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Resumen: El calcio (Ca) es un macronutriente importante para las plantas, aunque su baja movilidad
a través del floema dificulta su translocacion a los tejidos en crecimiento, incluidos los frutos. La
fisiopatia “blossom end rot” (BER) o podredumbre apical ocurre principalmente en frutos y esta
asociada al estrés hidrico, y especialmente a bajos niveles de Ca, lo que tiene un efecto muy negativo
en la produccion de muchos cultivos. Actualmente, a través del proceso de vectorizacién, es posible
aumentar el transporte de elementos inmoviles a los frutos. El objetivo de este estudio es evaluar el
efecto de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca, que contiene Ca con un vector (polialcoholes), suministra-
do por la empresa BRANDT EUROPE S.L. (Carmona, Espafa), sobre la acumulacién de Ca y la
produccion y calidad de los frutos de pimiento, tanto en cosecha como en postcosecha. Se cultivaron
plantas de pimiento en un invernadero sombreado y se les suministro6 BRANDT® MANNI-PLEX® Ca
y se analizaron parametros relacionados con la biomasa, la producciéon y la calidad de los frutos. Los
resultados mostraron que el producto incrementé la biomasa de los brotes, el rendimiento fotosintéti-
o, laacumulacién de Ca y la calidad de los frutos de pimiento tanto en cosecha como en postcosecha,
al tiempo que redujo la incidencia de fisiopatias por Ca en un 70%. Por tanto, este estudio demuestra
la eficacia de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca en un cultivo con alta incidencia de fisiopatias por Ca,
como es el pimiento.
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1. Introduccion

Durante 150 anos, los cientificos han estudiado la nutricion de las plantas para
comprender los procesos de absorciéon, acumulacion, transporte y funcionalidad de los
distintos elementos quimicos necesarios para su crecimiento. A partir de estos estudios, se
ha obtenido mucha informacién sobre el crecimiento y la composiciéon de las plantas en
respuesta a los diferentes medios de cultivo, los programas de fertilizacion a utilizar en las
diferentes zonas agricolas, asi como las diferentes concentraciones de estos elementos en
las soluciones nutritivas para diferentes especies vegetales [1].

Un macronutriente importante para las plantas es el calcio (Ca), que es necesario para la
integridad y funcionalidad de la pared y las membranas celulares y, ademas, interviene
como segundo mensajero en el funcionamiento de algunas hormonas y en las respuestas
medioambientales. La mayor parte del Ca estd presente en las paredes y membranas
celulares, asi como en el interior de los organulos celulares, especialmente en la vacuola.
Otra caracteristica del Ca es su inmovilidad en el floema, lo que implica que hay una
translocacion muy limitada de Ca desde las hojas maduras de las plantas (6rganos fuente)
a las hojas jovenes, brotes y frutos (6rganos sumidero) [1,2].

Las funciones del Ca* como elemento estructural estan relacionadas principalmente con
el hecho de que confiere rigidez y estabilizacion al sistema de la pared celular. Durante la
biosintesis de la pared celular, las pectinas son secretadas por las células en forma de
ésteres metilicos, que posteriormente son desesterificados por la pectina metilesterasa,
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proporcionando asi grupos carboxilo que se unen al Ca* mediante enlaces covalentes e
ionicos. Las asociaciones del Ca* con las pectinas de la pared celular protegen de la
degradacion de esta estructura por la accion de las enzimas poligalacturonasas. Ademas, el
Ca® estabiliza las membranas celulares mediante la formacion de puentes con grupos
fosfato y carboxilo entre lipidos y proteinas [3].

Ademas de estas funciones estructurales, el Ca se define como un mensajero secundario
esencial en la sefializacion y generacion de respuestas fisioldgicas al estrés, tanto abidtico
como bidtico, a través de incrementos especificos en su concentracion citoplasmatica. Como
tal, el Ca también ha sido definido recientemente como una sefial esencial en la deteccion y
en la adaptacion de las plantas a variaciones en la disponibilidad de nutrientes esenciales
como N, K, Fe y Mg, a través de la activacion de diversas proteinas quinasas dependientes
de Ca[1,2].

Como se ha indicado anteriormente, la presencia de Ca en el floema se produce a
concentraciones muy bajas, por lo que su translocacion a las diferentes partes del brote en
crecimiento, como hoja y frutos, dependera de la tasa de transpiracion o de la presion en la
raiz para aportar Ca a través del xilema. Para érganos con bajas tasas de transpiracion,
como los frutos en desarrollo, el proceso de presion radicular es insuficiente, apareciendo
en muchos casos sintomas de deficiencia de Ca [4]. La deficiencia de Ca es comtn en frutas
horticolas como tomates, pimientos y calabacines, causando dreas podridas y necroticas en
el extremo distal de la fruta, una fisiopatia llamada "blossom end rot (BER)" [5].

La BER es un trastorno fisiologico que se produce principalmente en los frutos y esta
asociado al estrés hidrico, y especialmente a la existencia de niveles bajos de Ca, lo que tiene
un efecto muy negativo en la produccion de muchos cultivos. Los sintomas de este
trastorno pueden llegar a cubrir la mitad de la superficie de los frutos y comienzan con el
oscurecimiento de los tejidos que se produce al morir las células. Asi, la aparicion de la BER
es el resultado de la ruptura de la membrana plasmatica y del reblandecimiento irregular
de las paredes celulares, debido a procesos de desintegracion de las cadenas de pectina por
la accién de enzimas especificas de degradacion, todo ello causado por una deficiencia de
Ca en los frutos [5].

Una de las estrategias utilizadas con frecuencia para mejorar la concentracion de
nutrientes en las partes superiores de la planta es la aplicacion de estos nutrientes por via
foliar combinada con programas estandar de fertilizacion radicular [6]. Sin embargo, este
método no siempre es viable para el Ca debido a su limitado transporte a través del floema
y su minima distribucién hacia los tejidos de la planta en crecimiento (p.ej., frutos) [7,8].
Actualmente, mediante el proceso de vectorizacion, es posible aumentar la absorcion foliar,
la concentracion y la distribucion de estos elementos con baja movilidad en el floema a
través de diferentes drganos de los brotes de la planta, incluido el fruto [9-11].

El mecanismo de transporte de los agroquimicos a través de las membranas es un factor
clave tanto para la absorcién como para la distribucion de estos compuestos a larga
distancia en las plantas [10,11]. De ahi que la vectorizacién de compuestos que presentan
dificultades de translocacion en plantas facilite y controle su distribucion gracias a este
vector. En general, los vectores mas utilizados en este proceso son los aminoacidos
(glutamato, glutamina, lisina, glicina y alanina), los acidos carboxilicos (citrato, malato,
oxalato, acético y glucurénico), los acidos fenolicos (salicilico), los azticares (glucosa y
ramnosa) y los polialcoholes o polioles (sorbitol, manitol y xilitol) [9-11].

Aunque estos vectores han sido mas utilizados en la vectorizacion de pesticidas con gran
éxito, en otros estudios facilitan la absorcion y distribucion de elementos idnicos inmoviles
en las plantas, como Ca?*, Fe*, y BO3™ [12-14]. En el caso del Ca, la aplicacion foliar de Ca
quelatado con 4cidos carboxilicos (CALHARD®) increment6 este nutriente y la
concentracion de pectinas y acido ascérbico en fresas [12]. Para micronutrientes como el B
y el Fe, se comprobéd que la aplicacién combinada de estos micronutrientes con
polialcoholes (sorbitol y manitol) y el aminoacido glutamato, respectivamente, mejoraba la
movilidad en el floema y la concentracion de estos micronutrientes en frutos [13,14].

El mecanismo exacto de este tipo de compuestos en la vectorizacién no se conoce en
profundidad. Sin embargo, se ha observado que los polioles pueden disolver nutrientes
minerales y actuar como agentes reductores y estabilizadores que evitan la agregacion de
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particulas [15]. Ademas, compuestos vectorizantes como el manitol y el perseitol pueden
ser transportados a través del floema mediante transportadores especificos que llevan
nutrientes inmdviles y facilitan su suministro a 6rganos sumidero como los frutos.

Asimismo, las membranas plasmaticas son permeables al manitol, por lo que estos
compuestos pueden favorecer la entrada de nutrientes minerales en las células [16,17].

La empresa BRANDT® S.L. (Carmona, Espafia) ha desarrollado un producto de
vectorizacién denominado MANNI-PLEX® Ca. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio
fue evaluar el efecto de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca, que contiene Ca con un vector
(polialcoholes). En concreto, este estudio evalia su eficacia en la distribucion y
acumulacion de Ca en las diferentes partes de la planta y analiza el efecto sobre la
produccion y calidad de los frutos de pimiento, tanto en cosecha como en postcosecha.

2. Materiales y métodos
2.1.  Localizacion del experimento

El estudio se llevo a cabo en un invernadero con cubierta de malla de 960 m?, construido
en el Centro IFAPA "Camino de Purchil” de Granada (Latitud: 37°10' N; Longitud: 3°38' W;
Altitud: 600 m). El invernadero es una estructura metalica multimodular de tipo cubierta a
dos aguas. La cubierta de la estructura del invernadero se realizé con una malla
monofilamento natural blanco-negro con hilos de 6 x 9 cm™. Las bandas de la estructura del
invernadero se realizaron con una malla con hilos negros de 10 x 16 cm? en todo el
perimetro y rafia plastificada impermeable al aire. El suelo se cubrié con polifibra negra
para evitar la apariciéon de malas hierbas. Las condiciones microclimaticas durante el
experimento se muestran en la Tabla S1.

2.2, Descripcidn del material vegetal y tratamientos

Las plantas utilizadas en este estudio fueron plantas de pimiento (Capsicum annuum cv.
Alicum). Se trata de un cultivar italiano dulce de color rojo. Tiene frutos en forma de cono,
de 22 cm de largo y 4 6 5 cm de ancho. Este cultivar fue desarrollado por la empresa Fitd
(Barcelona, Espana). El experimento se llevd a cabo durante los meses de mayo a julio de
2021. Las semillas de pimiento se sembraron en bandejas planas (tamafio de celda 3 cm x 3
cm x 10 cm, con 100 cajas por bandeja) rellenas de una mezcla de turba y perlita al 50% (v/v),
y se mantuvieron en vivero durante 25 dias (HortoPlan S.L.; Motril, Granada). Después, a
mediados de mayo, las plantulas se trasplantaron al invernadero sombreado. Las plantas
crecieron en el suelo a una densidad de 2,2 plantas/m? en lineas emparejadas con una
distancia de 0,5 m entre lineas y 1,30 m entre lineas adyacentes no emparejadas, y 0,5 m
entre plantas. Las plantas se enrejaron con hilo de nailon y se recortaron a tres tallos.

La fertilizacion se realizé por fertirrigacion. La composicion de la solucion nutritiva
(mmol L-1) fue: 15 NO;7; 1,8 H,PO*; 2 SO 0,5 HCO;7; 0,5 NH,*; 5,5 K*; 5 Ca**; 2 Mg**. Los
valores de CE se mantuvieron en torno a 2 mS cm™ y el pH en 6. La solucién madre se
prepard en cuatro tanques de 1000 L cada uno, donde los fertilizantes se concentraron 100
veces para evitar tener que recargar los tanques con mucha frecuencia. La solucién nutritiva
se inyectd con un programador de riego por inyeccidn de fertilizante a demanda. Las dosis
de fertilizante aplicadas se calcularon en funcién de las caracteristicas de cada férmula
comercial, los aportes de agua de riego y las necesidades del cultivo [18]. El pH y la
conductividad eléctrica de la soluciéon nutritiva, asi como la proporcion de los distintos
fertilizantes, se ajustaron automaticamente segtin los valores preestablecidos. El pH de la
solucién nutritiva se media diariamente y se corregia segtin las necesidades con 2 mM de
acido fosfdrico para mantener el pH en 6.

El riego en todos los tratamientos fue por goteo automatizado. Se instalaron dos ramales
portagoteros en cada linea de cultivo, con emisores en linea de 3 L h'' cada 0,25 m (4,44
emisores m?). La presion de trabajo fue de 1,8 atm. La programacion del riego se realizé
mediante sensores de humedad (ECH,O EC-5, Decagon Devices) manteniendo valores de
20-30% de cantidad volumétrica de agua en la zona radicular, permitiendo un agotamiento
del agua del suelo del 30% como criterio de riego.

Se realizaron dos tratamientos diferentes: control sin aplicacion de ningtin producto, y
aplicacion foliar del producto BRANDT® MANNI-PLEX®Ca, con tres repeticiones de cada
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tratamiento con 8 plantas de pimiento por repeticion. El producto estaba compuesto por
Ca complejado con polioles. El contenido de Ca soluble en agua fue del 10%. La cantidad de
producto utilizada en cada aplicacién foliar fue de 3 mL/L. Los productos se aplicaron cada
15 dias, siendo la primera aplicacion el 27 de mayo de 2021, la segunda el 11 de junio de
2021, la tercera el 26 de junio de 2021 y la cuarta el 11 de julio de 2021.

El muestreo de plantas y frutos se realizo el 19 de julio de 2021 (8 dias después de la
cuarta aplicacion foliar de los productos). Se aplicaron dos condiciones de postcosecha a los
frutos: una a temperatura ambiente (20-23°C) que durd 7 dias, y otra en camara frigorifica a
4°C con una duracion de 14 dias. Los distintos tiempos de postcosecha dependieron de la
duracion de los frutos de control en estado comercializable.

2.3.  Muestreo de plantas y frutos

En el muestreo del material vegetal (19 de julio de 2021), se cortaron los brotes de 4
plantas por repeticion para determinar el peso en fresco. Ademas, se tomaron muestras de
4 hojas de cada planta de las zonas basal, intermedia y apical. Las hojas muestreadas de las
diferentes partes (basal, intermedia y apical) se tomaron de todas las plantas a la misma
altura y con el mismo grado de desarrollo. Ademas de las hojas, se tomaron muestras de los
frutos comercializables en estadio verde de cada planta para su analisis en el momento de
la cosecha.

Los componentes de la produccién y las caracteristicas de los frutos se analizaron de la
siguiente manera: numero de frutos comercializables, peso de los frutos comercializables,
porcentaje de frutos respecto al total que presentaban fisiopatias relacionadas con la
carencia de Ca, longitud y firmeza. Ademas, utilizando frutos en estadio verde recolectados
en cada tratamiento, se realiz6 un estudio postcosecha tanto a temperatura ambiente (20-23
°C) para imitar la vida ttil, como en camara frigorifica a 4°C. Se seleccionaron al azar nueve
frutos (tres frutos por repeticién) y se utilizaron para el experimento postcosecha. Los
frutos a temperatura ambiente se muestrearon a los 7 dias de almacenamiento y los frutos
a 4°C se muestrearon a los 14 dias de almacenamiento. Los analisis se realizaron en los
frutos al principio y al final de la postcosecha. De todos los frutos se obtuvo el peso fresco y
el peso seco, el porcentaje de pérdida de agua y la firmeza. Se obtuvo aleatoriamente una
submuestra de cada uno de los 9 frutos y se midi¢ independientemente para determinar la
acidez titulable °BRIX, concentraciones de malondialdehido (MDA) y ascorbato (AsA), y
pruebas de capacidad antioxidante. La concentracion de MDA se determin al final de la
postcosecha.

2.4.  Andlisis del material vegetal
2.4.1. Analisis de la fluorescencia de Chl a

Las plantas se adaptaron 30 min a la oscuridad antes de realizar las mediciones utilizan-
do una pinza foliar especial que se coloco en cada una de las hojas. La cinética de fluores-
cencia de Chl a se determin¢ utilizando el fluorimetro de clorofila Handy PEA (Hansatech
Ltd., King's Lynn, Norfolk, Reino Unido); las fases de OJIP se indujeron mediante luz roja
(650 nm) con una intensidad luminosa de 3000 pmol de fotones m?s’. Las fases de la
fluorescencia OJIP se analizaron mediante el ensayo JIP. Las mediciones se realizaron en
hojas completamente desarrolladas en una posicion media de la planta y en cinco plantas
por tratamiento. Para estudiar los flujos de energia y la actividad fotosintética, se utilizaron
los siguientes parametros obtenidos del ensayo JIP: la relacion fluorescencia variable/maxi-
ma fluorescencia Fv/Fm, la proporcion de centros de reaccién activos (RC) (RC/ABS) y el
indice de rendimiento (PIABS ) [19].

2.4.2. Determinacion de la concentracion de Ca total y Ca ligado a pectinas

Se determind la concentracion de Ca total y Ca ligado a pectinas en las hojas tomadas de
las diferentes partes de la planta y en los frutos comercializables. La determinaciéon de Ca
total se realizé mediante ICP-OES, para lo cual se tomaron 0,2 g de material vegetal seco y
molido y se sometio a digestion con HNO; y H,O, al 30% a 300 °C [20]. Para determinar la
concentracion de Ca ligado a pectinas, se pesaron 0,1 g de material vegetal al que se anadié
1 mL de tampdn de extraccion (50 mM de tampdn Tris-HCI, pH =7,5 + 0,25 mM de sacarosa
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+ 1 mM de DTT). La mezcla se centrifugd a 5000 g durante 15 min y el precipitado
obtenido se seco, sometiéndose posteriormente a digestién con HNO; y H,O, al 30% a 300
°C [20]. Finalmente, se analizé la concentracién de Ca ligado a pectinas en la
mineralizacion resultante mediante ICP-OES [21]. Los resultados se expresaron como mg
Cag'DW.

2.4.3. Parametros de calidad del fruto

Para la extraccion de MDA se homogeneizaron 0,5 g de material vegetal fresco con 5 mL
de tampdn 50 mM (0,07% NaH,PO, ... 2 H,O y 1,6% Na,HPO.,... 12 H,O) en un mortero y
posteriormente se centrifugo a 20.000x g durante 25 min en una centrifugadora refrigerada
(4°C). Posteriormente, 1 mL de alicuota del sobrenadante se mezclé en tubos de ensayo con
4 mL de acido tricloroacético al 20% que contenia acido tiobarbitarico al 0,5%. La mezcla
resultante se calentd a 95°C durante 30 min y luego se apagd en un bafo de hielo. A
continuacion, las muestras se centrifugaron a 10.000x g durante 10 min y se midio la
absorbancia del sobrenadante a 532 nm. El valor de la absorcién no especifica a 600 nm se
restd de la lectura obtenida a 532 nm [22]. Los resultados se expresaron en uM g' DW.

La prueba de firmeza se realizé en frutos enteros utilizando un penetrémetro analdgico
GY-1 equipado con una sonda plana de 4 mm de didmetro, que mide la fuerza en kg
necesaria para penetrar en el tejido del fruto. Se obtuvieron nueve medidas de firmeza por
tratamiento (una por fruto). Los resultados se expresaron en Kg cm™.

El contenido de solidos solubles o grados °BRIX se determind mediante una prueba de
interferencia destructiva tradicional. Se extrajo zumo de una submuestra de cada uno de
los 9 frutos que se midieron por separado. Se utilizé un refractometro de tipo Abbé (Zeiss,
Oberkochen, Wiirt, Alemania, Modelo B). Los resultados se expresaron en % de contenido
de solidos solubles.

La acidez titulable se determiné utilizando un medidor de pH GLP 21. Se obtuvo una
submuestra de 5 g de cada uno de los 9 frutos y se macero6 independientemente con 50 mL
de agua destilada. A continuacion, se calibr6 el medidor de pH y se introdujo el electrodo
en el licor de zumo de fruta, al que previamente se habian afiadido 5 mL de agua destilada.
La acidez titulable se determin¢ utilizando el volumen de NaOH 0,1 N necesario para
alcanzar un pH de 8,2. Los resultados se expresaron en % de acido citrico.

Para la extraccion y cuantificacion de AsA, se siguid el método de Law et al. [23]. Este
método se basa en la reduccion de Fe’* a Fe* por AsA en solucién 4cida. La absorbancia a
525 nm se midio frente a una curva estandar de AsA. Los resultados se expresaron como
mg AsA g FW.

El ensayo de capacidad antioxidante y potencial férrico-reductor (FRAP) se realiz6 con
el reactivo FRAP, compuesto por 1 mM de 2,4,6-tripirildil-2-triazina (TPTZ) y 20 mM de
FeCl; en 0,25 M CH;COONa, pH 3,6. Un extracto de 100 pL obtenido de la
homogeneizacion foliar en 10 mL de metanol se anadié a 2 mL de reactivo FRAP.
Posteriormente, la mezcla se incub6 a temperatura ambiente (20°C) durante 5 min. La
absorbancia se midi6 a 593 nm frente a una curva estandar de 25-1600 uM Fe** preparada
utilizando una solucién madre de sulfato ferroso 25 mM [24]. Los resultados se expresaron
como mg de sulfato ferroso g FW.

La prueba de actividad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) se llevé a cabo
utilizando una versiéon modificada del método de Cai et al. [25]. En primer lugar, se
mezclaron 7 mM de 2,2"-azinobis- (acido 3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico) (ABTS) con 2,45
mM de persulfato de potasio para producir el cation ABTSY, para lo cual la mezcla
resultante se incubd durante 16 h en la oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente,
se diluyo la solucion ABTS+ resultante. Una alicuota de 100 uL de extracto foliar (0,5 g/10
mL de metanol) se mezcld enérgicamente con 3,9 mL de solucién ABTS y se registro la
absorbancia a 734 nm. Se utiliz6 una curva estandar de 0-15 uM de trolox. Los resultados
se expresaron como mmol Trolox g FW.

2.5.  Analisis estadistico

Todos los analisis se repitieron por triplicado y la comparacion estadistica entre los dos
tratamientos se realizd mediante la prueba t de Student. Las diferencias entre las medias de
los tratamientos se compararon mediante la prueba de la diferencia honestamente
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significativa (HSD) de Tukey con un nivel de probabilidad del 95%. Los niveles de
significacion se expresaron como: * p < 0,05; ** p <0,01; ** p <0,001; NS (no significativo).

3. Resultados y discusion
3.1. Biomasa vegetal y fotosintesis

Uno de los parametros que definen con mayor fiabilidad el estado nutricional de las
plantas es la produccion de biomasa expresada en biomasa fresca o seca, por lo que estos
parametros se utilizan habitualmente como indicadores para definir la eficacia de
cualquier producto agroquimico en las plantas [1,26]. Considerando los datos obtenidos, el
crecimiento de las plantas de pimiento se vio estimulado por la aplicacién del producto
evaluado en comparacion con el crecimiento de las plantas control, en las que se
obtuvieron los valores minimos (Figura 1). Por lo tanto, la aplicacién de BRANDT®
MANNI-PLEX® Ca es util para aumentar la biomasa de las plantas. Resultados similares se
observaron en plantas de hierba limén (lemongrass) cuyo crecimiento fue estimulado
mediante la aplicacion de nutrientes combinados con polioles [24].
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Figura 1. Efecto de la aplicacion de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca sobre la biomasa vegetativa (a) y
lalongitud de la parte aérea (b) de las plantas de pimiento. Los valores corresponden a * error estandar
de la media (n=12). El nivel de significacion fue representado por p <0.05 (*).

Un requisito o mecanismo de accién que deben cumplir los diferentes biofertilizantes
y/o productos agroquimicos es la inducciéon o al menos el mantenimiento de la fotosintesis
[27]. Para comprobar este efecto con el producto de Ca estudiado, analizamos diferentes
parametros indicadores de la actividad fotosintética de las plantas. Asi, en este estudio,
analizamos parametros de fluorescencia relacionados con la actividad e integridad del
fotosistema II (Fv/Fm, RC/ABS, y Plags ). La fotosintesis esta estrechamente relacionada con
el crecimiento de las plantas y su tolerancia a diferentes tipos de estrés, por ejemplo, la
limitacion de ciertos macronutrientes como el Ca, ya que este nutriente es clave en la
estabilizacion del cofactor clister Mn,CaOs, necesario para la oxidacion de H;O a O,y el
transporte de electrones [2,28]. La fluorescencia de Chl a refleja el estado fotosintético de la
planta y los cambios fotosintéticos producidos bajo los efectos del estrés. Uno de los
parametros derivados del analisis de la fluorescencia de Chl a es el rendimiento cuantico
de la fotosintesis primaria (Fv/Fm), que es un buen indicador del rendimiento fotosintético
de las plantas [29]. En el presente experimento, no se observaron valores diferentes de
Fv/Fm entre los dos tratamientos. De forma similar, las plantas de manzano a las que se
suministré nutrientes mediante la tecnologia MANNI-PLEX® no mostraron diferencias en
los valores de Fv/Fm [30]. El analisis de fluorescencia de Chl a también nos proporciona
una serie de indices que definen la vitalidad de la planta. Asi, valores elevados de la
relacion RC/ABS indican una mayor proporcidn de centros de reaccion activos, lo que lo
convierte en un parametro esencial en el funcionamiento de la cadena de transporte de
electrones en los fotosistemas. Ademas, el indice Pl,gs es un indice de rendimiento
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fotosintético y representa la funcionalidad global del flujo de electrones a través del PSII
[29]. Los valores de estos dos parametros fueron superiores en las plantas tratadas con el
bioestimulante que en las plantas control (Tabla 1), lo que sugiere un efecto positivo de
BRANDT® MANNI-PLEX® Ca sobre el rendimiento fotosintético que también podria
contribuir a la mayor biomasa observada en estas plantas (Figura 1).

Tabla 1. Efecto de la aplicacion de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca sobre algunos pardmetros de
fluorescencia de Chl 4 analizados en hojas de plantas de pimiento.

BRANDT®
Control MANNI-PLEX® Valor p HSD 5
Fv/Fm 0.827 + 0.004 0.824 + 0.004 NS 0.03
RC/ABS 0.86 + 0.03 1.31+ 0.09 o 0.21
Plags 836+ 1.09 11.74+ 1.18 * 257

Los valores corresponden a + el error estandar de la media (n = 9). Los valores con letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos. Los niveles de significacion se representaron
como p > 0,05 (NS), p < 0,05 (*) y p <0,01 (**).

3.2. Concentracion de Ca en los distintos organos de la planta

Una caracteristica importante del Ca es su inmovilidad en el floema, lo que implica que
existe una translocacién muy limitada de Ca desde las hojas maduras de las plantas
(6rganos fuente) hacia las hojas jovenes, brotes y frutos (6érganos sumidero) [1,2].
Actualmente, una de las estrategias para incrementar la absorcion foliar, concentracion y
distribucién de sustancias con baja movilidad a través del floema por los diferentes
organos vegetales del brote, incluyendo los frutos, es el llamado proceso de vectorizacién
[9-11]. El proceso de vectorizacion de los diferentes agroquimicos que presentan dificultad
en su distribucion por la planta consiste en facilitar y controlar la distribucion de estos
compuestos dentro de la planta a través de su asociacion con un vector [12-14]. La eficacia
del proceso de vectorizacion se analizd en el presente experimento midiendo la
concentracion de Ca en los diferentes érganos de la planta. Asi, la concentracion total de Ca
en hojas basales, intermedias, jovenes y frutos fue superior a la de las plantas control en las
plantas a las que se les administro6 BRANDT® MANNI-PLEX® Ca (Tabla 2). De hecho, este
producto produjo incrementos respecto a las concentraciones totales de Ca obtenidas en
las plantas control del 34% en hojas basales, 42% en hojas intermedias, 35% en hojas
jovenes y 76% en frutos (Tabla 2). Apoyando estos resultados, otros estudios también
observaron un aumento del contenido de Ca en el suministro de tomate y meldén verde con
un compuesto de manitol-Ca aplicado a las hojas antes de la cosecha [31,32].

Tabla 2. Efecto de la aplicacién de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca sobre la concentracién de Ca total
y Caligado a pectinas (mg g DW) en plantas de pimiento.

BRANDT®
Control MANNI-PLEX® Valor p HSDy o5

Hojas [Ca] tot 33.92+ 2.49 4130+ 2.52 * 5.67
basales [Ca] pec 23.74 + 1.58 30.97 = 2.09 * 3.98
Hojas [Ca] tot 3035+ 2.09  37.63+ 2.20 * 432
intermedias

[Ca] pec 23.06 £ 1.77 30.85+ 2.98 * 3.05
Hojas [Ca] tot 1657+ 073  20.12+ 0.83 o 1.47
jovenes [Ca] pec 11.23 + 0.60 15.43 + 0.62 ** 1.23
Frutos [Ca] tot 1.33+ 0.11 2.02+ 0.16 ** 0.27

[Ca] pec 0.94+ 0.07 1.57+ 0.13 o 0.18

[Ca] tot: Concentracion total de Ca, [Ca] pec: Caligado a pectinas. Los valores corresponden a + error
estandar de la media (1 =9). Los valores con letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos. Los niveles de significacion se representaron como p < 0,05 (*), y p < 0,01 (**).
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Las plantas a las que se les administré el producto de Ca también presentaron las
mayores concentraciones de Ca ligado a pectinas en las distintas partes analizadas de las
plantas (Tabla 2). La sintesis de pectinas y la unién del Ca a estas estructuras esta
estrechamente ligada a la concentracion de Ca total en los diferentes tejidos de la planta
[1,2,26]. En resumen, el producto basado en la vectorizacion de Ca evaluado en este estudio
representa una estrategia valida y eficaz para incrementar la captacion de Ca a través del
follaje, su concentracion y su distribucién a través del floema a las diferentes partes de la
planta, incluyendo las zonas activas de crecimiento como las hojas jovenes y los frutos. La
mayor concentracion de Ca total, y especialmente de Ca ligado a pectinas, en plantas
tratadas con el producto podria significar un aumento de la resistencia de las plantas a la
presencia de estreses tanto abidticos como bidticos, dado el papel protector de estos
compuestos [33,34]. Asi, la mayor biomasa podria deberse posiblemente a un aumento en
la concentracion de Ca ligado a pectinas, que podria actuar evitando y/o reduciendo la
pérdida de agua en estas plantas facilitando asi su adaptacion a estreses ambientales.

3.3. Produccion y caracteristicas de los frutos

Considerando los diferentes componentes de la produccion, la aplicacion del producto a
base de Ca fue eficaz para inducir una mejora significativa en la produccién de las plantas
de pimiento (Tabla 3). De hecho, las plantas a las que se suministr el producto mostraron
un mayor numero de frutos comercializables (+43%), peso de los frutos comercializables
(+46%) y produccion comercializable (+46%) en comparacion con las plantas control. Por lo
tanto, el uso de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca podria ser muy util para los agricultores al
aumentar considerablemente la produccién de frutos de pimiento.

Tabla 3. Efecto de la aplicacion de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca sobre los componentes
productivos en plantas de pimiento y algunos componentes de la calidad de los frutos de pimiento
durante la cosecha.

®

Control E/IIXAI\II\II\]I)I:I;’LEX@ Ca Valorp  HSD 5
N.2 de frutos comercializables 3.52+ 0.66 5.05+ 0.61 o 1.22
planta’
Pesodelos frutos 138.17+ 2243 202.07 + 39.61 * 60.53
comercializables planta™ (g)
Produccion comercializable(g m?)276.34 + 36.55  404.14 + 57.32 * 94.21
Longitud (cm) 1142 + 1.35 15.29 + 1.87 * 3.56
Firmeza (Kg cm?) 0.47 £ 0.10 0.77 + 0.11 * 0.20
OBRIX (%) 440+ 041 4.67 + 0.35 NS 0.82
Acidez titulable (%) 0.38 £ 0.06 0.34 £ 0.04 NS 0.13

Los valores corresponden a =+ error estandar de la media (n =9). Los valores con letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos. Los niveles de significaciéon se representaron
como p > 0,05 (NS), p<0,05 (*) y p <0,01 (**).

En cuanto a los parametros relacionados con la calidad de los frutos de pimiento, cabe
destacar que los pimientos del tratamiento BRANDT® MANNI-PLEX® Ca presentaron
mayores valores de longitud de fruto (Tabla 3), lo que sugiere que la aplicacion de este
producto promueve eficazmente el crecimiento y desarrollo de los frutos. Ademas, la
firmeza es otro parametro que muestra una asociacion directamente proporcional con la
concentracion de Ca ligado a pectinas en los frutos [35-37]. Esta relacion se observa
claramente en este estudio ya que los frutos con los valores mas altos de firmeza se
presentaron en las plantas tratadas y los mas bajos en las plantas control (Tabla 3). Estos
resultados confirman que la aplicacién de productos con Ca incrementd significativamente
la firmeza de los pimientos (Tabla 3), al inducir una mayor concentracion de Ca ligado a
pectinas en los frutos (Tabla 2). Finalmente, en cuanto a parametros de calidad como
grados °BRIX y acidez, no se obtuvieron diferencias significativas entre ninguno de los
tratamientos analizados (Tabla 3), lo que sugiere que las propiedades organolépticas de los
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pimientos no se ven afectadas por la aplicacion del producto. Estos resultados coinciden
con los observados en otros estudios donde se aplicé Ca ligado a diferentes quelatos
[30-32].

3.4. Fisiopatias en los frutos

En frutos como tomates, pimientos y calabacines, la deficiencia de Ca es frecuente,
generando podredumbre y 4reas necroticas en el extremo distal del fruto, una fisiopatia
conocida como "blossom end rot" (BER) o podredumbre apical. La BER es un desorden
fisiolégico que ocurre principalmente en frutos y esta asociado con el estrés hidrico, y
especialmente con una deficiencia localizada de Ca, que tiene un efecto muy negativo en la
produccién de muchos cultivos [5]. En nuestro estudio, el porcentaje de frutos que
presentaron fisiopatologia relacionada con la deficiencia de Ca fue menor en las plantas
tratadas con BRANDT® MANNI-PLEX® Ca, situdndose en torno al 3,5% del total de frutos
frente al 13% observado en las plantas control (Figura 2a). Asi, la incidencia de fisiopatias
se redujo en un 70% debido a la aplicacion del producto. En general, los datos presentados
en la Tabla 3 y Figura 2a se reflejan claramente en la Figura 2b, donde se muestra la eficacia
de los productos a base de Ca.
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Figura 2. Efecto de la aplicaciéon de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca sobre el porcentaje de frutos con
fisiopatias relacionadas con la deficiencia de Ca (a) y fotografia que muestra el aspecto de los frutos de
pimiento (b). Los valores corresponden a * error estandar de la media (n=9). El nivel de significaciéon
fue representado por p < 0,001 (***).

Estos resultados indican la eficacia del producto en la prevencion de la aparicion de este
tipo de fisiopatias, posiblemente debido a un mejor control nutricional de los frutos en
cuanto a la concentracién de Ca, y especialmente a una mayor concentracion de Ca ligado
a las pectinas en los frutos (Tabla 2). En efecto, diferentes estudios demostraron que la
aparicion de BER es el resultado de la ruptura de las membranas plasmaticas y del
reblandecimiento irregular de las paredes celulares, debido a procesos de desintegracion
de las cadenas de pectina por la accién de enzimas especificas de degradacioén, todo ello
provocado por la deficiencia de Ca en los frutos. En este sentido, se ha demostrado que un

aumento de los niveles de Ca en el fruto reduce de forma muy significativa la aparicion de
BER [35-37].

3.5.  Estudio postcosecha

En los estudios postcosecha, los indices mas importantes que indican el mantenimiento
del vigor del material vegetal almacenado (vida ttil) son el porcentaje de pérdida de peso
fresco o el porcentaje de pérdida de agua, y la concentracion de malondialdehido (MDA)
[38]. Asi, a lo largo del experimento, el peso del fruto disminuy6 principalmente debido a
la pérdida de agua. Sin embargo, esta disminucion fue mucho menor en los frutos de las
plantas tratadas con el producto a base de Ca, lo que también se reflejé6 en un menor
porcentaje de pérdida de agua en comparacion con los frutos control. La concentracién de
MDA es el parametro indicador de la peroxidacion lipidica de membrana y un incremento
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en sus valores sugiere la presencia excesiva de especies reactivas de oxigeno (ERO)
toxicas [39,40]. Las ERO se derivan de los procesos de maduracién que conducen a la
degradacion de estructuras, como la pared y las membranas celulares, y de compuestos
organicos implicados en la calidad de los frutos, como vitaminas, aminoacidos, etc. [41].
[41]. En la Tabla 4 y en la Figura 3 comprobamos que la postcosecha a temperatura
ambiente durante 7 dias fue mucho mas estresante y dafina que la producida a una
temperatura de 4 °C durante 14 dias, donde la concentracién de MDA en los frutos fue
menor. Las plantas tratadas mostraron los frutos con las mayores concentraciones de Ca
total y Ca ligado a pectinas (Tabla 2) y fueron las que mas eficazmente mantuvieron la
integridad de los frutos de pimiento durante el almacenamiento, retrasando asi los
procesos de maduracion y degradacion de las estructuras y componentes celulares.

Tabla 4. Efecto de la aplicacion de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca sobre el peso fresco inicial y final
y el porcentaje de pérdida de agua en frutos de pimiento sometidos a postcosecha a temperatura
ambiente y 4 °C.

. Peso fresco inicial Peso fresco final Lo
Temperatura Tratamiento (g fruto”) (g fruto”) Pérdida de agua (%)
Control 29.04 + 4.72 11.83 + 1.59 59.26 + 6.03
BRANDT®
Temperatura ambiente M ANNLPLEX® Ca 3541+ 4.78 30.53 + 3.16 13.78 + 2.48
Valor p * *% b
HSDy 5 5.35 431 9.33
Control 30.27 + 3.98 20.75 + 2.31 3145+ 3.17
4°C BRANDT®
MANNI-PLEX® Ca 37.18 + 4.83 3498 + 3.07 592+ 0.46
Valor p * *% *%3%
HSDy 5 5.73 432 4.96

Los valores corresponden a + error estandar de la media (n =9). Los valores con letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos. Los niveles de significacién se representaron como p <0,05 (*), p <0,01
() y p<0,001 ().
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Figura 3. Efecto de la aplicaciéon de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca sobre la concentracion de MDA
(a) y sobre la firmeza del pimiento (b) en frutos de pimiento sometidos a postcosecha a temperatura
ambiente y 4 °C. Los valores corresponden a + error estandar de la media (1 = 9). Los niveles de
significacion se representaron mediante p < 0,05 (*) y p < 0,001 (***).

El mantenimiento del vigor y la integridad del fruto antes del almacenamiento
postcosecha se confirmé con los datos de firmeza (Figura 3b). En la Figura 3b
comprobamos que el producto, con las maximas concentraciones de Ca total y Ca ligado a
pectinas (Tabla 2), presentd los mayores valores de firmeza tras la conclusion del periodo
de almacenamiento tanto a temperatura ambiente como a 4 °C (Figura 3b). Estos resultados
confirman que la aplicacion del producto a base de Ca puede definirse como una
herramienta eficaz para mantener la vida ttil de los frutos y reducir los procesos de
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maduracién y degradacion de las estructuras y componentes celulares en programas
postcosecha. Diferentes investigaciones concluyeron que incrementos en la proporcién de
Ca en las pectinas de la pared celular de los frutos mejora, ademas de la resistencia frente
a patogenos fingicos y bacterianos, el almacenamiento y la calidad postcosecha de los
frutos [35-37].

Cuando se valoran los parametros relacionados con las propiedades organolépticas, no
hubo diferencias significativas respecto a los grados °BRIX ni a la acidez titulable
comparando los diferentes tratamientos al final de la postcosecha (Tabla 5). Por lo tanto,
estos resultados sugieren que la aplicacion de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca no modifica
las propiedades organolépticas de los frutos de pimiento, lo que podria afectar a su
comercializacion. Resultados similares se observaron en otros estudios donde se aplicaron
productos vectorizantes de Ca [30-32].

Tabla 5. Efecto de la aplicacién del producto BRANDT® MANNI-PLEX® Ca sobre algunos
componentes de la calidad de los frutos de pimiento (caracteristicas organolépticas y capacidad
antioxidante) sometidos a postcosecha a temperatura ambiente y 4 °C.

Acidez Ascorbato FRAP TEAC
: 0 o,
Temperatura Tratamientos BRIX (%) titulable (%) (mg g FW) (mg g FW) (mmol g FW)
Control 470 + 0.45 0.062 + 0.014 1.12+ 0.06 3.03+ 0.16 4.06+ 0.20
BRANDT®
Temperatura }\){[EI;@NI_ 5.33+ 0.30 0.044 + 0.014 1.43 + 0.05 3.77 + 0.29 5.16 + 0.26
ambiente
Ca
Valor p NS NS ** ** wHE
HSDg 05 0.85 0.010 0.13 0.41 0.45
Control 4.57 + 0.36 0.034 + 0.012 1.18 + 0.04 3.15+ 0.29 4.60 + 0.41
4°C BRANDT®
}\){%I;(I(I};II— 490+ 0.28 0.034 + 0.011 1.48 + 0.04 3.85+ 0.29 548 + 0.17
Ca
Valor p NS NS *HE * **
HSDy 05 0.73 0.011 0.09 0.62 0.63

Los valores corresponden a * error estandar de la media (n =9). Los valores con letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos. Los niveles de significacion se representaron como p > 0,05 (NS), p <
0,05 (*), p<0,01 (**) y p < 0,001 (***).

Ademas de los parametros de calidad anteriormente expuestos, en este estudio también
se analizaron diferentes compuestos fitoquimicos que definen la capacidad antioxidante
de los productos agricolas destinados al consumo humano, como el ascorbato o la vitamina
C, y las pruebas antioxidantes FRAP y TEAC. El antioxidante mas eficaz de los diferentes
productos vegetales es el ascorbato, también conocido como vitamina C. Como
antioxidante, el ascorbato elimina directamente las especies tdxicas reactivas del oxigeno
evitando y/o reduciendo la muerte celular caracteristica de cualquier estrés [42]. El
ascorbato puede ser sintetizado por las plantas y por la mayoria de los mamiferos, pero no
por los humanos [43], donde es esencial en el mantenimiento de un sistema inmune sano y
en la prevenciéon de enfermedades cardiovasculares [44]. Analizamos los valores de estos
parametros al inicio (Tabla S2) y al final de la postcosecha (Tabla 5). Los resultados
mostraron valores mas altos de ascorbato y pruebas antioxidantes en pimientos
procedentes de plantas suplementadas con BRANDT® MANNI-PLEX® Ca, indicando una
mejora en sus propiedades antioxidantes. Diferentes investigaciones han demostrado la
relacion positiva entre un adecuado estado nutricional de Ca en los frutos y la mejora de
las propiedades fitoquimicas de los mismos, especialmente con relaciéon a los compuestos
antioxidantes [12,35-37]. Por lo tanto, BRANDT® MANNI-PLEX® Ca también podria ser
atil para obtener frutos con mejores propiedades antioxidantes, lo que mejora su
comerciabilidad.
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4, Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que BRANDT® MANNI-PLEX® Ca, producto basado
en la vectorizacion de Ca, mejora el crecimiento, la concentracion y distribucion del Ca, asi
como la produccion de frutos de pimiento en un cultivo con alta incidencia de fisiopatias
por Ca. Asi, la aplicaciéon de este producto podria reducir considerablemente la
prevalencia de este problema. Ademas, BRANDT® MANNI-PLEX® podria ser util para
alargar la vida 1til postcosecha de los frutos de pimiento. Este tltimo efecto podria estar
relacionado con el retraso de los procesos de degradacion de estructuras y componentes
celulares en los frutos dando lugar a una mayor capacidad antioxidante. Sin embargo, para
confirmar la utilidad del producto, seria necesario analizar la relacién coste-beneficio y
probar su eficacia en diferentes cultivares. También serian necesarios mas estudios para
determinar su mecanismo de accion.

Materiales complementarios: La siguiente informacion complementaria puede descargarse en:
https://www.mdpi.com/article/10.3390/agronomy12020410/s1, Tabla S1: Condiciones microclimaticas
durante el experimento, Tabla S2: Efecto de la aplicacion de BRANDT® MANNI-PLEX® Ca sobre
algunos componentes fitoquimicos de la calidad de los frutos de pimiento al inicio del periodo de
recoleccion.
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