarera, puede representar importantes pérdidas en la produccion.

El efecto del estrés hidrico puede modificar también el gradiente de presién ya
que la falta de agua puede bajar la presion en el floema. En estas condiciones se destinaria
mas sacarosa a la raiz (Schulz, 1994). Ademas, la turgencia de las células puede tener
un efecto en el transporte a través de la membrana modificando la actividad de las ATP-
asas (Wyse et al., 1986). También influyen factores anatémicos, por ejemplo, el tamano
final del fruto del manzano esta directamente relacionado con el nimero de células del
fruto, factor que se determina durante las primeras fases de su ontogenia.

Por dltimo, las hormonas vegetales, asi como los niveles de carbohidratos
(sacarosa) o sus metabolitos pueden modificar la relacion entre fuente y sumidero (Koch,
1996), en concreto las harmonas tienen un papel relevante controlando el desarrolio de
los 6rganos, la senescencia y los programas de desarrollo que, en definitiva, van a
establecer el tamafio y 1a actividad de los diferentes drganos de Ia planta.

CARGA DEL FLOEMA

La talla y la actividad del érgano sumidero son determinantes para importar
sacarosa, sin embargo, encontramaos una setie de factores que también juegan un papel
relevante en la carga y transporte de sacarosa, éstos son: i) la disponibilidad de sacarosa
(producida por fotosintesis) y ii) la velocidad de incorporacion en el floema. En Beta
vulgaris, en la hoja, la sacarosa se vierte al exterior de la célula (espacio apoplastico)
(Taiz and Zeiger, 2000), y se incorpora al floema mediante un transporte activo que
depende de la disponibilidad de ATP,

Durante los meses de diciembre-enero, la remolacha otonal crece poco. Su
fotosintesis y crecimiento estan ralentizados debido a los fotoperiodos cortos y a las bajas
temperaturas. La llegada de la primavera, con aumento del fotoperiodo y aumento de
temperaturas, posibilita el periodo de maximo crecimiento y también de maxima exportacion
de sacarosa a la ralz (Gordo, 2003).
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DESCARGA DEL FLOEMA

La sacarosa transportada por el floema se descarga en los sumideros a traves
de los plasmodesmos por la via simplastica (via de conexién de las células que comunica
los citoplasmas}. Sin embargo en las raices acumuladoras de Beta vulgaris v en las hojas
nuevas de maiz parece ser que la sacarosa al llegar al sumidero saldria al exterior de las
células del floema a los espacios intercelulares ocupados por la pared celular (apoplasto)
y se incorporaria al sumidero desde el apoplasto, en un proceso en el que la sacarcsa seria
invertida por la invertasa acida de pared, y atravesaria la membrana plasmatica en forma
de fructosa y glucosa (Taiz and Zeiger, 2000). Una vez en la célula, la glucosa y la fructosa
pueden ser consumidas o convertidas en sacarosa y acumuladas en la vacuola.

DEGRADACION DE SACAROSA

El primer paso para la degradacion de la sacarosa lo catalizan los enzimas
invertasas (acidas y neutras) y la sacarosa sintasa. En la figura 9 se muestran las reacciones
catalizadas por estas enzimas que rompen la sacarosa en fructosa y glucosa o UDP-
glucosa, los precursores de todas las rutas metabdlicas y energéticas que se desarrollen
en el drgano sumidero (Fig. 9). Finalmente, la sacarosa acumulada en la raiz sera igual
a la sacarosa gue llega de las hojas menos la sacarosa consumida.

Degradacion de la sacarosa

upp \ Sacarosa
|

Sacarosa sintasi ! lveriasa

v 1 - ¥

UDP-glucosa ¢——— Glucosa 4——— — [Fructosa
Esqueletos /
carbonados

G
/ Respuesta
al estrés

Floracién

Crecimiento
de la rajz

Sintesis de

Respiracién aminodcidos

Sacarosa acumulada en la rafz = Sac. acumulada - Sac. consumida

Figura 9: Degradacion de la sacarosa por los enzimas Invertasa y Sacarosa sintasa y algunas
de fas vias de utilizacion de los esqueletos carbonados.
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Esta breve descripcién de algunos aspectos de la fotosintesis, del metabolismo
del carbono y del transporte de sacarosa ncs pone en antecedente de ia perfeccion y dei
equilibrio estabiecidos en una planta para lograr sobrevivir y perpetuarse y nos muestra
el largo camino recorrido en lo que concierne a la domesticacion de las especies vegetales
para su mejor rendimiento en agricultura, a través de los programas de selecciéon o, mas
recientemente, con la transformacion genética de especies vegetales. En este sentido
cabe destacar la progresion de la Beta vulgaris que pasa de ser una hierba de la que se
utilizaban sus hojas para comida de animales con una rajz acumuladora capaz de
acumular un 7-8 % de sacarosa, a doblar la capacidad de acumulacion de sacarosa,
con variedades, cosechas y condiciones en las que se alcanza hasta un 20 % de sacarosa
en la rafz y cuyo cultivo representa un tercio de la produccién mundial de azcar.
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CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LA REMOLACHA AZUCARERA
DE SIEMBRA OTONAL

Luis £, Gordo', Rodrigo Morillo-Velarde’, Juan José Martinez' Cristina Echevarria’
y Sofia Garcia-Mauring’

'AIMCRA (Asociacion de Investigacion para la Mejora del Cultivo de la Remolacha Azucarera),
Delegacidn Sur, C/ Metalurgia n° 36, 41080 Sevilla, Espania.
“Departamento de Biologia Vegetal y Ecologia, Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla, Avenida
Reina Mercedes n® 6, 41012 Sevilla, Espaia.

INTRODUCCION

La planta de la remalacha, en su desarrollo, respende como cualquier cultivo
de forma directa a las interacciones del medio donde se encuentra. Los condicionantes
de temperatura, estade hidrico, situacién nutricional, etc van a cuestionar su crecimiento
y posterior potencial productive.

Debido a las situaciones climaticas tan diversas que pasa la remolacha de
siembra otonal desde gue se siembra hasta que se recoge no nos permite aplicar los
modelos nutricionales obtenidos para el otro y mayoritario cultivo de siembra primaveral;
aungue si que es cierto que ambos tipos de siembra poseen las mismas necesidades.

Consideramos gue el seguimiento evolutivo de los diferentes parametros de
desarrolio de la planta a lo largo de su ciclo, nos puede dar una herramienta factible del
conocimiento de su comportamiento frente a los condicionantes agrondmicos y climaticos
que en su conjunto van a cuestionar la produccién final de cara al agricultor y la mayor

posibilidad de extraccion del azlicar que la raiz contiene.

OBJETIVOS

El poder predecir en tiempo y manera el comportamiento final de produccion
tanto agricola come industrial de la remolacha azucarera de siembra ctonal. Se pretende
obtener las curvas patrenes del comportamiento evolutivo de la remolacha, curvas que
nos serviran para poder caracterizar las necesidades de la planta y sus posibles correcciones
puntuales. Este estudio se ha realizado dentro del proyecto de investigacién FEDER
1FD97-0893-CO3.
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LA REMOLACHA EN ESPANA Y EN ANDALUCIA

El cultivo de la remolacha en Espana representaba el 0,6% de la superficie
cultivada. La cuota de azdcar nacional era de 1 Mt, la cual era producida mediante e
cultivo de remolacha en cerca de 180.000 ha y de cafia aunque como se vera la supeificie
cultivada es oscilante en el tiempo.

E! cuitivo se sitla en tres grandes zonas (Norte, Centro y Sur) que se reparten
la cucta de azicar nacional y a la postre la produccién de la raiz (ver Tabla 1). En dicha
tabla tanto las hectareas como las producciones de raices son estimadas a partir de la
cuota asignada, coeficientes que varian con el tiempo.

Tablal.- Cuota Nacional de Azucar procedente de fa remolacha

h 985.000 7.500.000 180.000

Zona Norte 595.950 4.500.000 110.000
325.050 2.520.000 60.000

64.000 480,000 10.000

Espana gcza de una doble modalidad de cultive que se distingue por la época
de siembra y recoleccion. Las zonas Norte y Centro siembran en primavera y recogen
la cosecha en otono-invierno y la zona Sur con dos tipos de cultivo (secano y regadio)
siembran a finales del otono para cosechar en primavera-verano. Las condiciones
climatolégicas que sufren ambas modalidades de siembra diferencian claramente la forma
de cultivo y marcan en recoleccién los rendimientos industriales y agricolas.

En la Tabla 2 se reflejan las superficies de cultivo y producciones tanto de aziicar
como de remolacha en valores medios de las campanas 2000/01 a 2003/04. Las dos
Ultimas columnas informan de las producciones medias por hectarea de raiz y de azlicar
ensacado en cada zona y en el conjunto nacional.

Tabla 2.- Producciones medias cuatro tltimas campafia

1.037.789 | 7.169.777 109.688 9,46 65,37

Zona Norte ©38.410 4.230.178 57.100 11,18 74,08
©5.939 468.833 5.925 11,13 79,13

Zona Centro 333.440 2.470.766 46.663 7,15 52,95
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En la Tabla 3, se indican los resultados de fa campafa recientemente finalizada
(2003/04). El dato de azlcar blanco producido es estimade aungue muy préxime al real.

Tabla 3.- Preducciones medias dltima campania

: 913.225 | 6.519.239 | 97.700 9,34 66,72
591.809 | 4.079.479 | 52.200 11,34 78,15
55356 | 417569 | 5.000 11,07 83,51
266.060 | 2.022.191 | 40.500 6,57 49,93

Las producciones nacionales son oscilantes. La maxima produccion de azucar
blanco se produjo en la campana 2002/03 con 1.200.000 t. Siendo la pasada con
913.000 t la que menos produjo. Lo mismo nos ocurrié con respecto a la cosecha de
raiz; con respecto al azicar envasado por hectarea el maximo rendimiento se dio en la
campana 2002/03 con 10,31 t/ha frente a la 2001/02 que superd escasamente las 8
t/ha. La superficie cultivada ha disminuido en estas cuatro campanas, pasando como
media nacional de 120.000 ha en la campafna 2000/01 a 97.700 ha en la pasada. Los
aumentos de produccion han sido patentes lo que ha motivado que se llegue, como
media nacional, casi a la barrera impensable hace unos afos de 10 t/ha de azucar
ensacado.

En la siembra otonal 1a superficie cultivada ha disminuido en las cuatro Ultimas
campafias un 27% siendo las producciones medias de raiz oscilantes entre 56 t/ha de
la campana 2002/03 a 49 t/ha de la 2001/02. La mayor produccion de aziicar ensacado
por hectarea la obtuvo la camparia 2002/03 con 8,09 t/ha.

En la Tabla 4 se reflejan las diferentes condiciones de temperatura y pluviometria
de la campafia 2003/04 que sufre el cultivo a lo largo de su ciclo segin siembras.

La mayor parte de la superficie sembrada en la zona norte se realiza en el mes
de marzo, la nascencia plena se efectua en el mes de abril, la Eto correspondiente en
este periodo es inferior a la de la siembra otofial para la misma época de cultivo. Uno
de los condicionantes que cuantifica la diferencia entre las dos siembras es el valor de
la Eto que es sumamente elevada en la siembra otofial, precisamente en ¢l periodo en
el que el cultivo presenta su maximo desarrollo; 1a Eto de los meses de mayo a agosto
supera los 170 mm, frente a las necesidades de la siembra primaveral (meses de julio
a septiembre) que no alcanza los 100 mm. Otro dato importante es la radiacion neta
recibida en esos meses en los que la siembra primaveral no alcanza los 800 MJ/m?,
valor que es superado en la siembra otonal. Hay que destacar como otra diferencia las
temperaturas medias que soporta la planta en esos periodos criticos, en los que la siembra
otofal alcanza los 25°C {meses de junio a agosto), mientras que en la siembra primaveral
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Tabla 4.- Datos comparativos climaticos entre las dos siembras. Coloreado los meses de cuilivo,

Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio
i Teme Meda | 36 | 38 | 94 | 106 | 146 | 215
(4]
=3 ETo(PMON.)
g e 124 | 156 | 238 | 268 | 334 | 505
= Radiacién neta
2 M2 211,1 | 220,8 | 445,9 | 554,3 | 781,8 | 772,7
Gl Precipitacion |55 1 558 | 280 | 494 | 266 | 144
[77) mm
o 0 3 9 4 0.6 4
W=
5 ETo(PMON.)
o mm
E Q2
= 0,8 44509 ; 31 8
g Precipitacién
»n mm

Julio Agosto |Septiembre | Octubre | Noviembre | Diciembre
e Medid o1 | 234 | 179 | 109 | 80 | 45
W EOPMOND | 560 | 69,4 | 608 | 39,0 | 282 | 177
pl Fediacionret? | 7741 | 6280 | 389,9 | 237,7 | 1585 | 152,0
ol Precioitacion | yg 4 | 268 | 17,2 | 940 | 718 | 236
o Temp. Media
2 °C _
2 | ETo(PMON.) '
5 i 144,1
o —
5 [eeonnc FIXR 3500 2849 2445
£ S
@ Precipitacién
o mm
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no llega a alcanzar en ninglin mes de cultive dicha temperatura. £n el periodo de arranque
las diferencias entre una y otra siembra alcanzan los 17°C (primaveral frente a otonal).

Las precipitaciones por afic son superiores en la siembra otonal (648,6 mm)
gue en la primaveral (500 mm) aunque muy desuniformente repartides en la otonal; con
periodos fuerte de Huvia al comienzo del cultivo (que facilita la nascencia y asentamiento
de la planta) y brusca parada en los periodos de mas necesidades hidricas.

Todo lo anterior conlleva a hacer un tratamiento diferencial a una u otra siembra,
buscando actuaciones propias que rentabilicen el cultivo. Bien es cierto que en el regadio
otonal se alcanzan con naturalidad producciones de 80 t/ha, techo que facilmente se
puede superar con una adecuacién correcta del cultivo que se va desarrollando gracias
a la investigacion aplicada de AIMCRA vy al esfuerzo de militiples agricultores que asumen
las recomendaciones que se les proporciona realizando un manejo apropiado del cultivo.

Debido a las condiciones climaticas de la siembra otonal, ha habido una revolucion
sustancial en la fecha de siembra que lentamente ha ido siendo adelantada (normalmente
se realiza en el mes de octubre), aumentando con ello el ciclo y escapando en la mayor
medida posible de las altas temperaturas que se producen en el verano que provocan
serios deterioros a la raiz. A su vez el adelantamiento de la siembra ha inducido un
desarrollo rapido de la planta provocando la posible invernalizacion de la misma que
puede inducir a un aumento sustancial del espigado. Estas siembras tempranas producen
una serie de ventajas importantes como son: el mejor aprovechamiento de las lluvias de
otofo-invierno; un adelanto sustancial de la nascencia; desarrollo rapide de las hojas;
facilidad de la aplicacion de los herbicidas de postemergencia; ciefre mas temprano del
ciclo, con una recoleccidon mas temprana que lleva a un aumento sustancial de la
produccion. Frente a las ventajas expuestas existen también inconvenientes como son:
el aumento del espigado y la mayor aparicién de plagas y enfermedades que van a llevar
a la realizacion de mayor numero de tratamientos insecticidas y fungicidas.

Hoy dia practicamente el 95% de la siembra se realiza de precision utilizando
o bien variedades monogérmenes genéticas é con semillas multigérmenes calibradas.
Una distribucion del tipo de semilla utilizada seria:

* Monogérmenes pilderadas 52,2%
* Monogérmenes desnudas 1,4%
* Multigérmen calibrada pildorada 42,1%
* Multigérmen calibrada 0,3%
* Multigérmen natural 4,0%

Es importante destacar que AIMCRA realiza un control anual de todos los lotes
vendidos en el mercado.
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DESARROLLO EVOLUTIVO DEL CULTIVO

El estudio evolutivo del cultivo, se ha basado en el seguimiento de 17 campos
en la campana 2001, 4 en 1a 2002 y 3 en la 2003.

A.- Caracterizacion climatolégica de las tres campanas
En el cuadro adjunto se muestran comparativamente los diferentes datos

climaticos, sobre la misma estacién meteoroldgica (Rinconada), de las tres campafas
donde se ha realizado este proyecto. La comparacion se realiza mensualmente. En fa

T2 Maxima (°C) T2Minima (°C) “Media (°

Mes | 2001 [EINPY 2003 | 2001 [ERRPA 2003 | 2001 [ERIPN 2003
Oct | 242|257 | 254|102 147 | 125 17,2 | 196 | 184

Nov (185180194 | 69 | 72 | 80 | 128120137

Dic |159|156 165 71 | 56 | 82 |11,3]101] 121
Ene | 151 166 148 | 71 | 62 | 45 | 11,0] 109 9,2
Feb | 18,1 | 19,1 | 162 | 7.0 | 54 | 48 | 12,0 | 11,7 | 10,2
Mar | 21,1 /21,31215]|106( 92 | 94 [ 156149150
Abr [252 232 |219|100]|103 106]176] 166 159
May |[263 1269 291|124 /11,6 1391193194216
Jun |333[31,0 323158160 17,1 ] 24,7 ]234 (246
Jul 13230336347 160|167 ' 164|242 | 250 25,4
Ago [357 (323 /412[182]169 212|266 242]308

Precipitacié Radiacion C
~ (MJ/dia) diz
Mes | 2001 glvfiPl 2003 | 2001 2003 | 2001 Weloorl 2003
Oct |161 382254140123 133| 23 | 29 | 30
Nov | 639|946 {141,8| 88 [ 105 90 | 15| 1,8 | 16
Dic [181,6(590[90,8| 56 | 75 | 75 [ 11 | 1,6 | 1,1
Ene [171,2] 450 51,8 67 | 92 | 95| 11 | 16 | 1,5
Feb {192 | 52 61,6 | 11,1128 120} 22 | 23 | 18
Mar 1492|916 456 | 13,8163 | 158 29 | 3,2 | 34
Abr | 42 | 576 (1094|233 202 | 199 51 | 43 | 40
May |224 118 (114|224 /258 263 50 | 57 | 58
Jun |10 [ 40 | 06 | 282277 271] 63 | 64 | 59 |
Jul 04 { 00 | 00 {260 286 284 57 | 64 | 59
Ago | 00 | 00 00 | 239 258 |258( 54 | 58 | 62




Cap II. Crecimiento y Desarrollo

temperatura media, maxima, minima, radiacién y ETo se representa la media diaria,
mientras que la precipitacién representa la suma del mes correspondiente.

De los datos climatolégicos mostrados se destaca el ano 2003 con el invierno
(Enero-Febrero) mas frio que ha existido dando medias mensuales inferiores en mas de
1,5°C a los otros afnos. También se puede mencionar el incremento de temperaturas
desde Abril a Mayo donde se produce un aumento en las temperaturas maximas de
7,2°C frente a 3,7°C en el 2002 y 1,1°C en el 2001, asi como en las temperaturas
minimas con un incremento de 3,3°C frente a 1,2°C y 2,4°C respectivamente. Aunque
en Junio las temperaturas maximas y medias fueron similares al resto de las campailas
no ocurrig asi con las temperaturas minimas que se mantuvieron superiores durante este
mes.

Sobre las precipitaciones el invierno mas Ituvioso ha sido el del 2001 con un
340% mas que el 2002 y 180% que el 2003. En el periodo de asentamiento del cultivo
{meses de abril y mayo) el afio 2003 es el que més agua ha recibido, el 2001 con un
22% sobre aquel es el que menos liuvias han tenido, también el 2002 tan solo ha recibido
un 57% de lo gue ha tenido el 2003. En su computo general la lluvia recibida en cada
ano en los meses de octubre a agosto ha sido de 629,2 L para el ano 2001; de 407 L
en el 2002 vy de 538,4 L en el 2003. En términos relativos el afio 2002 ha recibido de
agua de lluvia un 64% de la que habfa recibido el 2001 y el 2003 un 85% de la del
2001.

B.- Seguimiento evolutivo

Fig. 1.- Refacion grados-dia y fecha de cultivo

La metodologia 5000 [—— |
empleada en este estudio 4500 y = 0,031:2- 2343,9x + 4E + 07 _
nos permite hablar de =0,9981
tendencias mas que de 4000 : ,

valores absolutos. Con el fin
de minimizar el efecto de
siembra y fecha de 3000
nascencia, el estudio
evolutivo se ha basado en
referencia a los grados-dia 2000
acumutados en el cultivo,

Algunos autores como Holen 1500
consideran que el desarrollo
fenologico depende de las
temperaturas acumuladas 500
desde la siembra, asi indican
que para que se produzca
la emergencia el nimero de
grados-dia acumutados debe
de ser de 230 y de 570

3500

2500

1000
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para que la planta
presente las primeras
hojas verdaderas. La
relacién grados-dia
acumulados y las fechas
medias de toma de
muestra sigue una
parabola de segundo
grado con R de 0,998, Fig.
1

« Produccién de Raiz

Observando la
Fig. 2, el peso de raiz
crece lentamente hasta
finales de febrero donde
a partir de ahi casi sube
exponencialmente hasta
primeros de junio donde
tiende a estabilizarse con
un ligero ascenso. Echo
gue parece producirse
cuando las temperaturas
medias alcanzan los 25°C
y los grados-dia
acumulados se aproximan
a los 3500. La curva de
ajuste representa una
parabola de tercer grado
con un R* de 0,993.

- Produccién Foliar

La produccién de
materia foliar -Fig. 3-
cumple una parabola de
tercer grado con R® de
0,989, con un maximo a
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Fig. 2.- Evolucion de ia Produccion de Raiz (tfha)
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Fig. 3.- Evolucion de Ia Produccion de Hojas (t/ha)
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finales de mayo, correspandiendo a unos 2500 grados-dia, Tanto la pendiente de acumuiacion
positiva del primer periodo (hasta finales de mayo) como la del segundo negativa son
practicamente iguales. Es de destacar la fuerte pérdida de masa foliar que se p oduce a partir
de fa segunda quincena de junio, llegando a perder cerca del 80% hasta el final de las tomas.
Se puede indicar que el efecto que parece ser produce esa pérdida de hojas lo marca la
temperatura media diaria, que ya en el mes de junio alcanza valores proximos a los 25°C.
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Fig. 4.- Evolucion de /a Biomasa (t/ha) * Produccion de biomasa total

y =6E-12x'-6E-08x"+ 0,0002x°-0,1714x+42,187 , Observando la
160,00 | R’=0,995 _ Fig. 4 donde se representa

la produccion del total de la
planta {Hojas+Raiz)
podemos ver como existe un
crecimiento inicial de tipo
exponencial hasta mayo. A
partir de aqui se produce un
descenso en la biomasa
hasta las 112 t/ha en final
de toma. La curva de ajuste
es una parabola de segundo
60,00 - grado con un R* de 0,995.
}/ primeros de mayo

180,00
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120,00

100,00

80,00

t'ha de planta

* Indice de cosecha

40,00 [—

20,00 é/ | Denominamos
indice de cosecha a la
o0 [ g e B o) MW 0 relacion que existe entre el
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000  P€SO de la raiz y el de la
planta completa. Su estudio
evolutivo se puede ver en la
Fig. 5. La recta de ajuste
frente a los grados-dia
presenta una pendiente
positiva de 0,0218 con un
R’ de 0,993.

Fig. 5.- Indice de cosecha
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» Cobertura

En la Fig. 6 se
muestra |a evolucién de
fa cobertura a lo largo de!
ciclo. Se observa como la
cobertura crece hasta
primeros de mayo,
manteniéndose asi casi
todo un mes, entre valores
comprendidos de 2200
a 3200 grados-dia. A
partit de ese punto Ia
planta comienza a perder
hojas hasta alcanzar el
32% de cubricién en el
Gitimo muestreo. La curva
de ajuste es una parabola
de segundo grado con un
R” de 0,984,

» Hojas por planta

La evolucién del
nimero de hojas por
planta, Fig. 7, va muy
pareja con el porcentaje
de |a cobertura, presenta
una parabola de segundo
grado semejante a esta,
€ON Un mMaximo que se
alcanza a finales de mayo
con 34 hojag/planta, para
empezar a descender en
la segunda semana de
junio, cuando va los
grados-dia alcanzan

hojas/planta
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Fig. 6.- Evolucion de la cobertura

oy :se-‘tnth?Sx‘+o,1107x-30,n1u
R=0,9839

___G\}

i f
1000 1500 2000

500

grados dia

i e | |
2500 3000 3500 4000 4500 5000

Media + Error Estandar

Fig. 7.- Evolucion del n°® de hojas por planta
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valores iguales o superiores a 3000 vy las temperaturas medias rondan los 25°C ilegando
a perder mas del 70% de hojas a primeros de agosto, con grados-dia préximo a los 4500.
La curva de ajuste presenta un R” de 0,989.

+ Radiacion interceptada

La eficiencia del uso de la radiacién recibida es importante para mantener un
gradual desarrollo de la planta, al depender de ella toda Ia fotosintesis. En |a Fig. 8 se
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representa fa tasa de
radiacion recibida y la
interceptada, esta (ltima
depende del porcentaje
de cobertura del cultivo.
Las tasas maximas de
aprovechamiento de la
radiacion se producen
cuando los grados-dia
alcanzan el valor de 2500
reduciéndose casi de la
misma manera que habia
tenido antes de alcanzar
ese maximo. A partir de
mediados de julio sufre
una caida brusca en el
aprovechamiento de la
radiacion, para llegar a
mediados de agosto con
una &ficiencia de tan solo
el 30%.

Se ha determi-
nado la eficiencia media
del uso de la radiacion
por la planta. Se define
como la cantidad de
MJ/m* que la planta utiliza
para crear un gramo de
materia seca. En la Fig.
9 se representa la
eficiencia por dias desde
nascencia. Los datos que
existen en la bibliografia
corresponden a Cooke y
Scott que dan como
eficiencia media para €l
cultivo en Inglaterra de

a/iMJ

-0.5

Fig. 8.- Radiacion Interceptada y recibida

W Radiacion Recibida
I Radiacion Intercaptada

grados dia

Fig. 9.- Eficiencia del uso de la Radiacion (EUR)

Efixis #hiiso dar la 287 gy EUR Brm—d‘ln fecha

140 i) 074may
kR 2560 074.n
2400

25

1,74 g/MJ, y para dias muy luminosos de 1,90 g/MJ aqui, en la siembra otofal se ha
obtenido un valor medio de 0,87 g/MJ, este dato es el 50% del que dan los ingleses,
es decir que la remolacha en la siembra otoial desperdicia un 50% de la radiacion que
recibe en relacién a las plantas cultivadas en Inglaterra, este uso en teoria menor puede
llevar a confusion pues hay que tener en cuenta que la luminosidad de los cielos andaiuces
es muy superior a los de Inglaterra y en estas condiciones la menor radiacién que recibe
el cultivo es mayormente aprovechada por la planta, aunqgue si en sus valores absolutos
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se podria indicar que la capacidad de conversion de la remolacha de siembra otofial es
inferior a aquella, posiblemente debido a que aqui se alcanza la saturacion del sistema
fotosintético mas radidamente. La pérdida de hojas en la siembra otonal se hace evidente
a partir de primetros de julio pues desde esa fecha hasta el final del cultivo la EUR obtiene
valores medios relativamente pequefas. Al tomar valores medios por periodos de grados-
dia, segin la Tabla 5, se obtienen cuatro puntos que se ajustan a una recta con pendiente

negativa de 0.42:
Tabla5.- Valores medios de la EUR
segun periodos en grados-dia
Grados-Dia EUR en g/MJ
a 1.900 1,40
1.900-2.500 1,11
2.500-3.400 0,48
a fin 0,20

« Tasas de crecimiento relativo

Se podria definir como la capacidad que tiene la planta por la radiacién recibida
en producir un kilogramo de tejido nuevo por kilegramo de tejido antiguo.

Para determinar
las tasas de crecimiento
relativo se aplica en cada
punto la siguiente
ecuacion:

« T = (Ln(P) - Ln(Pa)y
(GD - Gda)

+ Donde P es |Ia
produccién en un punto

- Pa es la produccién en
el punto anterior

+ GD son los grados-dia
del punto

* (3da los grados-dia de
punto anterior.
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Fig. 10.- Relacion grados-dfa y fecha de cuitivo
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g/{kg°Dia)

gl(kg°Dia)

Fig. 11.- Tasa de crecimiento relativo de Raiz
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La Fig.10, 11y
12 representan las tasas de
crecimiento relativo de las
hojas, de la raiz y de la
planta completa. Las curvas
de ajuste son parabdlicas
de tercero, todas ellas
presentan un R superior a
0,96.

La tasa de
crecimiento relativo de hojas
es muy alta al principio,
disminuye posteriormente
al no desarrollarse en
proporcion a la radiacion
recibida. Posee un punto,
alrededor de los 2500
grados-dia, en el que es
netamente negativa
provocade por la pérdida
de masa foliar.

El aprovecha-
miento de la radiacién
recibida en la produccién
de raiz es relativamente alto
al comienzo del ciclo,
realizando una caida relativa
desde el principio del
muestreo (gran produccién
de peso de raiz), para
estabilizarse a los 2500
grados-dia manteniendo a
partir de ese momento
practicamente inalterada.

La tasa de crecimiento

relativo de la planta (hojas y raices) es parecida a la de las raices. Disminuye desde el
principio siendo negativa a partir de los 2500 grades-dia.

Todo parece indicar que al pasar la barrera de los 2500 grados-dia la tasa de
crecimiento de la planta se estabiliza y toda la energia que recibe la utiliza para mantenerse.
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C.- Evolucién de los pardmetros quimicos analizados

« Nitrégeno total asimilado

La Fig. 13 representa el nitrogeno asimilado por el cultivo (kg de N/ha). Como
se puede observar el nitrogeno tomado aumenta fuertemente hasta primeros de junio

(con tasa de
asimilacion superior a
300 kg/ha), a partir
de aqui |a planta deja
de tomar nitrogeno o
al menos lo toma al
mismo ritmo que lo
pierde (por pérdida de
masa foliar). A partir
de mediados de julio,
cuando los grados-dia
acumulados superan
la barrera de 3500, la
pérdida de nitrogeno
supera ya los 50
kg/ha, alcanzando al
final del cultivo
(mediados de agosto),
una pérdida préxima
a los 100 kg/ha.

La curva de
ajuste es una parabola
de tercer grado con un
R*de 0,981.

- Nitrégeno nitrico en
peciolos

Este esuno de
los parametros que
consideramos mas
importa nte en el
desarrollo evolutive del
cultivo y nos va a marcar
todos los parametros de
produccién, como
veremos mas adelante.

400,00

350,00

300,00

250,00

200,00

kg de N/ha

150,00

100,00

50,00

14000

12000

10000

8000

mg/Kg

6000

4000

2000

Fig. 13.- Crecimiento y Nilrégeno
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La curva de asimilacion global (Fig. 14) la podemos dividir en dos tramos; el
primero que corresponde desde el asentamiento de! cultivo hasta el maximo de asimilacién,
la cual se ajusta perfectamente a una recta con un R* de 0,997, Dicho punto se nos
produce en los aproximadamente 1000 grados-dia y que en periodo de cultivo esta
alrededor de finales de febrero. En esta época es cuando la remolacha podria necesitar
mas el nitrogeno mineral.

A partir del méximo y hasta el final del seguimiento, 1a evolucién del contenido
de nitrégeno nitrico decrece en forma de parabola de segundo grado, la curva presenta
un R*de 0,992, la pendiente de decrecimiento marcara los potenciales productivos en

la recoleccion.

Realizado el ajuste con todos los puntos, la pardbola presenta un R* de 0,986.

« Evolucion dei Brix

El Brix
representa el
porcentaje de solidos
solubles que contiene
la raiz. Se ha
mostrado su
evolucion en la Fig.
15. La tendencia que
presenta es muy
semejante a la dada
por la polarizacion en
todos los puntos del
muestreo,
separandose al final
del ciclo, por
acumulacion
proporcional de mas
no azlcares solubles.
Desde el comienzo
evoluciona
positivamente

Fig. 15.- Evolucion del Brix
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aumentado 9 puntos desde el comienzo hasta que la planta ha acumulado 3500 grados-
dia (primeros de julio) a partir de dicho punto la tasa de acumulacion de solutos se
mantiene, tendiendo al final a una ligera disminucion. La parabola de ajuste es de segundo
grado con un R* de 0,986.



Aspectos fisioldgicos de la remolacha azucarera de siembra otoiial

« Evolucion de la polarizacion

La acumulacion de sacarosa en la raiz es progresiva a lo largo del cutivo (Fig.
16) hasta mediados de junie, punto donde la pérdida de hojas se hace mas patente, a
partir de esa fecha el movimiento acumulativo de sacarosa puede ser mas debido a la

desecacion de la ralz
gue a la propia
acumulacion de la
misma. La curva de
ajuste se representa
mediante una
parabola de tercer
grado con un R* de
0,983. Desde el
principio del cultivo
y hasta que la planta
recibe los 2500
grados-dia ha
acumulado el 276%
de la sacarosa inicial,
a partir de ese punto
y hasta mediados de
junio aumenta un
13% y de ahi hasta
final de cultive un
6%.

» Evolucidon de los
no-azicares facil-
mente medibles

Como no-
azlcares facilmente
medibles y que
repercuten muy
directa y
negativamente en el
rendimiento
industrial, provocando
que la sacarosa no
vaya “al saco”, son el
nitrégeno a-amino
procedente de los
aminoacidos, el
potasio, sodic y los
azlicares reductores.

mmol% remolacha

Fig. 16.- Evolucion de la polarizacion (%)
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En la Fig. 17 se presenta la evolucion que sigue en el cultive los contenidos de
alfa amino nitrégeno que contiene la raiz frente a los grados-dia acumulados. La curva

de ajuste es una
parabofa de cuarto grado
con un R” de 0,952,
Desde el comienzo y
hasta finales de abril,
con cerca de 2000
grados-dia acumulados,
la acumulacion del
nitrogeno a-amino es
negativa, a partir de esa
fecha y hasta finales de
mayo (préximo a los
2500 grados-dia)
comienza lentamente a
aumentar y a partir de
esa fecha las
acumulaciones de
aminoéacidos en raiz son
fuertemente elevadas
hasta llegar a los 3500
grados donde se
estabiliza ya en valores
relativamente altos.
Desde final de mayo a
final de recoleccién se
han duplicado los
contenidos en alfa-
amino-nitrégeno.

Los contenidos
de potasio en raiz (Fig.
18) disminuyen
fuertemente hasta los
1500 grados-dia, a partir
de ese punto y hasta los
2500 grados-dia |a
disminucién es mas lenta
manteniéndcse en
valores practicamente
iguales hasta que supera
los 3000 grados-dia en
que vuelve a tener una
tendencia positiva. La
curva de ajuste es una

Fig. 18.- Evolucion de Potasio
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Fig. 19.- Evolucidn de Sodio
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pardbola de segundo grado con un R” de 0,938.

La evolucién del sodio de la raiz estd representada en la Fig. 19. La curva
comienza con altos contenidos para decaer fuertemente hasta que los grados-dia superan
el valor de 1000 (final de febrero} punto en el que a partir de él los contenidos permanecen
constantes hasta que la planta ha superado los 2500 grados-dia, a partir de ese punto
los contenidos de sodio en la raiz comienzan a ascender hasta presentar un maximo
alrededor de los 3700; el aumento de contenido en sodio en ese periode es del 56%.
A partir de los 3700 grados-dia y al final del periodo pierde un 33% de lo acumulado
anteriormente. La curva de ajuste es una parabola de tercer grado con un R” de 0.865.

La Fig. 20
representa la evolucion
del contenido de azlcares
reductores (glucosa y 045
fructosa) en la raiz. La ‘
planta posee valores
relativamente altos en el 035}
primer punto de muestreo,
para disminuir el 150%
ya en el segundo. Cesde
ese punto que
corresponde a un valor
aproximado de 800
grados-dia se mantiene
practicamente constante
hasta superados los 2500
grados-dfa momento en ; ‘
el que los contenidos de 0EEE S & R T  T YE A
la raiz en azlcares
reductores crecen con una o,ooé— _hslo 1000 1500 2000 2500 1000 3300 4000 4500 SO0
pendiente altamente grados-dia
positiva, triplicando su
valor al final del cultivo,
La curva de ajuste es una parabola de tercer grado con un R® de 0,915. La amplitud
del error estandar en los cuatro Ultimos puntos de los muestreos, nos indica que no todos
los campos han sufrido la misma tasa de acumulacion de reductores, aunque en todos
ellos los contenidos son muy altos.

__y =-TE-A2x +1E:07% 20,0003x+0,3849 . 00 s
044 RE0,9145 |

g/ 100 g raiz

Media + Error Estandar

» Evolucion del azlicar abtenido por hectarea

El azlcar per hectarea (Fig. 21) al ser un parametro obtenido a partir del peso
de la raiz y de la polarizacién mantiene una curva muy parecida a la de aquellos. Durante
el periodo de formacién de la planta y mientras las condiciones externas le son favorables
la evolucién del azlcar por hectarea es positiva; aumentado al principio proximo al 50%
para pasar a un 20% proximo a los 3500 grados-dfa, a partir de ese momento se produce
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un ligero ascenso mas
bien motivado por la
pérdida de agua con el
consiguiente aumento de
la polarizacidn y |a ligera
subida del peso por
acoplamiento de los
metabolitos,

La curva de
ajuste es una parabola
de tercer grado con un
R*de 0,999.

t’ha

Figura 21.-Evolucion del Az/ha
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ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE DEGRADACION DE LA SACAROSA
Y PRODUCCION DE AZUCARES REDUCTORES EN LA REMOLACHA
DE SIEMBRA OTONAL

Eduardo T, Jiménez', Soffa Garcia-Maurifio', Rodrigo Morillo-Velarde®, Cristina Echevarria'

1Departamemo de Biologia Vegetal y Ecologfa, Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla, Avenida
Reina Mercedes n° 6, 41012 Sevilla, Espana.
’AIMCRA (Asociacion de Investigacion para la Mejora del Cultivo de la Remolacha Azucarera),
Delegacion Sur, C/Metalurgia n° 36, 41080 Sevilla, Espana.

INTRODUCCION

La siembra de la remolacha azucarera, Beta vulgaris, en la mayor parte de la
peninsula {(Norte y Centro) se realiza a principios de primavera, vy la recoleccion a finales
de septiembre-octubre. Este calendario de siembra-recoleccion se denomina remolacha
de “siembra primaveral”. En Andalucia, las altas temperaturas que se alcanzan en verano
hacen inviable esta modalidad de cultivo por lo que la siembra se realiza a final de
octubre-noviembre y se cosecha desde final de junio hasta mediados de julio. A esta
modalidad se la denomina “siembra otofal”. En el sur de la peninsula se encuentra la
principal superficie de toda Europa de remolacha cultivada en siembra otonal.

Los cultivos rara vez obtienen su maximo potencial debido a las limitaciones
impuestas por el ambiente, tales como deficiencia hidrica, temperaturas adversas y deficiencias
de nutrientes (Kramer, 1980). Bajo condiciones de estrés hidrico, asociado a aitas temperaturas,
se produce un descenso de la calidad de la remotacha de siembra otofal (Gordo, 2003),
especialmente porque provoca el aumento en la concentracion de nitrégeno a-amino (Moro,
1992; Gordo, 2003} y compuestos no sacaridicos como glucosa v fructosa, denominados
azucares reductores (Gordo, 2003). Todos estos compuestos disminuyen la calidad posterior
del azlcar obtenida y dificultan su extraccion en el proceso industrial.

Los niveles de productividad de la remolacha tras la cosecha vienen determinados
por la concentracion de sacarosa obtenida en la raiz (%) y por el peso de la misma.

La ruptura de este disacarido no reductor, la sacarosa, almacenado en la vacuola
de la raiz durante el primer afno de desarrollo de la planta puede originar la acumulacién
de azlcares reductores, responsables de la disminucién de la calidad de la cosecha,

Son varias las enzimas que pueden estar implicadas en esta degradacién de la
sacarosa en plantas: sacarosa sintasa, invertasa neutra e invertasas acidas.
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Aunque la sacarosa sintasa (SS) es capaz de sintetizar sacarosa hay evidencias
de que in vivo esté principalmente implicada en la degradacién de la misma. La UDP-
glucosa y fructosa que se obtienen en esta degradacion estan destinadas principalmente
a la sintesis de nuevos compuestos. Las invertasas, neutra o alcalina (IN; pH éptimo
7,0-7,8) y acida (IA; pH optimo 4,5) son hidrolasas gue rompen la sacarosa almacenada
hasta glucosa vy fructosa. Estos monosacdridos pueden ser utilizados para la obtencién
de energia, permanecer acumulados en la vacuola participando en la osmorregulacién
de la célula o ser transportados hasta células vecinas (ver esquema adjunto)

La accidn
combinada de estos tres
enzimas es responsable
de las concentraciones

Sacarosa sinfetizada

de sacarosa que @ en la hoja

encontremos en las © (Distribucién y sefalizacion)
células de Glc+Fru

almacenamiento de la

remolacha y de IOS @ @./ Gle+Fru {Energia)
azlcares reductores y

acumulados. = & ﬁ\ Glc+Fru
/A N o
UDP-Glc+Fru @) @ e

(Reserva de

En este trabajo
se ha estudiado la
actividad de las enzimas
descritos: SS, INe lA y
la relacion con el
incremento de azlicares
reductores que se
observa en los periodos
de recoleccién de la
remolacha de siembra otonal. Este estudio se ha realizado comparando la actividad
enzimatica y la acumulacion de azlcares reductores en dos variedades y en diferentes
condiciones hidricas y de abonado nitrogenado,

(Biosintesis)

Célula deézlazrénquima

MATERIALES Y METODOS

Diseno de los ensayos y toma de muestras. Se presentan los resultades de
las campanas 1999/2000, 2000/2001 y 2001/2002.

Se describen los ensayos donde se obtuvieron resultados mas relevantes:
1-Ensayo Hidrico con dos variedades. Las variedades utilizadas fueron Claudia,

variedad convencional y con altos niveles de acumulacion de aztcares reductores en
periodo estival, y Ramona, con bajos niveles de acumulacion de reductores. Se cultivaron
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en dos situaciones hidricas diferentes: Riego a Demanda y Déficit Hidrico. Fueron por
tanto cuatro las variables obtenidas y comparadas: Claudia Riego, Claudia Déficit, Ramona
Riego, Ramona Déficit.

2-Ensayo de abonado nitrogenado. Se establecieron diferentes niveles de abonado
en las parcelas ensayadas: sin abonado, abonado recomendado y abonado en exceso.

3-Ensayo de ciclo de cultivo. Se realizo para evaluar la siembra primaveral en
la zona sur. Permite estudiar el comportamiento fisicldgico de la remolacha en siembra
de primavera y compararla con la siembra otofial.

El estudio se realizo mediante un Disefo de Blogues Completos al Azar (RCBD)
con 4, 5 6 6 repeticiones.

La toma de muestras se realizd con una frecuencia guincenal durante los meses
de invierno y primavera y semanalmente en el pericdo estival. En cada campana el inicio
y la finalizacién de la toma de muestras se llevd a cabo en diferentes momentos:

12 campana (1999/2000): marzo-julio

22 campana (2000/2001): enero-agosto

3% campana (2001/2002): mayo-agosto. La toma de muestras para la
siembra primaveral se prolongé hasta mediados de noviembre.,

Preparacion de las muestras. Una vez transportadas las muestras al Laboratorio de
Fisiologia Vegetal eran procesadas. De cada muestreo se trocearon, mezclaron y picaron
tres remolachas diferentes permitiendo asi obtener una muestra mas homogénea. Tras
el procesado se almacenaban en porciones de 25g a temperaturas de -35°C hasta el
momento de su utilizacion.

Determinaciones enzimaticas y de metabolitos. Actividad Sacarosa Sintasa. Segiin método
de Morell and Copeland (1985).

Actividad Invertasa Acida y Neutra. Segin método de Zhu et al. (1997).
Glucosa en raiz. Se determind espectrofotométricamente usando el test de glucosa de
Sigma (HK) Assay kit, GAHK-20.

Determinacion de proteinas solubles: Segin método de Bradford (1976).
Determinacién de sacarosa: Realizada en los laboratorios de AIMCRA en Valladolid.
Determinacion de Nitrégeno total en planta. Realizada en los laboratorios de AIMCRA
en Valladolid.
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Aspectos fisiolégicos de la remolacha azucarera de siembra otoiial

RESULTADOS Y DISCUSION
LOS NIVELES DE GLUCOSA EN LA RAIZ DE LA REMOLACHA

En este trabajo se midid la glucosa como indice de la presencia de azlcares
reductores. En la mayor parte del ciclo de desarrollo de la planta en condiciones de
siembra otonal la glucosa no se acumula en la raiz, de la misma forma que ocurre en
la siembra primaveral. Sin embargo, en los periodos de recoleccion de 1a planta, en las
diferentes campafas estudiadas, se observaron incrementos significativos de este
monosacarido en la rafz en siembra otonal. En la primera campafia, en la que los riegos
se prolongaron hasta mediados de julio, no se observo este incremento de glucosa en

la raiz (Jiménez 2004),

Glucosa en el tratamie

Figura 1. Comparacién de la evolucion de los niveles de glucosa en la raiz de remolacha durante
el ciclo del cultivo en las variedades Claudia y Ramona en el ensayo hidrico (tratamientos de
riego y déficit hidrico) realizado durante la 22 campana (2000-2001) (Media+ ES) (* diferencias
significativas con p<0,001; ** diferencias significativas con p<0,05).

Este incremento de glucosa se produjo principalmente en las condiciones de
déficit hidrico y en la variedad Claudia frente a Ramona (Fig. 1, campana 22). Los riegos
finalizaron a final de junio por lo que en el perfodo julio y principios de agosto podria
considerarse que la condicién "Riego” no era tal, sino que iba aumentando la situacion
de déficit hidrico en la planta a medida que se adentraba en el periodo de verano.

En la 32 campana estudiada, 2001/2002, vuelve a encontrarse un comportamiento
muy parecido con respecto a la acumutacién de glucosa (Fig. 2). La variedad Claudia
acumula los niveles mas altos de glucosa en la raiz, con valores muy superiores a los
encontrados en la variedad Ramona. En ambas especies los valores de glucosa acumulada
son supetiores en la condicion de déficit hidrico que en riego durante el periodo comprendido
hasta julio. Posteriormente, se produce una brusca acumulacion de glucosa en las dos
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condiciones, coincidiendo con la finalizacidn de los riegos que se produce a finales de
junio. Destacar también los niveles més altos de acumulacién de glucosa que se producen
en esta 37 campana {Fig. 2) respecto de la 22 (Fig. 1).

Glueosa en ralz. Ensayo hidrico en Claudia Glucosa en rasz. Ensayo hidrico en Ramona

0
~E- Ramona Riego
15~ - Ramcna Déficit

20 2
~f8} Claudia Riego

15- ~[=}- Claudia Déficit

1,0- 1,0--

Gle {g 100g"pf)
Gic {g 102g"pf)

o5, * * 0,5~ o

:H—U——,,_i.__“ *

- 2 e

0,0 0.0 -/rﬁi T =,
T I I I B SR N G S G B I T R

= £ q n - =3 o = = " - ™
§ ¢ 4 £ 5 9 g F R E E g £ 5 4 g § ¥
8 R g8 = g 8 8 =

fechas de muestreo fechas de muestreo

Figura 2. Evolucién de los niveles de glucosa en fa ralz de remolacha durante el ciclo del
cultivo de fa remolacha en siembra otonal (hidrico en Claudia e hidrico en Ramona) realizados
durante fa 3% campana (2001-2002) (Media+ ES) (* diferencias significativas con p<0,001;
** diferencias significativas con p<0,05).

Al comparar las diferentes condiciones de abonado (sin abonado, abonado
recomendado y abonado en exceso) durante las tres campanas estudiadas, no se encontré
un patrén definido de relacién entre la acumulacion de glucosa con respecto at nitrégeno
afadido a la parcela de estudio.
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con un valor medio de nitrdgeno en planta de 223 kg ha'l; G2) corresponde al tratamiento
de abonado en exceso durante la 22 campafa, con un valor medio de nitrégeno en planta
de 316 kg ha'l; G3) corresponde a los tratamientos sin abonado, recomendado y en
exceso realizados en la 32 campafa de estudio (2001/2002) con un valor medio de
nitrogeno en planta de 515 kg hal.

Estos tres grupos (G1, G2, G3) acumularon glucosa en la raiz en diferentes
cantidades. £l G3, con 515 kg hal, presentd los niveles mas altos de acumulacion de
glucosa en raiz, especialmente altos desde finales de julio hasta mediados de agosto.
El G2, con 316 kg ha'l, bajo mucho sus niveles de glucosa en raiz y el G1, 223 kg ha'l,
presento los niveles mas bajos, con maximos en agosto (Fig. 3).

Estos resultados ponen de manifiesto que el contenido de nitrégeno en la planta
estd altamente relacionado con la acumulacién de glucesa y podria estar en la base de
las diferencias observadas entre las dos (ltimas campanas en casi todos los parametros
estudiados. Ademas, se evidencia que el contenido de nitrégeno encontrado en la planta
no se corresponde con el abonado recibido, debido probablemente a un contenido alto
de nitrato en el suelo y al efecto de las condiciones climaticas y agrondmicas (lluvias,
T°, textura del suelo) que favorecen que se incorpore el nitrato a la planta o gue no sea
absorbido por ésta y se pierda por el lavado del sueio. En este sentido, las luvias fueron
muy abundantes durante el invierno de la 22 campafa. Una vez gue el nitrato se ha
incorporado a la planta, si se observa relacion entre un alto contenido de nitrato y una
mayor acumulacién de la glucosa en la raiz.

En general, estos resultados muestran que julio y agosto son las fechas en ias
que se producen los principales incrementos de glucosa. Fue en la campafa del 2002
(32 campafia) donde se acumuld mas glucosa llegando a concentraciones de hasta un
2%. También se pone en evidencia que por encima del manejo del cultivo, son las
condiciones climaticas anuales las que determinan la calidad de la remolacha en cuanto
a la acumulacién de glucosa. Estas condiciones climaticas determinan en (ltima instancia
aspectos tan importantes coma la incorporacion de nutrientes (como el nitrato) que serén
fundamentales para el desarrolio de la planta. A su vez, estos parametros seran
determinantes para la produccion, riqueza y calidad de ia remolacha recolectada. Sin
embargo, esta presién climatica anual puede ser paliada por un manejo adecuado del
riego, o por la utilizacién de una variedad adecuada, en este caso fue Ramona, la cual,
independientemente de las condiciones climaticas anuales, mostré muy bajos niveles de
glucosa en comparacion con Claudia.

LA RIQUEZA O POLARIZACION DE LA RAIZ. NIVELES DE SACAROSA

La sacarosa se acumula en la raiz progresivamente a lo largo del desarrollo de
la planta llegando a alcanzar hasta el 20% del contenide de 1a raiz. La fase de acumulacion
de sacarosa mas acentuada se produce en los meses de mayo y junio. En los meses
finales, principalmente agosto, puede sufrir pérdidas, probablemente debidas a una mayor
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Figura. 4. Acumulacion de sacarosa en la raiz de remolacha a lo largo del periodo de estudio en
ef ensayo hidrico en Claudia y Ramona durante la 27 y 3% campana (2000-2001 y 2001-2002).

degradacion de la sacarosa
acumulada en la raiz para la
produccion de hexosas, necesarias
para mantener: 1) la respiracidn,
que puede liegar a significar casi
el 70% de la respiracion de la
planta (Ribas-Carbo y Gonzalez-
Meller, 2000}, especialmente en
condiciones de escasez de agua,
puesto que las raices deben
desarrollarse mas para buscar el
recurso hidrico; 2) la biosintesis
de nuevos compuestos primarios
necesarios para el mantenimiento
de las estructuras celulares.

Si bien Ramona destaca
por su baja produccion de azlcares
reductores (giucosa), los niveles de
acumulacién de sacarosa en raiz
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Figura.b. Acumulacién de sacarosa en la raiz segin
los niveles determinados de Nitrégeno en planta a lo
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sin abonado, abonado recomendado y abonado en
exceso en la 32 campana, 2001/2002).
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gue se obtienen son equiparables a los de Claudia, incluso con valores superiores en
condiciones de secano, observandose nuevamente mas variabilidad entre las campanas
que la producida por la utilizacién de estas dos variedades (Fig. 4).

Respecto a los grupos de Nitrégeno en la planta (G1, G2 y G3) se detectan,
desde mediados de julic a mediados de agosto, menores niveles de sacarosa en la raiz
en el G3, (Fig. b). Estos resultados muestran gque las plantas con mayor contenido en
Nitrogeno poseen menor riqueza de la raiz al final del perfodo de recoleccidn.

LOS ENZIMAS QUE DEGRADAN LA SACAROSA

El estudio de la evolucién de las actividades Sacarosa Sintasa (SS), Invertasa
Neutra (IN) e Invertasa Acida (IA) determinadas in vitro, nos ha permitido realizar una
propuesta de modelo de comportamiento de estos enzimas en |a raiz de la remolacha
azucarera de siembra otonal a lo largo del desarrollo del cultivo.

La SS presenta los niveles mas altos de actividad en todas las camparias, ensayos
y tratamientos realizados en este estudio, Io que confirma la importancia de este enzima
en la degradacion de la sacarosa a lo largo de todo el desarrollo del cultivo. La SS presenta
su maxima actividad en el mes de mayo, en la segunda compana (Fig. 6, 22 campafia).
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Figura 6. Evolucién de la actividad Sacarosa Sintasa (SS) especifica (U mg! prot.) en la raiz
de remolacha a lo largo del periodo de estudio en el ensayo hidrico en Claudia y Ramona
durante fa 2¢ y 3? campana (2000-2001 y 2001-2002) (Media + £S).



Cap III1. Estudio de las actividades enzimaticas

Posteriormente la actividad desciende permitiendo de esta forma que se alcancen los
maximos de polarizacion que se establecen, en esta campana, en los 18-20 grados. £n
la 3% campana los valores de SS no sélo no descendieron después de mayo, sinc que
incluso aumentaron (Fig. 6, 32 campana). Esta subida de actividad podria estar en
relacion a los bajos niveles de polarizacién que se alcanzaron en la 32 campana (Fig. 4
y 5).

La actividad es semejante en las dos variedades (Claudia y Ramona) excepto
en la 3% campana donde los niveles de actividad SS en Ramona no sobrepasan valores
de 1 U mg? prot., mientras que en Claudia se alcanzan niveles de actividad de 1,5 U
mg! prot. (Fig. 6). Hay que senalar que si bien los valores de SS para Ramona son mas
bajos que para Claudia, éstos fueron superiores a los de la 22 campania durante los meses
de junio y julio {Fig. 6).

No se observaron
diferencias significativas entre los 14 _
tratamientos de riego y secano  nz- = oot
ra . g0 Y ” T 2 (ska 'y
en las dos variedades estudiadas

1,0 '—A—GJ (515 Ko Nha')

(datos no mostrados). g, 08 - . /'/
En relacién a los grupos  # os: .
de nitrégeno establecidos se 02-
uestra que el G3 (mayor 00 _—
muestra que ¢ (may 28 55 5558 5553338 9
contenido de nitrégeno en planta) s S EEFTERRPZITELFE
g}ﬂ)ﬂ:‘ngﬁgggugﬂugg

presenta una actividad SS fechas de muestreo

especifica mas alta que Gl y_G? Figura 7. Actividad SS especifica en la raiz segun los
durante los meses de junio y julio  pjveles determinados de Nitrégeno en planta a lo largo
(Fig. 7). Se observa, por tanto,  def ciclo de desarrolio del cultivo de la remolacha
la existencia de una asociacién  azucarera. (G1, 223 kg ha, tratamiento de abonado
entre los altos niveles de n]trégeno Zec%mtlandado enla2? camé)aﬁa, 2000/2001; GZ,/31265
g ha', tratamiento de abonado en exceso en la

2;2!:; (t)?] ; Qne; ?:’é: il;);:}; aqﬁL;e campana, 2000/2001; G3, 515 kg ha'', tratamiento sin

! abonado, abonado recomendado y abonado en exceso

y los altos valores de SS sintasa /5 30 campana, 2001/2002).
detectados en el G3 en los meses

de junio y julio.

En conjunto, un analisis global de los resultados pone de manifiesto que 10s
valores alcanzados en mayo en las tres campanas estudiadas son valores bastante
homogéneos oscilando alrededor de 1 U mg-! prot. v luego decaen en todos los ensayos.
Excepcionalmente, estos valores aumentan en la tercera campana hasta niveles de 1,7
U mg prot. y se mantienen en general mas altos que en las otras dos campanias. Este
excepcional aumento de la actividad SS en el mes de junio-julio podria estar en la base
de la baja concentracion de sacarosa registrada en la 3% campana.

Otro de los enzimas que degradan la sacarosa es la Invertasa Neutra (IN). La
actividad Invertasa Neutra o Alcalina (pH éptimo entre 7,0-7,8) estd menos caracterizada
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Figura. 8. Evolucién de la actividad Invertasa Neutra (IN) especifica (U mg* prot) en la
raiz de remolacha a lo largo del periodo de estudio en el ensayc hidrico en Claudia y
Ramona durante la 2% y 32 campana (2000-2001 y 2001-2002) (Media TES).

la SS. Por tanto, es posible que
l[a SS tenga una mayor
contribucién a la degradacién de
la sacarosa que la IN (Ross,
1996). La IN presenta su
maxima actividad en el mes
de febrero (cuando la pianta esta
en su 4° mes de desarroilo),
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actividad hasta el mes de junio
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febrero, cuando la actividad IN
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Figura 9. Actividad IN especifica en la raiz segin los
niveles determinados de Nitrégeno en planta a fo
largo de/ ciclo de desarrolio def cultivo de la remolacha
azucarera, (G1, 223 kg ha', tratamiento de abonado
recomendado en la 27 campara, 2000/2001; G2,
316 kg ha, tratamiento de abonado en exceso en la
22 camparia, 2000/2001; G3, 515 kg ha, tratamiento
sin abonado, abonado recomendado y abonado en
exceso en la 3% campana, 2001/2002).
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Figura 10. Evolucion de la actividad Invertasa Acida (1A) especifica (U mg- prot.) en la raiz
de remolacha a lo largo del periodo de estudio en el ensayo hidrico en Claudia y Ramona
durante la 22 y 3% campana (2000-2001 y 2001-2002) (Medra T ES).

Los resultados de los ensayos realizados (Fig. 8) muestran gue los valores de

actividad IN especifica (U mg?* prot.) son hasta 15-25 veces menores a los detectados
para la SS, dependiendo del momento del ciclo y del tratamiento realizado.

De los resultados obtenidos no se desprende la existencia de diferencias

significativas entre las dos condiciones hidricas ensayadas (riego vy déficit hidrico). Sin
embargo con respecto a las variedades utilizadas (Claudia y Ramona) cabe destacar
nuevamente la respuesta diferencial de Ramona con valores méas bajos que Claudia en

la 32 campada (Fig. 8).

También se puede apreciar que en la 32 campana, en la que la concentracion

de sacarosa fue muy baja (Fig. 4), los valores de actividad IN fueron excepcionalmente
bajos durante el mes de julio (Fig. 8) mientras que los niveies de actividad SS fueron
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excepcionalmente altos en diche mes (Fig. 6). Estos resultados parecen indicar que es
la alta actividad SSy no la IN la responsable de la pérdida de sacarosa de la 32 campana
durante el mes de julio.

La agrupacion de los niveles de actividad IN en funcion del contenido de N en
planta no muestra diferencias significativas entre los tres grupos creados (G1, G2 y G3)
(Fig. 9). Destacan los bajos valores de IN en el G3 en el mes de julio, precisamente en
el grupo con menor polarizacion obtenida.

Estos resultadoes refuerzan la idea de que la IN no seria responsable de la calda
de polaridad de la tercera campana y que ésta estaria en refacion con los altos niveles
de SS de la 37 campania en los meses de junio y julio. Tampoco se ha observado en
este estudio la existencia de una asociacion entre la actividad IN y la acumulacion de
glucosa en fa raiz, principalmente en los meses estivales.

Ei tercer enzima degradativo de la sacarosa que ha sido estudiado en este trabajo
ha sido la Invertasa Acida (1A). Trabajos realizados con remolacha cultivada en campo,
en ciclo de siembra primaveral (marzo-noviembre) en el Norte de Europa han mostrado
la existencia de una alta actividad 1A, tanto soluble como insoluble, en las primeras etapas
det desarrollo de la planta (marzo-junio). Estos niveles descienden paulatinamente hasta
alcanzarse niveles muy bajos desde julio hasta la recoleccion (noviembre) {Masuda,
1987; Berghall, 1997).

En nuestro estudio en
siembra ctonal los niveles de 014
actividad IA fueron muy bajos < 61(223KgNha')
hasta la recoleccion (Fig.10). La o121
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Figura 11. Actividad [A especifica en [a raiz seguin los
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variedad Ramona, y en la
situacion de déficit hidrico frente
a las situaciones de riego (Fig.
10). En las dos (itimas campafas
los riegos se interrumpieron en
la dltima semana de junio, por

del ciclo de desarrollo del cultive de la remolacha
azucarera. (G1, 223 kg ha', tratamiento de abonado
recomendado en 2000/2001; G2, 316 kg ha', tratamiento
de abonado en exceso en campana 2000/2001; G3,
515 kg ha', tratamiento sin abonado, abonado
recomendado y abonado en exceso en camparia
2001/2002),
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lo que las altas temperaturas y los altos niveles de evapotranspiracién registrados podrian
estar haciendo que los cultivos de regadio se comporten, en definitiva, como cultivos de
secano durante los tltimos muestreos realizados (julio y agoste).

También se observd una actividad 1A mas alta desde final de julio a mediados
de agosto, en los ensayos donde las plantas presentaron un mayor contenido de N (Fig. 11)

El incremento de la actividad |A estaria relacionado con una estrategia de
respuesta al estrés térmico e hidrico existente en los meses estivales en Andalucia. Los
resultades indican que la variedad Claudia es mas sensible al estrés, mientras que Ramona
sdlo desencadenaria respuestas en situaciones mas extremnas, como en secano, y siempre
con valores por debajo de los de Claudia.
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Figura 12. Asociacion entre la glucosa en la raiz y la actividad 1A durante las camparias agricolas
2000/2001 y 200172002, 22 y 32 campanas respectivamente (R, Coeficiente de Correlacion
de Spearman).

Se ha encontrado correlacion entre el contenido de glucosa en la raiz y los niveles
de actividad del enzima IA (Fig.12). Esta correlacidn entre glucosa acumulada y actividad
invertasa acida soluble ya ha sido descrita por diversos autores (Wyse, 1974; Berghall,
1997) en estudios realizados sobre remolachas cultivadas en siembra primaveral, en el
periodo de amontonamiento tras la cosecha. Excepto los resultados presentados en este
estudio, no existe ningln trabajo de estas caracteristicas realizado en siembra otofial
que muestre una correlacién entre la acumulacion de glucosa y el aumento de actividad
1A durante la etapa de recoleccion.

Los otros dos enzimas, Invertasa Neutra y Sacarosa Sintasa, no presentaron una
correlacion positiva con los niveles de giucosa detectados en la raiz.
Esta correlacion positiva entre 1A y niveles de glucosa se repitié para las dos Gltimas
campanas agricolas (el estudio no se hizc para la 12 campana). Cuando se analizo esta
relacion en cada uno de los ensayos realizados en las dos campanas referidas se detectd
la existencia de una alta correlacién (R>0Q,75) en la situacion de “Déficit Hidrico en
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Figura 13. Asociacion entre la glucosa en fa raiz y la actividad 1A en la variedad Claudia en
condicfones de déficit hidrico y riego durante las campadas agricolas 2000/2001 y 2001/2002,
2% y 37 campana respectivamente (R, Coeficiente de Correlacion de Spearman).

Claudia” (Fig. 13).

Estos resultados apoyan la existencia de una asaciacion entre el estado de déficit
hidrico, el incremento de los niveles de actividad de la 1A (probablemente Ja 1A soluble)
y la acumulacion de azlcares reductores, destinados principalmente a la respiracion de
la raiz y a la sintesis de nuevos compuestos para la expansion y crecimiento de este
organo subterraneo. En el tratamiento de riego sélo se observd esta correlacién entre
actividad IA y glucosa en la 22 campania (Fig. 13). En la 22 campana, la remolacha en
tratamiento de riego se comporté de la misma forma que la que se encontraba en situacién
de déficit hidrico. Estas correlaciones descritas se produjeron en la variedad Claudia.

En la variedad Ramona no se encontré una correlacion significativa entre la
actividad 1A y la acumulacion de azlcares reductores. Esto podria deberse a los bajos
valores de esta actividad 1A y a la poca cantidad de glucosa acumuladas en raiz en esta
variedad. El menor tamano foliar de la variedad Ramona puede estar en |a base de esta
respuesta diferencial respecto de Claudia, reduciendo sus pérdidas hidricas por transpiracién.
De esta forma evitan un incremento de respiracion en la raiz, que provocaria un incremento
de actividad metabdlica de los enzimas que degradan la sacarosa, especialmente IA, y por
tanto alta acumulacién de azlcares reductores.

EFECTO DEL NITROGENO EN LA DEGRADACION DE SACAROSA

En la 3% campana, con niveles de Nitrégeno en planta superiores a 500 kg N
ha’, se observan fuertes incrementos en la mayoria de las actividades degradativas de
sacarosa {Fig. 7, 9y 11) y metabolitos como a-aminos (medidos por AIMCRA) vy glucosa
(Fig. 3). Ademas, los niveles de polarizacion (sacarosa) fueron inferiores a los detectados
en campanas anteriores, manteniéndose en niveles en torno a 15° a finales de julio (Fig.
5), en la mayoria de los tratamientos. Asi, esto nos lieva a sugerir que altos niveles de



Cap III. Estudio de las actividades enzimaticas

nitrégeno en la planta, como los encontrados de forma general en la 32 campana, pueden
producir un descenso de la calidad de! cuitivo y su produccion. De ello se deriva que la
determinacion del nitrogeno en planta es un buen indice para establecer la calidad
posterior de la cosecha; en cualquier caso, un sobreabonado, lejos de ser inocuo, puede
tener repercusiones nefastas sobre la calidad del cultivo. El exceso de abonado esta
asociado a un mayor crecimiento de la hoja, que se expresa mediante el LAI (indice de
Area Foliar). Los valores medios del LAl en los tres grupos fueron: G1, 5,5; G2, 6 y G3,
8,2 (expresados en m? m2, AIMCRA 2003a, Martinez et al., grafico 5, en este libro).
A partir de valores aproximados de LAl de 4 no se incrementa la captacién de radiacién
por parte de ia planta y por tanto no se produce un incremento de la fotosintesis. Pero
el aumento del porte de la planta producido por el exceso de abonado provoca un aumento
de pérdidas por transpiracion y costes de mantenimiento, ocasionandc una situacion de
estrés hidrico a la que la planta responde con un aumento de los enzimas gue degradan
la sacarosa.

MODELO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LOS ENZIMAS QUE DEGRADAN
LA SACAROSA PARA LA REMOLACHA DE SIEMBRA OTONAL

Tras este estudio enzimatico se plantea el siguiente modelc de actuacion de los
enzimas implicados en la degradacion de la sacarosa (Fig. 14) durante el desarrollo de
la remolacha en condiciones de siembra ctofial.

Aporte de
desde ta ss Aporte de
hoja ala sacarosa
raiz: degde la
l ‘Hoja a la
5 Aporte de raiz,
5 04 sacarosa
“o desde la
£ hojaala  Episodios de
raiz; T estrés hidrico
01 Al

E FMAMIJIA
Figura 14. Modelo de actuacién de los enzimas que degradan /a sacarosa en raiz,
En una primera fase (final de invierno} la actividad IN esta en su maximo nivel,

mientras que la SS mantiene niveles altos, aungue no maximos, de actividad catalitica.
La A es casi inexistente. El aporte de sacarosa desde la hoja a ia raiz es bajo.
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» Entre marzo y junio, la IN decrece su actividad rapidamente. La SS alcanza
sus niveles maximos al final de este periodo. Al final de esta fase la raiz alcanza sus
niveles mas altos en la mayoria de los ensayos. La |A se mantiene practicamente
indetectable. El aporte de sacarosa desde la hoja a la raiz es maximo.

- En julio y agosto, 1a actividad IN se mantiene baja, o con leves incrementos.
El aporte de sacarosa desde la hoja a la raiz comienza a descender, debido al estrés y
cierre estomatico. Es un periodo de aporte de sacarosa restringido durante el cual se
alcanzan los maximos de polaridad debido fundamentalmente a la pérdida de agua de
la raiz. En este periodo la actividad SS desciende, salvo en la 3% campana, en la que se
registraron polaridades muy bajas. Finalmente, la A incrementa su actividad, asociada
con episodios de estrés, contribuyendo de forma considerable a la degradacion de la
sacarosa acumulada.

EL ENSAYO DE SIEMBRA PRIMAVERAL EN ANDALUCIA

Dentro de la tercera campana agricola se introdujo un nuevo tipo de ensayo,
denominado “ensayo de siembra”. El ensayo consistid en realizar en el sur una “siembra
primaveral” (utilizada en fa Zona Centro y Norte}, para compararla, en las mismas
condicicnes ambientales, con la “siembra otofal”. La siembra otonal se realiza en el mes
de octubre y se recolecta en agosto, mientras que la siembra primaveral se siembra al
final de febrero o principios de marzo (segun la finca) y se recolecta en noviembre.

Ambas siembras se realizaron en la misma finca (La Caridad, Alcalad del Rio,
Sevilla). Ademaés de este ensayo se realizo una siembra primaveral en otra finca auxiliar
(La Candileja, Santaella, Cérdoba) de la que sélo se tomaron muestras a partir de
septiembre y hasta la recoleccion. Por Gltimo, las muestras de este ensayo se compararon
también con muestras de siembra primaveral realizada en la Zona Centro (concretamente
en la provincia de Vailadolid).

En este “ensayo de siembra” se utilizé la variedad Ramona en todas las fincas descritas.

+ Acumulacion de glucosa en la raiz

Los niveles de glucosa fueron determinados en las diferentes siembras, a lo largo
del desarrallo del cultivo (Fig. 15). En la siembra otofial se encontraron niveles muy
superiores a los detectados en la siembra primaveral. Las mayores diferencias se
encontraron en los meses de julio y agosto.

En la siembra primaveral {(Fig. 15) existen diferencias significativas entre los
valores mas altos registrados en junio, julio y agosto (alrededor de 0,1 g 100 g'pf) y el
resto de los valores de septiembre a noviembre, poniendo de manifiesto que en cualquier
estadio de desarrollo la remolacha responde at estrés térmico e hidrico con un aumento
de azlicares reductores. En siembra primaveral, tanto en la finca de la Caridad como en
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acumulacién de glucosa en la  significativas con p<0,05).
raiz. Se obtienen valores de
glucosa en siembra otonal hasta
cuatro o cinco veces superiores a los encontrados en la siembra primaveral.

También hay que destacar que en las condiciones de estrés térmico e hidrico
del verano andaluz se acumula menos glucosa en remolachas jovenes (12-22 semanas
para la siembra primaveral) que en remolachas maduras (26-36 semanas para la
remolacha otonal), (Fig. 15; periodo de junio a agosto). Teniendo en cuenta que las
remolachas primaverales son mas pequenas y contienen menos agua, estas diferencias
serfan alin mas marcadas referidas a gramo de peso seco. Estos resultados indican que
es la interaccion de unas condiciones ambientales estresantes con un estado de desarrollo
de remolacha madura lo que en definitiva desencadena la maxima acumulacién de
ghucosa en la raiz durante la recoleccién.

- Evolucion de los niveles de sacarosa en raiz

Los niveles de sacarosa acumulados en 1a raiz fueron muy bajos tanto en la
siembra otofial como en la primaveral (como fue comun en la 32 campana). En la finca
de Santaella, siembra primaveral, 1os niveles de sacarosa en raiz fueron mas altos (14,3%)
en el Gltimo muestreo (Fig. 16).

Estos resultados muestran que con independencia de las condiciones ambientales

que se dieron durante la época de recoleccion para la remolacha otofal y primaveral
(altas temperaturas en la siembra otofial y moderadas en la siembra primaveral), la
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concentracion de sacarosa
(riqueza) fue baja en
ambas; sin embargo, la
calidad de la produccion
de la siembra primaveral
fue muy superior a la de
la otonal debido, entre
otras razones, a la
diferencia en la
acumulacion de glucosa.

Actividades implicadas
en la degradacion de la
sacarosa. Ensayo de
siembra primaveral

» Actividad Sacarosa
Sintasa (SS)

La actividad SS

Secarosa en raz Ensayo ce sembia Qtoral P

N
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N
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Figural6. Evolucién de las niveles de sacarosa en la
raiz de remolacha durante el ciclo del cultivo en el
ensayo de siembra (Otofal-La Caridad, Primaveral-La
Caridad, Primaveral-Santaella y Primaveral-Valladolid)
realizados durante la 3% campana (2001-2002).

especifica (Fig. 17) pone
de manifiesto que en la
siembra primaveral los
maximos de actividad SS
se dieron en fos meses de junio y principios de julio, aproximadamente a mediados del
desarrollo del cuitivo, y los minimos el 15 de julio. A partir de esta fecha, los valores
fluctuaron hasta la fecha de recoleccion. No se observaron diferencias significativas entre
las dos fincas de siembra primaveral en el sur (La Caridad y Santaella). Destacan los bajos
valores de actividad para la siembra primaveral de la zona Norte (Valladolid).

Tampoco hubo diferencias significativas entre los valores de actividad SS especifica
de la siembra otonal y primaveral durante el perfodo de recoleccion (Fig. 17; se han
desplazado los valores de siembra otofial para realizar dicha comparacién, puntos discontinuos),
paniendo de manifiesto que es el estado de desarrolio y no las condiciones ambientales
lo que parece determinar la actividad de este enzima.

+ Actividad Invertasa Neutra (IN)
Las diferencias encontradas en la actividad IN especifica (Fig.17) no fueron

significativas cuando se compararon los valores por fechas de muestreo, ya que la
variabilidad fue considerabie. Esto pone de manifiesto que la actividad IN es baja
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durante julio y principios de
agosto independientemente
de fa edad del cultivo.

Nuevamente los
valores de IN registrados en
las dos fincas de siembra
primaveral en la zona sur (La
Caridad y Santaella) no
mostraron diferencias
significativas (Fig.17).

« Actividad Invertasa Acida
(1Aa)

Los niveles de
actividad 1A fueron valores
bajos respecto a las otras dos
actividades descritas
anteriormente. Como es
caracteristico en la variedad
Ramona los niveles de
actividad |A fueron mas bajos
gue los obtenidos para la
variedad Claudia (Fig. 17).

En la actividad 1A
especifica, los valores mas
altos se obtuvieron en el
muestreo del 29 de julio de
la siembra otonal. No fueron
significativas las diferencias
de actividad IA especifica
observadas entre la siembra
otona! (Fig. 17, puntos
discontinuos) y la siembra
primaveral al final del
desarrollo del cultivo.

En la siembra
primaveral en Valladolid la |A
fue practicamente inexistente.

Actividad SS especifico.

Ensayo de Siembra Olonal/Primaveral
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Figura 17. Evolucion de las actividades especificas
implicadas en el metabolismo de la sacarosa en [a
raiz de la remolacha durante el ensayo de siembra
{Qtonal-La Caridad, Primaverai-La Caridad, Primaveral-
Santaella y Primaveral-Valladolid) realizado durante
la 32 campana (2001-2002) (Media ES). La linea
de puntos discontinuos corresponde a los valores de
la siembra otonal desplazados a la derecha para
comparar los periodos de recoleccion en fas dos
sfembras.
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EL METABOLISMO DEGRADATIVO DE LA SACAROSA Y SU RELACION
CON LOS NIVELES DE PROLINA EN LA RAIZ.

Los resultados presentados en este libro (Maonreal et al., Fig. 2) muestran la
existencia de una mayor acumulacién de prolina, osmolito compatible, en la raiz en
situacién de déficit que en riego en la variedad Claudia. En la variedad Ramona esta
mayor acumulacion en déficit sélo fue significativa en el mes de junio. Asi, la sintesis
de prolina y su acumulacion ante situaciones de estrés hidrico y/o térmico seria una
respuesta al estrés usada prioritariamente en la variedad Claudia.

La sintesis de prolina para realizar e! adecuado ajuste osmético en las células
podria estar relacionada con la acumulacion de glucosa como consecuencia de la rotura
de la sacarosa. La correlacion observada entre los niveles de ambos metabolitos fue siempre
alta (R> 0,715), positiva vy significativa (Tabla 1) tanto en la variedad Claudia como en
Ramona, a pesar de que los niveles de acumulacién de ambos metabolitos fueron diferentes.

Asi, tanto la prolina como la glucosa podrian ser usados como buenos indicadores

de la situacion de estrés en la que se encuentra la planta.

Tabla 1. Asociacion entre los niveles de prolina y glucosa en el ensayo de
abonado (recomendado y exceso), ensayo hidrico en Claudia (Riego y Déficit)

y ensayo hidrico en Ramona (Riego y Déficit) en las tres campanas donde se
estudiaron glucosa y prolina (1999/2000, 2000/2001 y 2001/2002).

. Coeficiente de correlacion Nivel de
Ensayo Tratamiento de Spearman, R significacion, P
A. Recomendado 0,846 <(,0001
A. Exceso 0,727 <0,0001
Claudia Riego 0,790 <0,0001
Claudia Déficit 0,880 <0,0001
Ramona Riego 0,718 <(,0001
Ramona Déficit 0,809 <0,0001

El mecanismo general de respuesta a las situaciones de estrés hidrico, provocada
por escasez de aporte hidrico o por alta evapotranspiracion debida a una superficie de
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intercambio foliar alta, consistiria en |a aceleracién del cierre estomatico, limitando la
transpiracion e incrementando la temperatura de la planta. Esta nueva situacion de la
planta produce un descenso de Ja fotosintesis (Salvucci and Crafts-Bradner, 2004). Los
tejidos de la planta tienen que recurrir a la utilizacion de carbohidratos para metabolizarlos
de forma rapida para iniciar la respuesta que le asegure tolerancia a la nueva situacién
de estrés. La principal movilizacion de estos carbohidratos se produciré en la raiz e ird
destinada a la sintesis de osmolitos. Esta movilizacién, mediante el incremento de la
accion de los enzimas degradativos de sacarosa incrementaré el contenido de azlcares
reductores, que también juegan un papel como osmolito (Hasegawa et al., 2000}, en
la raiz de la remolacha, pero produciendo la disminucion de la calidad de la misma.

CONCLUSIONES

» Los tres enzimas implicados en la degradacion de la sacarosa desemperian
su funcién en diferentes momentos del desarrollo del ciclo de vida de la planta. La IN
actua principalmente en el perfodo invernal. La SS presenta niveles de actividad mas
altos que las dos invertasas (IN e |A) durante todo el desarrollo, lo que sugiere un papel
fundamental en el metabolismo degradativo de la sacarosa en la raiz de B. vulgaris L.
Este enzima esta especialmente activo en el periodo primaveral (abril-mayo). La actividad
IA aparece cuando la planta se encuentra bajo situacion de estrés.

+ Existe una buena correlacién entre la actividad IA y la acumulacion de glucosa.
Esta correlacion es especialmente alta en la variedad Claudia en situacién de déficit
hidrico y en altos valores de incorporacion de nitrato en planta.

» En el perfodo estival, la variedad Ramona acumuia menos glucosa y presenta
menos actividad 1A que la variedad Claudi.

« El exceso de nitrageno incorporade por la planta es uno de los principales
factores que afectan a la alta variabilidad de riquezay calidad de la remolacha encontrada
entre las diferentes campanas estudiadas. E} efecto que produce este exceso de nitrdgeno
en planta detectado es una mayor acumulacién de glucosa, c-aminos y prolina en [a raiz
de la remalacha, disminuyendo la calidad industrial de la raiz.

- Las condiciones climaticas y los altos valores de N en planta parecen estar en
la base de la baja calidad y polaridad de la 32 campana. Les altos niveles de actividad
SS registrados en junio podrian estar en relaciéon con la baja polaridad.

» La siembra primaveral en Andalucia acumula poca glucosa y mantiene unos
bajos niveles de actividad de los enzimas de degradacién de sacarosa, incluso en el
periodo estival, Este ensayo ha permitido poner en evidencia que los maximos niveles
de glucosa se producen por interaccién de un estado de desarrcilo de la planta (remolacha
madura) y las condiciones ambientales de estrés del verano andaluz.
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= La acumulacion de prolina y glucosa, como respuesta a las situaciones de
estrés hidrico, se produce de forma destacada en la variedad Claudia. La variedad Ramona
presenta una mayor resistencia al estrés.
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LOS NIVELES DE ADENILATOS REFLEJAN LA MAYOR ACTIVIDAD
METABOLICA Y CAPACIDAD RESPIRATORIA DE LA REMOLACHA
OTONAL RESPECTO A LA PRIMAVERAL

Sofia Garcfa-Maurifo', Eduardo T. Jiménez', José A. Monreal’,Rodrigo Morillo-Velarde’,
Cristina Echevarria'

'Departamento de Biologia Vegetal y Ecologfa, Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla, Avenida
Reina Mercedes n° 6, 41012 Sevilla, Espafia.
’AIMCRA (Asociacién de Investigacion para la Mejora del Cultivo de la Remolacha Azucarera),
Delegacion Sur, C/Metalurgia n® 36, 41080 Sevilla, Espafa.

INTRODUCCION

LLa remolacha de siembra primaveral se cosecha a finales de otofo, cuando las
temperaturas estan en descenso y los fotoperiodos son progresivamente mas cortos.

| Tem peratura en descenso

Fotoparodo corte

Inicie dermicién
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A i Fotoperiodo largo -

Figura 1. Representacion de los factores ambientales existentes en el momento
de la cosecha de la remolacha de siembra otonal y de siembra primaveral.
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Temperaturas bajas vy fotoperiodos cortos son sefales ambientales que inducen el periodo
de dormicion que ocurre al final del primer ano de cultivo de esta especie bianual. Por
el contrario, la remolacha de siembra otonal se cosecha en pleno verano, cuando las
temperaturas son altas y los fotoperiodos largos. Por tanto, es de esperar que las plantas
sometidas a las dos variantes de cultivo se encuentren en estados metabdticos distintos
en el momento de ser cosechadas.

La dltima fase del metabolismo respiratorio de los carbohidratos esta asociada
a la sintesis de ATP en las mitocondrias. Si la demanda de ATP en la planta es alta, se
respiraran los carbohidratos fotosintetizados para satisfacerla, siempre que haya ADP
disponible para la sintesis de ATP. En general, una relacién ATP/ADP alta sugiere una
situacién de alta actividad metabdlica.

La variacién en el contenido de adenilatos en las raices de remolacha de siembra
primaveral ha sido descrita por Shugaev y Bukhov {(1997). El estadio pre-cosecha se
caracteriza por un alto nivel de ADP y una relacion ATP/ADP baja, es decir, una situacion
que concuerda con un estado de baja actividad metabdlica atribuible a un sistema
mitocondrial poco activo (Shugaev, 2001).

Por el contrario, no existe bibliografia referente al contenido de adenilatos de la
remolacha de siembra otofial, Presumiblemente, el distinto estado metabdlico en el que
se encuentran la remolacha de siembra primaveral y la de siembra otonal debe refigjarse
en diferentes niveles de adenilatos.

En este trabajo se han cuantificado adenilatos (ATP y ADP) en las raices de
remolacha para evaluar su estado metabdlico y para analizar si existe una relacion entre
dicho estado v las diferencias observadas entre la remolacha de siembra otofial v la de
siembra primaveral.

MATERIALES Y METODOS

» Material vegetal: Se han empleado variedades comerciales de remolacha
(Claudia, Ramona y Monatunno), que han sido cultivadas por AIMCRA en varias localidades
proximas a Sevilla. Se presentan los resultados correspondientes a las campanas
1999/2000, 2000/2001 y 2001/2002.

+ Preparacion de las muestras: Cada muestra estaba formada por secciones
delgadas de al menos tres raices distintas, obtenidas tras la liegada de las remolachas
al laboratorio e inmediatamente congeladas en nitrogeno liquido.

= Cuantificacion de adenilatos: Los adenilatos se extrajeron con HCIO, 0.6 M
(Bukhov et al., 1995). La cuantificacién de ATP se realizd en extractos neutralizados con
K,CO, 2 M usando un ensayo de bioluminiscencia de Sigma. En dicho ensayo, se produce
una sental luminosa que se detecta y cuantifica en un lumindmetro, y que es proporcional
a la concentracion de ATP en la muestra ensayada (Bukhov et al., 1995). De la misma
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manera, se determind la cantidad de ADP contenida en las muestras tras su conversion
enzimatica en ATP (Schultz et al., 1993). Todas |as determinaciones se han realizado
por triplicado y se presentan ias medias de los datos obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Fig. 2 se muestran los
resultados obtenidos en raices de siembra
otonal de cuatro ensayos de campo distintos,
durante la campana 1999/2000. ATP y ADP
mostraban una tendencia a disminuir en las
raices, con valores minimos en el periodo
de cosecha, y siempre con valores de ADP
inferiores a los de ATP, ocasionando una
relacion ATP/ADP relativamente alta. Estos
datos sugerian un estado de actividad
metabolica superior a la descrita para la
remolacha primaveral.

El patron general de las variaciones
de adenilatos en la remelacha de siembra
otonal se analiz6 durante la campana
2000/2001 durante todo el desarrollo de
remeclacha en ensaycs de campo (Fig. 3) y
cultivadas en paralelo en el invernadero de
la Facultad de Biclogia (Fig. 4). Se observé
un aumento inicial de ATP y ADP, seguido
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Figura 2. Contenido de ATP y ADP en raices
de remolacha de siembra otodal en la
campana 1999/2000. Cada punto es la
media+ES de ocho muestras distintas. Las
medias con fa misma letra no difieren de
forma significativa para P<0.05.

de un descenso de ADP que ocasiond un maximo en la relacién ATP/ADP (fase de
crecimiento exponencial y maxima actividad metabdlica); a continuacion, un descenso
gradual de ambos adenilatos, con uno o0 mas picos en la relacion ATP/ADP en la fase
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Figura 3. Contenido en ATP y ADF, y relacién ATP/ADP en raices de remolacha de siembra
otonal durante la campana 2000/2001. Cada punto es la media+ES de ocho muestras

distintas,
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final causados, presumiblemente, por aumentos puntuales de la actividad respiratoria
en respuesta a cambios ambientales. Este patron se ha repetido en las tres campanas
analizadas.

Durante la campana 20C1/2002, se cultivaron remolachas en siembra primaveral
y en siembra otofial, en la misma localidad, de manera que ambos cultivos estuviesen
expuestos a las mismas condiciones ambientales. En el momento de la cosecha, se
observa que el contenido en ATP y ADP (Fig. b y Fig. 6) era superior en las remolachas
en siembra primavera. EI ATP podria acumularse como consecuencia de una disminucion
de su uso, lo cual, unido a un aumente de ADP que no dispara la actividad mitocondrial
(que causaria su descenso), sugiere un estado general de baja actividad metabdlica.
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Figura 4. Contenido en ATP y ADP y relacion ATP/ADP en raices
de remolacha cultivada en invernadero durante la campana 2000/2001.
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figura 5. Contenjdo de ATP en raices de remolacha de siembra otoral
y de siembra primaveral en la campara 2001/2002. B. vulgaris cv.
Ramona se cultivd en la misma finca en siembra otonal (circufos negros)
y siembra primaveral (circulos rojos).
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Figura 6. Contenido de ADP en raices de remolacha de siembra
otonal y de siembra primaveral en la campana 2001/2002. B.
vulgaris cv. Ramona se cultivé en la misma finca en siembra
otonal (circulos negros) y siembra primaveral (circulos rojos).

Ademas, la relacion ATP/ADP (Fig. 7) era baja y estable, lo que contrasta con
la altamente variable observada en el caso de la remolacha de siembra otonal. En el caso
de la remolacha primaveral, la situacién correspondia a plantas iniciando el periodo de
dormicion al final del primer ano de cultivo. Por el contrario, los resultados obtenidos
para la remolacha otofal sugerfan un sistema funcional y activo.
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Figura 7. Contenido de ATP/ADP en raices de remolacha de siembra
otonal y de siembra primaveral en la campana 2001/2002. B. vuigaris
cv. Ramona se cultivo en la misma finca en siembra otofal (circulos
negros) y siembra primaveral {circulos rojos).
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Las condiciones climaticas en el momento de la cosecha fueron muy distintas
para ambos tipos de siembra. Cuando se cosecha la remolacha otonal (verano), las
condiciones climaticas (altas temperaturas y escasa o inexistente precipitacion) propician
gue las plantas se vean sometidas a estrés hidrico y térmico. Por el contrario, cuando
se cosecha la remolacha primaveral (finales de otono) es imprebable que se produzcan
dichas situaciones de estrés, Por tanto, es de esperar una diferente actividad metabdlica
asociada a las respuestas a estrés, en ambos tipos de siembra, En la Tabla 1 se muestra
que el contenido en glucosa y prolina era significativamente mayor en las raices de
siembra otofial que en las raices de siembra primaveral en el momenteo de la cosecha.
La prolina es un osmolito compatible que se ha asociado al ajuste osmético de las plantas
en las respuestas a estrés hidrico (Yeo, 1998). Por otro lado, en las respuestas al estrés
podria estar implicada una movilizacién de la sacarosa de reserva (por efemplo, para
sintetizar prolina u otros osmolitos compatibles), y acumularse glucosa en la raiz como
remanente. Como un factor mas del aumento de actividad metabélica que seria de esperar
en las respuestas a estrés, se muestra en la misma Tabla que |a tasa respiratoria en la
remolacha otonal era casi el doble de la correspondiente a la remolacha primaveral en
sus respectivas épocas de cosecha.

Tabla 1. Prolina, glucosa y tasa respiratoria en raices de remolacha de siembra otonal
y de siembra primaveral en el momento de la cosecha. La remolacha otonal se muestred
desde el 15 de Julio al 12 de Agosto, y la primaveral desde el 7 de Octubre hasta el 6
de Noviembre de 2002. Se muestran las medias = ES (n = 6).

Siembra otofial Siembra primaveral t test (n=6)

Prolina + . ; +
(umol gL pf) 4.79 + 0.17 1.79 * 0.14 P < 0.001
Glucesa n
(mg g‘l of) 0.69 T

Respiracion + + o
ol 0y m2 iy | 9033 = 643 52.00 T 5.82 P <0.001

0.16 0.30 T 0.15 P = 0.017

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos apoyan la hipotesis de |a existencia de diferencias en
el estado metabolico en ambos tipos de siembra. Dichas diferencias pueden estar
relacionadas tanto con el estado de desarrcllo de la planta (iniciando o no el pericdo de
dormicién) como con las respuestas a estrés (ver esquema presentado en la Fig. 8). El
estado metabdlico de la remolacha de siembra otonal (alta capacidad respiratoria y alta
actividad metabdlica) es totalmente distinto del de la de siembra primaveral (baja
capacidad respiratoria y baja actividad metabélica) en el momento de Ja cosecha. Esta
diferencia puede ser la base fisiologica que subyace en algunas de las diferencias que
se observan entre los cultivos de remolacha en siembra otofial y siembra primaveral.
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Figura 8. Representacion de los factores ambientales existentes y de la situacion metabélica
resuftante en el momento de la cosecha de la remolacha de siembra otonal y de siembra
primaveral.
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Reina Mercedes n® 6, 41012 Sevilla, Espana.

INTRODUCCION

De todos los nutrientes de las plantas, una aplicacion de nitrégeno en la mayoria
de las situaciones tiene los efectos mas espectaculares sobre el aspecto del cultivo
{Draycott y Christenson, 2003). En el cultivo de la remolacha azucarera, el nitrégeno no
solo determina el desarrollo del cultivo, sino que también actda sobre la produccién de
sacarosa y la calidad industrial. Cada uno de estos pardmetros poseen dptimos de
nitrégeno diferentes (Shock, C. C. et al, 2000).

Existen muchos estudios sobre el efecto del nitrégeno sobre el desarrollo de la
remolacha en siembra primaveral (Armstrong et al, 1986; Draycott, 1993; Draycott y
Christenson 2003; Shock C.C., 2000, etc.), pero estos estudios son casi inexistentes
cuando se trata de la modalidad de siembra otofnal. Aungue en principio la respuesta
al nitrégeno de las dos modalidades de siembra debiera ser fa misma, los factores
climaticos afectaran tanto a la demanda de nitrégeno como a la limitacién del crecimiento
(temperatura invernal, evapotranspiracion estival, etc.), y por o tanto a la eficiencia del
uso que del nitrogeno tenga el cultivo segin la zona de implantacién.

Es necesario un adecuado manejo de la fertilizacién nitrogenada para reducir
el impacto ambiental de las practicas agricolas asi como obtener un incremento de la
rentabilidad de la produccion.

Este estudio se ha realizado integrado en el proyecto FEDER-1FD97-0893-C3-01.
MATERIAL Y METODOS

Se han realizado ensayos durante 3 anos (2000-2001, 2001-2002 y 2002-
2003), en 3 fincas diferentes de la provincia de Sevilla.
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Los datos concretos de esios ensayos se muestran en la Tabla 1.

Los ensayos se dispusieron en bloques completos al azar con al menos 4
repeticiones.

Las muestras para seguimiento evolutivo a lo largo del ciclo fueron tomadas de
3 repeticiones y para analisis de recoleccién se tomaron de todas las repeticiones existentes.
La metodologia empleada para la determinacion de los pardmetros fue la misma todos
los arios.

Para el estudio de la evolucién de los diferentes parametros se tomaron muestras
quincenales de las plantas existentes en 1 metro lineal {0.5m?).

La determinacion del contenido de nitratos de las muestras se realizaron sobre
materia seca por el método descrito por Lopez Rita (1990).

Ef contenido de nitrégeno total se determiné con un micro-Kjeldahl sobre materia
seca.

El contenido de nitratos en jugo de peciolos se determiné con NITRACHEK 404,
aplicandose la correccion correspondiente para obtener los resultados sobre materia seca.

Para la determinacién de los resultados de recoleccion se tomaron 6 m2 de
superficie.

Tabla 1.
* Dosis Recomendada de WNitrégeno en U. F. segun propuesta de AIMCRA

** DR: Dosis Recomendada; DR+300: Dosis recomendada mas 300 U.F; SA: Sin aporte
de nitrégeno; DR/2: la mitad de la dosis recomendada.

La Caridad | Alcala del Rio 2001 150 DR, DR+30 6
La Caridad | Alcala del Rio 2002 180 SA, DR, DR+30 4
La Reunién )

.| Guillena 2002 150 SA, DR, DR+300 4
de S.Andrés.
El Cerro Carmona 2003 180 SA, DR, DR2 4

Los datos obtenidos fueron analizados en el paquete estadistico SPSS v8.0. con
analisis de la varianza (ANOVA) y andlisis de regresion. Todos los coeficientes r2 que se
muestran corresponden a valores ajustados.
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RESULTADOS Y DISCUSION GrirrmIMMndefqdeerotuﬂdndelacanﬂdad

Antes de poder hablar del efecto del = B
nitrégeno sobre el desarrollo de la remolacha $ sw Esi
de siembre otofial es importante conocer cudl 3 - /
ha sido la disponibilidad de nitrégeno que ha  §
tenido ! cultivo. B
La cantidad de nitrégeno que =z
incorpora la remolacha de siembra otonal E’M

sigue una curva como la que se muestra en
el grafico 1 con un aumento progresivo hasta gb—e

alcanzar su maximo a partir de Mayo-Junio s S SR R I S
(AIMCRA 2002, 2003 y 2004).

Como se observa en la Tabla 2, existe una discrepancia entre el nitrogeno
aportado vy el nitrégeno encontrado en el cultivo.

Como se observa en dicha tabla, la cantidad de nitrégeno maximo encontrado
posee cierta correspondencia con |a finca y el ano. Por ejemplo, se puede observar como
el ensayo de La Caridad realizado en el ano 2001-2002 muestra los valores mas altos
de extraccién de nitrégeno. Este hecho se pudo observar en campo, donde no existié
diferencia visual entre tratamientos {atn siquiera con el tratamiento donde no se aporié
nada de nitrégeno). Debido a esta falta de correspondencia entre ef nitrégeno aportado
y el encontrado, tomamos la extraccion maxima de nitrégeno mostrada en Mayo-Junio
como estimador de la disponibilidad de nitrégeno {nitrégeno que va ha ser capaz de
tomar el cultivo) que ha tenido el cultivo,

Tabla 2.
Relacién entre el nitrogeno aportado y la cantidad maxima de nitrdgeno encontrada
en el cultivo en los meses de Mayo-Junio, ordenados de menor a mayor segiin este ltimo
parametro. (EC: El Cerro; LC: La Caridad; LR: La Reunitn de San Andrés. *: kg de N/ha)

| 2003 EC SIN APORTE 0 200 | 1

2001 LC DR 150 | 223 1

2003 EC DR/2 90 250 1

2002 LR SIN APORTE 0 259

2002 0 2

2023 Eg hi gz iZo ; g: 2

I -

o001 | Le DR+300 450 316 1 P)

2002 LC SIN APORTE 0 420

2002 R DR +300 450 455 3
| 2002 LC DR 180 519 s

2002 LC DR+300 480 569 3

Esta determinacién de la disponibilidad de nitrogeno para el cultivo nos permite
agrupar los diferentes tratamientos seglin este parametro. Hemos reunido los tratamientos
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en 3 grupos segdn la tabla 2: Los 3
menores valores {G-1), los 3 intermedios
(G-2) y los 3 mayores (G-3). Hemos
promediado sus valores para evitar la
correspondiente variabilidad entre fincas
y anos, y los hemos comparado entre
si. Para el estudio de la evolucién a lo
largo del ciclo, las medias se han realizado
guincenalmente.

En el gréfico 2 se muestra la cantidad
de nitrdgeno observada en el cultivo en
los diferentes grupos. Como se observa
estos grupos siguen la curva caracteristica
mostrada en el Gréfico 1. En los 3 casos
existe un incremento lineal hasta Mayo.
Desde esta fecha practicamente no existe
un aumento del contenido en nitrégeno
del cultivo en ninguno de los 3 grupos.
Tanto el incremento como el nivel final
alcanzado es dependiente de la
disponibilidad de nitrdgeno que ha poseido
el cultivo. La media del valor maximo
alcanzado en Mayo-Junio para el grupo
1 es de 217 kg N/ha, para el grupo 2 es
de 300 kg N/ha y para el grupo 3 es de
515 kg N/ha. Observando el grafico
podemas ver que a la salida del invierno
(Febrero) los 3 grupos poseen la misma
cantidad de nitrégeno, no existiendo
diferencia entre ellos. Es decir, que una
mayor disponibilidad de nitrégeno no implica
una mayor captacion en fas primeras fases
del cultivo, A partir de Marzo, cuando existe
un intenso crecimiento vegetativo, la
captacion de nitrdgeno por parte det cultivo
se ve potenciada por la disponibilidad de
dicho nitrdgeno. En Mayo se alcanza el
maximo desarrolio foliar al tiempo que las
condiciones ambientales se hacen mas
duras para la planta. Es a partir de este
momento cuando deja de aumentar |a
cantidad de nitrégeno del cultivo
manteniéndose estable hasta el final del
ciclo estudiado.
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La tasa de aparicion
de nitrogeno en el cultivo
(grafico 3) muestra diferencias
seglin el grupo al que hagamos 1407

Gréfico 4. Relacion porcentual entre el nitrbgen encontrado
 en el cultivo y el maximo encontrado en Mayo-Junio
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referencia. Durante casitodo | I
el ciclo, y principalmente G2 . |
durante el periodc de 190 G3 L L

crecimiento vegetativo, el grupo g |
3 presenta tasas superiores al
resto, mostrando valores 697
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tratamientos muestran un pico maximo en Abril con valores de aproximadamente 4 kg
N ha! dia! para el tratamiento 2 y de 2,5 kg N ha! dia? para el tratamiento 1.

. 40 Z
haél S'a;" ‘;” !\Aj‘rz? y e:g(?l 5 2OW 47 | Y=B.60+106 211 (1 +erp(--90,620)/27,023)
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de los grupos 1 y 2 se § E 28 g4 48 F5 5288 8
encuentran alrededor de 2 kg S g ¢ & g g 4P EE L3

Aungue, como hemos visto, la tasa de incorporacion de nitrégeno del cultivo
{en kg N hat dia) es diferente seglin el grupo, si representamos el contenido de nitrogeno
del cultivo en porcentaje sobre el contenido final, observamos que los tres grupos se
ajustan a ta misma curva (grafico 4). Esto parece significar que la tasa de incorporacion
es proporcional al contenido final y por lo tanto proporcional a la disponibilidad de
nitrégeno. Es decir, demuestra la alta afinidad y capacidad de absorcion de la remolacha
para e! nitrégeno (Marschner, H, 1995).

Otra forma de interpretar este hecho pasa por la idea de gue conociendo la
cantidad de nitrégeno que posee el cuitivo en un momento dado, seria posible estimar

la cantidad final que incorporara. Gréfico 5_ Emﬂm de Ia produccion foliar de.
los diferentes
DESARROLLO FOLIAR
|- G2 l
Un |
a mayor G3 !
disponibilidad de nitrégenc ] |
implica un mayor desarrollo 2 * v T g |
foliar (grafico 5). Esto es de ;| ]
hecho una de las mayores _ LN
diferencias existentes en el 401 o A~
desarrollo producido por el Vi 'l
s L 20 o A
nitrégeno. Aunque inicialmente, o L
en Febrero cuando el cultivo 0 . I —
esta poco desarrollado, no se 3 § & (- ‘E ;; g 2 5 2 8 B
observan diferencias [ S R B L Nt R

Media + Error Estandar
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significativas entre grupos, en
algo mas de 20 dias el grupo
3 muestra una clara
diferenciacion respecto a los otros
2 grupos, mostrando el grupo

. 3 S i 2 valores intermedios 15 dias

= Ajuste 1% después.
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Medla + Error Estandar disponible la podemos observar

en el grafico 6. En este grafico

se representa la produccién foliar de los diferentes grupos frente al nitrégeno incorporado

por el cultivo. Como se observa esta relacion se ajusta a una curva de tipo sigmoidal con
un r'aj=0.973 para los 3 grupos,

La dependencia del nitrégeno que posee el desarrollo foliar es casi lineal hasta los
250-300 kg N/ha incorporados. Por otra parte, esta curva presenta un desarrollo foliar mayor
del 90% sobre el final, con 350 U.F. incorporadas. Debido a que consideramos que la
limitacidn del crecimiento foliar que se da en Mayo-Junio (al menos en los grupos con mayor
disponibilidad de nitrégeno) proviene de las condiciones climaticas existentes en nuestra
zona, es posible que en otras zonas varie el desarrollo foliar méximo debido al nitrégeno.

El papel de las hojas como sumidero de nitrégeno se observa claramente en el
grafico 7. Al comienzo del ciclo estudiado el 90% del nitrogeno que posee la planta se
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encuentra en las hojas. Este
porcentaje decae paulatinamente
hasta el final del ciclo. Inicialmente
esta caida es suave, estando hasta
Junio por encima det 60%. En los
meses estivales el descenso de
nitrégeno porcentual de las hojas se
reduce mas rapidamente hasta
alcanzar el 20% del nitrégeno de la
planta en Agosto.

Este efecto del nitrégeno
sobre el desarrollo foliar se ve
reflejado tanto en el grado de
cubricion del terreno (Cobertura)
como en el LAl (Indice de Area
Foliar).

Respecto a la evolucion de
la cobertura (grafico 8) observamos
como durante todo el ciclo el grupo
1 mantiene niveles de cobertura
inferiores al resto, alcanzando valores
superiores al 90% sdlo durante 1
mes. En cambio, no existen
diferencias significativas entre los
grupos 2 y 3. Como el desarrollo
foliar debe ir encaminado a obtener
la mas rapida y continua cobertura
del terreno para obtener la mayor
captacién de radiacion solar posible,
podemos suponer que el grupo 1
ha poseido mermas en el desarrollo,
mientras que el grupo 2 atn teniendo
menos nitrégeno que el grupo 3, no
ha demostrado menores
posibilidades de crecimiento
potencial. Este hecho io podremos
comprobar mas adelante.

Para comprobar cual es la
cantidad de nitrdgeno que optimiza
el desarrollo foliar respecto a la
cobertura, representamos la
cobertura frente al nitrdgeno
incorporado por el cultivo {grafico
9). Para los 3 grupos este

Grafico 8. Evolucitn de la cobertura de los diferentes
grupas realizados, hasta Mayo inclusive
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Grafico 9. Relacitn entre la cobertura y fa cantidad de
nitrogeno encontracio en ef cultivo, hasta Mayo inclusive
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Grafico 11, Refzcion entre el LAl y Ia cantidad de
nitrogeno encontrada en el cuftivo, has!a Mayo inclusive
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Grafico 13, Evolucitn de la relacicn pordentual def peso def peciolo
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comportamiento se ajusta a una
curva con un r’ajustade=0.944,
Como se observa, se obtiene el 90%
de cubricion con 200 kg N/ha,
mientras que incorporaciones
superiores a 250 kg N/ha no aportan
mejora en el grado de cubricion del
terreno.

De igual forma se ha
representado el LAl mostrade por
fos diferentes grupos frente al
nitrégeno incorporado (graficos 10
y 11). Lo primero que se observa
es que el grupo 3 ha mostrado
niveles de LAl de hasta 8 (superior
a 4 a partir de primeros de Marzo),
el grupo 2 de hasta 6 (superior a
4 a primeros de Abril), v el grupo
1 muestra niveles maximos de LAl
de aproximadamente 5 {(alcanzado
solo en Mayoe-Junio).

De igual forma que la
cobertura, el LAl muestra una
relacién matematica estrecha
(r*ajustado=0.937) respecto al
nitrégeno incorporado. Draycott
(1993) considera que un LAl éptimo
para la temolacha se encuentra entre
4y B, En las condiciones ensayadas
estos valores lo encontramos entre
150 y 200 kg N/ha incorporados,
por lo que esta seria la incorporacién
minima reguerida por el cultivo para
alcanzar dicho LAl

Un aumento en la
disponibilidad de nitrégeno implica
un incremento en el tamano de las
hojas individuales, un incremento
del tamano del peciolo respecto al
limbo, pero no en el nimero de hojas
producidas (gréaficos 12, 13y 14).
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CONCENTRACION DE
NITROGENO EN TEJIDOS

En general, el
contenido de nitrogeno en los
tejides es superior cuanto mas
disponibilidad de nitrégeno ha
tenido la planta, como se puede
observar en los graficos 15,16
17.

La remolacha es una
planta c¢on un alto
comportamiente nitrofilico (con
gran avidez por el nitrégeno).
Esta planta acumula nitratos de
reserva principalmente en
vacuolas existentes en el peciolo.

El contenide de nitratos
en jugo de peciolos posee un
comportamiento muy
caracteristico en la remolacha
azucarera en siembra otonal
{memorias AIMCRA 2002,
2003, 2004). La concentracion
en peciolos crece desde
nascencia hasta Febrero o Marzo
donde muestra un pico maximo.
Posteriormente esta
concentracion decrece hasta que
en recolecciéon se suelen
encontrar los niveles minimes.
En el grafico 18 se muestra la
evolucion del contenido de
N(NO3) sobre materia seca
tomada en el juge de peciolos
de los 3 grupos. Como se
observa la concentracion de
N(NO3) en peciolos es
correspondiente con la
disponibilidad de nitrégeno a lo
largo de todo el ciclo. Mayor
disponibilidad implica una mayor
concentracion.

N Total (% sobre materia seca)

N Total (% sobre materia seca)

n® hojas por planta

Grafico 14. Evelucién del nimero de hojas
planta de los diferentes grupos realizados

| G-1
354
W G2 i a
304
63 || = -
25 m-u \
I ]
20 3 -
» \
15 . \ v
¥ T
10 |
5 |
’ 3 5 & R R R
§ 8§ 8 F E £ 5 2 5 5 2 8% %
- — =] - - o =1 & o [+ = & o
~ = N =1 & < ~N ~
Media + Error Estandar
Grafico 15. Evolucion de la concentracion
de nitrogeno total en limbos
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Grafico 16. Evelucion de Ia concentracion
de nilrégeno fotal en peciolos
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Grafico 17. Eﬂucﬁﬂ de fa concentracion de

eno tofal en raiz
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Diferentes autores
(Analogides, 1988, Draycott, 1993;
Draycott y Christenson, 2003, etc.)
describen la posible utilidad de la
concentracion de N(NO3) en
peciolos como herramienta para un
buen manejo del nitrégeno en el
cultivo de la remolacha azucarera.
Ahora bien, esta utilidad se ve
mermada por la dificultad de definir
la relacion entre el N(NO3) en
peciolo y los parametros de
produccion y calidad obtenidos en
recoleccion. Para intentar dar algo
de luz a esta relacion hemos tomado
todas las determinaciones evolutivas
realizadas en AIMCRA en los 3
Gltimos afios y las hemos
relacionado con los resultados finales
en recoleccidon de Julio. Para ello
se han tomado estas
determinaciones (36 en total), se
han ordenado en orden decreciente
segln el pardmetro a estudiar, y se
han tomado dos grupos de 10 con
medias quincenales. Estos dos
grupos estan compuestos por los
10 resultados mas bajos y por los
10 resultados mas altos. Los
parametros a estudiar han sido:
Produccion, Polarizacion, |EA (Indice
Econdémico del Agricultor) y VTIR
(Valor Tecnoldgico e Industrial de
la Remolacha).

Los resultados se muestran
en los graficos 19, 20, 21y 22.
Como se observa no existe una clara
diferencia entre las mayores y las
menores producciones respecto a
la evolucion del N(NO3),
especialmente en las dltimas fases
del desarrollo, Esto puede ser debido
a que en ios dos casos las
producciones son bastante altas (86
y 118 t/ha), por lo que faltarian
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tratamientos con bajas
producciones para observar
diferencias respecto a este
parametro. Si observamos la
evolucion del N{NO3) respecto
a los grupos formados por las
mas altas y mas bajas

polarizaciones, podemaos ver que ] .

hasta Marzo no existen diferencias g % JEEANE |

entre estos dos grupos. A partir i ]

de aqui los tratamientos con mejor i T N

polarizacion (17.3) evolucionan ey IR

de forma inferior a los de menor el il g
polarizacion (13.5). Observamos 1 .
que los tratamientos con D‘{ EBEEEN; I EEER
polarizacién mas alta poseen g 2 2 & & o s £ = 8 & &

valores jnferiores a 4000 ppm a
partir de mediados de Abril y
alrededor de 2000 ppm desde finales de Mayo. El grupo con menor polarizacién no baja
de 4000 ppm de N{(NO3). El IEA muestra diferencias significativas desde Marzo,
presentando 'os menores contenidos en N(NO3) el grupo de mayor |EA final (108 respecto
a 77 del otro grupo). Los mejores resultados se han obtenido con valores inferiores a
2000 ppm a partir de Junio. La mayor diferencia entre las evoluciones se muestran
cuando los tratamientos son agrupados respecto al VTIR. En este caso las diferencias
se marcan desde el comienzo de los analisis, siendo muy superiores en el caso de los
tratamientos cuya media final es de 75 frente a los tratamientos cuya media es de 87.
Se puede observar como el mejor VTIR se ha conseguido con valores cercancs o inferiores
a 2000 ppm desde mediados de Abril.
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Lo anteriormente
expuesto nos permite decir que
para obtener mejores
polarizaciones, IEA y VTIR, Ia
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DESARROLLO DE LA RAiz

El desarrollo de
la raiz suele estar ligado al
desarrollo foliar, especialmente
durante la fase de desarrolio
vegetativo. Ahora bien, esta
relacion varia con dependencia
de la cantidad de nitrégeno
disponible para el cultivo. En e
grafico 23 se muestra la evolucidn
del Indice de Cosecha (IC) de los
diferentes grupos realizados. El
IC viene definido como la relacion
porcentual entre le elemento
cosechable (en nuestro caso la
raiz) y el total de biomasa
producida. Como se observa
durante casi todo el ciclo
estudiado el IC del grupo 1 es
superior al resto, igualandose al
final con el grupo 2. Los grupos
2 y 3 mantienen similar IC
durante el periodo vegetativo
(hasta Mayo}, mostrando mayor
crecimiento el grupo 2 desde esta
fecha. Al final del periodo, el IC
de los 3 grupos muestra una
tendencia a la estabilizacion, con
valores diferentes segin el grupo,
74% para G-3 y alrededor de
85% para los otros dos grupos.

Esta diferencia entre los grupos es posiblemente debida a que una mayor disponibilidad
de nitrogeno promueve un mantenimiento del desarrollo vegetativo con un mayor desarrollo
foliar y un mayor reparto de asimilados hacia la parte aérea (Scoft, R.K. y Jaggard, K.W.
1993; Gastal, k. y Lemaire, G., 1997).

Aunque el balance entre parte aérea y raiz sea menor debido a una mayor
disponibilidad de nitrégeno por parte del cultivo, el nitrdgeno promueve el crecimiento
general de la planta, y es por esto por 1o que la produccion de rafz (grafico 24) del G-3
es superior durante casi todo el ciclo, a produccion del G-1 es inferior y 1a de G-2 posea
valores intermedios. El grupo 1 presenta su maximo de produccidn a partir de principios
de Junio, no aumentando sustancialmente dicha produccion a partir de aqui. El grupo
3 presenta este maximo e incluso decrementa desde finales de Junio, mientras que el
grupo 2 mantiene un crecimiento continuado hasta el final del ciclo estudiado.
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t/ ha

Los resultados obtenidos en recoleccion corresponden a lo observado en
la evolucién, con mayores producciones de G-3 en Junic (aungue sin diferencia
significativa) y con mayores producciones de G-2 en Julio (esta vez con diferencia
significativa frente a G-1).

Durante la fase vegetativa, la polarizacién (grafico 25) evoluciona de forma
inversa a la disponibilidad de nitrogeno, de tal forma que las mayores polatizaciones
las presenta G-1 y las menores las presenta G-3. Ya en Junio, las polarizaciones
de G-1 y G-2 se hacen similares, siendo inferiores las de G-3. Esto mismo ocurre
en las recolecciones de Junio y Julio donde el grupo 3 posee algo méas de 1° Pol
{% de sacarosa sobre peso fresco de la raiz) de diferencia.

Grifico 24. Evolucién de la produccion de
raiz a fo fargo del ciclo de los tres grupos
realizados y resultados de recoleccion de
Junio y Julio. Media & Error Estanda

Grafico 25. Evolucion de la polanzacion a fo fargo def
citio de Ios tres grupos realizados y resultados de
recolecion de Junio y Julio, Med:a{ Eiror Estdndar
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Uno de los elementos que mas es
afectado por la nutricidn nitrogenada en
la composicién de la raiz es el nitrogeno
c-amino (grafico 26). Como se observa
G2 en el gréfico 26 existe una clara diferencia
63 entre los 3 tratamientos, tanto al comienzo
del estudio (donde G-3 y G-2 son

4l : , superiores a G-1), como al final, donde

G-3 evoluciona con valores muy superiores

2 : ' al resto, y G-2 y G-1 muestran clara

14 diferencia entre si. Los resultados en

recoleccién vuelven a confirmar este

¥ £ 5 85 5 _E T 5 5§ 3 s o . X .

s $ EE38E 2 23 L comportamiento, con clara diferencia

- < ki A o ~ — i ‘o .

i ~ significativa entre los grupos.
RECOQLECCYON {#ud £ D. Est)

2469£0.99  3,383£1.22 Respecto al potasio (gréﬁco 27),

k)

3.143%1.35 3.999+1.54

s1gbssas  7.0sbes o8 parece existir cierta diferencia durante

las primeras fases de desarrollo del G-3
que presenta valores superiores. A partir de Mayo, existe una tendencia inversa a la
cantidad méaxima de nitrdgeno encontrada en el cuttivo, con valores superiores en G-1
e inferiores en G-3. En recoleccion no existen diferencias significativas entre tratamientos,
pero las medias parecen mostrar esta tendencia, especialmente en la recoleccion de
Junio.

El sodio (gréfico 28) muestra un comportamiento similar al nitrdgeno a-amino,
es decir presenta mayor valor a mayor disponibilidad de nitrégeno por parte de la planta.
En recoleccion, v a diferencia del nitrégeno a-amino, no existen diferencias significativas
entre los grupos 1 y 2, aunque las medias si muestran esa tendencia.

La evolucidn de los azlicares reductores (grafico 29) del grupo 1y 2 es similar a lo
largo de todo el ciclo estudiado, mientras que el G-3 muestra valores superiores desde Mayo
hasta Julio, En recoleccion, las medias muestran esta tendencia aunque sin diferencias
significativas.

Los parametros de raiz anteriormente estudiados (Produccién, polarizacion y
elementos melacigenos: nitrégeno o-amino, potasio, sodio y azlcares reductores)
representan aquellos parametros con significacion econdmica, tanto para el agricultor
como para la industria azucarera. Estos parametros econdmicos se pueden reunir en dos:
IEA y VTIR. Los resultados de estos dos parametros se muestran en la Tabla 3.

Los mejores resultados econdémicos para el agricultor los presenta el grupo 2
tanto en la recoleccion de Junio como en la realizada en Julio, mostrando diferencia
significativa con G-3 en Junio y con los dos grupos en Julio. Aunque los valores de IEA
de los grupos 1 y 3 son inferiores al de G-2, el motiva es posiblemente diferente. En el
caso del grupo 1 parece haber existido una cierta carencia de nitrogeno lo que no le
permitid un desarrollo vegetativo optimo, y por lo que ha visto mermada
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Tabla 3
JUNIO JULIO JUNIO JuLIO
66.6"+27.6 78.1°+30.8 84.7°+3.1 81.4°+3.6
74.0°+19.6 96.0°+24.4 83.2°+4.2 79.9°+4.0
46.9°+19.2 68.4°+24.0 79.5°+3.7 71.9°4+6.6

TEST LSD con P<0,05. Diferentes letras representan diferencias significativas.

su produccién de raiz. En el caso del grupo 3 es el excese de nitrégeno lo que ha
mantenido demasiado tiempo este desarrolio vegetativo, no permitiendo la acumulacion
de sacarosa en la raiz.

La calidad industrial (VTIR) se ve claramente afectada por un exceso de nitrogeno
disponible {G-3) debido sobre tode a la acumulacién de nitrogeno a-amine vy sodio vy a
la menor polarizacién presentada.

En el grafico 30 se puede observar la correspondencia entre el VTIR y el nitrdgeno
incorporado. Inicialmente el valor del VTIR se incrementa debido principalmente al
incremento de la polarizacién. Es por ello que existen grandes diferencias entre los 3
grupecs. Los mayores niveles de VTIR se alcanzan con incorporaciones entre 200 y 250
kg N/ha (estando el optimo en 220 kg N/ha), existiendo una caida de este parametro a
medida que la planta incorpora mas nitrégenoc.

Gréﬂl:a 25. Evolucin de la concentracidn de
azicares reductores a lo rargn del ciclo de los
tres .grupus realizadaos y i

{ JiiliD,
Medmd'gf.rm Esfand:

Grifico 30. Relacion entre el VTIR y Ia caniidad
de nitrégeno enconirada en el culfivo.
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CONCLUSIONES

En nuestras condiciones experimentales no existe correspondencia entre el
nitrégeno aplicado y el encontrado en el cultivo.

El nitrégeno estimula el desarrollo vegetativo, con mayor produccion foliar, mayor
tamano de las hojas, mayor proporcion de peciolos y menor indice de cosecha.

Una aplicacién inadecuada de nitrégeno (tanto por exceso como por defecto)
reduce los parametros econdémicos tanto por la reduccion de |[EA como por la reduccion
de la capacidad de extraccién de la sacarosa (este Ultimo caso se produce por una
aplicacion excesiva).
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ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA EN RELACION CON LA
NUTRICION NITROGENADA Y EL REGIMEN DE RIEGO EN PLANTAS
DE REMOLACHA AZUCARERA (Beta vulgaris L.) DE SIEMBRA
OTONAL

Rocio Caballero-Valcarce, Lourdes Carmona, /ingel de la Torre, Alfonso de Cires

Dpto. Biologia Vegetal y Ecologia (Fisiologia Vegetal).Universidad de Sevilla. Apdo. 1095,
41080- Sevilla.

INTRODUCCION

El nitrogeno es el elemento mas importante de los suministrados como
fertilizante al cultivo de remolacha debido a que se requiere en cantidades que muy
pocos suelos contienen en formas inmediatamente disponibles para la planta. La
adicién de nitrégeno al suelo tiene efectos rapidos y muy notables en la apariencia
del cultivo, con aumentos en el crecimiento, color y vigor de la cobertura foliar, que
inevitablemente el agricultor asocia a una mayor capacidad de produccion del mismo.
Esto conduce frecuentemente a la fertilizacién en exceso, aun estando bien establecido
que superadas las dosis dptimas los efectos sobre el rendimiento final son negativos
y que dan lugar a pérdidas econdmicas considerables.

Por otra parte, la utilizacién racional de los medios de produccion en agricultura
adquiere cada dfa mas importancia, sobre todo en lo que se refiere al uso del agua
y de fertilizantes nitrogenados. La polucién por nitrato de cursos de agua y acuiferos
subterraneos esta llegando a ser muy grave y se hace necesaria la limitacion en el
aporte de nitrégeno como fertilizante. En este sentido, ya se han identificado en
nuestra region cultivos y zonas de actuacién preferente entre los que se encuentra
concretamente el de remolacha en la areas Valle del Guadalquivir-Sevilla, Valie del
Guadalquivir-Cordoba-Jaén vy Litoral Atlantico (Orden Conjunta de las Consejerias de
Medio Ambiente y Agricultura y Pesca de 27 de Junio de 2001).

Actualmente, son abundantes las formas de nitrégeno que el agricultor
dispone para la fertilizacidn de sus cultivos. El nitrégeno presente en los fertilizantes
se puede encontrar en forma de sales amoniacales (NH4*), sales de nitrato (NO3 )
o en forma de amidas (-NHz). Aunque tas plantas pueden absorber por sus raices
amonio © nitrato, las condiciones edaficas, climaticas y de manejo agronémico facilitan
la accién de la flora microbiana del suelo, que transforma cualquiera de las formas
de nitrégeno utilizadas en el i6n nitrato (NQO3), siendo éste el mayoritariamente

utilizado por las plantas.
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Desde los primeros trabajos en remolacha azucarera de Ulrich (1950) en la
Universidad de California, la determinacion de los niveles de nitrato en hoja y peciolo,
junto con el analisis de nitrégeno disponible en el suelo se ha revelado como una
eficaz herramienta para la determinacion de las necesidades nitrogenadas del cultivo.
En este sentido, el establecimiento de una correlacion entre las dosis y formas de
nitrégeno aportadas al cultivo, la cantidad de nitrato presente en los tejidos vegetales
y el rendimiento de 1a cosecha, resulta de gran utilidad a 'a hora de suministrar
adecuadamente dichos fertilizantes, evitando aumentos de los costes de produccion
y/o problemas medioambientales (Baker et al,, 1972; Elliot et al., 1987, Scaife et
al., 1983). Sin embargo, no siempre se ha podido establecer una correlacion clara
entre el contenido en nitrato y la calidad de la cosecha (Marchner, 1995), El nitrato
constituye el primer sustrato de la ruta de asimilacion de nitrégeno inorganico hasta
el nivel de aminoacido (nitrégeno orgénico). Por otro lado, la gran mayoria de autores
coinciden en el papel regulador que ejerce el enzima nitrato reductasa (NR, NADH:
nitrato oxidorreductasa, EC. 1.6.6.1), primero que actia en la ruta y paso limitante
del proceso (Beevers y Hageman, 1980; Champigny, 1995), La relacién entre
actividad NR y nutricién nitrogenada ha sido tratada en la literatura (Santos et al.,
1992; Stohr, 1999). Estos estudios ponen claramente de manifiesto que la actividad
NR esta influenciada por la cantidad y tipo de fuente de nitrégeno disponible para
la planta. Por tanto, seria interesante estudiar esta relacion en la remolacha de
siembra otonal con el objeto de establecer su utilidad como parametro indicador del
estado de nutricién del cultivo,

Por otro lado, el déficit hidrico en el cultivo de la remolacha, ademas de
provocar una disminucién de la produccion (peso de raiz), contribuye a la acurmulacion
de compuestos organicos de nitrdgenc en la raiz (disminucién de la pureza del jugo).
Entre estos dltimos se encuentran, fundamentalmente, aminoécidos y derivados, que
actiian como osmotrreguladores compatibles (prolina, prolina-betaina, glicina-betaina,
etc.), sintetizados como respuesta al estrés hidrico. Estos compuestos, que se sintetizan
en la hoja, se transportan a la ralz acumuladora disminuyendo el potencial hidrico
y aumentado su capacidad de absorber agua del suelo. La demanda metabdlica de
estos compuestas podria influir sobre la capacidad de reduccion de nitrato de la
planta y/o sobre la desviacion del nitrdgeno asimilado hacia la sintesis de estos
aminoacidos vy derivados.

MATERIALES Y METODOS

* Material vegetal: Toma y preparacién de muestras de campo. Para cada
una de las cendiciones experimentales, y durante todo el periodo de cultivo en las
diferentes campafias, se tomaron tres plantas diferentes, sanas y del mismo aspecto
(Tabor et al., 1984). Tras su traslado en hielo carbdnico al laboratorio, se lavaron
abundantemente con agua destilada, se secaron y se recogieron en una Unica muestra
homogénea todas las hojas y peciolos, que se congelaron inmediatamente en N»
liquido. Posteriormente, 1as muestras se conservaron en congelador a =35 °C. Se
anotaron las condiciones climaticas y practica de cultivo aplicada en cada caso
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(Informes-memorias AIMCRA, 2000, 2001 y 2002).

* Cultivo de plantas en condiciones controladas de crecimiento: Se utilizaron
plantas de 60 dias de la var. Claudia. La germinacion de las semilias y crecimiento
de las plantas se realizd en una camara de cultivo en condiciones controladas (12
h luz: RFA de entre 350-400 umof de fotones/m? s a 25 °C y 60% HR; 12 h de
oscuridad a 20 °C y 70% HR). Durante la germinacion, los cultivos se regaron
diariamente con agua destilada, y posteriormente, se traspasaron a cultivos hidropénicos
con las soluciones nutritivas correspondientes. En los experimentos de disponibilidad
de nitrato en el medio se utilizé una solucién nutritiva tipo nitrato (Hewitt, 1966),
modificando la concentracién final de nitrato segln el tratamiento. En los experimentos
de estrés hidrico, se utilizé una solucion nutritiva con una concentracién de 15 mM
nitrato. El estrés hidrico se indujo mediante la disolucion de polietilenglicol-6000 en
el medio de cultivo hasta conseguir unos potenciales osméticos en las mismas de
0, -0,15, -0,25 y -0,50 MPa. Para cada una de las condiciones experimentales se
tomaron varias muestras de hoja, peciolo y raiz y se congelaron rapidamente en N
liguido hasta su procesamiento.

» Determinacion de la actividad NR: la actividad NR se determiné como
produccién de nitrito a partir de nitrato. Las muestras se homogeneizaron en Na
lfquido y se extrajeron rapidamente en relacién 3/20 (p/v) en Hepes-KOH, 50mM,
pH 7,6, conteniendo alblimina sérica bovina (BSA), 0,5%, KPQ.H2-KPOsH, pH 7.6,
10 mM Y leupeptina, 5uM (de Cires et al., 1993a, b). El nitrito formado se determind
colorimétricamente (Hageman y Reed, 1980). Los datos corresponden a la actividad
NR durante los primeros 5 minutos del ensayo, corregidos para expresarlos sobre
materia seca.

* Determinacion del nitrato: el nitrato se extrajo seglin Wallinga et al., 1995,
utilizando tampdén Hepes-KOH, 5 mM, pH 7.6, en relacion 1/25 (p/v). La concentracion
de nitrato se determind refrectométricamente con varillas reactivas mediante Nitrachek
404 (Schaefer., 1986). Los datos se corrigieron para expresarlos scbre materia seca.

* Determinacion del contenido hidrico relativo (CHR): se utilizaron discos
foliares de 2 cm? de superficie. En cada disco se determind el peso fresco (PF), peso
a maxima turgencia (PT, discos sumergidos en agua destilada durante 7 horas en
iluminacion a 100 umol fotones/m? s) y peso seco (PS; muestras secadas a 70 °C
hasta peso constante). Ei CHR se definio segln Ghoulam et al., 2002, como: CHR(%)
= [(PF - PS)/(PT-PS)] x 100

¢ Determinacion del contenido en Prolina: se tomaron muestras de 0,5 g
de hojas o rajz. Se homogenizaron con 10 ml de &cido sulfosalicilico acuoso al 3%
(p/v). El extracto obtenido se tratd segln Bates et al., 1973.

* Tratamiento estadistico de los datos: para analizar los resultados y su

nivel de significacion, éstos se han obtenido como la media aritmética (X) *el error
estandar (ES) de, al menos, tres determinaciones independientes. La significacién
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se ha establecido aplicando el test "t de Student" con un nivel minimo de significacion
del 5%, considerado habitual en la mayoria de los trabajos biolégicos.

RESULTADOS Y DISCUSION

* Campana 1999-00

En primer lugar, se procedié a establecer la relacién entre concentracién de
nitrato y actividad NR en hojas de plantas de remotacha cultivadas en condiciones
controladas en camara de cultivo con diferentes concentraciones de nitrato en el medio
de riego, desde 15 a 1,5 mM. Como se muestra en la Tabla 1, no se encontraron
diferencias significativas en la actividad NR foliar extraible de plantas cultivadas entre
15y 3 mM nitrato, poniendo de manifiesto la capacidad del sistema de mantener las
mismas fasas de asimilacién de nitrato en un rango amplio de disponibilidad de nitrato
en el medio. Sin embargo, cuando la concentracién de nitrato en el medio fue de 1,5
mM, se obtuvieron valores de actividad NR un 63% inferior a los obtenidos en los casos
anteriores, Paralelamente, se determinaron las concentraciones de nitrato en peciolo y
limbo en las mismas hojas {Tabla 1). Como puede observarse, el nitrato en ambos tejidos
depende de la disponibilidad de nitrato en el medio. Tanto en el limho como en el peciolo,
los contenidos en nitrato disminuyeron hasta valores de entre un 58% y un 77%,
respectivamente a concentraciones de 8 mM nitrato en el medio. A concentraciones de
5 mM nitrato, los valores fueron menores del 10% en ambos casos. Cuando la concentracién
de nitrato en el medio fue de 1,5 mM, se determinaron valores de este ion por debajo
del 1% del control, tanto en limbo como en peciolo (Tabla 1). Es interesante sefalar, que
es en estas condiciones en las gue la actividad NR fue significativamente menor, poniendo
de manifiesto que las bajas concentraciones de nitrato en los tejidos de la hoja, como
consecuencia de la poca disponibilidad del ion en el medio, afectan a la capacidad de
reducir nitrato de la misma. Varios autores han estimado que la concentracion de nitrato
en peciolos en hojas de remolacha deficiente en nitrégeno se encuentra entre 70y200
ppr, encontrandose valores normales de suficiencia del orden de 20.000 ppm vy de
hasta 35.000 ppm en casos de fertilizacion en exceso (Ulich y Hills, 1967; Draycott ,
1993). Estos resuitados parecen indicar que la disminucion de actividad NR observada
a concentraciones de 1,5 mM nitrato en el medio es consecuencia de una situacion
clara de deficiencia en nitrato. Si esto fuera asi, la determinacion de actividad NR foliar
también podria utilizarse como un indicador del estado nutricional nitrogenado de la
planta, junto con la determinacién del contenido en nitrate en peciolo (y/o limbo), que
habitualmente se utiliza.

Con objeto de establecer una primera refacién entre contenido en nitrato y
actividad NR en condiciones de cultivo en el campo, durante la campaia 1999-2000
se realizaron varios ensayos, tanto de dosis de abonado nitrogenado {dasis habitualmente
recomendada por AIMCRA de 150-170 kg/ha y una en exceso, suplementando la anterior
con 300 kg/ha) como de régimen hidrico (secano, sin riego y regadio, riego a demanda
del cultive) en siembra temprana o tardia (Tabla 2). En todos los casos estudiados se
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puso de manifiesto que la actividad NR fue siempre mayor en aquellas condiciones de
cultivo en los que el contenido en nitrato en peciolo fue superior. Asi, tanto en el abonado
en exceso como en las situaciones de sequia los contenidos en nitrato en peciolos fueron
entre 50 y 150 veces mayores que en sus respectives controles. Paralelamente, la
actividad NR también fue entre 2 y 3 veces mayor (Tabla 2). Estos resultados parecian
indicar la conveniencia de incluir la determinacion de actividad NR en la elaboracion de
la recomendacién de abonado del cultivo. Es interesante senalar que las menores
concentraciones de nitrato determinado estaban por debajo de los valores de deficiencia
antes mencionados, mientras que fos valores mas aitos superaban el valor umbral de
deficiencia establecido entre 70-200 ppm (Draycott AP, 1993). En todos los casoes, ios
valores de actividad NR fueron muy inferiores a los determinados en hojas de plantas
cultivadas en condiciones de laboratorio (Tabla 1, Tabla 2), probablemente debido a
factores como la edad de la hoja y por la manipulacién y transporte de la hoja desde el
campo al laboratorio, condiciones que dificulian la extraccion y el ensayo del enzima
(Beevers y Hageman, 1980). Por otro lado, esta bien descrito en la bibliografia que la
actividad NR es uno de los parametros fisiologicos mas sensible a la sequia (Kaiser y
Foster, 1989; Foyer et al., 1998), por lo gue en principio resulta anémalo que los mayores
valores de actividad NR se encuentren en condiciones de secano. Una posible explicacion
de estos resultados se encuentra al observar los registros de precipitaciones en las parcelas
denominadas como de secano (datos aportados por AIMCRA). En este sentido, cabe
pensar que, al menos en los primeras fases del cultivo, en las que se determiné la actividad
NR, las altas precipitaciones en las parcelas de secano, no produjeron una situacién de
déficit hidrico acusado.

Tabla 1. Actividad NR y nitrato en hojas de remolacha cultivadas con diferentes

concentraciones de nitrato en el medio en condiciones controladas de laboratorio

Nitrato en ! medio Limbo Peciolo Actividad NR foliar
(mM) (umol NO2+g PS h)
1.5 60 (< 1) 230 (< 1) 73 (37%)
3,0 70 (1) 560 (2) 190
5,0 340 (5) 2660 (8) 200
8,0 4200 (58) 24500 (77) 190
150 7300 (100%) 31466 (100%) 200 (100%)

Tras dos horas de iluminaci n en fa ¢ mara de cultivo, se tomaron muestras de tejido y se
congelaron r pidamente en N, I quide. La actividad NR y el contenido en nitrato se determinaron
como se indica en M. y M. Se representa la media, de al menos, tres experimentos
independientes con un ES menor del 5%. Entre par ntesis se indican los datos en porcentaje.
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Tabla 2. Nitrato en peciolos y actividad NR en limbo de hojas de remolacha

cultivadas en el campo con diferentes regimenes de riego o abonado nitrogenado

Tratamiento

Nitrato en peciolos
(ug/g PS; ppm)

Actividad NR foliar
(umol NQ2+/g PS h)

DR 13 5
DR + 300 740 10
Regadio 32 9
Secano 1300 25
Regadio 13 4
Secaho 2100 11

Los datos corresponden a las muestras recogidas el 9 de Mayo de 2000. Los datos de actividad
NR corresponden a la media de, al menos, tres determinaciones independientes con ES
menor del 5%. Los datos de contenido en nitrato fueron a portados por AIMCRA. DR, dosis
recomendada, 150-170 Kg Niha. DR+ 300, dosis recomendada (150-170 Kg N/ha) mas
300 Kglha.

* Campana 2000-01

Para confirmar los datos anteriores, en la campana agricola 2000-01 se volvieron
a determinar los valores de actividad NR foliar en ensayos de dosis de abonado y régimen
hidrico en dos variedades (Claudia y Ramona), y se compararon con los valores de nitrato
en peciolos foliares (Tabla 3). Como en la campafa anterior, se pudo observar que los
mayores valores de actividad NR se correspondieron con los valores de mas aito contenido
en nitrato en pecfolos. La actividad NR foliar fue mayor en condiciones de secano, tanto
para la var. Ramona como para la var. Claudia, asi como en la situacién de abonadoe en
exceso. En el ensayo de abonado, la actividad NR fue un 49% mayor en la dosis en
exceso, correspondiéndose con unos niveles de nitrato en peciolos 6 veces superiores a
las condiciones de abonado recomendado (Tabla 3). Similares resultados se obtuvieron
en los ensayos de régimen hidrico. La actividad NR en la var. Ramona fue sustancialmente
superior en condiciones de secano, alcanzandose valores alrededor de 30 veces superiores
al control en regadio. También en este caso los valores de nitrato en peciotos fueron 3
veces superiores en condicicnes de secano. En la var. Claudia, la actividad NR fue un
20% superior en condiciones de secano, correspondiéndose con valores de nitrato en
peciclos alrededor de 2 veces superiores respecto de la situacién de regadio. (Tabla 3).
Una posible explicacién a los mayores valores de actividad NR encontrados en condiciones
de secano podria set, como en la campana anterior, que este cuitivo no haya llegade a
estar sometido a un grado de estrés hidrico suficiente para disminuir la actividad enzimatica,
y que, este aumento, se deba a la necesidad de derivar masivamente el metabolismo
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nitrogenade hacia la sintesis de compuestos nitrogenados que funcionen como
osmolitos compatibles en 1a hoja y en la raiz. Para analizar esta hipdtesis se compararon
los valores de contenido en nitrégeno o-amino en la raiz en ios ensayos antes mencionados
(Tabla 3). Como se puede observar, el contenido de estos compuesto fue siempre superior
(un 83% en Ramona y un 40% en Claudia) en todas aquelia situaciones experimentales
de déficit hidrico, esto es, aito nitrato vy alta actividad NR. También en el ensayo de
abonado, los valores de nitrégeno a-amine fueron un 30% superiores en el exceso de
abonado, correspondiendo con los mayores valores de nitrato en peciolo y actividad NR.
(Tabla 3).

Tabla 3. Nitrato en peciolo, nitrégeno c-amino en raiz y actividad NR en limbo de

hojas de remolacha de las variedades Ramona y Claudia cultivadas en el campo con
diferentes regimenes de riego o abonado nitrogenado.

. Nitrato en peciolos Actividad NR foliar Nitrogeno a-amino
Tratamiento (ug/g PS; ppm) (umol NO2/g PS 1) | en raiz (meqy100g PS)
Abonado nitrogenado

DR 1634 2,35 2,3
DR + 300 9780 3,50 3,0
Regadio 520 0,28 1,8
Secano 1628 7.74 3,3
Regadio 1842 2,60 2,5
Secano 3250 3,12 3,5

Los datos de contenido en nitrato representan la media de siete determinaciones
realizadas por AIMCRA entre el 28 de Marzo y el 19 de Junio de 2001. Los datos de actividad
NR son la media de siete determinaciones obtenidos en el mismo periodo. Los datos de contenido
en nitrégeno a-amino corresponden a la media de cuatro determinaciones realizadas por AIMCRA
entre e/ 3 de Julio y ef 13 de Agosto de 2001. DR, dosis recomendada, 150-170 kg N/ha.
DR+ 300, dosis recomendada (150-170 kg Ntha) mas 300 kgiha. Todos los datos con un ES
menor del 5%.

* Campana 2001-02

En esta Uitima campana, vy utilizando los mismos ensayes de abonado nitrogenado
y régimen hidrico, se intentd confirmar nuestra hipdtesis inicial segiin la cual los valores
mayores de actividad NR foliar, en condiciones de déficit hidrico moderado en la que la
actividad aln no esta afectada por la situacion de déficit, responderian a una alta demanda
metabolica de compuestos nitrogenados que, acumulandose en diversos tejidos de la
planta, actien como osmolitos compatibles, disminuyendo el potencial hidrico celular y
aumentando la capacidad de absorber y/o retener mayor cantidad de agua que de un
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conjuntamente actividad NR y contenido en prolina en limbos de hojas de remolacha
en los diferentes ensayos (Tabla 4). Como se puede observar, de nuevo los valores de
actividad NR fueron mayores en condiciones de secano (2,5 y 1,8 veces superiores en
Ramona y Claudia, respectivamente), correspondiéndose con los valores mas altos de
nitrdgeno a-amino en raiz, que fueron aproximadamente 2 veces superiores al de regadio,
en ambas variedades. Cuando se analiz6 el contenide en prolina en limbo de hojas, se
observaron valores mas altos en condiciones de secano, de entre aproximadamente 2 y
5 veces supetiores para las variedades Ramona y Claudia, respectivamente (Tabla 4).
Similares resultados se encontraron en el ensayo de abonado, en los que la actividad NR,
el contenido en nitrogeno a-amino en la raiz y el contenido en prolina en limbo fueron
superiores en las situacion de exceso de abonado (Tabla 4).

Con objeto de establecer una correlacién entre el contenido en prolina en limbo
y el de nitrégeno «-amino en la raiz, se determiné el contenido en prolina en ambos
tejidos de plantas sometidas a distintos grados de estrés hidrico en condiciones controladas
de laboratorio (Tabla 5). Se puede observar que el contenido en prolina en el limbo foliar
aumenta paulatinamente hasta 14 veces respecto al control a medida que aumenta el
grado de estrés hidrico en la planta. Este comportamiento seria el resultado de una
adaptacion foliar al estrés hidrico consistente en la acumulacion de éste y, probablemente,
de otros aminoacidos y compuestos nitrogenados que actuaran como osmolitos compatibles
y disminuiran el potencial hidrico de la hoja. En esta situacion, el mantenimiento de un
potencial hidrico foliar adecuado, disminuiria considerablemente los efectos negativos
del déficit hidrico sobre el metabolismo fotosintético en general. En la raiz, se observa
un importante incremento de hasta 250 veces en situaciones de alto estrés hidrico (Tabla
5). En este tejido, 'a alta acumulacion de osmolitos compatibles estableceria un potencial
hidrico lo suficientemente bajo para que la raiz pudiera seguir extrayendo agua del sustrato
en estas condiciones de déficit hidrico.

Teniendo en cuenta que el aumento de nitrdgeno c-amino en la raiz disminuye
los par&metros de calidad de la cosecha, los resultados parecen confirmar nuestra hipotesis
inicial en la que la determinacion de la actividad NR puede ser de utilidad al respecto.
En este sentido, un ligero déficit hidrico en el cultivo se traduciria en un aumento del
contenido en nitrégeno a-amino en la raiz, y, por tanto de una disminucién de la calidad.
Si tenemos en cuenta la capacidad de las plantas de remolacha para sintetizar compuestos
osmorreguladores nitrogenados como pralina, prolina-betaina, glicina-betaina y otros en
situaciones de estrés hidrico, resultaria razonable encontrar valores de actividad NR en
exceso. En estas condiciones, la demanda de aminodcidos que soporten una adecuada
sintesis de los compuestos osmorreguladores exigiria una adecuada funcionalidad de la
ruta de asimilacion de nitrato vy, por tanto, de actividad NR, primer enzima de la misma.

Del conjunto de resultados obtenides en este trabajc sobre la utilizacion de la
actividad NR come indice del estado nutricional del cultivo respecto al nitrogeno, concluimos
que seria interesante estudiar varias modificaciones en el ensayo para hacetlo mas
adecuado al objetivo que se pretende. Sobre la base de los trabajos de Witt y Jungk
(1974), una vez determinada la actividad NR en cada hoja decidida en el protocolo de
muestreo, se determinaria la actividad NR “adicional” tras incubar una segunda muestra
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de la misma hoja en nitrato y en iluminacion. Si el incremento de actividad es significativo,
podria concluirse gue el aporte de nitrato es insuficiente y decidir si en esa fase del cultivo
es conveniente aumentar la fertilizacion. En caso contrario, podremos concluir que se
han superado las dosis de fertilizacion adecuadas,

Tabla 4. Actividad NR y prolina en limbo y nitr geno o-amino en ra z de

plantas de remolacha de las variedades Ramona y Claudia cultivadas en el campo con
diferentes reg menes de riego o abonado nitrogenado.

s | (RO | T | e
Abanado nitrogenado
DR 10 1,25 230
DR + 300 11 1,80 4,80
Regad o 10 1,13 2,20
Secano 25 2,60 4,50
E0dd ALl 3 e
Regad o 9 0,30 2,20
Secano 17 1,40 5,00

Los datos de actividad NR y contenido en prolina representan fa media de siete determinaciones
realizadas entre el 6 de Mayo y el 12 de Agosto de 2002, Los datos de contenido en nitr geno
o-amino son la media de cuatro determinaciones realizadas por AIMCRA entre el 15 de Julio
y el 12 de Agosto de 2002, DR, dosis recomendada, 150-170 kg N/ha. DR+300, dosis
recomendada (150-170 kg N/ha) m s 300 kg/ha. Todos los datos con un ES menor def 5%.

Tabla 5. Prolina en limbo y ra z de plantas de remolacha de la variedad Claudia sometidas

a distintos grados de estr s h drico en condiciones controladas en laboratorio.

Prolina en el Tejido i . . 3
(umol/g PF) Contenido H drico Relativo Foliar (%)

84% 73% 65% 44%
Limbo 0,47 192 3,30 7,14
Ra z 0,21 0,42 0,35 5,25

Se representan fa media de, al mencs, cinco determinaciones independientes con un ES
menor def 5%.
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LA FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA EN RELACION CON LA
NUTRICION NITROGENADA Y CON EL ESTRES HiDRICO

Rosario Alvarez, Arancha Ledn y Cristina Echevarria

Departamento de Biologia Vegetal y Ecologia, Facultad de Biologia. Universidad de Sevilla,
Avenida de la Reina Mercedes n° 6, 41012 Sevilla, Espana.

INTRODUCCION

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC, EC 4.1.1.31) es un enzima citosdlico
ampliamente distribuido en plantas, algas verdes y microorganismos pero ausente en
levaduras y animales (Chollet et al., 1996). Cataliza la -carboxilacion irreversible del
fosfoenolpiruvato {PEP) en presencia de HCOs y de un cation divalente, generalmente
Mg?*, para producir oxalacetato (OAA) y Pi (Chollet et al., 1996). El OAA producide es
rapidamente transformado a malato por la malato deshidrogenasa (MDH), siendo éste
el primer producto estable de la reaccién. El malato producido puede ser utilizado como
fuente de carbono y poder reductor en multiples contextos fisioldgicos de la planta.

La PEPC ha sido muy estudiada en plantas C: y CAM en las que juega un papel
esencial en el metabolismo fotosintético del carbono. En érganos no fotosintéticos, como
la raiz, la PEPC tiene una funcidn anaplerdtica mediante la que repone oxaloacetato
(OAA) para el ciclo de Krebs en condiciones en que la demanda de esqueletos carbonados
para la sintesis de aminoacidos es alta (Huppe y Turpin, 1994). Estos aminodcidos
estarian destinados a la sintesis proteica, 0 a su utilizacion como osmolitos (prolina,
glicina-betaina) en respuesta a situaciones de estrés.

La PEPC esta regulada por un mecanismo de fosforilacion reversible, tanto en
plantas Cs como Cs y CAM (Echevarria y Vidal, 2003). Cuando la PEPC esta fosforilada
es menos sensible al L-malato (su efector negativo), responde mejor a glucosa 6-P, y es
mas eficaz a pH subdptimo pero fisiologico de 7,1 vy 7,3 (Echevarria et al., 1994,
Echevarria y Vidal, 2003). In vitro, las diferencias entre una PEPC fosforilada y una PEPC
defosforilada sélo se detectan a pH subdptimo de 7,3. Si se determina la actividad in
vitro del enzima a pH 8 (pH éptimo) las diferencias del estado de fosforilacion de la PEPC
no se detectan.

Para determinar el grado de fosforilacién in vivo de la PEPC se utiliza el test del
malato, que mide la sensibilidad del enzima al L-malato (IC=o) en condiciones subdptimas
de pH 7,3 y PEP 2,5 mM. En estas condiciones de ensayo, el enzima fosforilado presenta
una ICse para el L-malato de 2 a 3 veces mayor que el enzima defosforilado (Jiao y
Chollet, 1991). La PEPC puede, por tanto , aumentar su actividad por dos mecanismos:
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1) aumentando la cantidad de enzima, que se evalla a pH dptimo de 8, y/o 2) aumentando
el estado de fosforilacion del enzima, que se evala determinando la sensibilidad del
enzima al L-malato (ICss). Una ICso alta representa un enzima fosforilado y mas active
en presencia de su efector negativo el L-malato.

Existen datos experimentales que muestran que la presencia de una alta
concentracion de nitrato aumenta el flujo de carbono hacia la PEPC para suministrar
esqueletos carbonados al ciclo de Krebs (Vidal et al., 2002). En general, |a actividad de
la PEPC repercute en el balance C/N de la planta. Cuando la sintesis de aminoacidos y
proteinas es intensa, en periodos de desarrclio de la planta muy activos, la PEPC suministra
esqueletos carbonados extras, es decir que no provienen de ia fotosintesis, recapturando
et CO; respirado. Estos esqueletos de carbono son utilizados tanto en la respiracion como
en la sintesis de proteinas. Esta es la llamada funcion anaplerética de fa PEPC que juega
un papel importante tanto en hojas como en drganos sumergidos como las raices.

La conexién de la PEPC con el metabolismo del nitrégeno ha sido puesta de
manifiesto en numerosos estudios. Asi, el suministro de nitrato a hojas de trigo iluminadas
deficientes en nitrogeno, aumenta significativamente la actividad PEPC-quinasa (enzima
responsable de la fosforilacion) y el estado de fosforilacion de la PEPC, produciendo la
activacién del enzima y la disminucién de la sensibilidad a su efector negativo, el L-
malato (Vidal et al., 2002).

En este capitulo se presentan fos resultados de los perfiles de actividad PEPC
a la largo del cultivo de la remolacha vy su grado de fosforilacién in vivo, en distintos
ensayos de campo vy laboratorio, con el abjeto de establecer cual es su contribucién al
desarrollo de la planta, asf como, 'a posible implicacién de este enzima en ta nutricion
nitrogenada y las respuestas a condiciones de estrés hidrico de las raices de remolacha
de siembra otonal,

MATERIALES Y METODOS
- Cultivo de plantas en condiciones controladas de laboratorio

La germinacion de las semillas (variedad Claudia), se llevd a cabo durante dos
semanas, a 25°C y en macetas con vermiculita suplementadas con agua. Una vez
germinadas, las plantas se traspasaron a cultivos hidropdnicos gue contenfan el medio
nutritivo de Hewitt (Hewit, 1966) suplementado con 1mM (nitrato limitante) o con 15
mM (nitrato a demanda) de NOsCa vy se mantuvieron en las siguientes condiciones:
fotoperiodo de 12 h de luz; intensidad luminosa de 350-400 uEm®s™; 60-70 % de
humedad relativa y una temperatura de 25°C. La solucion nutritiva se cambié cada 7
dias.

Para las medidas se utilizaron 3 tejidos diferentes:1) raices secundarias, 2) 3
cm desde el apice de la raiz principal, y 3) el resto de la raiz principal.
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-Extraccion de la PEPC

Para extraer el enzima, 0,5 g de muestra de raiz se homogeneizaron en un
mortero a 4°C con 1 m) de tampon de extraccion que contenia Tris-HCI 100 mM pH
7.5, MgCl; 10 mM, EDTA 1 mM, glicerol al 20% (v/v), 2-mercaptoetanol 14 mM, PMSF,
1 mMy KF 10 mM. EI extracto obtenido se centrifugd a 13.000 r.p.m. a 4°C y el
sobrenadante se utilizd para la determinacién de la actividad PEPC. La determinacion
de proteinas solubles en los extractos crudos se realizo segiin el método colorimétrico
descrito por Bradford (1976).

- Determinacion de la actividad y estado de fosforilacion in vivo de 1a PEPC

La determinacién de la actividad PEPC en condiciones optimas se realizd
espectrofotométricamente utilizando un ensayo acoplado a la malato deshidrogenasa
(MDH) en el que se registra la oxidacién del NADH a 340 nm (Echevarria et al., 1994).
Una unidad enzimatica corresponde a la cantidad de PEPC que cataliza la carboxilacion
de 1 umol de fosfoenolpiruvato (PEP) por minuto en las condiciones dptimas de ensayo
(pH 8).

Para determinar el estado aparente de fosforilacion in vivo de la PEPC de raiz
hemos utilizado el test del malato, basado en el calculo de la sensibilidad del enzima
(IC.,) a su inhibidor el L-malato. La IC., se define como la concentracion de inhibidor
requerida para inhibir al 50% la actividad del enzima. Para ello se determiné la actividad
PEPC en condiciones suboptimas de pH (7,3) vy en presencia de diferentes concentraciones
de L-malato. Unos valores altos de IC., indican que el enzima se encuentra fosforilado
(PEPC mas activa) mostrando menos sensibilidad al L-malato. Unos valores bajos de
IC,, indican que el enzima se encuentra desfosforilado (PEPC menos activa) y por lo tanto
muestra mas sensibilidad a su inhibidor (Jiao y Chollet, 1991).

RESULTADOS Y DISCUSION

« Campana 1999-2000

Ensayos con plantas cultivadas en condiciones controladas de laboratorio

En la primera campana (1999/2000), se determind la actividad PEPC vy el grado
de fosforilacidn en tres tejidos diferentes de la raiz de plantas de remolacha. Las plantas
fueron cultivadas en condiciones controladas, en cAmara de cultivo, y con dos concentraciones
de nitrato (NO,Ca) en el medio de riego, 1 mM (nitrato limitante) y 15 mM (nitrato a
demanda). En la Fig. 1 se muestra el desarrollo de la raiz y de las hojas de plantas de
30y 75 dias de tratamiento. A los 30 dfas de desarrollo el tratamiento con alto nitrato
se manifiesta, fundamentalmente, en un espectacular aumento del porte vegetativo de
la planta, mientras que el efecto en la rafz fue menos pronunciado (Fig. 1, 30 dias). Sin
embargo, a los 75 dias de tratamiento, el efecto de alto nitrato se manifiesta claramente
en la ralz, produciendo raices el doble de grandes (Fig. 1, 75 dias).
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Dias de desarrollo: 30 dias 75 dias

! 0jas
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Raiz } principa

Raices secundarias
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1mM NOj3 Ca 15mM NO3 Ca 1mM NOj3 Ca 15m M NO3z Ca

Figura 1. Desarrollo de la raiz y hojas de plantas de remolacha cultivadas en condiciones
controladas de laboratorio con distintas concentraciones de nitrato.

En la Fig. 2 se muestra la actividad especifica de la PEPC (U mg™ prot.). Las
determinacianes se hicieron en tres partes diferenciadas de la raiz. En las raices secundarias,
en el apice de la raiz principal {(que Ilamaremos apice) y en el resto de la ralz principal
(que llamaremas también raiz acumuladora). En raices secundarias los valores son, en
general, mas altos (0,07 a2 0,1 U mg" prot.) que en los otros dos tejidos (Fig. 2a}, con
ligeras variaciones dependiendo del aporte de nitrato, y se mantienen estables durante
el desarrollo. En el apice, la actividad PEPC especifica muestra valores de 0,03 y 0,06
U mg! prot., manteniéndose también estable con la edad del cultivo (Fig. 2b). En la raiz
principal, la actividad aumenta con el desarrollo, alcanzando valores de 0,09 U mg'!
prot., proximo a los de las raices secundarias, alos 75 dias. En este tejido, a partir de
los 45 dias, las actividades son entre un 30 y un 50 % mas altas en plantas cultivadas
con alto nitrato (Fig. 2¢).

Para conocer el estado de fosforilacidn en los diferentes tejidos se determiné la
IC., para el L-malato {ver materiales y métodos). Los perfiles observados en los diferentes
tejidos fueron muy diferentes. En las raices secundarias, los niveles de fosforilacion son
bajos y se mantienen bajos durante el desarrollo (Fig. 2d). Estos bajos valores de
fosforilacion se ven compensados por la abundancia del enzima en este mismo tejido,
tal como se muestra en la Fig. 2a. Es decir, menos fosforilado (Fig. 2d), menos activo,
pero muy abundante, casi el doble, que en el apice y en la raiz principal (Fig. 2a, by ¢).
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Figura 2. Actividad PEPC especifica (U mg' prol.) y sensibilidad al malato (IC, (mM) en
relacion con el abonado y edad del cultivo en plantas cultivadas en condiciones controladas
de laboratorio.

En el apice, la IC.; va aumentando con el desarrollo, con altos valores de
fosforilacién de la PEPC a los 75 dias, alcanzandose valores de IC., de 1,6 a 2 mM (Fig.
2e). En este tejido el efecto de! nitrato no muestra una tendencia clara (Fig. 2e). Por el
contrario, en la raiz acumuladora, en plantas cultivadas con nitrato limitante, ta PEPC
se mantiene desfosforilada en los tres estadios de desarrollo estudiados (Fig. 2f); sin
embargo, en plantas cultivadas sin limitacion de nitrato se produce un espectacular
aumento de la fosforilacién de la PEPC a lo largo del desarrollo de la raiz (Fig. 2f). Esta
enorme diferencia en el estado de fosforilacion de la PEPC de la raiz acumuladora en
plantas crecidas en nitrato a demanda, podria, en conjuncién con otros factores, estar
en la base de las diferencias en el desarrollo de la raiz mostradas en la Fig. 1.

Estos resultados muestran la impottancia de la PEPC en las raices secundarias

desde los primeros estadios de desarrollo, donde podria desempefar un papel fundamental
en la absorcion de nutrientes (Vidal et al., 2002). En la raiz acumuladora la fosforilacion

121



Aspectos fisioldégicos de la remolacha azucarera de siembra otofial

de la PEPC es fuertemente inducida por nitrato dando raices dos veces superiores en
tamano y poniendo de manifiesto el papel relevante de este enzima en la utilizacién
del nitrégeno y en el crecimiento de la raiz.

- Campanas 2000/2001 y 2001/2002
Estudio de los ensayos de campo

Evolucién de la actividad PEPC de la raiz y estado de fosforilacion del enzima
en los ensayos de abonado (variedad Claudia).

En la Fig. 3 se
representan los valores de
actividad especifica de ia Campana 200012001 D Abonado recamendado
PEPC (U mg* prot.) para las ors ® Abcniado en gxcese
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ademas, un ensayo sin 015
abonado nitrogenado. Estas
campanas corresponden a
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En la campana 2001/2002 las muestras se tomaron a partir de Mayo (Fig. 3,
grafico 2). Se abserva que el pico maximo de actividad especifica de la PEPC también
se produce en Mayo, coincidiendo estos resultados con los de la campana anterior. La
actividad descendi6 desde valores altos de Mayo (0,1 U mg" prot.) hasta los minimos
del 15 de Julio (0,03 U mg* prot.). De entre estos datos cabe destacar que a finales de
Julioy en el mes de Agosto se produjo un incremento de la actividad PEPC especifica
manteniéndose los valores de PEPC en torno a 0,06-0,07 U mg’ prot. Al igual que en
la campana anterior no se detectaron diferencias entre los distintos tratamientos con
nitrato. En ambas campanas los valores de actividad obtenidos en Abril y Mayo son muy
parecidos, indicando que e! papel fisioldgico del enzima en este periodo es relativamente
independiente de las condiciones ambientales y esta mas ligado al estadio de desarrollo
de fa planta. Sin embargo, durante los meses estivales la actividad PEPC fue mas alta
{un 60% ) en la 32 campana (Fig. 3, graficos 1 y 2).

Segin lo referido en este libro (Martinez et al.), existe una discrepancia entre
el nitrégeno aportado vy el nitrégeno incorporado por la planta. Esto contribuye a que no
encontremos diferencias entre los diferentes tratamientos de nitrato (Fig. 3.) Para evitar
este problema, se midi6 la cantidad de nitrato méximo en planta en kg N ha' {medidas
realizadas por AIMCRA) en las campanas estudiadas, y se establecieron tres grupos de
nitrégeno: G1, 223 kg ha'; G2, 316 kg ha'; G3, 515 kg ha' (Tabla 1, Martinez et al.,
en este libro) que reflejan Gnicamente la disponibilidad de nitrdgeno que tuvo la planta
en base a los valores maximos de nitrégeno incorporado de Mayo a Junio, Al agrupar
los resultados segun este criterio, se observa que los valores mas altos de actividad
especifica de la PEPC se producen en Mayo, coincidiendo con un periodo de crecimiento
activo de la raiz y con la maxima produccién foliar (grafico 5, Martinez et al., en este
libro), sin embargo existen muy pocas diferencias entre los diferentes grupos de nitrégeno.
Por et contrario, durante el periodo estival, si se establecen diferencias entre los diferentes
tratamientos con valores de actividad un 50% superior en el G3, (Fig. 3, grafico 3).

En la Fig. 4, en los graficos 4 y B, se representan los valores de |C., para el
inhibidor L-malato de los distintos ensayos de abonado. En la campafia 2000/2001 (Fig.
4, gréfico 4) se destacan los bajos niveles de fosforilacion del enzima durante tos meses
de invierno. La fosforilacion aumenta a la salida del invierno sin que haya una tendencia
clara entre los tratamientos, sin embargo en Mayo y Junio la PEPC esta mas fosforilada
en el abonado en exceso (Fig. 4, grafico 4); posteriormente, los valores fluctlian sin una
tendencia clara. En general, aungue los perfiles son muy heterogéneos en las dos
campanas, la PEPC de fas muestras abonadas con una dosis de nitrdgeno en exceso esta
mas fosforilada (valores de IC,, hasta 2,5 mM), que las muestras abonadas con una
dosis recomendada o sin abonado (valores de IC,, entre 0,5 y 1 mM) (Fig.4, graficos 4
y B).

Cuando se representan los valores de IC., por grupos de nitrégeno se observa
gue durante los meses de maximo crecimiento de la planta (Mayo y principios de
Junio), la PEPC esta mucho mas fosforilada (valores de IC., entre 1,5y 2 mM) en los
grupos con mas nitrégeno (G2 y G3) (Fig. 4, grafico 6), mientras que en el G1 los
valores son bajos y permanecen bajos con la Unica excepcion de una subida en Agosto.
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Finalmente, como la actividad in vivo de la PEPC va a depender de la cantidad
de enzima (actividad determinada a pH 8) y de su grado de fosforilacion (IC.,) hemos
definido un indice que refleje, basado (nicamente en la combinacion de estos dos
parametros, la eficacia del enzima in vive. Para ello hemos multiplicado los vaiores de
abundancia del enzima (actividad a pH 8), por su grado de fosforilacion (IC.,) y le hemos
llamado "Indice de actividad in vive" (1A). Los valores de |A se reflejan en la Fig. 5, y
muestran que el indice de actividad es maximo durante los meses de Mayo y Junio
coincidiendo con un periodo de maximo desarrollo de la planta. Durante este periodo,
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procedente de las hojas. En
este periodo (final de Abril y
Mayo), excepto en el G3, se
dan los maximos valores de Mmoo Mue:"ec;“ m-:m ALA
actividad sacarosa sintasa (Fig.

7, Jiménez et al., en este libro).

ICso (mM) x U mg” prot.
[~]

ICo(mM) x U mg* prot.

_ Todos estos factores Figura 5. Indice de Actividad in vivo de fa PEPC( { ICy
analizados en su conjunto (mM) x U mg ' prot.) en relacién con el abonado
dibujan un panorama que nitrogenado en muestras de campo.

indica que un aumento del

aporte de sacarosa {maximo

de hojas en Mayo) se traduce

en la raiz en un aumento de la actividad de los enzimas que traducen esa sacarosa en
materiales de canstruccién favoreciendo el crecimiento de la raiz. En este momento, y
a dosis altas de nitrato, es cuando se estimula la sintesis de proteinas. £s en este punto
donde la PEPC cumple una funcién relevante y fundamental, suministrando esqueletos
carbonados extras al ciclo de Kreb cuando la demanda es muy alta, permitiendo asi la
incorporacién del nitrato a amincacidos y a proteinas y permitiendo el crecimiento de
los drganos de la planta. Esta es la llamada "funcién anaplerotica” de la PEPC. Los
resultados indican también que por debajo de 300 kg ha’, la produccién de raiz es menor,
coincidiendo con valores bajos de IA para [a PEPC durante este periodo de desarrollo,
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A partir del mes de Junio, los factores limitantes del desarrollo del cultivo vienen
determinados por la edad de la planta v las condiciones de estrés del verano andaluz,
y no por la disponibilidad de nitrato, mostrando los cultivos un 1A para la PEPC bajo (Fig.
5, grafico 9) ya que el crecimiento de la raiz se detiene (grafico 24, Martinez et al,, en
este libro). En este periodo en que las altas temperaturas disminuyen la fotosintesis y
hay menos aporte de sacarosa de las hojas, el mantenimiento de hojas y raices, mayores
cuanto mas nitrato, se hace a costa de la sacarosa acumulada en |a raiz, traduciéndose
en una bajada de la polarizacion en cultivos con exceso de nitrato {grafico 25 de Martinez
et al., en este libro).

Adicicnalmente, nuestros resultados muestran que a partir de Junio los valores
de IA para la PEPC disminuyen, indicando que no hay excesiva competencia por los
esqueletos carbonados para la sintesis de proteinas ya que el crecimiento de la raiz esta
detenido. En efecto, los niveles mas bajos de proteinas, en refacion al peso fresco, se
detectan durante este periodo del cultivo (Jiménez, 2004). En esta situacion se acumutan
osmolitos como prolina v glicina-betaina que contribuyen a la subida de compuestos «-
amino. Por otro lado, la bajada de actividad de la PEPC se corresponde con una subida
de la invertasa acida (Fig. 11, Jiménez et al., en este libro) indicando que durante este
periodo los esqueletos carbonados se obtienen mayoritariamente via invertasa acida, a
pattir de |la sacarosa acumulada, y sin una intervencion fundamental de la PEPC. En
efecto, los resultados presentados en este libro muestran que la utilizacién de DMDP
(un inhibidor de a actividad invertasa) disminuye de forma drastica la sintesis de prolina
(Monreal et al., Tabla 2). Sin embargo, se necesitan trabajos posteriores para determinar
la contribucion exacta de la PEPC al crecimiento de la raiz y a la respuesta al estrés; en
cualguier caso, nuestros resultados permiten sugetir que en la raiz de remolacha, la PEPC
se vislumbra como un enzima fundamental que permite, a través de la regulacion de su
estado de fosforilacion, conectar el crecimiento de la raiz con los periodos de maxima
eficacia fotosintética, aporte de sacarosa y disponibilidad de nitrato.

- Evolucién de Ia actividad PEPC y estado de fosforilacion en los ensayos de
campo de déficit hidrico y riego {variedad Ramona)

El déficit hidrico en el cultivo de fa remolacha contribuye a la acumulacién de
compuestos 6rganicos de nitrégeno en la raiz, entre los que se encuentran aminodacidos
y derivados como prolina y glicina-betaina, que acttian como osmolitos compatibles en
el citoplasma. Estos compuestos, que se sintetizan en la hoja, se transportan a la raiz
disminuyendo el potencial hidrico y aumentando su capacidad de absorber agua del
suelo.

En este apartado hemos determinado la actividad PEPC y su grado de fosforilacién
en relacion a la disponibilidad de agua de la planta para estudiar el posible papel de la
PEPC en la respuesta al estrés, en las raices de remolacha de siembra otonal. El estudio
se ha realizado en la varariedad Ramona. Como indice de estrés hidrico de la planta se
han utilizado los niveles de prolina (Monvreal et al. en este libro).
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En los graficos 10
y 11 de la Fig. 6, se muestra
la actividad especifica de la
PEPC de fa raiz (U mg’ prot.)
en los ensayos de campo,
en condiciones de déficit
hidrico y riego. En la
campafa 2000/2001 se
observa que los valores de
actividad PEPC van
oscilando a lo largo del
cultivo y no se detectan
diferencias entre las dos
condiciones. Los valores de
actividad mas altos
corresponden a 0,06 U mg!
prot. (Fig. &, gréfico 10). En
la campafna 2001/2002 los
valores de actividad especifica
de la PEPC son muy
homogéneos en ambas
condiciones (grafico 11) y
oscilan entre 0,04 y 0,07
U mg' prot. En general, se
obtienen valores de actividad
especifica de PEPC en el mes
de Mayo mas bajos gue en
las muestras del ensayo de
abonado donde se utilizd la
variedad Claudia (Fig. 3,
gréficos 1y 2).

Los valores de IC.,
para el L-malato en estos
muestreos (Fig. 7; gréficos
12 y 13) presentaron
diferentes tendencias en las
dos campanas analizadas.
En fa campana 2000/2001
los valores de IC., son muy
heterogéneos y no se puede
establecer una relacion clara
entre las dos condiciones. En
la campana 2001/2002 la
IC., fue mayor en los ensayos
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@ Rarona riego
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de déficit hidrico gue
en los de (]egol con Cam paita 2000/2001 @
W Ranona riego
valores de IC,, entre 02
un 40 y un 50% mas
altos que los de las
muestras de regadio
{grafico 13). Las
diferentes respuestas
entre las dos camparias
pudo deberse a
diferencias en el
régimen de lluvias
(Tabla 1, Mor_'llo' Campaia 2001/2002 01 Rarmona défick
Velarde, en este libro) & Ranona riego
que indican un aporte 02 r
por lluvias de 367 mm
parael 2001 y de 215
para el 2002, o bien
al nivel de nitrégeno en
planta ya que las
plantas de la cosecha
del 2000/2001 0
pertenecen al GZ’ ) JMuestre;s GréJfLi.cMS " 3
mientras que las de la
campana 2001/2002
pertenecen al G3 con Figura 8. Indice de Actividad in vivo de la PEPC( ICs, (mi) x
mavyor LAl (Martinez et U mg! prot.) en relacion con el estrés hidrico en muestras de
al., grafico 5) y mayores ¢ampo.
pérdidas por
transpiracion.
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Los indices de actividad in vivo (IA), dado que las actividades son muy homoggéneas,
reproducen el perfil de fosforilacién del enzima (Fig. 8), con 1A superiores en secano que
en regadio en la campana 2001/2002 (Fig. 8, grafico 15). Los valores de prolina utilizados
como indice de estrés nos muestran que, en efecto, los cultivos de secano padecieron
un estrés hidrico superior al de regadio y acumularon mas prolina en la rafz (Fig. 2,
Monreal et al., en este libro). La contribucion real de la PEPC a la sintesis de este osmolito
en la raiz es dificil de determinar, ya que la prolina en la remolacha se sintetiza
mayoritariamente en la hoja (Caballero-Valcarce et al., en este libro). Sin embargo, la
PEPC puede contribuir a la respuesta al estrés ya que el malato producido puede en sf
mismo acumularse y utilizarse como osmolito. En este sentido se ha visto que plantas
de sorgo cultivadas en estrés salino acumulan una mayor cantidad de malato respecto
a las plantas controles (Echevarria et al., 2001, Garcia-Maurifio et al., 2003), Ademas,
el malato es el osmolito principal de las plantas CAM (plantas crasas con fijacién nocturma
de CO,) y que representa uno de los maximos exponentes en la adaptacién al estrés
hidrico en el reino vegetal.
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CONCLUSIONES

+ En plantas de laboratorio se muestra que la PEPC esta poco fosforilada en
las raices secundarias, esta merma de actividad se ve compensada, en parte, por
la abundancia del enzima. Por el contrario, en la raiz acumuladora el nitrato induce
la fosforilacion de la PEPC. Estos altos valores de fosforilacién de la PEPC, junto con
otros factores, podrian estar en la base del aumento de tamano de las raices bien
abonadas respecto de las raices crecidas en nitrato limitante.

* En los ensayos de campo, los maximos valores de |A para la PEPC se dan
a finales de Abril, Mayo y principios de Junio, indicando una funcion relevante del
enzima en el crecimiento de la raiz. La actividad dptima de la PEPC (determinada
a pH 8) es muy similar en los diferentes ensayos de abonado, sin embargo, el
nitrégeno, al igual que en los ensayos de laboratorio, aumento el grado de fosforilacion
del enzima (PEPC mas activa), en condiciones suboptimas de pH (7,3) y presencia
del inhibidor malato (ICso), condiciones fisiologicas del citoplasma in vivo.

* En los meses estivales se produce una bajada del aporte de sacarosa
procedente de la hoja que determinar una detencion del crecimiento. Los resultados
obtenidos en este trabajo establecen que este dialogo podria llevarse a cabo a través
de la PEPC vy de su regulacién por fosforilaciéon, manteniendo bajos los valores de
|A para la PEPC vy limitando el crecimiento de la raiz a pesar de la disponibilidad de
nitrato.

« En situaciones de estrés hidrico, manifestado por valores superiores de
prolina en secano respecto del regadio, los valores de |A para la PEPC son mas altos.
En estas condiciones el aumento de A para la PEPC se establece por un aumento
de la fosforilacidn del enzima. La contribucién real de la PEPC a la sintesis de este
osmolito en la raiz, es dificil de determinar, ya que la prolina, en la remolacha, se
sintetiza mayoritariamente en la hoja, sin embargo, el malato producido via PEPC
puede en si mimo acumularse y utilizarse como osmolito.
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UNA ESTRATEGIA PARA LA INHIBICION DEL ESPIGADO DE
LA REMOLACHA DE SIEMBRA OTONAL

Maria Cruz Gonzalez', Juan José Martinez’, Rodrigo Morillo-Velarde® y Francisco
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'Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis, Centro de Investigaciones Cientificas lsla de |a
Cartuja, Avda Américo Vespucio 49, E-41092, Sevilla. *AIMCRA, Apartadc 4210, 41080-Sevilla.

INTRODUCCION

Las enzimas de degradacion de sacarosa juegan un papel fundamental en la
distribucion de carbono entre los distintos 6rganos de 1a planta. Ademas, estudios recientes
muestran que !as hexosas producidas por estas enzimas participan en vias de sefializacion
celular e intercelular que son esenciales para coerdinar el crecimiento y desarrollo de la
planta (Koch, 2004). La sacarosa puede degradarse por dos tipos de enzimas, sacarosa
sintasa e invertasas (Sturm y Tang, 1999). La sacarosa sintasa cataliza 'a formacion
reversible de UDP-glucosa v fructosa, mientras que las invertasas catalizan la formacién
irreversible de fructosa y glucosa. Hay tres tipos de invertasas en plantas que difieren
en sus propiedades bioguimicas y en su localizacion celular por lo que estan implicadas
en distintas funciones (Roitsch y Gonzalez, 2004). Las invertasas neutras estan localizadas
en el citosol y su funcién principal es la de generar glucosa y fructosa como fuente de
energia para el metabolismo celular. Hay ademas dos tipos de invertasas acidas, las que
estan localizadas en la pared celular, cuya funcion principal es la de distribucién de
sacarosa y sefalizacion celular, y las que estan localizadas en la vacuola, gue tienen
funciones relacionadas con almacenamiento de sacarosa, osmo-regulacién vy respuesta
a estrés abictico (Sturm, 1999; Roitsch y Gonzalez, 2004). Para llevar a cabo todas
estas funciones se necesita una gran coordinacion de la expresion de los genes que
codifican para estas enzimas (Koch, 2004). Por este motivo en los Ultimos ancs se ha
incrementado el interés en el estudio de las mismas, Buena parte de estos estudios se
han realizado con plantas modelo como Arabidopsis thaliana, de la que ya se conoce
la secuencia de su genoma y para la que se dispone de una gran cantidad de herramientas
moleculares y genéticas. Sin embargo, en plantas de gran importancia econémica, como
la remolacha azucarera, el conocimiento de los genes del metabolismo de la sacarosa
&5 muy escasc.

Otro aspecto muy importante de ia biologia de las plantas es el control de la
floracién. Este es un problema de enorme importancia econdmica en el caso de fa
remolacha ya que el cultivo predominante en Andalucia, como en el resto del area
Mediterranea, se realiza con ciclo otofnal. La remolacha es una planta que vernaliza, es
decir, el frio invernal es una senal que hace gue la planta florezca durante la primavera
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cuando los dias son largos (Sung y Amasino, 2004), £l tallo floral de la remolacha es
de naturaleza lefiosa por lo gue ha de eliminarse manualmente con antelacion a ta
cosecha mecanizada. Ademas, la propia induccién del tallo floral, comtnmente conocida
como espigado, provoca pérdida de parte de la sacarosa acumulada en la raiz.

OBJETIVOS

La participacion del grupo de investigacion del Instituto de Bioguimica Vegetal
y Fotosintesis en este proyecto se ha centrado en tres objetivos:

- Aislamiento de genes del metabolismo de la sacarosa de la remolacha azucarera
y estudio de su expresion para establecer la contribucion de cada uno de ellos en fa
sintesis y acumulacion de sacarosa, asi como en la respuesta a cambios ambientales que
resultan estresantes para la planta como la seguia o el calor.

- Control hormonal por giberelinas del proceso de espigado. Aislamiento del gen
de la GA20 oxidasa, uno de los mas importantes en la sintesis de giberelinas.

- Estrategias de inhibicién del espigado en la remolacha de siembra otofal.

RESULTADOS Y DISCUSION

* Aislamiento y clonacion de genes para invertasas de remolacha azucarera
y analisis de sus patrones de expresion.

- Aislamiento y clonacion de genes para invertasas de remolacha azucarera

La estrategia ha consistido en utilizar oligonucledtidos degenerados en zonas
muy conservadas de los genes gue codifican para estas enzimas. Para realizar la blsgueda
por PCR hemos preparado una genoteca a partir de mRNA extraido de meristemo apical
y de hoja. Todos los genes clonados en este proyecto se han depositado en la base de
datos del EMBL, en la que aparecen con los siguientes cddigos:

Accession#: AJ422050
Description: Beta vulgaris mRNA for neutral invertase (ninv gene)
Accession#: AJ422051
Description: Beta vulgaris mRNA for acid vacuoclar invertase (vacinv gene)
Accession#: AJ422052
Description: Beta vulgaris mRNA for exocellular acid invertase 1 (exinvl gene)
Accession#: Al422053
Description: Beta vulgaris mRNA for exocellular acid invertase 2 (exinv2 gene)
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- Patrén de expresién de fos genes del metabolismo de la sacarosa en remolacha
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Figtra 1. Patrén de expresién de la sacarosa sintasa (SuSy) y de las invertasas vacuolar
(SBVI), exocelular 1 (SBEI) y 2 (SBEI2).

Combinando las técnicas de northern-blot y RT-PCR se determind en primer
lugar el patrén de expresién de los distintos genes (sacarosa sintasa, invertasa neutra e
invertasas acidas vacuolar o de pared celular). Para ello se utilizaron plantas de las
dos variedades (Claudia y Monatunno) con las que se ha desarrollado la mayor parte de
este proyecto. En la Fig. 1 se muestran los datos obtenidos para la variedad Claudia.

En resumen este analisis mostrd un alto nivel de expresion de sacarosa sintasa
en raiz (Fig. 1A), siendo menor en el resto de los 6rganos de la planta. En cuanto a las
distintas invertasas, mientras que la invertasa neutra mostrd niveles similares en todos
los 6rganos analizados, la invertasa acida vacuolar mostrd expresion especifica en el
peciolo (Fig. 1B). Esta es la primera vez que se describe expresion de invertasa vacuolar
en este drgano de la planta. Dada la importancia del peciolo en la transferencia de
sacarosa desde el 6rgano productor, la hoja, hasta el érgano de acumulacién, la raiz, se
ha realizado un estudio en profundidad de los factores que regulan la expresién de
invertasa vacuolar en peciolo. Los resultados de este estudio muestran gue hay dos
factores importantes en la expresién de este gen, el primero es el estado de crecimiento
de la planta, el nivel de expresion es alto en estadios tempranos de crecimiento (32 dias)
y va disminuyendo progresivamente conforme avanza e! desarrollo de la planta hasta los
72 dias. Ademas, durante las 24 horas del dia se aprecian importantes oscilaciones de
expresion, siendo alta en la mitad del dia para disminuir y alcanzar los niveles minimos
durante la noche (Fig. 2). Esta oscilacién se mantiene cuando las plantas se someten a
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un segundo periodo de 24
horas con iluminacion continua
0 bien en oscuridad continua,
jo que indica que la invertasa
vacuolar estd sometida a
contral circadiano en peciolos
de remolacha (Fig. 2). Por
7N : ultimo, de los genes para las

/ ‘ dos invertasas acidas de pared
f celular gue hemos aislado, una
de ellas (SBEI) mastré mayor
expresion en raiz (Fig. 1C),
N mientras la otra (SBEI2) mostrd
un aito nivel de expresion en
tejidos verdes (Fig. 1D). En el

FRNA
SBVI
rRNA

rRNA
5BVI

caso de la raiz, el nivel de

a [

expresion de las invertasas es

b

[+

mucho menor que el de la
sacarosa sintasa,

Estos resultados permiten
concluir que las variaciones
de sacarosa de la raiz
dependen fundamentalmente
de sacarosa sintasa. Es
probable que la invertasa de
pared (SBE1), la que mayor
nivel de expresion muestra en
raiz, esté implicada en funciones especificas como la de degradar sacarosa en el apoplasto,
lo que aumentaria el efecto sumidero de sacarosa por parte de la raiz.

Figura 2. Oscifaci n circadiana de la expresi n de
invertasa vacuolar en peciolos de plantas de remolacha
de 32 d as. Las barras a, b y ¢ indican los periodos de
fuz y oscuridad.

A Evoluci n de la expresi n de los genes del metabolismo de la sacarosa en ra ces en
ensayos de campo.

Se han realizado ensayos de campo para analizar |a expresién de los genes del
metabolismo de la sacarosa en distintas condiciones de cultivo. Se han estudiado distintas
variables como las variedades de remolacha (Claudia, sensible a espigado, Monatunno,
resistente y Ramona, con un bajo contenido en aziicares reductores), efecto de abono
nitrogenado, ausencia o no de riego y tratamientos con paclobutrazol, un inhibidor de
sintesis de giberelinas que se ha utilizado para inhibir el espigado (ver mas adelante).
En todos estos ensayos se han tomado muestras en las que se ha analizado el nivel de
expresion de los distintos genes en estudio por los métodos mencionados anteriormente.
Es importante resaltar que, aunque hay variabilidad en los datos debido a la complejidad
de los experimentos realizados y a la dificultad de anélisis de RNAs en raices de plantas
de remclacha de un porte considerable, hemos apreciado las mismas tendencias en las
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repeticiones de los ensayos
gue se han realizado en
las distintas camparias.
Las principales
conclusiones que se
pueden obtener son:

La expresién de
sacarosa sintasa en raiz
muestra un
comportamiento similar
en todos los ensayos: hay
niveles altos en fases
tempranas de crecimiento
(marzo) que va
descendiendo
paulatinamente hacia el
final de los muestreos
(junio-julio). Esto ocurre
en todos los ensayos
realizados: de las
variedades Claudia vy
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Figura 3. Patr n de expresi n de la sacarosa sintasa en
ra ces de la variedades de remolacha Claudia y Ramona en
condiciones de riego adecuado y sin riego (d ficit), cuyos
muesStreos se realizaron en la fechas indicadas.

Monatunno, de siembra tardia o temprana y abonado. Hay sin embargo excepciones
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Figura 4. Nivel de expresi n de la invertasa vacuolar en ra ces de las variedades de
remolacha Claudia (CL) y Ramona (RM) en condiciones de riego adecuado y sin riego
(d ficit). Los muestreos se realizaron en los meses indicados.
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notables. La mas importante es que cuando sube la temperatura se aprecia un incremento
en la expresion de sacarosa sintasa en los ensayos de abonado nitrogenado en exceso y
siembra tardia, que podria explicar el incremento de azicares reductores en la raiz en
estas condiciones.

Cuando se compard la variedad Claudia con Ramona, que acumula menos
azlcares reductores, en el ensayo de déficit hidrico se observd un incremento en los
niveles de sacarosa sintasa en las muestras correspondientes a finales de julio inicios
de agosto, que no se observaba en la variedad Ramona cultivada en las mismas condiciones
{Fig. 3). Un nuevo dato que apoya la idea de gue la sacarosa sintasa esta implicada en
la produccion de azlcares reductores en respuesta a altas temperaturas.

Las invertasas que hemos analizado no muestran variacién de los niveles de
expresion en los distintos ensayos realizados, con la excepcion de 1a invertasa vacuolar
acida que se incrementd 4-5 veces durante el Gitimo muestreo (agosto) en la variedad
Claudia sometida a déficit hidrico (Fig. 4). Este incremento no se observo en la misma
variedad cuando se suministrd riego adecuado. Es interesante resaltar que tampoco se
observé en la variedad Ramona (Fig. 4). Este resultado indica que las invertasas vacuolares,
que parecen no tener funciones importantes en el metabolismo de la sacarosa de la raiz
de la remolacha, si tiene una funcion importante en la respuesta a estrés térmico e hidrico.
Apoyando esta idea, también se ha descrito induccion de invertasa vacuolar en raices
de remolacha en respuesta a herida (Rosenkranz et al., 2001}. Todos estos resultados
ponen de manifiesto que la invertasa vacuolar es probablemente la enzima més relevante
en el incremento de aziicares reductores de la raiz, que se produce cuando hay estrés
térmico e hidrico al final del ciclo de cultivo v por el propio dafio fisico en la recoleccion,

* Control hormonal por giberelinas del proceso de espigado. Aislamiento y
clonacién dei gen y la GA20 oxidasa

- Aislamiento y clonacion de la GA20 oxidasa

Las giberelinas son unas fitohormonas implicadas en el control del crecimiento
de la planta, que también tienen gran importancia en procesos como la germinacion de
la semilla y la floracidn, entre otros. Se trata de una familia de mas de 120 moléculas
con actividad biolégica variable. Las enzimas que participan en su biosintesis en plantas
se conocen y todos los genes que las codifican han sido identificados y aislados en
Arabidopsis thaliana. Una de las enzimas clave de la biosintesis de giberelinas es la
GA20 oxidasa. El gen que codifica esta enzima estd sometido a regulacion por
retroalimentacion negativa, de manera que cuando la concentracion de giberelinas es
baja, por ejemplo tras tratamiento con inhibidores de su sintesis, se induce [a expresion
del gen de GA20 oxidasa. Siguiendo una estrategia similar a la descrita anteriormente
para las invertasas, nosotros hemos aislado el gen de GA20 oxidasa de remolacha.

Una vez obtenido el gen hemos realizado el analisis de su expresion. Los tejidos

donde se produce mayor nivel de expresion de! gen de la GA20 oxidasa son los meristemaos
radical y apical, pero muestra un nivel de expresion bajo en la parte de la raiz que acumula
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Tratamiento de 12 dias

Control PCB PCB+GA; GA,

Figura 5. Efecto del tratamiento con paclobutrazol (PCB) y giberelinas (GA3) sobre plantas
de remolacha cultivadas en condiciones controladas en camara.

sacarosa. Hemos probado el efecto de un inhibidor de sintesis de giberelinas, el
paclobutrazol, que a una concentracion de 5GC ppm provocé inhibicion del crecimiento
de plantas de remolacha (Fig. 5) e induccion de la expresion del gen de GA20 oxidasa
en los tejidos verdes y de manera muy notable en meristemo apical, peciolo y hoja nueva,
no en cambio en hojas viejas. Estos resultados indican que el paclobutrazol es un inhibidor
efectivo de la sintesis de giberelinas en remolacha.

./ Control
e ., PCB

Figura 6. Efecto de los tratamientos con paclobutrazol (PCB) y giberelinas (GA3) scbre las
hojas y peciolos de plantas de remolacha.
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« Control hormonal por giberelinas del proceso de espigado. Estrategias de
inhibicién del espigado en la remolacha de siembra otofal

En primer lugar estudiamos el efecto de tratamientos de paclobutrazol en ensayos
realizados en cultivo en condiciones controladas en camaras. El paclobutrazel fue un
inhibidor muy efectivo del crecimiento, efecto que se revirtié con tratamiento con giberelinas
(Figura b). E| efecto del paclobutrazol es muy evidente sobre Ia longitud de los peciolos,
el color y superficie de la hoja (Fig. 6). Tras comprobar la efectividad del paclobutrazol,
iniciamos ensayos de campo para estudiar si las giberelinas estan implicadas en la
induccién de floracion de la remolacha. Se realizaron 4 ensayos que se trataron mediante
fumigacion con paclobutrazol (5 cc/l), teniendo igual nimero de parcelas control sin
tratar. Los tratamientos se hicieron en mayo, momento en el que se iniciaba el proceso
de espigado. Los resultados obtenidos mastraron una inhibicion del espigado superior
al 90% en todos los casos. Concluimos pues que las giberelinas juegan un importante
papel en la floracion de la remolacha de siembra otonal.

En las dos campanas siguientes se disefiaron ensayos para analizar la inhibicion
del espigado por aplicacidn de inhibidores de sintesis de giberelinas, estudiando el efecto
de dosis, momento de aplicacion y analizando no sélo la inhibicidon de espigado sino
también el efecto sobre la productividad vy calidad.

En resumen, estos ensayos pusieron de manifiesto los siguientes resultados:

a) Como se muestra en la Fig. 7 6,
7, resultd mas eficiente el [ 233 22
tratamiento realizado en el

inicio del mes de marzo,
cuando no hay aln signos de
espigado (15,5% de espigado
frente al 26,1% del control ]
sin tratar). Si el tratamiento I_—
se hace con anterioridad (mes %~ cont Eneio " Marze
de enero) o bien cuando ya i Mayo
se aprecian signos de espigado Tratamiento PCB

(mes de mayo), el tratamiento  Figura 7. Ensayos de campo del efecto del tratamiento

pierde eficiencia (23,3% v con paclobutrazol (5 cc/l) realizado en las fechas indicadas

. sobre el porcentaje de espigado de plantas de remolacha
22,2%, respectivamente). Por g /3 var?edad C/éudia pig P

tanto, se puede concluir que
el momento en que se realiza la aplicacion tiene gran incidencia sobre el nivel de inhibicién
del espigado y es uno de los factores mas importantes a tener en cuenta.

20—
155

10

Espigada (%)

L_ |

b) Ademas del paclobutrazol, se utilizaron inhibidores como la Daminozida y el Mepicuat
y se realizaron ensayos en parcelas con siembras tempranas situadas en Jaén, Cérdoba
y Cadiz, tratando de tener condiciones muy favorables al espigado. De los inhibidores
de sintesis de giberelinas utilizados, el paclobutrazol resultd ser el méas eficaz en la
reduccién del espigado.
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¢) En cuanto a los parametros de produccion y calidad, se analizé el efecto de estos
tratamientos sobre el grado de polarizacion, como determinacion del contenido de sacarosa
en raiz. Los resultados muestran una clara relacion entre el nivel de inhibicion de espigado
ejercida por los tratamientos con paclobutrazol v el grado de polarizacion, siendo fas
muestras con menor espigado las que muestran el mayor grado de polarizacién (14,8
frente a 13,4 en las muestras no tratadas). Esta diferencia de 1,4 puntos en el grado
de polarizacion es de una gran importancia econdmica. En cuanto al resto de los parametros
de calidad estudiados, no se observaron efectos significativos sobre el contenido en potasio
y nitrégeno aifa amino; sin embargo, el tratamiento con paclobutrazol produjo una
disminucion del contenido de sodio (4,23 mEg/100 g de peso fresco en las tratadas
frente a 5,88 mEg/100 g de peso fresco en las muestras control). Estos resultados indican
que la inhibicién del espigado provocada por el paclobutrazol produce ademas un
incremento sensible en la productividad y calidad de la sacarosa.

Tabla 1. Efecto del tratamiento con distintas dosis de paclfobutrazol a
distintos tiempos en ensayos de campo realizados en las localidades indicadas

sobre el nivel de espigado {Espig), el contenido en sodio (Na), el contenido en
azdcares reductores (AR) y el grado de polarizacién (Pol).

Tratamiento| Dosis

Espig Na AR Pol Espig Na
Testigo | O (081 (526 (0,35 |154 22,72 | 4,18 0.16{ 13,3] 848 | 5,12{020{ 149
Marzo | 1x p278 [343 [024 |16,0[2536 | 288/ 0,15 152| 5,12 | 4,19] 0,18 15,0
3x | 7,80 [2.51 |o,18 16,7 [16.00 | 243{ 0,14 150] 6,03 | 4,14} 0,19] 157

Abril Ix 1824 {322 1022 |164111,84 | 2,7710,14| 14.8| 6,51 | 4,57{0,18] 155
3x 2,19 1232 0,19 [17,3] 8,79 | 247]0,15| 15,6] 6,41 | 4,14 0,18} 15,1
1% sintomas{ 1x 6,40 |3.77 [027 |17,1 0,82 | 525/ 0,19] 150
3x |9,85(230(0,19{17,5 6,84 | 550|022 15,2

En campanas sucesivas hasta la actual (afio 2004), se han realizado ensayos
optimizando las dosis aplicadas y el tiempo de aplicacién, siendo los resuttados repetitivos
con respecto de los mencionados anteriormente, como ejemplo se muestran Ios resultados
obtenidos en la camparia de 2003 (Tabla 1). Por tanto se puede concluir que la inhibicion
de la sintesis de giberelinas tiene dos efectos positivos sobre la remolacha de siembra
otofial, en primer tugar una inhibicion muy significativa del porcentaje de espigado,
objetive para el que se diserio este tratamiento. De este efecto se derivan efectos secundarios
igualmente positivos y gue afectan el incremento del grado de polarizacion y a ta mejora
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de la mayor parte de parametros de calidad (Tabla 1). Probablemente, estos efectos
positivos se deben a que las plantas tratadas con paclebutrazol tienen un mejor
comportamiento ante las condiciones de estrés hidrico y térmico que son normales en
la época de cosecha, como sugiere el hecho de que los mejores resultados se obtuvieron
en campanas en que las temperaturas en la época de cosecha fueron mas extremas,
condiciones que se dieron en los ensayos que se muestran en la Tabla 1, Es importante
resaltar sin embargo que el momento de la aplicacion del paclobutrazol es un aspecto
crucial para que el tratamiento se efectivo.
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LOS NIVELES DE PROLINA REFLEJAN LA SITUACION DE ESTRES
HIDRICO DE LA REMOLACHA DEL SUR

José Antonio Monreal’, Eduardo T, Jiménez*, Rodrigo Morillo-Velarde?, Sofia
Garcia-Maurifio!, Cristina Echevarria®.

'Departamento de Biologia Vegetal y Ecologfa, Facuitad de Biologia, Universidad de Sevilla, Avenida
Reina Mercedes n° 6, 41012 Sevilla, Espada.
2AIMCRA (Asociacion de Investigacidn para la Mejora del Cultivo de la Remolacha Azucarera),
Delegacion Sur, ¢/ Metalurgia n® 36, 41080 Sevilla, Espana.

INTRODUCCION

Muchas plantas sometidas a estrés hidrico ponen en matcha cambios fisiologicos
que aumentan su tolerancia a dicho estrés. El ajuste osmético en respuesta al estrés
aumenta la capacidad de mantener la turgencia celular a potenciales hidricos bajos.
Dicho ajuste implica un descenso del potencial hidrico celular mediante el acimulo neto
de solutes. La prolina es un osmolito compatible {es decir, que puede acumularse en el
citosol sin perjuicios al metabolismo celular) que se sintetiza en plantas en respuesta al
estrés osmotico (Yeo, 1998) v que es un buen indicador de déficit hidrico (lannucci et
al., 2000; Ain-Lhout et al., 2001). La cantidad neta de prolina en la planta en condiciones
de estrés hidrico aumenta por la induccion y/o activacion de enzimas implicadas en su
biosintesis, asi como por disminucién de la actividad de enzimas implicadas en su
catabolismo (Delauney y Verma, 1993) (ver Fig. 1).

Por otro lado, la acumulacidn de prolina parece ser un factor comin a muchos
tipos de estrés: hidrico, térmico, causado por metales pesados o por aumento de acidez,
y estrés oxidativo (Hare y Cress, 1997).

PSC Sintetasa PSC Reductasa

Glutamato l — P5C

Ornitina

Prolina

®<P5C
DEFICIT o I

HIDRICO
Glutamato

Figura 1, Efecto del estrés hidrico sobre enzimas implicadas en la sintesis (en el
citosol) y en la degradacion (en las mitocondrias) de la prolina. £l A'-pirrolina-carboxifato
(PSC) es un intermediario tanto de la sintesis como de la degradacién de la proiina.
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En este trabajo se ha determinado el contenido en prolina en raices de remolacha
como indice de! grado de estrés al que estaban sometidas las plantas en las distintas
situaciones correspondientes a los ensayos de campo, prestando especial atencion a las
condiciones hidricas del cultivo.

MATERIALES Y METODOS

+ Material vegetal: Se han empleado variedades comerciales de remolacha
(Claudia y Ramona), suministradas por AIMCRA y procedentes de ensayos de campo,
durante cuatro campafias sucesivas: 1999/2000, 2000/2001, 2001/2002 y 2002/2003.

+ Preparacion de las muestras: Cada muestra estaba formada por una mezcla
de al menos tres raices distintas para cada ensayo y para cada fecha de muestreo.

+ Determinacién de prolina: La prolina se cuantificé empleando ninhidrina seglin
el método de Bates et al. (1973).

+ Determinacion de giucosa: La concentracion de glucosa se determind con el
Glc test de Sigma (ST. Louis, Mo., USA)

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados presentados corresponden al conjunto de las cuatro campanas
estudiadas. En la Fig. 2 se muestra la acumulacion de prolina en las variedades Claudia
y Ramona en condiciones de riego a demanda y déficit hidrico.

6 | _ s Claudia déficit 6 | —»— Ramona déficit
— o Claudia riego - ¥~ Ramona riego
5 5
U
4 _~ 54
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p=
o
3 F S 3
/ £
=

[

Y
2 ): 'y 2
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—__ .

};A%,«-}{ 1
o= :

Feb Mar Abril MayoJun Jul Agosto Feb Mar Abril MayoJun Jul Agosto

Figura 2. Evolucién de los niveles medios de prolina en condiciones de déficit hidrico
y riego a demanda. Se muestran los valores medios : £S (cuatro campanas) de prolina
en las variedades Claudia y Ramona durante el desarrollo de las raices de reserva.
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A partir de Mayo, cuando empieza a subir la temperatura vy disminuye el
aporte hidrico por precipitacion, se produjo un aumento considerable de prolina en las
raices. Dicho aumento fue mayor en déficit hidrico que en riego a demanda.

También se observaron notables diferencias en la respuesta de las dos variedades
estudiadas, en general, el contenide en prolina de la variedad Ramona fue siempre inferior
al de la variedad Claudia. En la Tabla 1 se muestra el analisis estadistico (t test) de las
diferencias en el contenido en prolina debidas al régimen hidrico para cada una de las
variedades. Se observé que la variedad Claudia acumulaba significativamente mas prolina
en respuesta al déficit hidrico a partir del mes de Mayo. Por el contrario, las diferencias
relacionadas con el régimen hidrico no eran significativas en la variedad Ramona.

Tabla 1: Comparacion de fa respuesta al déficit hidrico en Claudia y Ramona. En
cada variedad, se contrasto el contenido en prolina en déficit hidrico con ef existente en riego
a demanda.

Claudia P < 0,001

Ramona NS NS NS NS

En la Fig. 3 se compara (ANOVA) la prolina, en las dos variedades y en los dos
regimenes hidricos, como media de las
cuatro campanas en el mes de Julio,
La variedad Claudia acumuld
significativamente mas prolina en
condiciones de déficit hidrico, mientras
que la cantidad era inferior en riego a
demanda, y similar a la encontrada en
Ramona en ambas condiciones.

p mol Pro/gpF
N w
o

En conjunto, estos resultados
muestran la existencia de condiciones de
estrés hidrico en la fase de cultivo anterior
a la cosecha. Aunque el estrés es menor
en condiciones de riego a demanda, incluso Claudia Claudia Ramona Ramona
en este (ltimo caso se cbserva incremento
de prolina en las raices. Las dos variedades
estudiadas muestran distintos grados de
esfrés en las mismas condiciones, siendo  Fgira 3, Comparacion de la acumulacién de prolina
Ramona mucho mas tolerante al déficit  en déficit hidrico y riego a demanda en las

hidrico que Claudia. La variedad Ramona variedades Claudia y Ramona. Se muestran Jos

y : vafores medios+ES (cuatro campanas) de prolina
tamb@n s€ Cargxctenza por un menor en las raices de las dos variedades durante el mes
contenido en aziicares reductores (entre  de Julio. Las medias sefaladas con la misma letra
los que esta la glucosa). no difieren para P<0.05

=

Déficit Riego Déficit Riego
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Figura 4. Comparacion de la acumulfacion de glucosa
en déficit hidrico y riego a dermanda en fas variedades
Claudia y Ramona. Se muestran fos valores medios
YES (cuatro campanas) de glucosa en las raices
de las dos variedades durante el mes de Julio. Las
medias sefaladas con la misma letra no difieren
para P<0.05
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Enla Fig. 4 se compara la glucosa,
en las dos variedades y en los dos
regimenes hidricos, encontrada como
media de las cuatro campanas en el
mes de Julio. Las condiciones que
favorecen la acumulacion de azlcares
reductores son en muchos casos las
mismas que inducen la de protina. En
efecto, la glucosa en las raices fue
significativamente mayor en Claudia
que en Ramona y, en el caso de Claudia,
mayor en déficit hidrico que en riego a
demanda.

En la Fig. 5 se muestra el efecto
del aporte nitrogenado sobre la
acumulacion de prolina en las raices.
El aporte nitrogenado aumenté el
contenido en prolina, sobre todo cuando
éste era menor {Mayo y Junio, Fig BA).
Cuando se analiza el nivel de prolina
en relacion con el contenido en N de
la planta (Fig 5B) se hace patente y
estadisticamente significativo el aumento
de prolina consecuencia del sobre-
abonado. No obstante, la fecha de
muestreo, y, por tanto, las condiciones
de estrés del cultivo, tiene efectos
mayores sobre la acumulacion de prolina
que el ahonado nitrogenado.

+——— Figura 5. Varjaciones en el
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contenido en profina segtin el abonado
nitrogenado. Acumulacion de prolina, desde
mayo hasta agosto, en /a raices de Claudia
en riego a demanda y con distinto aporte
de nitrégeno. En la parte superior (A), los
datos se refieren al N suministrado al cuftivo:
sin abonado (SN), dosis recomendada (RN)
y exceso de abonado (dosis recomendada
+ 300 UF, EN). En la parte inferior (B),
los datos se refieren al contemdo de N en
las plantas: 277 kg ha* (G1), 300 kg ha
(G2)y 515 Kg ha* (G3). Se compararon
fos grupos correspondientes a cada mes
(ANOVA), v las medias significativamente
diferentes se han marcado con letras
distintas.



Cap IX. Niveles de Prolina

6 —a- Ramona primaveral

Para determinar si la acumulacion e Rantona otofial
de prolina estaba ligada a una etapa
determinada del desarrollo de la raiz de
reserva, se cultivd Ramona en siembra
otonal y en siembra primaveral (Fig 6).
En el momento de la cosecha, el contenido
en prolina en la remolacha otonal (que 1
se cosecha en verano} era méas del doble o ik

3 BL A B

del de la remolacha primaveral (se cosecha Mayo Junic Julio Agosto Sept Oct MNov
en otofio). En la parte inferior de la Fig. Mes
© se muestra la variacion del contenido s T
en prolina en relacion con el tiempo de o Ramona primoveral

. lamona gtofial
cultivo; se observa que remolachas 1
otonales con aproximadamente el mismo

tiempo de desarrollo que las primaverales .
tienen mayor contenido en prolina que \/\,
éstas. Es, por tanto, la estacion de cosecha, 2

b

[t mol Pro/gpF

L mol Pro/gpF
P

y no el tiempo de desarrollo, el factor 1]

determinante de |a prolina acumulada. o] e
10 20 30 40
Diversos resultados Edad (semanas)
experimentales sugerian la posibilidad de Figura 6. Prolina en las raices de /a

, . variedad Ramona en Siembra otonal y siembra
q'ue _en la respuesta a estres oc_urr_1ese la primaveral, Los dos tipos de siembra se realizaron
siguiente secuencia de acontecimientos: en la misma finca, bajo régimen de riego a
situacion de estrés, movilizacion de demanda y abonado nitrogenado recomendado.

carbohidratos con hidrélisis de sacarosa ~ £71 /@ gréfica superior los datos se presentan
segun la fecha de muestreo; en la grafica inferior,

realizada por IE} invertasa acida, utilizacion  segn e/ ndmero de semanas transcurridas desde
de la energia y de los esqueletcs  fa siembra hasta la recoleccion de la raiz.

carbonados obtenidos en la respiracion

de los carbohidratos para la sintesis de prolina, y acimulo de glucosa en las raices come
remanente de la movilizacién de reservas de la raiz. En la Tabla 2 se muestran los
resultados obtenidos en una aproximacién experimental encaminada a actuar sobre dichos
acontecimientos y cbtener cambios en |a respuesta de la planta. El tratamiento con
antitranspirantes iba encaminado a disminuir el estrés hidrico al reducir las pérdidas de
agua por transpiracion, se observa que el efecto de dicho tratamiento es distinto en
situacion de riego (causa un aumento de prolina) que en situacion de déficit hidrico (causa
una disminucién). Presumiblemente, sélo en esta Ultima situacién disminuye el estrés
sufrido por la planta al mejorar su estado hidrico, mientras que en el primero se originan
otro tipo de situaciones estresantes (estrés térmico por disminucion de refrigeracién, estrés
causado por déficit de CO, debido al cierre estamatico, etc). El tratamiento con AMP,
dirigido a cambiar los niveles de adenilatos en la planta y de esa forma incidir sobre la
respiracion, no tuvo efectos sobre la prolina acumulada. Por tltimo, se aprecié una notable
disminucion en el contenido en prolina en el tratamiento encaminado a disminuir la
actividad de la invertasa acida, enzima que parece estar implicada en las respuestas a
estrés de la remolacha en siembra otonal en el pericdo precosecha, y que son causa de
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la disminucién de |a calidad de la raiz. Aunque preliminares, estos resultados abren una
via hacia ia modificacién del metabolismo de la remolacha en vias de una mejor calidad
del producto cosechado.

Tabla 2. Repercusién sobre ef contenido en prolina de varios tratamientos encaminados
a cambiar la situacion de estrés o la actividad metabolica de la remolacha. Se realizaron
tratamientos con antitranspirantes (tratamientos en Mayo y Junio, y muestreo en Julio) en dos
fincas distintas, y se muestra fa media de las dos determinaciones. Los tratamientos con AMP
¥ DMDP se realizaron dos semanas, una semana y unas horas anfes de la cosecha (0.25 |

en cada aplicacion). El adenosin-monefosfato (AMP. Sigma) se aplico por pulverizacion a una
concentracion 120 mM (muestreo en Agosto) Ef inhibidor de invertasa (DMDP, Calbiochem)
se aplicd por pulverizacién a una concentracion 33pM (muestreo en Agosto).

Tratamiento Gl gr%?igglg‘lpﬁ lm‘;lir;t;m:gnégl of
(riegoaydia, 4ay | Antitranspirantes |  1,620:0,640 2,625+ 0,485
(déf%ﬂ‘ﬁﬂico) Antitranspirantes 2,790+0,690 1.405' 0,335
(riegoRaa omanda) AMP 2,83 2,55
(défict hidrico) DMDP 4,28 1,41
CONCLUSIONES

« El principal factor que determina la acumulacion de prolina es el estrés hidrico,
aungue el exceso de nitrégeno también aumenta la cantidad de prolina en las raices.

» Los niveles de prolina inferiores que se detectan en la variedad Ramana indican
que ésta tiene mayor resistencia a estrés hidrico que la variedad Claudia.

» La seleccion de la variedad, el régimen hidrico y el aparte de nitrogeno van a
determinar cambios en la calidad de la raiz cosechada.
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'Departamento de Biologia Vegetal y Fcologia, Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla, Avenida
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INTRODUCCION

La posibilidad de paliar los efectos del estrés hidrico se ha abordado recientemente
mediante el uso de variedades tolerantes. En diferentes condiciones se ha sefalado una
interaccion positiva entre variedades de remolacha azucarera y riego, tanto en condiciones
de bajo déficit hidrico (como Van der Beek (1993) en Holanda y Qber et a/ (2003) en
el Reino Unido), como en condiciones de alto déficit hidrico (Abdollahian ef a/ (2000)
en Iran),

En Andalucfa se ha comprobado una diferente sensibilidad a la sequia entre
variedades comerciales de remolacha, medida esta por el indice S (AIMCRA 1992). Este
indice mide la tolerancia a la sequia en forma de reduccién de rendimientos causados
estos por ambientes/candiciones desfavorables. Se define S como:

S=(1-Ys/Yr}/ (1 -Yms/Ymr) donde Ys es el rendimiento de la variedad en condiciones
desfavorables (secano); Yr es el rendimiento en riego; Yms es el rendimiento medio en
secano y Ymr es el rendimiento medio en regadio.

Un valor bajo de S indica una menor reduccion en el rendimiento ante una faita
de agua, es decir mas tolerancia a sequia. Se han encentrado valores de S estadisticamente
diferentes en variedades comerciales, desde 0.42 a 1.39.

En este trabajo se ha evaluado el comportamiento de dos variedades comerciales
de remolacha azucarera, Claudia y Ramona, testigos de AIMCRA, bajo dos condiciones
de cultivo diferentes, riego seglin balance de agua y sin riego (tratamiento de déficit
severo) con el objetivo de analizar si existen diferencias entre variedades, en qué momento
se produce y qué variables de desarrollo, produccién o calidad industrial se ven afectadas.
Este estudio se ha realizado dentro del proyecto de investigacién FEDER 1FD97-0893-
C3-01.
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METODOLOGIA

Se han realizado cuatro ensayos, cuya localizacién y principales referencias de
los tratamientos aplicados se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Localizacion de los ensayos y tratamientos.

Ensayo Finca y localidad  Riego + lluviamm) Nimero de riegos  Salo Lluvia (mm)
. La Caridad
Caridad 2001 Alcala (Se) 868 12 367
: La reunién
Reunién 2002 |  gyillena(Se) 696 12 242
Caridad 2002 k?cg,aé”gﬁ 697 12 215
El Cerro
El Cerro 2003 Carmona(Se) 773 15 280

El tratamiento de riego segln balance (RAD) ha consistido en la aplicacién
semanal de las necesidades hidricas del cultivo (ETc) calculadas segln el método de
la FAQ, donde la ETo se ha estimado por el método del tangue evaporimétrico de clase
A. El tratamiento de riego deficitario, déficit severo (DH) ha recibido solamente la lluvia.
Los valores medidos (enero-julio) se indican en la tabla 1.

Disefio estadistico: Blogues completos al azar (RCBD) con cuatro repeticiones.
16 Muestreos guincenales desde primera guincena de febrero hasta la primera de agosto.
Los dos muestreos de julio se han considerado como recoleccion habitual (parcela 6 mé).
Se han analizado en cada muestreo 15 variables de desarrollo, produccién y calidad
seguin protocolo AIMCRA,

ANALISIS ESTADISTICO:

« La comparacidén de medias de tratamientos en recoleccidn (tabla 2) se ha
realizado por el test de la t de Student para muestras pareadas al 5%. Las diferencias
significativas se indican con un asterisco (*). El programa estadistico empleado ha sido
S.PS.S(v.8.0).

+ EJ reagrupamiento de ensayos se ha analizado por un ANOVA de dos vias,
siendo los factores fijos: localidad (4) y tratamientos (4), los muestreos se han usado
como repeticiones. La homogeneidad de varianzas, requisito para el reagrupamiento en
este analisis, se ha comprobado por ei test de Levene a p=0.05. Para todas las variables
ha resultado no significativo, por lo que los cuatro ensayos se han podido reagrupar, En
el reagrupamiento,comparando las medias de las distintas variabies, el efecto de la
localidad ha sido no significativo para todas las variables segln el test F a p=0.05.

+ La comparacion de tratamientos y muestreos se ha realizado por un ANOVA
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de dos vias, siendo los factores fijos: tratamientos (4, Claudia RAD, Claudia DH, Ramona
RAD y Ramona DH) vy los muestreos (16) y las repeticiones las cuatro localidades. La
homogeneidad de varianzas se ha verificado igualmente por el test de Levene, En los
casos en que la diferencia entre tratamientos ha sido significativa, se han comparado
las medias por el test de Tukey HSD a p=0.05. Para todas las variables estudiadas el
muestreo ha sido significativo. Los resultados se muestran variable a variable.

RESULTADOS

En estas condiciones experimentales, los rendimientos medios comparativos se
indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Produccion y calidad media de los ensayos. RAD=Riego a la demandsa,
DH=Déficit Hidrico :

DH 65.7| 16.3| 10.7| 2.3*} 4.6 | 5.1* | 0.35*] 806

RAD | 84.1%] 17.4% { 14.6* 191 4.3 3.4 | 0.19|83.5*

DH 68.8| 20.2*| 13.4| 2.4%| 4.6 2.4 10.19*] 86.5

RAD |103.8% 17.0( 17.6* 1.9]1 3.8 2.8 1 0.14] 86.2

DH 51.5] 18.3* 9.4 53*| 48 8.0 | 044f 748

RAD | 99.2*[ 15.0|14.9% 4.4 4.3 7.1 | 042 72.8

DH 55,64 18.3* 10.2 2.1l 5.0 3.1 |1 0.45*1 82.8

RAD [107.7*| 14.8| 15.9* 23} 52 | 4.1+ | 034] 803

(*) = diferencias significativas segun t a p=0.05 Peso = Produccion de Ralz (t/ha)
Pol = Polarizacién (°p) Az/ha = Rendimiento en azucar /ha
N-min= Nitrogeno alfa- amino (mmol/100 g R) K= Potasic (mmol/ 100 g R)
Na = Sedio (mmol /1100 g R) Azred =Azicares reductores (g/100 g R}

VTIR = Valor Tecnoldgico industrial de la remolacha (%)

Los resultados de recoleccién coinciden con lo esperade. Un estrés hidrico severc
se traduce en una pérdida significativa de produccién de raiz y de rendimiento en azdcar,
un aumento de la polarizacion (causada posiblemente por la deshidratacion de |a raiz)
y pérdida significativa de calidad, con un aumento claro de los elementos melacigenos
{contenidos en sadio, potasio y nitrdgeno alfa-amino).

ANALISIS DE VARIABLES:

= Porcentaje de Cobertura, las diferencias entre tratamientos con v sin riego son
altamente significativas (p<0.001). No existen diferencias significativas entre variedades.
Los valores medios de los muestreos y de recoleccion se indican en la tabla 3. El méaximo
porcentaje de cobertura alcanzado para las dos variedades en riego estd en el 99.5% a
primeros de junio. En los tratamientos sin riego, el maximo alcanzado esta en el 88% a
primeros de abril (ver Fig. 1). A partir de entonces decrece y mas que con los de riego.
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Figura 1. Evolucion del porcentafe de cobertura
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Tabla 3. Porcentaje de cobertura

Tratamiento

Media (%) Recoleccién (%)

Ramona DH| 57.63 b 388 b
Claudia DH| 57.79 b 389 b
Ramona RAD| 77.20 a 80.4 a
Claudia RAD| 76.69 a 826 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test Tukey HSD a p=0.05.

* Niimero de Hojas, 1a diferencia entre tratamientos con y sin riego respecto al
nimero de hojas es significativa (p<0.05). Las dos variedades con riego alcanzan un
maximo de 32.3 hojas/planta al final de mayo en tanto sin riego solo liegan a 27.2
hojas/planta. Los valores medios de todos los muestreos y en recoleccidén se muestran
en la Tabla 4. Ramona tiene un nimero menor de hojas.

Figura 2. Evolucion del ngmero de fofas
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Tabla 4. Nimero de hojas

Tratamiento Media (%)., Recoleccidn (%)

Ramona DH| 19.6 C 140 d
Claudia DH| 20.3 ©hc 17.7 ¢
Ramona RAD| 22.6 a 206 b
Claudia RAD| 22.1 ab 229 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segin el test Tukey HSD a p=0.05.

« indice de Area Foliar (LAI), las diferencias entre los cuatro tratamientos son
muy significativas (p=0.007). Las variedades responden de forma diferente a Ia falta
de agua. En relacién con los valores maximos que se alcanzan, Claudia con riego alcanza
un LAl de 6.6 en tanto sin riego alcanza un LAl de 5.6, ambos valores al final de mayo.
Ramona con riego alcanza 6.1 vy sin riego 4.1, al final de abril. En recoleccién, ver Tabla
5, el LAI disminuye aln con riego y se mantienen Ias diferencias. Ramona sin riego
presenta el menor LA

Figura 3. Evolucion del Indice de Area Foliar (LAI)
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Tabla 5. indice del Area Foliar (LAI)

16

Tratamiento Media (%) Recoleccién (%)

Ramona DH| 3.9 b 3.6 b
Claudia DH| 4.1 ab 49 a
Ramona RAD| 4.7 ab 46 a
Claudia RAD| 5.1 a 45 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test Tukey HSD a p=0.05.
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Figura 4. Evolucion de fa produccidn de rajz (T/ha)
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Tabla 6. Produccién de Raiz (t/ha)

Tratamiento  Media (%)  Recoleccion (%)
Ramona DH] 406 a 766 b
Claudia DH| 41.1 a 549 b
Ramona RAD] 56.4 a 815 a
Claudia RAD| 57.5 a 969 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test Tukey HSD a p=0.05.

» Produccion de Raiz (t/ha), las diferencias entre riego y no riego son significativas
a partir de mayo {p< 0.01, ver Fig. 4) y en la recoleccién. No hay diferencias significativas
entre variedades. Con riego la produccién de raiz (parte cosechable) aumenta hasta
primeros de julio. Sin riego a partir de mitad de mayo, el peso de la raiz permanece més
0 menos constante. Los rendimientos medios y los obtenidos en recoleccién se indican
en la Tabla 6.

Figura 5. Evolucitn de la produccion de hoja (T/ha)
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Tabla 7. Produccion de Hoja (t/ha)

Tratamiento  Media (%) Recoleccion (%)

Ramona DH| 29.03 b 125 b
Claudia DH| 29.19 b 141 b
Ramona RAD| 49.78 a 316 a
Claudia RAD| 48.03 a 351 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test Tukey HSD a p=0.05.

* Produccion de Hoja (i/ha), las diferencias entre riego v no riego son significativas,
aunque hasta mitad de abril los valores son similares (ver Fig. 5). No hay diferencias
entre variedades. En la recoleccién las diferencias entre riego y no riego se aproximan.
Los valores medios y en recoleccion se muestran en la Tabla 7.

* Produccion de la Planta (t/ha), el peso de la planta completa, suma de las
dos variables anteriores, es diferente estadisticamente entre los tratamientos con y sin
riego. No existen diferencias entre variedades. Los resultados de los muestreos se muestran
graficamente en la Fig. 6 y en la Tabla 8.

Figura 6. Evolucién de la produccion de Iz planta completa (Tiha)
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Tabla 8. Produccion Total de la planta (t{ha)

Tratamiento Media (%) Recoleccion (%)
Ramona DH| 70.2 b 90.3 b
Claudia DH} 71.4 b 86.8 b
Ramona RAD| 108.4 a 1426 a
Claudia RAD| 1085 a 1539 =

Letras diferentes indican diferencias estadfsticamente
significativas segun ef test Tukey HSD a p=0.05.

« Nitrégeno en la Planta (kg/ha}, no existen diferencias significativas en relacion
con la cantidad de nitrégeno en la planta respecto a las variedades o el riego (p=0.074).
Sélo Ramona en déficit tiene menos nitrdgeno. La evolucién en cada tratamiento se indica
en la Fig. 7. Los valores medios de los muestreos y los obtenidos en recoleccidn se
muestran en la Tabla 9. Ramana sin riego tiene menos nitrégeno.

Figura 7. Evoliein del contenido total de N en fa planta completa (kgiha)

kgiha N en planta
500, _, Claudia-DH

400 —, ~ Ramona-DH
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Tratamiento Media (%) Recoleccion (%)
Ramona DH} 181.1 b 3033 b
Claudia DH| 202.7 a 3503 a
Ramona RAD| 232.2 a 3424 a
Claudia RAD| 2342 a 337.7 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segtin el test Tukey HSD a p=0.05.
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* NOs en el Peciolo (sobre M.Seca en ppm), la evolucién del nitrdgeno nitrico
en el peciolo (sobre materia seca) es la conocida. Todos los tratamientos responden de
manera similar. Las diferencias no son significativas (p=0.553). Graficamente se indican
en la Fig. 8 y los valores medios y finales, en recoleccién en la Tabla 10.

Figura 8. Evolucian del contenfdo de NO en &l peciolo e M, Seca (PPM)
1 NNO _ Materia Seca (peciolos) —¢— Claudia-OH

—m— Ramona-DH
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Tabla 10. Nitrégeno NO, en el Peciolo (ppm)

Tratamiento Media (%) Recoleccion (%)
Ramona DH} 5085.40 a} 3765.00 a

Claudia DH| 482248 a| 360750 a

Ramona RAD| 5519.18 a | 4088.75 a
Claudia RAD| 5145.51 a| 374370 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test Tukey HSD a p=0.05.

* Brix, hasta final de marzo los valores de los cuatro tratamientos son similares
(ver Fig. 9). A partir de ahi, las dos variedades sin riego muestran valores mas altos de
brix que las dos variedades con riego. Las diferencias entre ambos grupos son estadisticamente
significativas (p<0.001). No hay diferencias entre variedades. Los valores medios y de
recoleccién se indican en la Tabla 11.
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Figura 9. Evolucidn def Brix
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Tratamiento Media (%)  Recoleccion (%)

Ramona DH| 1899 a 23.8 a
Claudia DH| 19.14 a 248 a
Ramona RAD| 16.39 b 2l.1 b
Claudia RAD| 16.29 b 199 b

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test Tukey HSD a p=0.05.

« Polarizacion, los contenidos en sacarosa, la polarizacion, son diferentes
estadisticamente entre las variedades con riego v sin riego (p< 0.01) aunque hasta marzo
son aproximados (ver Fig. 10), esto hace que las diferencias entre medias no sean
significativas. Las dos variedades sin riego tienen una polarizacidn superior en recoleccion,
sin diferencias entre variedades. En la Tabla 12 se indican los valores medios v los
obtenidaos en recoleccion.

Figura 10. Evofucion de la polarizacitn (°F)
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Tabla 12. Polarizacién (°p)

Tratamiento Media (%) Recoleccion (%)
Ramona DH| 14.02 a 17.12 a
Claudia DH| 13.63 a 16.70 a
Ramona RAD| 12.07 a 1580 b
Claudia RAD| 12.21 a 1541 b

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test Tukey HSD a p=0.05.

» Rendimiento en Azlicar/ha, el producto de produccion de rafz por polarizacion,
el rendimiento en azlcar (teodrico), es muy similar por tratamiento hasta primeros de
abril. Luego empiezan las diferencias. Las dos variedades con riego tienen un rendimiento
superior (ver Fig.11), estadisticamente significativo. No hay diferencias significativas entre
variedades en la media de los muestreos y si en recoleccion, Claudia es mas productiva que
Ramona. Los valores medios y en recoleccién se muestran en la Tabla 13,

Figura 11. Evofeicion tel rendimiento en azicariha

Aziicarfha

20 —— Claudia-DH

181

16| -~ Ramona-DH

12 Claudla-RAD

+ Ramona-RAD

Tratamiento Media (%)  Recoleccion (%)
Ramona DH| 6.64 a 127 b
Claudia DH; 6.85 a 11.7 b
Ramona RAD| 8.25 a 160 a
Claudia RAD| 8.46 a 172 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segin el test Tukey HSD a p=0.05.
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« Nitrogeno Alfa Amino, pese que hasta el mes de abril no existen diferencias
claras entre tratamientos, a partir de ahi ambas variedades sin riego presentan unos
contenidos mas altos de nitrégeno alfa-amino (ver Fig. 12). Los valores medios, Tabla
14, muestran diferencias ne significativas en Claudia y significativas en Ramona. Estas
variedades con riego tienen los valores medios mas bajos. En las tltimas muestras Claudia
aumenta los contenidos (lo que es usual) y Ramona les disminuye.

Fipura 12, Evolucion dal contenido en nitrogeno alfa-amino (mmolf100 g &)

o Claudia-DH Alfa-amino (mmol/100 g R)
7.

_ . Ramona-DH

5 Claudia-RAD

4. __ Ramona-RAD

Tratamiento  Media (%)

Ramona DH| 1.87 ab 34 a
Claudia DH| 2.15 a 38 a
Ramona RAD| 1.52 b 26 b
Claudia RAD| 1.71 ab 25D

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segtn el test Tukey HSD a p=0.05,

* Potasio, el contenido en potasio de la raiz disminuye conforme avanza el cultivo
sin que exitan diferencias significativas entre tratamientos (p=0.5086). La evolucién se
muestra en la Fig. 13. Los resultados medios y en recoleccidén se muestran en la Tabla
15. En recoleccién las variedades sin riego tienen mas potasio pero las diferencias no
son significativas.
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Figura 13. Evalucidn def conteaido en potasio (mmol/ 100 & R)

K (mmoi/100 g R}
l 1 —¢— Claudia-DH _m Ramona-DH

Claudia-RAD .. . Ramona-RAD

Tratamiento Media (%) Recoleccion (%)

Ramona DH| 5.61 a b1 a
Claudia DH| 5.78 a 52 a
Ramona RAD| 5.50 a 45 a
Claudia RAD| 5.41 a 41 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test Tukey HSD a p=0.05.

* Sodio, el contenjdo en sodio de la raiz tiene una evolucién poco constante, sin
ser significativas las diferencias entre tratamientos (p= 0.308, ver Fig. 14). En recoleccion
la variedad Claudia tiene unos niveles mas elevados sin llegar a ser significativos {(ver
Tabla 16). El nivel de sodic no parece depender del riego y si mas de |a variedad. Ramona
con riego tiene los valores mas bajos de sodio en recoleccion.

Figura 14, Bvolucion del contenida en sodfa (mmoff100 g R)

9 Na (mmoi/100g R)
. Claudia-DH

- Ramena-DH
— Claudia-RAD
i Ramona-RAD
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Tabla 16. Contenido en Sodio (mmo//100 g R)

Tratamiento Media (%) Recoleccion (%)

Ramona DH| 3.90 a 52 a
Claudia DH} 4.28 a 57 b
Ramona RAD| 3.76 a 34 a
Claudia RAD| 4.28 a 538 A

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test Tukey HSD a p=0.05.

» Az(icares Reductores, los azlicares reductores, principales causantes de la
calidad de |a remolacha en Andalucfa, son mas o menos constantes hasta abril. A partir
de ahf Claudia eleva los contenidos mas que Ramona (ver Fig.15). Las diferencias entre
tratamientos son significativas (p<0.001). Las diferencias entre variedades son
estadisticamente diferentes, tanto en valores medios como en recoleccion {ver Tabla 17).
En los Gltimos muestreos la variedad Ramona baja sensiblemente el contenido en azdcares
reductores,

Figura 15. Evolucidn del contenido en azicares reducfores (g/100 g R)

o0 Claudia-DH Azlicares reductores (g/100 g R)
0,55
0,50 — — Ramona-DH

0,40 Claudia-RAD

-4~ Ramona-RAD

Tabla 17. Contenido en Azicares reductores (g/100 & R)

Tratamiento Media (%)  Recoleccién (%)

Ramona DH| 0.18 b 028 b
Claudia DH| 0.25 a 0.47 a
Ramona RAD| 0.15 b 0.19 ¢
Claudia RAD| 0.19 ab D31 < b

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segin el test Tukey HSD a p=0.05.
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CONCLUSIONES

En las condiciones de los cuatro ensayos realizados, la falta de riego ha supuesto
un déficit hidrico de 480 mm (equivalente a 13 riegos), lo que se ha traducido en una
pérdida de 38.5 t/ha de raiz y ganancia de 2 grados polarimétricos, perdiéndose 5 t/ha
de azlcar. La calidad se ve gravemente afectada por cuanto los contenidos en sodio
aumentan un 7%, el nitrdgeno alfa-amino un 13% y especialmente los az(cares reductores
un 22 %. kn estas condiciones:

» El estrés hidrico severo afecta significativamente al porcentaje de cobertura,
numero de hojas, produccion de raiz, produccion de hojas, Brix, polarizacidn, rendimiento
en azlcar, nitrdégeno alfa-amino en recoleccion y especialmente a los azlicares reductores.

+ £l estrés hidrico severo no ha afectado al contenido en nitrégeno nitrico en el
peciolo, contenido en potasio y sodio.

* No se han encontrado diferencias entre las variedades Claudia y Ramona en
relacién con el porcentaje de cobertura, produccién de raiz, produccion de hojas, NO3
en el peciolo, Brix, polarizacion, rendimiento en aztcar, nitrdgeno alfa-amino, contenido
en potasio,

* El estrés hidrico afecta de forma diferente a las variedades en el nimero de
hojas, Indice de area foliar (LAl), cantidad total de nitrégeno en la planta (la variedad
Ramona tiene significativamente menos nitrdgeno sin riego), contenido en sodio en la
raiz (la variedad Claudia sin riego tiene un nivel mas elevado) y a los azdcares reductores
{la variedad Ramona presenta unos contenidos mas bajos y aumentan menos si falta el
aguay),

La variedades pueden ser una buena medida para mejorar la calidad, incluso en
condiciones de alto estrés hidrico.
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41092 Seviila.
E-mail: mellet@us.es

INTRODUCCION

Dentro del objetivo general del Proyecto, esto es, el estudio de los problemas
asociados al cultivo de la remolacha azucarera de siembra otonal, nuestro grupo abordéd
los aspectos quimicos y analiticos en relacién con ias posibles vanaciones en la composicidon
de azlicares en la rafz durante el desarrollo de la planta. Dada la expetiencia previa del
grupo sobre reactividad de la sacarosa, se consideraron dos posibles vias de transformacion
gue podrian tener lugar en la planta o durante su procesado industrial: (i) la hidrolisis
en sus monosacaridos constituyentes glucosa y fructosa (por via enzimatica o quimica)
y (ii} la reaccién de dimerizacion para dar dianhidridos de fructosa (DAFs). La primera
origina az(cares reductores que tienen una incidencia muy negativa en la productividad
industrial. En cuanto a la dimerizacién, se han aislado DAFs de algunas plantas superiores'
y existen microorganismos capaces de producirlos. “*Por via quimica, su formacion tiene
lugar a partir de fructosa o de sacarosa, previa hidrolisis, en condiciones de activacién
térmica en medio acido. Si bien su formacién seria negativa para el rendimiento final en
sacarosa, las propiedades nutricionales de los DAFs son beneficiosas, lo que podria
resultar en el desarrollo de productos alternativos.

DIANHIDRIDOS DE FRUCTOSA. UNA PERSPECTIVA HISTORICA

Estructuralmente, los dianhidridos de fructosa son fructodisacaridos con uno o
dos centros spiroacetalicos. Su formacién por la accion de 4cidos minerales sobre la D-
fructosa o la inulina era conocida desde principios del siglo XX. *Sin embargo, los DAFs
permanecieron como curiosidades de laboratorio hasta tiempos mucho mas recientes,
Una revision de la bibliografia pone de manifiesto un aumento importante en el niimero
de patentes para su preparacion a partir de 1989. "“Esto incluye tanto métodos enzimaticos
para la preparacion de dianhidridos individuales como métodos quimicos para la obtencion
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En 1994 se identificaron los DFAs como los componentes no volatiles mayoritarios
en caramelos aromaticos comerciales.®Hasta trece DAFs isoméricos se han encontrado
en esta fraccién en el caso de caramelos obtenidos a partir de la D-fructosa, y un
dianhidrido mixto adicional conteniendo fructosa y giucosa esta presente en el caso de
caramelos de sacarosa. ****Durante la caramelizacion también se forman otros oligosacéridos
superiores, resultantes bien de la glicosidacian de los DAFs o de la autoglicosidacidn
(“reversion”) de la D-glucosa (Fig. 1). Este esquema de transformaciones resulta ser
general para procesos que impliquen el calentamiento de materiales ricos en azlicares
en concentraciones elevadas o en presencia de 4cidos.

E!l descubrimiento de que los DFAs se encuentran presentes en alimentos, y las
implicaciones que ello conlleva en lo que se refiere a la dieta tanto animal como humana,
ha estimulado enormemente el interés en estas familias de compuestos. La existencia
de estudios que indican beneficios en la salud asociados al consumo de DAFs abre nuevas
posibilidades para el uso de estos compuestes por parte de la industria alimentaria.
"#De hecho, se han descrito nuevos procesos de caramelizacion de fructosa y sacarosa
destinados a aumentar la proporcion de DAFs. Estos productos ricos en DAFs han
encontrado ya aplicacién en la alimentacion animal, en particular de aves, presentando
un efecto protector contra infecciones del aparato digestivo. “*No obstante, el desarrollo
de nuevas aplicaciones ha estado limitado debido a la falta de procedimientos eficaces
para el analisis de los DAFs y para la preparacion de isémeros individuales.

OBJETIVOS

El hecho de que se hayan aislado DAFs de plantas superiores sugiere que estos
pudiesen también formarse en la remolacha azucarera por via enzimatica. En cualguier
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caso, el procesc de extraccion de la sacarosa en la industria azucarera implica el
calentamiento de disoluciones concentradas, lo que podria provocar su formacién por
via quimica. En este contexto, los objetivos marcados para este Proyecto han sido:

- Puesta a punto de un método analitico eficaz que permita, simultaneamente,
la identificacion y cuantificacion de fructosa, glucosa, sacarosa y DAFs, si los hubiere,
en muestras de remolacha o en muestras procedentes de las diferentes etapas de su
procesado industrial,

- Puesto que el término DAFs agrupa a una familia compleja de al menos 13
disacaridos no reductores isoméricos, nos planteamos desarrollar métodos selectivos de
sintesis de DAFs para su utilizacion como patrones analfticos vy |a identificacion individual
de cada uno de ellos

+ Aplicacion de la metodologia analitica desarrollada a muestras procedentes
de los ensayos de campo planificados conjuntamente con los restantes grupos y con
AIMCRA durante las campanas de siembra otonal 1999-2000 y 2000-2001, asi como
muestras procedentes de su procesado industrial.

ANALISIS DE DAFs EN MUESTRAS DE ALIMENTOS

El desarrollo de una metodologia adecuada para el anélisis simultaneo de glucosa,
fructosa, sacarosa y DAFs se llevd a cabo en colaberacién con el Dr. J. Defaye (Grenoble,
Francia) y con la industria Nigay S. A. (Feurs, Francia). Trabajos anteriores habian puesto
de manifiesto la formacién de cantidades importantes de DAFs durante el proceso de
caramelizacion de la sacarosa (calentamiento en medio acido), por lo que,
independientemente de los objetivos del presente Proyecto, un método de analisis eficaz
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Figura 2. Cromatograma de gases de un caramelo industrial de sacarosa.
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para estos compuestos es de interés en la industria alimentaria. Como técnica analitica
escogimos la cromatografia de gases (GC), que proporciona una muy buena resolucién,
requiere cantidades minimas de muestra y es automatizable y aplicable a procesos de
control de calidad. El protocolo analitico implica una derivatizacién previa de la muestra
{oximacién-trimetilsililacién) para dotar a los azucares de suficiente volatilidad. Los
azlcares no reductores (sacarcsa, DAFs), originan un Gnico pico en el cromatograma,
en tanto que los aztcares reductores originan una pareja de picos (correspondientes a
las dos posibles oximas sin y anti). La columna utilizada es una HP5MS (5% fenil-
metilsiloxanc; 30 m x 0.25 mm de didmetro interno) de Hewlett-Packard que permite
resolver completamente todos los componentes e integrarlos para su cuantificacion
respecto a un patrén interno (1.S.; Fig. 2)*.

SINTESIS DE PATRONES ANALITICOS PARA LOS DAFs

Partiendo de los resultados de los analisis de muestras de productes alimentarios,
se han disefiado métodos de sintesis selectivos para los DAFs que se forman en mayor
proporcion. El objetivo es |2 asignacion de una estructura inequivoca para estos isomeros
y poder realizar curvas de calibrado individuales que permitan su cuantificacion en
mezclas. La metodologia sintética desarrollada implica la preparacién de derivados de
fructopiranosa y de fructofuranosa y su activacion con trifluoruro de boro como catalizador
acido. A diferencia de la reaccidn de dimerizacion en condiciones "naturales" (tratamiento
térmico de la fructosa libre en presencia de un acido mineral u organico), esta reaccion
conduce preferentemente a un Unico isdmero cuya estructura depende del derivado de
partida. De esta manera, hemos preparado diferentes DAFs en forma pura que nos han
permitido optimizar el método analitico, identificar inequivocamente estos compuestos

26-29

y realizar estudios de estabilidad de los mismos™.

ANALISIS DE MUESTRAS DE REMOLACHA
- Campana 1999-2000

El protocolo analitico desarrollado para los DAFs, basado en la cromatografia
de gases, ha side aplicado de manera sistematica a muestras de raiz de remolacha
procedentes de los 8 muestreos realizados en todos los ensayos de campo planteados
durante la campana 1999-2000 en colaboracion con AIMCRA. Para todos ellos se
cuantifico la relacion entre sacarosa y aziicares reductores asi como la proporcién entre
glucosa y fructosa. No se detecté 1a presencia de DAFs en estas muestras. Los resultados
obtenidos estan referidos a muestras procedentes de tres raices proporcionadas por
AIMCRA que se lavan, trituran y se congelan inmediatamente hasta el momentc de
realizar el andlisis. Aproximadamente 5 g de este producto se extraen con 10 mL de
agua a temperatura ambiente durante 30 min y el extracto se liofiliza antes de su
derivatizacidn (oximacién-trimetilsililacion). Se ha evitado realizar una extraccion exhaustiva
para no alterar la composicion existente en la planta. Los resultados obtenidos sobre
contenidos de glucosa y fructosa indican una misma tendencia, independientemente de
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la variedad, dosis de
abonado, fecha de siembra o tipo de
cultivo (secano o regadio). A partir
del quinto muestreo se observa un
incremente importante en la
proporcion de azlicares reductores,
siendo la proporcion de glucosa mayor
que la de fructosa (Fig. 3). La
representacion del conjunto de estos
datos frente a la temperatura maxima
media alcanzada parece indicar una
correlacién entre el aumento de la
proporcién de azlcares reductores y
temperaturas ambientales superiores
a 25°C (ver Fig. 4). También hemos
estudiado la posibilidad de utilizar
"serrin® o "papilla" procedentes de ia
trituracién de un mayor nimero de
raices en las instalaciones de AIMCRA
para que los datos tengan una mayor
significacion estadfstica, Sin embargo,
el analisis de muestras de este tipo
mostré un aumento importante en
la propercién de azucares reductores
en comparacién con las muestras
procesadas en el laboratorio,
probablemente originado como
consecuencia de la liberacién de
enzimas hidraliticas por rotura de las
células (ver Fig. 5).

* Campana 2000-2001

A la vista de los resultados
comentados anteriormente, que
descartan la formacion de DAFs en
la planta, en la campafa 2000-2001
el objetivo fundamental consistio en
la aplicacion del método basado en
la cromatografia de gases al analisis
de gluccsa y fructosa sobre diferentes
ensayos de campo. Un problema que
ya se plante¢ en la campana anterior
es el de |a posible desviacion de los
dates como consecuencia del reducido
nimero de remaolachas procesadas
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Glucosa abore recomendado
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Figura 3. Datos contenidos de glucosa y fructosa
{referidos al total de azucares de raiz) para el ensayo
de dosis de abonado realizado en ia finca de Las
Cabezas.
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Figura 4. Representacion comparativa del total de
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Figura 6. Representacion comparativa del total de
azucares reductores en los diferentes muestreos
realizados en el ensayo del abonado.

para cada medida. Sin embargo,
la posibilidad de utilizar papilla o serrin
producido en AIMCRA a partir de
muestras mas representativas quedo
descartada al observarse un aumento
significativo de azucares reductores en
comparacion con las muestras procesadas
en el laboratorio (ver apartado anterior),
Con objeto de garantizar al menos Ia
comparabilidad de resultados con los
obtenidos por los restantes grupos que
participaron en el Proyecto, en esta
campana las muestras analizadas
proceden de las mismas plantas,
procesadas ccenjuntamente. Asimismo se
convino adelantar los muestrecs al mes
de febrero. Los ensayos que se han
analizadc son:

(a) Ensayo de dosis de abonado; variedad
Claudia; finca La Caridad {Alcala
del Rio).

(b) Ensayo de estrés hidrico;
variedades Ramona y Claudia; finca La
Caridad.

(c) Ensayo de variedades; variedades
Monatuno y Claudia; Ecija.

(d) Ensayo de inhibicién de la floracion;
variedad Claudia; finca La Caridad.

ENSAYO DE DOSIS DE ABONADO

Se compararon dos condiciones
extremas: aporte de nitrogeno
recomendado frente a tratamiento con
un exceso de 300 UF. En general, las
plantas tratadas con un exceso de

abonado nitrogenado presentan una proporcién algo mayor de azlcares reductores que
aquéllas a las que se les proporciond la dosis recomendada. Sin embargo, 1o mas llamativo
es que el perfil de variacién de estos az(icares con el tiempo es bastante diferente de lo
observado en la campara 1999-2000 para un ensayo similar. Ahora, la proporcién de
reductores sufre variaciones considerables durante los primeros meses, tendiendo incluso
a aumentar, para caer a valores minimos a finales de mayo o principios de junio. A partir
de ahi los reductores aumentan progresivamente, si bien este aumento es mucho menos
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pronunciado que en la campana
anterior (Fig. 6). Otra diferencia
significativa es que en la campana
2000-2001 la relacién final de
glucosa:fructosa es mucho mayor,
delordende 3 a 1 frentea 1,2:1
en la campana anterior. Estas
tendencias se repiten, de hecho,
en todos los ensayos llevados a
cabo, fo que induce a pensar que
sea debida a factores generales
de tipo climatologico.

ENSAYO DE ESTRES
HIDRICO

Los resultados de este
ensayo indican que diferencias en
el aporte de agua no se traducen
en diferencias significativas en el
contenido de aziicares reductores.
Si hay, en cambio, diferencias
importantes en el comportamiento
de las dos variedades consideradas
en este ensayo. Asi, la proporcion
total de reductores se mantiene,
en general, mayor en Claudia que
en Ramona, siendo ademas mas
variable en la primera. La
diferencia se hace mucho mas
importante al final de la campana,
siendo 12 veces mayor en el
muestreo del 29 de julio. En el
caso de la varidad Ramona, de
hecho, no se observa
practicamente el aumento final
de reductores (Fig. 7).

ENSAYO DE VARIEDADES
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Figura 7. Representacion comparativa del total de
azucares reductores en los diferentes muestreos
realizados en el ensayo de estrés hidrico.
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Figura 8. Representacion comparativa del total de
aztcares en los diferentes muestreos realizados en
el ensayo de variedades.

La tendencia de la variacién de los az{icares reductores es similar en las variedades
Claudia y Monatuno: descenso durante los primeros meses hasta alcanzar un minimo
a principics de junio y aumento posterior. Este aumento es mucho menos acusado en
la campafia 2000-2001 que en la 1999-2000, siendo la proporcién final algo mayor
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para la variedad Claudia (Fig. 8). Una
vez mas, se observa una elevada
proporcion glucosa:fructosa.

ENSAYO DE INHIBICION DE LA
FLORACION

Total reductores ensayo paciobutrazol

Total reductores ensayo paclobutrazol
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Se analizé el contenido de
glucosa vy fructosa para muestras 5 \

tratadas de O a 3 veces, en distintas / l
fechas, con el inhibidor de la floracién / \/ \
paciobutrazo!, sin que se observase z L .
ninguna correlaciéon entre estos bt *‘*w/‘/\
tratamientos y el contenido de 19j07
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Figura 9. Representacion comparativa del total de
azticares reductores en los diferentes muestreos
realizados en el ensayo de inhibicion de la floracién
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ANALISIS DE MUESTRAS PROCEDENTES DEL PROCESADO INDUSTRIAL

El método analitico también se ha aplicado al analisis de muestras procedentes
de practicamente todas las etapas relativas al procesado de la remolacha por la industria
azucarera, incluyendo jugo de difusién, jugo depurado, jarabe, miel de 12, melaza y
vinaza, Los resultados indican una disminucion del orden del 50-60% en azlicares
reductores al pasar del jugo de difusién al jugo depurado. La proporcion relativa de
azlicares reductores permanece después practicamente constante a lo largo de las
diferentes etapas del proceso hasta la melaza {ver Fig. 10). En la vinaza el contenido
de azlicares es minimo. No obstante, tras un proceso de preconcentracién consistente
en acetilacién de la mezcla, separacion cromatografica y desacetilacion, se puso de
manifiesto la presencia de DAFs en esta fraccién (ver Fig. 11). Queda por determinar
en qué etapa se forman y si tienen alguna incidencia en el rendimiento industrial. En
cualguier caso, un experimento de laboratorio confirmd que los DAFs, a diferencia de la
glucosa, fructosa y sacarosa, no son metabolizados por las levaduras, por lo que deben
quedar inalterados durante la fermentacion de la melaza en las alcoholeras.
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Figura 10. Proporciones relativas de glucosa, fructosa y sacarosa en
muestras procedentes de las diferentes etapas del procesado industrial
de la remolacha azucarera.
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CONCLUSIONES
De los resultados obtenidos se pueden extraer |as siguientes conclusiones:

« La cromatografia de gases es una técnica muy apropiada para e! analisis,
identificacion y cuantificacién de azlcares en muestras de remolacha y en muestras
procedentes de la industria azucarera.

« El tiempo transcurrido entre la trituracion de la raiz y la extraccion de los
azltcares (o su cangelacion) es un parametro clave en la proporcidn de azicares reductores
en el jugo, aumentando también éstos con la disminucion del tamano de las particulas.

« El porcentaje de azUicares reductores en la raiz de remolacha experimenta un
incremento importante a partir del mes de mayo, coincidiendo con temperaturas maximas
medias superiores a 25°C. En general, no se observaron diferencias significativas entre
los diferentes ensayos efectuadas.

* Si bien los perfiles de variacion de la proporcidn de azicares reductores en la
campana 2000-2001 presentan un aumento al final de la campana, como en la
precedente, este aumento es muche menos acusado. La mayor proporcién de reductores,
junto con una variabilidad de los datos también mayor, durante los primeros meses puede
deberse a la mayor pluviometria registrada esta campana y estar relacionada con el
metabolismo de la planta en esta fase cuando el aporte hidrico es abundante. Parece
significativo el hecho de que un aperte tardio de agua (campana 1999-2000), con bajos
reductores en las etapas iniciales de crecimiento de la planta, se traduzca en un aumento
mucho mas acusado de la praporcion de reductores al final, especialmente de fructosa.
Es posible que un riego temprano sea importante para evitar este efecto.

« En cualquier caso, parece que el ciclo de desarrollo de la remolacha a lo largo
de la campana, para siembra otofial al menos, tiene dos partes diferenciadas, segln
se desprende de los resultados obtenidos en este subproyecto y de fos datos de los
restantes subproyectos: una fase inicial hasta finales de maye, en la que fa variabilidad
de los datos puede ser mayaor, y una fase final a partir de ese momento con una variacién
mas lineal y que, por lo que a nuestros datos se refieren, conducen a una pérdida de
calidad.

* La variedad Ramona es una notable excepcién a lo anterior. En ella, esta
segunda fase no se produce, ¢ al menos no conduce al aumento en la proporcion de
reductores observado en el caso de Claudia o Monatuno.

+ L a utilizacion de paclobutrazol como inhibidor del espigado parece una opcion
prometedora. El efecto inhibidor no afecta al contenido de aziicares reductores en la raiz.

« Los analisis efectuados ponen de manifiesto la ausencia de DAFs en la
remolacha. No existen, por lo tanto, sistemas enzimaticos en la planta que catalicen su

formacion a partir de sacarosa o fructosa.
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» En el procesado industrial de la ramolacha si se forman DAFs que, al no ser
fermentados por las levaduras en las alcoholeras, se acumula en la vinaza. Su proporcién,
no obstante, es muy pequena y constituye una fraccién marginal en este producto. En
cualquier caso, este resultado permite predecir que si se provoca la formacion de DAFs
a partir de melazas, previamente a la fermentacién, las vinazas resultantes resultarian
enriquecidas en DAFs, lo que podria suponer una mejora sustancial de sus propiedades
nutricionales. Esto abre una perspectiva interesante para la potenciaciéon de las vinazas
como aditivos en la preparacion de piensos destinados a la alimentacion animal.
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