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Los trabajos experimentales necesarios para llevar a cabo la presente Tesis han
sido financiados por el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria vy
Alimentaria (INIA), el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) y el Instituto de
Investigacién y Formacién Agraria y Pesquera (IFAPA) de la Consejeria de Agricultura,
Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia; estando dentro del proyecto RTA2011-
00026-C02-02, titulado “Mejora de la eficiencia del enriquecimiento carbdnico en
condiciones mediterraneas. Evaluacién agrondmica de diferentes estrategias de
mitigacién de la aclimatacién a alto CO,”.

Dichos trabajos experimentales se realizaron en el Centro IFAPA “La Mojonera”
durante los afios 2013 a 2016.






No dejes que termine el dia sin haber crecido un poco,
sin haber sido feliz, sin haber aumentado tus suefios.
No te dejes vencer por el desaliento.

No permitas que nadie te quite el derecho a expresarte,
que es casi un deber.

No abandones las ansias de hacer de tu vida algo extraordinario.
No dejes de creer que las palabras y las poesias

si pueden cambiar el mundo.

Pase lo que pase nuestra esencia estd intacta.
Somos seres llenos de pasion.

La vida es desierto y oasis.

Nos derriba, nos lastima,

nos ensefia,

nos convierte en protagonistas

de nuestra propia historia.

Aunque el viento sople en contra,

la poderosa obra continua:

Tu puedes aportar una estrofa.

No dejes nunca de sofiar,

porque en suefios es libre el hombre.

No caigas en el peor de los errores:

el silencio.

La mayoria vive en un silencio espantoso.

No te resignes.

Huye.

“Emito mis alaridos por los techos de este mundo”,
dice el poeta.

Valora la belleza de las cosas simples.

Se puede hacer bella poesia sobre pequefias cosas,
pero no podemos remar en contra de nosotros mismos.
Eso transforma la vida en un infierno.

Disfruta del pdnico que te provoca

tener la vida por delante.

Vivela intensamente,

sin mediocridad.

Piensa que en ti estd el futuro

y encara la tarea con orgullo y sin miedo.

Aprende de quienes pueden ensefiarte.

Las experiencias de quienes nos precedieron

de nuestros “poetas muertos”,

te ayudan a caminar por la vida.

La sociedad de hoy somos nosotros:

Los “poetas vivos”

No permitas que la vida te pase a ti sin que la vivas.

Walt Withman, No te detengas.
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Resumen

La técnica del enriquecimiento carbdnico del aire del invernadero permite aumentar la
concentracién presente de dicho gas con la finalidad de mejorar la productividad de los cultivos
desarrollados en el invernadero. Esta técnica, generalizada en paises del Norte y Oeste de Europa,
mejora la produccién, la eficiencia del uso del agua y del uso de fertilizantes. En condiciones del
litoral mediterrdneo se ha puesto de manifiesto el interés de dicha técnica, no sélo desde un
punto de vista agrondmico, sino como una solucién ambiental, llegando a plantearse como un
posible método para mitigar el efecto negativo del uso del agua procedente de acuiferos con una
tendencia a la salinizacidon. Sin embargo, en estas condiciones el mayor requerimiento de
ventilacién en comparacion con los invernaderos del Norte de Europa supone un menor tiempo de
aplicacion de CO, a elevada concentracion, lo que entre otros factores determina incrementos
productivos inferiores a los obtenidos para las mismas especies en climas mas frios.. Ademads, esta
descrito en bibliografia como transcurrido un periodo de tiempo desde el inicio de la aplicacion, la
estimulacion fotosintética se ve reducida, fendmeno conocido como aclimatacién y que, segin
hipdtesis de diferentes autores, puede estar relacionada con la regulacién de la relacidn
fuente/sumidero para la formacién de carbohidratos, asi como con la disponibilidad de N para la
formacidn de proteinas y aminoacidos.

El hecho de confirmar la presencia de este proceso de aclimatacion fotosintética y el estudio de
los factores que intervienen en la aparicion del mismo, permitiria el disefio de medidas que lo
aminoren y mejoren la eficiencia de la técnica en condiciones mediterraneas, por lo que se
establece como objetivo general de la presente memoria de tesis, la mejora de la eficiencia de la
aplicacion de CO, mediante el estudio del proceso de aclimatacién fotosintética a elevada
concentracién de diéxido de carbono, con el fin de mitigar dicho proceso, asi como la mejora del
cultivo en combinacion con la salinidad.

Por ello, para abordar este objetivo general se plantean las siguientes hipotesis:

- Hipdtesis 1: El proceso de aclimatacion fotosintética a largo plazo, en cultivos bajo
enriquecimiento carbdnico variable, en condiciones mediterraneas reduce la eficiencia de
esta técnica.

- Hipdtesis 2: La fuente de nitrogeno empleada en el desarrollo de un cultivo de pimiento
bajo condiciones de elevado CO, juega un papel importante sobre el proceso de
aclimatacion fotosintética.

- Hipétesis 3: El manejo de la relacién fuente/sumidero permite mitigar la aclimatacion
fotosintética.

- Hipdtesis 4: El cese anticipado del aporte de CO, en invernadero mediterrdneo, en base al
fendbmeno de aclimatacion, permite una mayor eficiencia de la aplicacion del
enriquecimiento carbdnico en condiciones mediterraneas.



Para dar respuesta al objetivo e hipdtesis planteados, se han propuesto los siguientes objetivos
especificos: 1) Estudiar la aclimatacion fotosintética frente al enriquecimiento carboénico en un
cultivo de pimiento en invernadero mediterrdneo: influencia de la fuente de nitrégeno y Ia
salinidad, 2) evaluar la variacion en la fuente de nitrogeno aportado en la solucién nutritiva como
estrategia para mejorar el rendimiento de un cultivo de pimiento en condiciones de
enriquecimiento carbdnico, 3) examinar posibles estrategias para mejorar la eficiencia del
enriquecimiento carbdnico en invernadero mediterraneo: a) reduccién del aporte de CO, por cese
anticipado en relacion a la aclimatacion y b) adecuacién de la relacion fuente/sumidero mediante
el manejo de poda de frutos.

El experimento | dio respuesta a los objetivos 1 y 2, cuyos resultados mostraron como la
estimulacion de la fotosintesis derivada del aporte de CO, en la atmdsfera del invernadero se vio
reducida transcurrido un periodo de tiempo desde el inicio de la aplicacién. El estudio de la
morfologia foliar, asi como de la concentracién de carbohidratos no estructurales y nitrégeno
presentes en las hojas han permitido relacionar esta pérdida de estimulacidén con el fendmeno de
aclimatacién, pudiendo acotar en el tiempo el momento en el que el aporte de CO, muestra un
descenso de la estimulacidn fotosintética esperada de la aplicacidon de esta técnica. Asi mismo, el
estudio del uso de diferentes fuentes de nitrégeno en la solucidn nutritiva aportada ha facilitado el
conocimiento de su relacion con el fendmeno de aclimatacion, y su posible uso en combinacion
con el enriquecimiento carbdnico para mitigar el efecto de la salinidad del agua de riego.

El experimento Il ha dado respuesta al objetivo 3a, permitiendo conocer la respuesta del
cultivo a la estimulacion fotosintética una vez interrumpida la aplicacion de CO, en el aire del
invernadero. EIl momento del cese de dicha aplicacion se ha determinado en funcién de los
resultados de aclimatacion obtenidos en el experimento | se ha puesto de manifiesto la posibilidad
de la reversibilidad del fendmeno de aclimatacién, obteniéndose como resultado una menor
reduccion de la estimulacién fotosintética en el cultivo donde se interrumpid el aporte de CO,
transcurrido el periodo establecido de aplicacion. La estrategia ha resultado en una mejora de la
eficiencia global del CO, aportado respecto a la produccién obtenida.

El experimento lll ha permitido dar respuesta al objetivo 3b. Para ello, se estudio el efecto de la
adecuacion de la relacion fuente/sumidero mediante la poda de los frutos presentes en los tallos
del cultivo de pimiento. El efecto de dicha poda ha puesto de manifiesto el impacto de la misma
sobre la pérdida de estimulacion fotosintética, observandose una menor reduccién de dicha
estimulacion en aquellas plantas donde se permitié el desarrollo de un mayor nimero de frutos
por nudo. Desde el punto de vista de la bioproductividad, esta técnica ha favorecido una mejoria
en la produccién precoz, pero en términos globales, el mayor nimero de frutos obtenidos no ha
mejorado la produccion final, al tratarse de frutos de menor peso.

El fendmeno de aclimatacion fotosintética, entendido como la pérdida de estimulacién inicial
de la fotosintesis derivada del enriquecimiento carbdnico es un fendmeno que limita los beneficios
de dicha técnica, pero el estudio de los factores relacionados con este fenédmeno permiten disefiar



estrategias que mitiguen la aparicién del mismo y optimicen, ain mads, la aplicacion de CO, en
condiciones mediterraneas.












Summary

The greenhouse carbonic enrichment technique enables the present concentration of this gas
to be increased in order to improve the productivity of crops developed in the greenhouse. This
technique, frequently used in Northern and Western European countries, improve yield, water use
efficiency and fertilization. In Mediterranean conditions, the interest of this technique has been
shown, not only from agronomic issues, but as an environmental solution, could be focus as an
alternative to alleviate negative effects of the use of water with high level of salinity. However, in
those conditions, the major ventilation requirement, in comparison with Northern European
greenhouses, means a shorter CO, application, which determines less productive improvements
than obtains in colder climatic conditions. Furthermore, after a period since the beginning of
application, photosynthetic stimulation is reduced, phenomenon known as acclimation and,
according to the hypotheses of different authors, may be related to the regulation of source/skin
to produce carbohydrates, as well as N availability to produce aminoacids and proteins.

The knowledge of the photosynthetic acclimation process and the study of factors that
produce it, would allow the design of measures that reduce it and improve the efficiency of the
carbonic enrichment technique in Mediterranean conditions, for which, the main objective of the
thesis is the improvement of the efficiency on the CO, application by the study of the
photosynthetic acclimation process to elevated carbon dioxide concentration, in order to mitigate
this process, as well as the improvement of crops in salinity conditions.

Therefore, the following hypotheses are proposal:

- Hypothesis 1: Efficiency of variable carbonic enrichment exposure for a long time in
Mediterranean conditions is reduced by photosynthetic acclimation process.

- Hypothesis 2: N supply in the development of pepper crop under high CO, conditions,
plays and important role in the photosynthetic acclimation process.

- Hypothesis 3: Source/skink regulation would alleviate the photosynthetic acclimation.

- Hypothesis 4: Removal CO, application when acclimation occurs, allows major efficiency of
CO, enrichment apply in Mediterranean conditions.

The following specific objectives are proposal: 1) Study of photosynthetic acclimation to
elevated CO, in sweet pepper crop under Mediterranean greenhouse conditions: influence of the
nitrogen source and salinity, 2) Evaluation of different sources of nitrogen as a strategy to improve
the yield on a sweet pepper crop under carbonic enrichment conditions, 3) evaluate of different
strategies to improve the efficiency of carbonic enrichment under Mediterranean greenhouse
conditions: a) reduce the CO, application in based to acclimation process and b) influence of fruit
pruning in source/skin relationship.

First experiment responded to 1% and 2 objectives, which results showed how the
photosynthetic stimulation of CO, enrichment was reduced after a period from the beginning of



the application. The study of leaf morphology non-structural carbohydrates and nitrogen contents
on leaves, have made it possible to relate the loss of stimulation to the acclimation process, being
able to limit the moment that photosynthetic stimulation expected. Likewise, the study of the use
of different sources of nitrogen in the nutrient solution has facilitated the knowledge of its
relationship with the acclimation process, and its possible use in combination with carbonic
enrichment to alleviate the negative effect of salinity of water

Second experiment responded to 3 a) objective, allowing to know the response of the crop to
the photosynthetic stimulation when the supply of CO, was interrupted. The moment when the
application was interrupted has been determined based on the results obtained in first
experiment. The possibility to reverse the acclimation process has been observed on less
reduction of the photosynthetic stimulation on the crop where the CO, supply was interrupted.
This strategy has resulted in a major global efficiency of the technique.

Third experiment responded to 3™ b) objective. The study of the source/skin relationship and
the effect of fruit pruning on it. This strategy allows the effect in the photosynthetic stimulation
and a less reduction of this stimulation in plants where the number of fruits was major per nude.
On the bioproductivity point of view, this technique improves the early yield, but in general, final
yield has been less for the minor weight of fruits.

Photosynthetic acclimation under carbon enrichment, understood as a loss of initial stimulation
of photosynthesis, is a process that limits the benefit of enrichment technique, but the study of
the factors involved on it allows the design of different strategies to mitigate the process and
improve the CO, application in Mediterranean conditions.
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CAPITULO |

1. Introduccion.
1.1. Introduccién general.

El modelo agricola de la provincia de Almeria se caracteriza por el empleo de estructuras de
bajo coste, con un bajo nivel tecnolédgico y un consumo de energia minimo, lo que conlleva una
dependencia total del clima de las diferentes zonas productivas (Lorenzo et al., 2016).

Desde la aparicidon de los primeros invernaderos en los afos 60 del pasado siglo XX, la
modernizacidn de las explotaciones se ha enfocado principalmente en la mejora de las estructuras
para la optimizacién del uso de la radiacidn solar, la mejora de la ventilacion y la proteccidn de los
cultivos frente a las precipitaciones, plagas y enfermedades (Lorenzo et al., 2016).

El pimiento, junto con el tomate, es el cultivo que mas superficie ocupa dentro de las especies
que se desarrollan bajo cultivo protegido. Segun la FAO (2012), Espafia ocupa el sexto lugar en
produccidon de pimiento, siendo China la principal productora a nivel mundial. En la Unidn
Europea, Espafia es el pais con mayor produccion de pimiento, seguido de los Paises Bajos e Italia,
destacando las zonas de cultivo en invernadero del Levante y Sureste peninsular, siendo Almeria,
la principal provincia productora de pimiento destinado a exportacion (Fernandez- Zamudio et al.,
2006), llegando a representar el 82% de la superficie andaluza dedicada a este cultivo.

Segun el informe de campafia presentado por el Observatorio de Precios y Mercados de la
Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural de la provincia de Almeria, la superficie
destinada al cultivo de pimiento durante la campafia 2017-18 disminuyd un 1% respecto a la
campafia pasada, siendo el cultivo mds representativo de la provincia en cuanto a horticolas
protegidas se refiere. La produccion aumentd un 6% respecto a la anterior campana, lo que
supuso un aumento en las exportaciones del 3%.

Tabla 1. Principales datos de cultivo de pimiento en la provincia de Almeria en las Ultimas campanias.

2010/11 2011/12 2012/13 2013/14 2014/15 2015/16 2016/17 2017/18

Vabbr produccion (miles €)  349.500 325.946 413.913 457.686 477.631 573.426 627.714 533.307

Superficie (ha) 7.300 7.336 8.406 9.325 9.270 9.439 10.260 10.143
Produccién (t) 470.263 511.645 540.590 649.957 629.512 664.340 693.215 732.118
Rendimiento (kg m?) 6,4 7,0 6,4 7,0 6,8 7,0 6,8 7,2

Fuente: Avance de Superficies y producciones (D.T. Almeria): Campafia 2017/18. CAPDER

La campafia 2018/19 fue positiva para el cultivo de pimiento. Segun los datos recogidos por
Coexphal (2019), se comercializaron hasta enero de dicha campafia 227,4 millones de kilos de
pimientos, lo que supone un aumento del 11% respecto a la campafia anterior en la misma época;
y segun las tendencias, se espera un incremento del 3% total de produccidn para este cultivo al
final de la campafia.



1.2. Cambio climatico, un nuevo escenario para la agricultura del siglo XXI.

La agricultura depende directamente del clima, por lo que cambios en los patrones de
comportamiento de las variables que lo definen (temperatura, precipitaciones, concentracién de
CO, atmosférico, etc.) afectan de manera significativa al desarrollo de los cultivos. Entre el 32% y
el 39% de las variaciones en los rendimientos de los cultivos viene condicionado por la variabilidad
climatica, situacion que se ve acentuada en las regiones mediterraneas (Ray et al., 2015).

Aunqgue algunos de los cambios debidos al cambio climatico, como el aumento de la
temperatura o el incremento de CO, atmosférico, pueden resultar beneficiosos para la agricultura,
la falta de disponibilidad de agua y su calidad, asi como la ocurrencia de fendmenos climatoldgicos
extremos, de manera mas frecuente, tienen a su vez impactos negativos y adversos sobre la
agricultura.

El didxido de carbono (CO,) representa una parte minoritaria de la composicion de la
atmodsfera terrestre y su comportamiento es similar al que originan las cubiertas de los
invernaderos, ya que retiene parte de la radiacién emitida por la superficie terrestre a la
atmosfera en forma de radiacion de onda larga, provocando el aumento de la temperatura del aire
(Larcher, 2003).

La concentracién del didxido de carbono presente en la atmdsfera ha ido modificdndose a lo
largo de la historia. A partir de la revolucidon industrial, el aumento de dicha concentraciéon
experimenta un crecimiento del orden de 1,2 -1,5 umol de CO, mol™ anual (Watson et al., 1990) y
ligeramente mayor para finales del siglo XX (figura 1).
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Figura 1. Concentracidn histdrica de didxido de carbono durante 1000 afios. Datos registrados en la Antdrtida. Fuente:
http://cdiac.esd.ornl.gov/trends/co2/graphics/lawdome.gif

El mes de abril de 2020, dicha concentracién superé los 417 pmol mol™ de CO, segun los
datos registrados en el observatorio Mauna Loa (Hawaii) del National Oceanic & Atmospheric
Administration (NOAA). Diferentes estudios realizados por el Panel Intergubernamental para el
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Cambio Climatico (IPCC) estiman que dicho valor se situara en torno a 530 pumol mol™ de CO,
atmosférico, a nivel global, en el afio 2050 (IPCC 2001, 2007).

En Espafia, las mediciones realizadas en el Centro de Investigacion Atmosférica de lzafia (CIAl)
de la Agencia Estatal de Meteorologia (AEMET) han permitido registrar la velocidad en el aumento
de la concentracion de CO, en la atmdsfera desde 1984 (figura 2), mediante la medida directa
desde esa fecha y el calculo de la tendencia interanual a partir de los datos medidos. Estas
medidas registraron en abril de 2020 valores superiores a los 415 ppm de CO,.

410
F A
200 S e LV

Observatorio Atmosférico de Izaia

390
ppm ¢ >

380 GAW

360

3504 & i

® Medias diarias nocturnas
L Tendencia interanual (+1.8 ppm/afio

340 Periodo 2005-2015: +2.1 ppm/afo)

T T T T T T T
1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Figura 2. Medias nocturnas de didxido de carbono (CO,) atmosférico medido en el Observatorio Atmosférico de lzafia
para el periodo comprendido entre junio de 1984 hasta mayo de 2015. Fuente: izana.aemet.es

El aumento continuado de la concentracion de CO, atmosférico, junto al resto de gases de
efecto invernadero, afecta de forma directa a las plantas (Gutiérrez, 2010). El CO; es la fuente a
partir de la cual las plantas obtienen el carbono contenido en el aire que entra en las cavidades
estomadticas, a través de los estomas presentes en la superficie de la hoja, y posteriormente es
asimilado en hidratos de carbono en los cloroplastos mediante el uso de la energia procedente de
la luz (Nederhoff, 1994). Esta relacion directa con la fotosintesis lo convierte en uno de los
principales factores determinantes del crecimiento y la productividad de los cultivos.

Son numerosos los estudios llevados a cabo para entender la respuesta de las plantas al
aumento del contenido de diéxido de carbono en la atmdsfera, influenciados en gran parte por la
preocupacién ambiental que suscita el incremento de la concentracién de este gas y por la
necesidad de comprender los cambios fisiolégicos de las plantas desarrolladas bajo estas
condiciones y su relacién con la fotosintesis (Long, 1991; Moore et al., 1999). En este sentido,
diferentes trabajos han evidenciado una respuesta positiva de la fotosintesis a exposiciones de
elevada concentracion de CO, en plantas C3. Drake et al. (1997), en una revisién de 60
experimentos, mostraron un incremento medio del 58% en la fotosintesis de plantas cultivadas a
elevada concentracién de CO, frente a plantas desarrolladas en condiciones ambientales. Segun
Lawlor y Mitchell (1991), las plantas C3 que crecen bajo condiciones adecuadas de radiacién,
necesitan llegar a niveles de 800 — 1000 pmol CO, mol™® para la saturacién, por lo que a la
concentracién de CO, actual, en torno a 405 umol CO, mol™, la tasa de asimilacién de carbono
potencial estd muy limitada (Lorenzo, 2012).



En relacidon también con el cambio climatico, la reduccion en las precipitaciones supone una
mayor competencia entre el agua de regadio y la destinada a consumo humano e industrial, lo que
da lugar a que la disponibilidad de agua de calidad destinada a uso agricola disminuya de manera
considerable (Cassman et al., 2003; Ainsworth et al., 2008). De esta manera, cada vez mas se hace
necesaria la utilizacion para el riego de aguas con cierto grado de salinidad.

En el caso concreto de la provincia de Almeria, la presion a la que se someten los recursos
hidricos ha provocado un déficit creciente sobre este recurso que ha generado una serie de
problemas en los acuiferos de la provincia, como la bajada de los niveles fredticos de los acuiferos
y la contaminaciéon de los mismos (Valera et al., 2016). Esto ha dado origen a la creciente
salinizacion de dichos acuiferos debido al riego con aguas salobres (Thompson et al., 2007), ya que
existen zonas en las que se riega con aguas de conductividades eléctricas en torno a 3,5 dS m™
(Sanchez et al., 2015).

La sobreexplotacidon de los acuiferos viene dada por la elevada concentracién de cultivos
intensivos (Garrido et al., 2005), localizados principalmente en las comarcas del Campo de Dalias y
Campo de Nijar, donde la agricultura de invernaderos tiene como factor limitante la disponibilidad
del agua, tanto por la cantidad como por la calidad (Gomez-Limdén & Riesgo, 2012).

La salinidad es uno de los principales factores limitantes en el desarrollo de las plantas,
llegando a reducir la productividad de los cultivos en todo el mundo, pudiendo llegar a ser un
problema mayor en el futuro debido al cambio climatico (Dajic, 2006).

La salinidad puede tener diferentes efectos sobre los distintos procesos de crecimiento en las
plantas, afectando tanto al desarrollo vegetativo como reproductivo (Cohen, 2003). La hipdtesis
mds comunmente aceptada explica que la inhibicién del crecimiento en condiciones de estrés
salino esta asociada a relaciones hidricas modificadas (efectos osmoticos), a efectos derivados del
exceso o déficit de ciertos iones, o a la disponibilidad de energia (Lazof y Bernstein, 1988).

Igualmente, puede derivar en efectos toxicos sobre las plantas por la absorcién excesiva de
ciertos iones. La expansioén foliar es uno de los primeros procesos afectados por la salinidad, la
reduccion de la superficie foliar, en primera instancia, da lugar también a una reduccién en la
intercepcion de radiacion y por tanto en la fotosintesis neta, sin embargo, ésta queda
parcialmente compensada en los cultivos tutorados al disminuir el autosombreado de las hojas.

La estrategia mds comun para evitar la reduccién del rendimiento en condiciones salinas pasa
por aumentar la tolerancia de las plantas mediante la mejora genética (Geissler et al., 2009), sin
embargo, existen estrategias que han permitido abordar el problema del desarrollo de las plantas
en condiciones salinas desde un punto de vista fisiolégico (Jiang et al. 2006). Estudios como el de
Sanchez-Gonzalez et al (2014) han permitido poner de manifiesto la relacion entre la aplicacion de
enriquecimiento carbdnico en invernadero mediterraneo y su influencia sobre el efecto negativo
de la salinidad, observando una mejora en el aprovechamiento de los nutrientes, asi como una
reduccion en la limitacion bioproductiva ocasionada por la salinidad en un cultivo de tomate.



CAPITULO |

1.3. El enriquecimiento carbdnico y el cultivo en invernadero.

La agricultura protegida se caracteriza por mantener unas condiciones climaticas favorables
para el desarrollo de los cultivos en comparacién con el exterior mediante el empleo de cubiertas
gue modifican principalmente la radiacién, la velocidad del viento, la temperatura, el déficit de
presién de vapor de agua y la concentracién de didxido de carbono. Estas modificaciones y su
efecto sobre el crecimiento, desarrollo y productividad de los cultivos han sido estudiadas por
numerosos investigadores, como recogen Katsoulas y Kittas (2008) y Lorenzo et al. (2010) entre
otros, poniendo de manifiesto la relacién existente entre la respuesta de las plantas y dichas
condiciones ambientales.

En la actualidad, el disefio ineficiente de la superficie de ventilacion de la mayoria de las
estructuras de cultivo en el drea Mediterranea, junto a la necesidad de incorporar mallas anti-
insectos para el control de plagas y enfermedades, provocan que la tasa de ventilacién sea
inadecuada (Baeza et al., 2010). La limitada renovacién del aire de los mismos en determinadas
condiciones no permite compensar el consumo fotosintético de CO, por el cultivo, de manera que
la concentracion de CO, en el interior de los invernaderos llega a adquirir valores inferiores a la del
exterior, de por si limitante para los cultivos, tal como se menciona en el apartado previo. En
invernaderos mediterraneos se han registrado descensos en la concentracion de este gas
inferiores a 300 pmol mol™ durante un 60% del periodo diurno (Sdnchez-Guerrero et al., 2005). La
primera medida para evitar la reduccién de la concentraciéon de CO, en el aire del invernadero
pasa por la optimizacidn de la ventilacion natural.

La técnica del enriquecimiento carbdnico, aplicada de forma generalizada en paises del Norte
y Oeste de Europa, consiste en el aporte de CO, dentro del invernadero con el fin de aumentar su
concentracién en el aire para mejorar la productividad de los cultivos. Segun la bibliografia
consultada, la practica mas comun inicialmente consistia en aumentar la concentracién de CO,
entre 2000 y 3000 pumol mol™, ya que se tenia la certeza de que cuanto mayor fuese el aporte
mejor seria la respuesta de las plantas; pero a raiz de diferentes trabajos, entre los que destacan
los de Heij y Uffelen (1984) y Mortensen y Ulsaker (1985), se observd que aportes de CO, para
mantener concentraciones superiores a los 900 pmol mol™ rara vez suponia una mejora de los
efectos beneficiosos esperados. A partir de los resultados obtenidos por Urban (1997) en el
estudio de la concentracion dptima para diferentes especies, se concluye que el aporte éptimo de
este gas para el desarrollo de especies horticolas en invernadero esta situado entre los 600 y 900
pmol mol™.

En condiciones del litoral mediterraneo, la necesidad de controlar las altas temperaturas
implica un mayor requerimiento de ventilacion en comparacion con los invernaderos del Norte de
Europa, por lo que el periodo de aplicaciéon de la técnica del enriquecimiento carbdnico debe
ajustarse a dicha ventilacién (Nederhoff, 1994). El uso de estrategias de aporte de CO, vinculadas a
la ventilacion del invernadero se ha estudiado en condiciones de clima mediterraneo, con distintas
especies horticolas (tomate, pimiento, pepino, etc.); constatando el interés agricola del aumento
de la concentracion de CO, en el interior del invernadero hasta aproximadamente el doble de la



exterior (700-800 pmol mol™) cuando las ventanas permanecen cerradas y en el caso de que estas
se abran por exceso térmico o higrométrico, mantener una concentracidn similar a la exterior, con
el objetivo de reducir posibles gradientes interior/exterior y asi evitar pérdidas innecesarias de
este gas (Sanchez-Guerrero et al., 2005; Alonso, 2011; Lorenzo et al., 2013). Los resultados han
mostrado incrementos significativos de las producciones de fruto, desde un 12% en judia hasta un
25% en pepino o pimiento (Sanchez-Guerrero, 1999; Enoch et al., 1976; Baba et al., 2006), siendo
estos valores inferiores a los obtenidos para las mismas especies en climas mas frios (Nederhoff,
1994), debido principalmente al manejo realizado en condiciones de clima mediterraneo en
cuanto al menor tiempo de aplicacidn de CO, a elevada concentracidn, entre otros factores.

1.4.Respuesta de las plantas a concentraciones elevadas de CO,. Interaccion con la salinidad.

La fotosintesis es un proceso fundamental mediante el cual, las plantas son capaces de
asimilar CO, de la atmdsfera y transformarlo en hidratos de carbono utilizando como fuente de
energia la radiacién solar (Medrano & Flexas, 2000). En este proceso interviene de manera directa
la proteina Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco) considerada como la mas
abundante de la biosfera.

La velocidad de la fotosintesis estd limitada por la concentracion de CO,, donde las
propiedades de la Rubisco son las que limitan la asimilacién de CO,. Cuando las condiciones
ambientales son idéneas, hay tres procesos metabdlicos que afectan directamente a la velocidad
de asimilacién: actividad Rubisco, regeneraciéon de RuBP y metabolismo de triosas fosfato (TP)
(Farquar et al., 1980; Taiz & Zeiger, 2002). Cuando la concentracién de CO, es baja, la Ribulosa 1,5
bisfosfato (RuUBP) se sintetiza en la fase de regeneracion del ciclo de Calvin, mds rapidamente de lo
que es utilizada por la rubisco y, por tanto, la RuBP se encuentra en exceso (figura 3). En estas
condiciones, la fotosintesis esta limitada por la actividad carboxilasa de la Rubisco, dado que los
niveles de CO, son bajos (Long, 1991).

Al aumentar los niveles de CO, se incrementa la tasa total de fotosintesis, y la RuBP se utiliza
con mayor velocidad. Al llegar el punto en el que la Rubisco puede usar la RuBP mas rapidamente
de lo que se sintetiza, la tasa de fotosintesis ya no aumenta mas, y ello corresponde a la zona de
saturacion de la curva (figura 3). La Rubisco tiene menor afinidad por el CO, que por el O,, por lo
gue al aumentar la proporcidon de CO, respecto al O, se estimula la reaccién de carboxilacion y se
reduce la pérdida de carbono por fotorrespiracion (Stitt, 1991; Long et al., 2004), siempre y
cuando no se vea limitada por otros factores (intensidad luminica o temperatura), de tal forma
gue duplicando la concentracién de CO,, Rubisco disminuira la tasa de oxigenacion a la mitad
aproximadamente (Long, 1991). Asi pues, la velocidad de regeneracion de la RuBP en el ciclo de
Calvin impone otro limite a la tasa fotosintética. Aunque se suele afirmar que en esta segunda
parte de la curva A/Ci la fotosintesis estd limitada por la luz y su papel en el transporte de
electrones y otras reacciones luminosas, lo mas correcto y genérico es hablar de limitacién por
regeneracion de RuBP, ya que dicha regeneracion puede verse limitada por la velocidad con que el
ion fosfato es liberado en la sintesis de sacarosa y almiddn a partir de las triosas-fosfato formadas
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en el ciclo de Calvin, ya que este mismo fosfato interviene en la fosforilacion de la ribulosa 5-
fosfato a RuBP en el ultimo paso del ciclo de Calvin (Stitt, 1991, Azcén-Bieto, 2000).
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Figura 3. Curva A/Ci de respuesta de la velocidad de asimilacion (A) al incremento de la presién parcial de CO, en una
planta de metabolismo C3, donde se observa en la parte inicial de la curva la limitacidn por Rubisco (rojo), la limitacion
por regeneracidn de RuBP (verde) y por el reciclado de las TP (amarillo). Fuente: Gutiérrez, 2010.

La tasa de fotosintesis estd también de algin modo regulada por el uso y transporte de
fotoasimilados, ya que la capacidad de la planta para utilizar los productos de la fotosintesis es
limitada y puede reducir las tasas de asimilacidon de CO, en las hojas. Tanto la sacarosa como el
almidén proceden de las TP generadas a través del ciclo de Calvin. Cuando la produccién de TP en
el cloroplasto excede la capacidad de utilizar sacarosa y almidén, disminuye la tasa de fotosintesis,
incluso cuando la hoja esté en condiciones de elevada iluminacién y alta concentracién de CO,
(Herold, 1980; Foyer, 1987; Huber 1989).

La estimulacion fotosintética a elevada concentracién de didxido de carbono atmosférico da
lugar a un incremento de la cantidad de asimilados disponibles por la planta para la produccién de
biomasa y en definitiva un aumento tanto del crecimiento como de la produccién de frutos (Acock
y Pasternak, 1986). Asi mismo, una mayor concentracién de CO, incrementa la eficiencia del uso
de la luz en la asimilacién neta de CO, lo que se traduce en un aumento del crecimiento y por
tanto de la velocidad de produccién de superficie foliar (Drake et al., 1997). El incremento en la
eficiencia en el uso de la luz unido a la reduccién del punto de compensacién luminico favorece el
alargamiento del periodo diurno de actividad fotosintética (Lorenzo, 1996).

Otro de los resultados mds importantes del aumento de la concentracion de CO, en plantas es
la disminucién de la conductancia estomatica (g;), reduciendo la transpiracion (E), lo que aumenta
la eficiencia en el uso del agua (WUE) de la planta (Radoglou et al., 1992; Morison, 1998). Este
incremento en la WUE es importante para la agricultura, ya que permite una mayor adaptabilidad
de las plantas a condiciones de sequia u otros estreses hidricos y una reduccién en la cantidad de
agua necesaria para su desarrollo y la produccion de frutos (Wittwer, 1990). No obstante, segln
Jarvis y McNaughton (1986) la relacion entre g, y E depende de la escala del sistema estudiado, de



manera que a nivel de estoma aislado la regulacién fisioldgica es mdaxima, pero pierde su
importancia progresivamente al considerar la transpiracién a nivel de hoja, de planta y de dosel.

A nivel de hoja, al considerar un estoma aislado, los cambios de flujo de calor y vapor de agua
debidos a una variacién de g, ejercen muy poco efecto sobre la humedad y temperatura en la
superficie de la hoja. Sin embargo, cuando g; varia, se produce una modificacién inicial de E que
altera la temperatura foliar, con el consiguiente efecto sobre el déficit de presién de vapor entre la
cavidad subestomatica y el aire (DPVhoja-aire), €l cual a su vez provoca una variacién secundaria de la
E (efecto “feedback” térmico). Aubinet et al. (1989) consideran que en condiciones de invernadero
también se produce un efecto “feedback” hidroldgico, como consecuencia de la limitacion del
intercambio de vapor de agua con el exterior. Un cambio en el flujo de transpiracion puede alterar
el balance hidrico del aire del invernadero que a su vez modifica el flujo de transpiracion.

En 1992, Nederhoff et al. describen la desvinculacidn de la conductancia foliar y transpiracion
frente al aumento de la concentracién de CO, en invernadero, debida a los efectos “feedback”
térmico e hidroldgico que se producen en dichos sistemas de cultivos.

En las zonas del sureste espafiol, la salinidad es considerada uno de los mayores factores
limitantes del crecimiento de las plantas y productividad de los cultivos. Magan (2005) observé
disminuciones del area foliar especifica (SLA) con el aumento de la CE, coincidiendo con los
estudios de Heuvelink et al. (2003) que obtuvieron una reduccion del 8% por cada incremento
unitario de CE desde 3 a 6 dS m™. Asi mismo, se ha observado como el desarrollo bajo condiciones
de salinidad puede dar lugar a reducciones de la produccidon de fruto (Cuartero y Fernandez-
Mufioz, 1999; Sonneveld, 2000), debido al desarrollo de un menor nimero de frutos y de menor
tamafio (Alarcén et al., 1994) o a la disminucién del nimero de flores presentes, como observé
Magdn et al. (2003) sobre un cultivo de tomate.

El desarrollo de plantas en condiciones salinas afecta a la difusién de CO, en las hojas,
principalmente por la reduccién de la conductancia estomatica y del meséfilo (Flexas et al., 2004).
Estudios como el de Heuer y Plaut (1982), ponen de manifiesto un descenso gradual de la tasa
fotosintética bajo condiciones salinas y un aumento en la demanda de energia y fotoasimilados
por parte de las plantas desarrolladas bajo salinidad. Es por ello que el mayor potencial de
crecimiento de las plantas cultivadas con un alto CO, podria contrarrestar en parte la disminucién
en el crecimiento cuando se compara con plantas desarrolladas en condiciones salinas sin aporte
de CO,.

Son numerosos los estudios llevados a cabo en condiciones de enriquecimiento carbdnico que
han puesto de manifiesto la posibilidad de reducir los dafios celulares a nivel estructural de plantas
expuestas a condiciones salinas (Pérez-Lopez et al., 2013; Ratnakumar et al., 2013). Elevadas
concentraciones de CO, aumentan la tolerancia de las plantas a la salinidad principalmente por el
incremento en la asimilacién de carbono y el aumento de la sintesis y actividad de diferentes
enzimas y proteinas que confieren a las plantas una mayor energia que puede ser usada para
compensar los efectos tdxicos provocados por la salinidad (Geissler et al., 2009). Pérez-Lépez et al.
(2009) observé como el aporte de elevado CO, protegio a la planta de cebada del estrés oxidativo
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provocado por la salinidad, sin embargo, la magnitud de este efecto positivo dependié de Ia
variedad considerada.

Se ha evaluado el aumento de la tolerancia a la salinidad por el enriquecimiento carbénico,
principalmente en invernaderos de vidrio (Li et al., 1999). Sin embargo, se han realizado pocos
estudios sobre cdmo se puede atenuar el estrés salino a altas concentraciones de CO, en
condiciones mediterrdneas, a pesar de que el enriquecimiento carbdnico en esta area ha
mostrado mejoras en los rendimientos de los cultivos a nivel de produccidn y en la eficiencia del
uso del agua (Sanchez-Guerrero et al., 2005; Sanchez-Guerrero et al., 2009; Alonso et al., 2012;
Lorenzo et al., 2013). Recientemente se ha demostrado la mitigacion de los efectos negativos de la
salinidad sobre la productividad en un cultivo de tomate hibrido RAF, sin poner en compromiso la
calidad de fruto, en invernadero mediterraneo (Sanchez-Gonzalez et al., 2016).

1.5.Enriquecimiento carbdnico y aclimatacién fotosintética.

Aunque la exposicién a corto plazo de plantas C3 a una elevada concentraciéon de CO,
conduce a incrementos de la tasa de fotosintesis (Cure y Acock, 1986), a largo plazo, generalmente
reduce la capacidad fotosintética por unidad de area foliar (Moore et al., 1999), de manera que
pueden tener menores tasas de fotosintesis a una concentracién de CO, determinada que aquellas
plantas cultivadas a menor concentracién. En 1980, Farquhar et al. obtuvieron un incremento en
la fotosintesis del 37% aproximadamente en cultivos expuestos durante periodos cortos de tiempo
a elevadas concentraciones de CO, (de 350 ppm a 550 ppm a 252C); posteriormente, la tasa
fotosintética se veia reducida en dichos cultivos en comparacién con plantas que crecian en
condiciones ambientales de CO,. En 1983, Nilsen et al. observaron una mayor fotosintesis neta en
plantas de tomate cultivadas a 330 umol CO, mol™ cuando se realizaban medidas a 1000 pmol CO,
mol™ frente a plantas cultivadas durante todo el experimento a 1000 pmol CO, mol™.

Este proceso se conoce como aclimatacién fotosintética a elevada concentraciéon de CO, y
estd descrita en numerosas especies vegetales (Thomas & Strain, 1991; Hogan et al. 1996) entre
las que se encuentran horticolas como tomate (Yelle et al. 1989; Nederhoff, 1994); pepino (lto,
1978; Peet et al., 1986) y judia (Socias et al., 1993).

La aclimatacién a largo plazo, viene precedida por una serie de cambios bioquimicos,
fisiolégicos y hasta estructurales que terminan por reducir la capacidad fotosintética de la hoja,
principalmente por una disminucién de la capacidad de carboxilacién (Stitt, 1991) y la disminucidn
de la actividad de la Rubisco, hecho que ha sido observado en numerosas especies (Drake et al.
1997), incluyendo las solandceas como el tomate (Van Oosten et al., 1994).

Se han propuesto diferentes mecanismos que intervienen en este proceso de aclimatacion
fotosintética tras un periodo prolongado de exposicion a elevadas concentraciones de CO, (Cruz,
etal., 2014):

- Limitacidn en la demanda (sumidero) de carbohidratos. La incapacidad de las plantas para

utilizar la mayor cantidad de carbohidratos sintetizados bajo condiciones de



enriguecimiento carbdnico, provoca un mecanismo de inhibicion “feedback” que resulta
en una reduccidn en la sintesis y actividad de la enzima Rubisco limitando la asimilacion de
CO, (Bowes, 1996; Stitt, 1991; Vu, 2005). De acuerdo con esta hipdtesis, las plantas bajo
enriquecimiento de CO, inicialmente asimilan mas didéxido de carbono en forma de
carbohidratos de lo que pueden incorporar en los tejidos en crecimiento. Por este motivo,
se produce una disminucién en la asimilacion de didxido de carbono mediante una
disminucion de los niveles de Rubisco (Long et al., 2004). Este cambio, puede resultar de la
disminucion general en proteinas y en las concentraciones de nitrégeno (Ainsworth &
Long, 2005; Makino & Mae, 1999). Su incidencia puede relacionarse con un desequilibrio
en la relacion fuente/sumidero de asimilados (Lawlor, 1995) que supone la incapacidad de
las plantas para el uso completo de los asimilados extras producidos.

- Limitacidn progresiva_del nitrégeno. La reduccion en la concentracién de nitrégeno

producido en las hojas cuando su absorcién por las raices no consigue abastecer las
necesidades de la planta para mantener el ritmo del elevado crecimiento (Reich et al.,
2006; Sage et al., 1989; Hungate et al.,, 2003). Es por ello que estrategias como la
fertilizacidn foliar nitrogenada adquieran una mayor relevancia y efectividad.

- Inhibicién de la fotorrespiracidn. Estudios recientes han puesto de manifiesto la relacién

entre la fotorrespiracion y la asimilacién de nitrato en compuestos de nitrégeno organico.
Por lo cual, cualquier condicién que inhiba la fotorrespiracion (elevada concentracion de
dioxido de carbono o bajas concentraciones de oxigeno) también inhibira la asimilacién de
nitrato (Bloom et al., 2010).

Los diferentes mecanismos que se ven envueltos en la respuesta de las plantas a la
concentracién atmosférica de CO, varian dependiendo de la especie, del tipo de planta y de las
condiciones medioambientales, por lo que existen plantas que no muestran aclimatacion
fotosintética a elevadas concentraciones de CO,, como por ejemplo algunas especies de arboles
(Sholtis et al., 2004) o algunos tubérculos como la patata (Fernandez et al., 2002). En relacién con
el cultivo de horticolas en invernadero, un mayor conocimiento de estos mecanismos puede
proporcionar herramientas para mejorar los resultados productivos de la aplicacion del
enriquecimiento carbdnico.

1.5.1. Los carbohidratos y la aclimatacion fotosintética. Relacion fuente/sumidero

Los hidratos de carbono son los principales productos de la fotosintesis (fotoasimilados) y se
clasifican generalmente en estructurales y no estructurales. Estos Ultimos se componen
principalmente de azucares solubles (fundamentalmente glucosa, sacarosa y fructosa) y almidon,
gue son utilizados en los procesos metabdlicos de fotosintesis, respiracién y produccién. El
almidédn es utilizado para el almacenamiento energético a relativamente largo plazo. Los azucares
juegan un papel muy importante como mensajeros primarios en multitud de procesos metabdlicos
relacionados con el desarrollo y crecimiento de la planta (Taiz & Zeiger, 1991).

La mayor actividad fotosintética en condiciones de alta concentracién de CO, en la atmésfera,
conlleva una serie de ajustes fisiolégicos en las plantas que favorecen, entre otros procesos, un
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incremento en la produccion de carbohidratos y su metabolismo (Moore et al., 1999). Algunos
autores cuantifican dichos aumentos entorno al 52% en cuanto a azUcares solubles y del 160% en
cuanto al contenido de almiddn presente en hojas (Long & Drake, 1992). El aumento del contenido
de carbohidratos en las hojas influye en el control de la expresion de genes relacionados con la
fotosintesis y con otros procesos fisioldgicos de las plantas (Koch, 1996), llegando a observarse
una inhibicidn de los mismos (Vaughn et al., 2002; Rook and Bevan, 2003). Diferentes trabajos en
plantas expuestas a elevadas concentraciones de CO, en las que se detectd una reduccion en la
actividad fotosintética, han puesto de manifiesto una mayor concentracion de almidén (Pritchard
et al.,, 1997) y de azucares solubles en las hojas (Long et al., 2004) en comparacion con los
contenidos observados en plantas desarrolladas en condiciones ambientales.

La relacién entre la disminucidn en la transcripcién de genes relacionados con la fotosintesis y
el incremento en los niveles de hexosas, mediante una ruta de deteccidén de azucares (Stitt, 1991;
Moore et al., 1998) la destruccién de los cloroplastos por la acumulacién de almidén en forma de
cristales de gran tamario (Stitt, 1991) o la propia limitacién en la conversion del carbono fijado en
de la ratio por el cual el carbdn fijado es convertido en almiddn y azdcares (Stitt, 1991; Micallef et
al., 1998) son algunas de las teorias que intentan explicar este proceso de aclimatacion.

Diferentes estudios han puesto de manifiesto como la exposicién a elevadas concentraciones
de CO, produce un aumento en los niveles de carbohidratos presentes en las hojas, como
resultado de la incapacidad para su uso. La inhibicidn de la fotosintesis no se debe a un aumento
en el contenido de carbohidratos presentes, sino que esta asociada con el metabolismo de las
hexosas, probablemente derivadas de la hidrélisis de la sacarosa (Moore et al., 1998). Esto
provoca una serie de modificaciones que derivan en la represién de la expresién de numerosos
genes involucrados en la fotosintesis, asi como la disminucién de los niveles presentes de Rubisco
y de su actividad (Moore et al.; 1998; Moore et al. 1999; Rolland et al., 2002; Long et al. 2004).
Van Oosten & Besford (1995) observaron una reduccidn en la expresién de los genes relacionados
con la fotosintesis en sus experimentos llevados a cabo sobre un cultivo de tomate expuesto a
diferentes concentraciones de CO, durante periodos largos de tiempo. En estos experimentos
pudieron comprobar como dicha reduccién llevaba asociado el aumento en la concentracién de
azucares presentes en las hojas.

Pero no siempre se observa relacidn entre el incremento en la concentracion de carbohidratos
y la aclimatacién fotosintética, como es el caso del estudio de Ludewig et al. (1998) sobre cultivo
de patata, lo que indica que puede estar relacionada con otros factores, como la deficiencia en
alguno de los nutrientes disponibles por las plantas.

El contenido de azlcares no estructurales en las hojas y su composicion (ratio
glucosa/almiddn) refleja el balance entre fuentes y sumideros de carbono en la planta e indican
estrategias adaptativas de las plantas cuando se enfrentan a cambios ambientales (Li et al., 2016).
Se ha observado como la capacidad fotosintética puede llegar a restablecerse y los niveles de
almidén presentes en las hojas disminuir transcurridos algunos dias tras pasar de una
concentracién de CO, elevada hasta concentraciones ambientales, lo que sugiere que la respuesta
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provocada a periodos de larga exposicion puede depender de la relacion fuente/sumidero (Sasek
et al., 1985). Esta relacidn hace referencia al suministro de fotoasimilados respecto a su demanda.
La potencia de la fuente va a depender de factores, como los niveles de luz, la concentracién de
CO, y la densidad de plantacidn, mientras que el sumidero se va a ver influenciado por la
temperatura, el nUmero de frutos y su posicidn en la planta (Marcelis et al., 2004).

La respuesta de las plantas al enriquecimiento carbdnico estd ligada en gran medida a su
capacidad para poder desarrollar nuevos sumideros, como son nuevas estructuras vegetativas y/o
reproductivas, incrementar la tasa de respiracion o aumentar los sumideros existentes
(Ceulemans, 1997; Aranjuelo et al., 2009), con una mayor capacidad de almacenamiento o tasa de
crecimiento (Lewis et al., 2004).

La relacion existente entre la demanda de fotoasimilados por parte de los sumideros y la
actividad fotosintética ha sido documentada en numerosas especies vegetales. Arp (1991) observé
un aumento en el desarrollo y formaciéon de nuevos sumideros en plantas desarrolladas bajo
condiciones de enriquecimiento carbdnico con el fin de consumir los fotoasimilados extras
procedentes de la estimulacion de la fotosintesis, aunque posteriormente estos se destinaron al
almacenamiento y no al desarrollo de nuevos érganos. Los trabajos realizados por Thomas y Strain
(1991) mostraron una reduccién a largo plazo en la capacidad fotosintética a concentraciones
elevadas de CO, de las plantas que no fueron capaces de incrementar la potencia de sumidero.
Mientras exista una limitacién en el desarrollo de los sumideros, la tasa fotosintética no se puede
mantener a sus niveles maximos bajo las condiciones de enriquecimiento carbdnico (Sun et al.,
2009). De hecho, no se ha observado reduccién de la actividad fotosintética en cultivos de tomate
desarrollados bajo condiciones de elevado CO, con un numero elevado de frutos en desarrollo
capaces de consumir los asimilados extras generados (Qiang et al., 2012).

Por tanto, considerando la relacidn fuente/sumidero, aquellas plantas desarrolladas bajo
condiciones de enriquecimiento carbdnico que tengan limitaciones en la potencia de sumidero,
pueden presentar de manera mas acusada el fendmeno de aclimatacién fotosintética, en
comparacion con plantas que presenten una mayor potencia de sumidero (Arp 1991; Ainsworth et
al., 2004). Es el caso de aquellas especies que presentan dérganos de almacenamiento
subterraneos, como la patata (Sage et al., 1989), el rdbano (Usuda, 2006) y plantas bulbosas
(Gutjahr & Lapointe, 2008); o especies con etapas en su desarrollo de elevada demanda por parte
de sus sumideros, por ejemplo, en etapas reproductivas (Heuvelink, 1995; Davey et al, 2006).

En general, son numerosas las especies vegetales que presentan condicionado su crecimiento
por el tipo de nutricién nitrogenada aportada (Oaks, 1994), por tanto, el efecto que puede tener
dicha nutricion sobre la aclimatacion fotosintética a alto CO, va a depender en gran medida del
balance entre el aporte y la demanda de N durante el periodo de crecimiento y el efecto de este
sobre la distribucién de la biomasa y la relacién fuente/sumidero de carbono (Jifon & Wolfe,
2002). Por lo que existe una interaccion entre el aporte de nitrégeno y la respuesta de las plantas
a elevadas concentraciones de CO, (Stitt & Krapp, 1999). De hecho, algunos trabajos han puesto
de manifiesto que no existe tal relaciéon entre el aumento del contenido de carbohidratos en la
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hoja y la aclimatacidon cuando la disponibilidad de nitrégeno es abundante (Geiger et al., 1999), lo
gue ha llevado a diferentes autores como Sicher & Bunce (1997) o Nakano et al. (1997) a concluir
que la pérdida de estimulacion fotosintética en plantas expuestas a elevadas concentraciones de
CO, se debe a una reduccién del contenido de nitrégeno y de proteinas presentes en las hojas y no
a la acumulacién de carbohidratos.

1.5.2. Elpapel del nitrégeno en el proceso de aclimatacion fotosintética a elevado CO..

El carbono y el nitrégeno son considerados principales elementos que forman parte de los
componentes estructurales de las plantas, representando el 45% y 5% de su materia seca,
respectivamente (Marschner, 2012). El nitrégeno es el nutriente mas limitante para el crecimiento
de las plantas, es por ello que se suele emplear como practica habitual el aporte de fertlizantes
inorganicos como nitrato (NO3) y amonio (NH,") en los suelos agricolas (Britto et al., 2002).

El NOs es la principal fuente de N para la mayoria de las plantas y estd involucrado en la
mayoria de las funciones de la planta, desde el metabolismo hasta la distribucidn de los recursos,
asi como el crecimiento y desarrollo de las mismas (Stitt et al., 2002).

Bajo condiciones de enriquecimiento carbénico se han observado modificaciones en la
composicion quimica de las plantas (Poorter et al., 1997). En el caso del nitrégeno, su
concentracién en los tejidos vegetales decrece en comparacién con plantas desarrolladas en
condiciones ambientales (Conroy & Hocking, 1993; Stitt & Krapp, 1999), llegando a registrarse
descensos medios de hasta un 18% en el contenido de este mineral (Poorter et al., 1997); asi como
a una disminucion en la absorcion de nitrégeno desde el suelo (Polley et al., 1999).

En la zona del litoral almeriense, se han observado reducciones del contenido de nitrégeno
presente en los tejidos de tomate desarrollado bajo condiciones de enriquecimiento carbdnico
(Sanchez-Gonzdlez et al., 2014.) Tras analizar numerosos estudios, Taub y Wang (2008) establecen
estas reducciones entre valores del 10-15% aproximadamente, siendo numerosas las teorias que
explican los mecanismos fisioldgicos responsables de la reduccion en la concentracién de
nitrégeno y el desarrollo en condiciones de elevado CO,

Algunas de estas teorias tratan de explicar esta reduccién a partir de diferentes procesos: un
mayor crecimiento y desarrollo del cultivo (Bernacchi et al., 2007), una limitacién de los sumideros
debido a un suministro finito de N (Rogers et al., 1996), la restriccidén en la absorcién de N debido
a una menor transpiracién (McDonald et al., 2002), una reasignacion del N disponible lejos de las
hojas (Nakano et al., 1997), la inhibicidn en la asimilacién del nitrato (Bloom et al., 2002, 2010,
2014) o la dilucién del mismo por la acumulacion de carbohidratos no estructurales (Gifford et al.,
2000).

Al ser el nitrégeno uno de los componentes principales de la Rubisco y otras enzimas y
estructuras relacionadas con la fotosintesis, su papel es primordial a la hora de regular la
respuesta de la actividad fotosintética en cultivos desarrollados a elevadas concentraciones de CO,
(Lewis et al., 2004), observandose como la aclimatacién fotosintética y el descenso de la actividad
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de la Rubisco en condiciones de elevado CO, es mds acusado en plantas desarrolladas con
limitacion en la disponibilidad de nitrégeno.

Son numerosos los estudios que relacionan el proceso de aclimatacién fotosintética con una
disminucion en el crecimiento de las plantas derivado de la limitacién en la absorcién de N (Long
et al., 2004; Ainsworth et al., 2007), asociado al papel que juega la fuente de nitrégeno en el
metabolismo de las plantas sometidas a elevadas concentraciones de CO,. Una reduccidn en la
concentracién de nitréogeno presente en las hojas en condiciones de enriquecimiento carbdnico
puede estar detras de la acumulacién de carbohidratos en las mismas, ya que la ausencia de este
mineral puede provocar la inmovilizacién de recursos en los érganos fuente (Ellsworth et al.,
2004). Geiger et al. (1999) compararon el desarrollo de un cultivo de tabaco en condiciones de
enriquecimiento carbdnico con diferente disponibilidad de nitrégeno y observaron que en el
cultivo donde la disponibilidad de nitrégeno fue alta, no aparecia el fendmeno de aclimatacién.
Sun et al. (2002) indican que cuando la disponibilidad de nitrégeno es adecuada, la capacidad para
consumir los carbohidratos generados en el proceso de fotosintesis aumenta; por consiguiente, la
magnitud del proceso de aclimatacion fotosintética decrece en funcion de la disponibilidad de
nitrégeno (Cao et al., 2007).

En este sentido, el efecto del enriquecimiento carbdnico sobre los cultivos es diferente
dependiendo de la fuente de nitréogeno empleada, ya sea como nitrato o como combinacién de
nitrato y amonio en diferentes proporciones. Li et al. (2007) observaron en tomate que el efecto
del enriquecimiento carbdnico depende de la ratio NH,"/NO3 en el aporte nitrogenado, en cuanto
a que un mayor contenido de nitrato aumentd la produccién de biomasa mientras que mayores
contenidos de amonio no estimularon ni la fotosintesis ni el crecimiento. Sin embargo, algunos
resultados experimentales indican que la fertilizacion a base de amonio, comparada con la
fertilizacidn a base de nitrato, aumenta la capacidad fotosintética y, por ende, retrasa la aparicién
del fenédmeno de aclimatacién (Bloom et al. 2002, 2010; Vega-Mas et al., 2015).

La disponibilidad de nitrégeno influye en el mantenimiento de la capacidad fotosintética y el
retraso en el proceso de aclimatacion, ya que la reduccién de la concentracion de nitrégeno puede
deberse a que la absorcion y la asimilacion del N no aumenta en la misma proporcién que la
fotosintesis y el crecimiento en condiciones de elevado CO,, o podria ser consecuencia de la
dilucidn del nitrégeno por incrementos de la biomasa debidos a las elevadas concentraciones de
didxido de carbono (Stitt & Krapp, 1999).

1.5.3. Inhibicién de la fotorrespiracion en condiciones de enriquecimiento carbonico.

La actividad del enzima Rubisco juega un papel fundamental en los procesos de asimilacién de
CO, y fotorrespiracion. Sharkey (1988) observd en condiciones ambientales, con concentraciones
de CO, aproximadas de 360 umol mol™ y de O, en torno a 209,7 pmol mol™?, como la
fotorrespiracién redujo la asimilaciéon de CO, un 25%. En cultivos con enriquecimiento carbdnico,
por el contrario, se han observado reducciones en la actividad oxigenasa de la Rubisco debidas al
aumento de la actividad carboxilasa, lo que deriva en una disminucién de la fotorrespiracion (Long
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et al., 2004; Stitt, 1991). Este efecto que en principio supone un aumento en la eficiencia de
asimilacién fotosintética de CO,, puede estar relacionado con el proceso de aclimatacion
fotosintética a largo plazo, ya que la fotorrespiracion juega un papel muy importante en la
asimilacién de N, llegando a observarse reducciones del contenido de nitrégeno en hoja vy
proteinas en estas circunstancias (Ainsworth & Long, 2005; Taub et al., 2008).

El trabajo realizado por Bloom et al. (2010) puso de manifiesto la relacidn existente entre la
asimilacién de NOs;” en compuestos de nitrogeno organico y la fotorrespiracion en algunas plantas
C3, por lo que, si la fotorrespiracién se ve inhibida, la asimilacién de NO; se verd reducida
también, lo que lleva a la reduccién de la capacidad fotosintética. Por tanto, en condiciones de
enriquecimiento carbdnico, aquellas plantas C3 que dependen del nitrato como fuente de
nitrégeno pueden llegar a sufrir deficiencias severas en el contenido de compuestos organicos
nitrogenados, como es el caso de las proteinas (Taub et al., 2008), lo que implica una reduccion
importante del rendimiento de las plantas, como se vio en el apartado anterior.

De acuerdo con Bloom et al. (2002), el uso de NH," como parte de la fuente de nitrégeno en la
solucion nutritiva, en condiciones de enriquecimiento carbdnico, podria jugar un papel importante
en el mantenimiento de la fotosintesis puesto que su asimilacion no se ve afectada por la
inhibicion de la fotorrespiracién, En este sentido, Pifiero et al. (2014) observaron en un
experimento en camara de crecimiento, que la estimulacion fotosintética por elevada
concentracién de CO, en plantas jovenes de pimiento fue mayor cuando en la fertilizacidn
nitrogenada se combind el uso de NO;™ con un nivel bajo de NH," respecto al uso exclusivo de NO3.
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CAPITULO II

2. Justificacion, hipotesis y objetivos.
2.1.Justificacidn.

El modelo agricola del litoral mediterraneo andaluz, favorecido por las condiciones climaticas
de la zona, se caracteriza por la obtencién de rendimientos de cultivo elevados mediante el uso de
una tecnologia de bajo coste, sin apenas control activo del clima, lo que le ha permitido hasta el
momento seguir siendo un sector competitivo en el mercado internacional de hortalizas. La
creciente aparicion en el sector de paises que cuentan con una climatologia similar y que estan
llevando a cabo una apuesta fuerte por la tecnificacidn, esta obligando a aumentar la calidad de
las producciones del levante espafiol, asi como ampliar los ciclos de produccidén. Estas
circunstancias conducen a la necesidad de aumentar el grado de control de los sistemas
productivos, lo que implica la modernizacidn y tecnificacion de éstos, adaptando las estructuras de
cultivo, instalaciones y equipos siguiendo criterios de sostenibilidad y respeto al medio ambiente.

Si a esto le sumamos la necesidad de abordar temas tan importantes como la escasez de agua
y el aumento progresivo de la salinidad de los recursos hidricos en la cuenca mediterranea, queda
mas que justificado la incorporaciéon de técnicas que hagan mas eficiente el desarrollo de los
cultivos, capaces de optimizar el uso de agua y de fertilizantes y enfocar el modelo productivo
desde el prisma de la sostenibilidad.

El enriquecimiento carbdnico es una técnica generalizada en la produccion horticola bajo
invernadero de los paises del norte de Europa que, adaptada a las condiciones del clima
mediterrdneo y en concreto disefiando una estrategia de aplicacidn vinculada a la ventilacién,
permite abrir nuevas oportunidades en la optimizacién de la produccién agraria y su aumento de
competitividad frente a paises extracomunitarios. En este sentido apuntan resultados de estudios
realizados en invernaderos del drea mediterranea que confirman el interés de la técnica como
herramienta para aumentar los rendimientos productivos entre un 15y 20% para cultivos de judia,
pepino, pimiento y tomate (Sanchez-Guerrero, 1999; Sdnchez-Guerrero et al., 2005; Alonso et al.,
2012, Sanchez-Gonzalez et al., 2014), ademas de inducir una mejora en la eficiencia en el uso del
agua (Sanchez-Guerrero et al., 1998) entre otras ventajas.

A pesar de que la estrategia de enriquecimiento carbdnico recomendada en estas
condiciones, con alto requerimiento de ventilacion de los invernaderos, generalmente implica
periodos cortos de exposicion del cultivo a elevada concentracién de CO, , hay evidencias
experimentales de que tras un periodo largo de aplicacion se produce una pérdida en la eficiencia
del uso del CO,, en términos de respuesta productiva, que podria relacionarse con el proceso
conocido como aclimatacidn fotosintética a concentraciones altas de CO, (Sanchez-Guerrero et al.,
2005).

La posibilidad de confirmar la presencia del proceso de aclimatacién fotosintética e identificar
las distintas hipdtesis que lo regulan podria permitir disefiar medidas para aminorarlo y en
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consecuencia aportar soluciones practicas para mejorar la eficiencia del aporte de CO, en la
atmdsfera de los invernaderos, en relacion a la productividad de los cultivos.

Por otra parte, el cultivo de pimiento es uno de los mds importantes en Espafia, siendo éste el
pais con mayor produccién de la Unidn Europea. Almeria es una de las principales provincias a
nivel productivo, aumentando la superficie de cultivo en las Ultimas décadas gracias a su cultivo en
invernadero, llegando a alcanzar una superficie productiva invernada superior a las 10.000
hectdreas en campafas pasadas y representando el 82% de la superficie andaluza de pimiento
(CAPDER, 2018).

2.2.Hipétesis y objetivos.

La presente memoria de tesis pretende profundizar en el conocimiento de la respuesta
fisiolégica y agrondmica del cultivo de pimiento frente al enriquecimiento carbénico en los
invernaderos de clima mediterraneo, estableciendo como objetivo general la mejora de la
eficiencia de la aplicacién de CO, mediante el estudio del proceso de aclimatacién fotosintética a
elevada concentracion de didxido de carbono, con el fin de mitigar dicho proceso, asi como la
mejora del cultivo en combinacién con la salinidad.

Por ello, se plantean las siguientes hipotesis:

- Hipétesis 1: El proceso de aclimatacion fotosintética a largo plazo en cultivos bajo
enriquecimiento carbdnico variable en condiciones mediterraneas reduce la eficiencia de
esta técnica.

- Hipédtesis 2: La fuente de nitrogeno empleada en el desarrollo de un cultivo de pimiento
bajo condiciones de elevado CO, juega un papel importante sobre el proceso de
aclimatacion fotosintética.

- Hipdtesis 3: El manejo de la relacién fuente/sumidero permite mitigar la aclimatacion
fotosintética.

- Hipédtesis 4: El cese anticipado del aporte de CO, en invernadero mediterraneo en base al
fendbmeno de aclimataciéon permite una mayor eficiencia de la aplicacién del
enriquecimiento carbdnico en condiciones mediterrdneas.

Los objetivos especificos planteados son los siguientes:

- Objetivo 1: Estudiar la aclimatacidon fotosintética frente al enriquecimiento carbdnico en un
cultivo de pimiento en invernadero mediterraneo: influencia de la fuente de nitrégeno y la
salinidad.

- Objetivo 2: Evaluar la variacion en la fuente de nitrégeno aportado en la solucion nutritiva
como estrategia para mejorar el rendimiento de un cultivo de pimiento en condiciones de
enriquecimiento carbdnico.

- Objetivo 3: Examinar posibles estrategias para mejorar la eficiencia del enriquecimiento
carbdénico en invernadero mediterraneo: a) reduccion del aporte de CO, por cese
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anticipado en relacion a la aclimatacion y b) adecuacion de la relacion fuente/sumidero
mediante el manejo de poda de frutos.
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Capitulo 1l

3. Material y métodos.
3.1. Marco de la investigacion.

Los diferentes experimentos desarrollados en la presente memoria de tesis se encuentran
incluidos dentro del proyecto RTA2011-000260-C0O2-02 titulado “Mejora de la eficiencia del
enriguecimiento carbdnico en condiciones mediterrdneas. Evaluaciéon agronémica y fisioldgica de
estrategias de mitigacion de la aclimatacidén frente a la elevada concentracion de CO,” y han sido
desarrollados en el Instituto de Investigacién y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA), situado en
el término municipal de La Mojonera (Almeria).

El trabajo engloba el estudio del proceso de aclimatacidn fotosintética en un cultivo de
pimiento tipo “california” en invernadero mediterraneo frente al enriquecimiento de CO; en el
aire aplicado segun la estrategia vinculada a la ventilacidn descrita por Sanchez-Guerrero et al.
(2005), asi como la evaluacion de la respuesta del cultivo frente a la aplicacion de algunas
estrategias con el fin de mitigar dicho proceso. Para ello, se llevaron a cabo 3 experimentos
durante las campafias 2013-14 (Experimento 1) y 2014-15 (Experimentos Il y ll1).

En el experimento | se compard la respuesta de un cultivo desarrollado en un invernadero con
enriquecimiento carbdnico (C1), aplicado siguiendo la estrategia vinculada a la ventilacién, frente
a un cultivo desarrollado en un invernadero sin aporte de CO, considerado como referencia (CO).
Se determind el momento en el que la estimulacidon de la fotosintesis frente al aumento de la
concentracién de CO, era menor a la esperada en el cultivo enriquecido. Asi mismo, se estudio la
respuesta del cultivo al uso de dos fuentes de nitrédgeno en la solucién nutritiva y dos niveles de
salinidad del agua de riego y su relacidn con el proceso de aclimatacidn fotosintética.

Los experimentos Il y Il se realizaron para evaluar posibles estrategias que pudieran mejorar
los resultados de la aplicacién del enriquecimiento carbdnico en condiciones mediterraneas. En el
experimento Il se estudié el comportamiento del cultivo en un invernadero con enriquecimiento
carbdnico parcial (P), al cesar su aplicacion cuando se llegé a una fase en la que los resultados
previos indicaban la presencia de aclimataciéon, en comparacion con el desarrollado en otro
invernadero de referencia (R), con enriquecimiento carbdnico durante el ciclo completo. En el
experimento Il se evalué la respuesta del cultivo con enriquecimiento carbdnico durante el ciclo
completo frente a la aplicacién de dos tipos de poda a nivel de fruto, permitiendo el desarrollo de
1 (1F) o 2 (2F) frutos por nudo (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de los dos tipos de podas a nivel de fruto, 1F (izg.) y 2F (dcha.) evaluadas en el ciclo 2014-15.

3.2. Instalaciones y equipamientos.

Los experimentos se llevaron a cabo en dos invernaderos idénticos de tipo multitunel de 720
m’ cada uno (Figura 5), formados por tres tuneles, con orientacidon Este-Oeste, y cubierta de
polietileno, dotados de ventilacién automatica lateral y cenital (equivalente al 19% de la superficie
de suelo invernado). Las ventanas estaban cubiertas con protecciéon anti-insectos (malla de 20x10
hilos cm™ y porosidad 38%). Los invernaderos contaban con sistema de sombreado mévil exterior
(malla aluminizada OLS-ABRI con una reduccion de la transmisién de radiacion del 35%) y un
sistema de calefaccion de agua caliente por tuberias radiantes de baja temperatura.

- , I 3 2oL
Figura 5. Vista exterior de los invernaderos multitinel utilizados para el desarrollo de los cultivos.

Cada invernadero disponia de un sistema para el enriquecimiento carbdnico del aire
compuesto por: bloques de 8 botellas con CO, puro en estado liquido a presién, equipo regulador
de presidon y calentador (para evitar problemas de obstruccion de la salida del gas por congelacion)
con dispositivo para el control manual del flujo de salida del gas, electrovalvula y red de
distribucién del gas por tuberias de polietileno, con emisores situados en la base de las plantas
(Figura 6).
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(A)

Figura 6. (A) Instalacion del sistema de aporte de CO, y (B) detalle del descompresor y equipo calentador empleado en el
sistema y (C) detalle de los emisores de CO, empleados junto al fertirriego.

La gestidn del funcionamiento de estos sistemas de climatizacién se realizé mediante un
controlador de clima (CDC; INTA), al que estaban conectados sensores de concentracion de CO,
(analizadores de gas por infrarrojo GMD-20, Vaisala) y de temperatura/humedad (sensores
HMP45C, Campbell Sci.), localizados en el interior de los invernaderos en una posicién central de la
estructura y a 2 m de altura; una estacién meteoroldgica exterior (Vantage pro, Davis) también
estaba conectada al controlador de clima.

Las lecturas de temperatura, humedad relativa y concentracién de CO, del aire de los
invernaderos se registraron cada minuto en un ordenador conectado al controlador de clima. La
radiacidon global se midié cada minuto en el exterior y en el interior de los invernaderos con
pirandmemtros (SP1110; Sky Instruments) y se registré la media de estas medidas cada 5 minutos
mediante un datalogger (CR3000, Campbell Sci.). Puntualmente se midié la concentracién de CO,
en el exterior mediante un analizador de gases por infrarrojo portatil (LCA-2, ADC). Mediante el
ordenador de clima también se registré cada minuto la actuacion de la electrovdlvula de aporte de
CO, (ON/OFF). Este ultimo registro se transformé en tiempo diario de actuacion para calcular el
gasto de CO, (GC, kg m™? d™), teniendo en cuenta el flujo de salida del gas establecido (se modificé
entre 45y 70 L minuto™), la densidad del gas (1,842 kg m™) y la superficie del invernadero (m?). El
gasto diario calculado se ajusté posteriormente considerando la duracién de los bloques de CO,.

Ambos invernaderos contaron con una instalacién de riego para cultivo en sustrato en
circuito abierto que permitia la aplicacion de solucién nutritiva a través de riego por goteo. Un
emisor autocompensante de caudal nominal de 3 L h™ se localizd en cada contenedor. La gestion
del riego y la fertilizacion se llevd a cabo mediante un controlador (CDN, INTA), que proporciona la
dosificacién de nutrientes y el ajuste automdtico de pH y conductividad eléctrica (CE) de la
disolucién nutritiva. El controlador disponia de un método de riego basado en la integral de
radiacion global, medida mediante un pirandmetro (INTA) ubicado sobre el cultivo en el interior de
los invernaderos y conectado al controlador. A lo largo del desarrollo de los cultivos, se cuantificd
el volumen de solucidn nutritiva aportada. Se monitored la solucidon de drenaje recogida mediante
dos bandejas colectoras por tratamiento, con 6 plantas cada una; tres veces por semana se
midieron, a primera hora de la manana, el volumen drenado y la CE mediante un equipo portatil
(HI8733, Hanna Instruments, Germany). Se cuantificé el volumen de agua consumida mediante el
balance del volumen aportado-lixiviado.
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3.3. Sistema de cultivo y manejo.

Se trasplantaron plantulas de pimiento tipo California cv. Melchor (Zeraim Iberica S.A.), en
contenedores de 27 litros de capacidad (2 plantas por contenedor) con sustrato de perlita tipo B-
12 (didametro de particula entre 0,1-5 mm). Se distribuyeron en lineas de cultivo orientadas Norte-
Sur, con una separacion de plantas de 0,4 m en la linea y 2 m entre lineas, de manera que se
obtuvo una densidad de 2,5 plantas m™ (Figura 7). En la tabla 2 se resumen los datos de los ciclos
de cultivos.

Figura 7. Colocacién de los contenedores con sustrato de perlita y trasplante de plantulas.

El cultivo se desarrollé aplicando la técnica de poda holandesa, manteniendo solo 2 tallos
principales a partir de la primera ramificacidn dicotdmica, que fueron tutorados verticalmente. Las
flores fueron eliminadas para dejar un Unico érgano reproductivo por nudo en los experimentos | y
Il'y para dejar uno o dos frutos por nudo, segun tratamiento, en el experimento Il (apartado 3.1.).

El control fitosanitario de los cultivos se llevé a cabo segun la normativa especifica para
pimiento recogida en el Reglamento Especifico de Produccion Integrada de Cultivos Horticolas
Bajo Abrigo (ORDEN CAP de 10 de octubre de 2007) y sus modificaciones.

Tabla 2. Fechas de trasplante, fin de cultivo y periodo de duracion (dias) para cada uno de los ciclos desarrollados.

FECHA DE TRASPLANTE FECHA FIN DE CULTIVO DURACION
Ciclo 2013-14 19 de agosto de 2013 24 de febrero de 2014 189 dias
Ciclo 2014-15 5 de agosto de 2014 16 de marzo de 2015 223 dias

3.4. Manejo del clima y de la fertirrigacion.

La ventilacién de los invernaderos se activé por consignas de temperatura (>25-269C) y
humedad relativa (>75/80% dia/noche respectivamente). Las ventanas laterales iniciaban su
apertura cuando se superaba el 30% de apertura de las cenitales. Durante los primeros dias de
ambos cultivos se empled la malla mévil de sombreo instalada en el exterior como método de
refrigeracion, siendo activada por consigna de radiacion global exterior, que fue aumentando de
forma progresiva desde 300 hasta 600 W m™ conforme al desarrollo del cultivo. Posteriormente,
en el periodo frio, la malla fue utilizada durante la noche como pantalla térmica. El sistema de
calefaccion se programo para actuar cuando la temperatura del aire fuera inferior a 122 C. En el
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ciclo 2014-15, un fallo en el sistema impidid su aplicacion durante buena parte de la época
invernal (Tabla 3).

El enriquecimiento carbdnico del aire del invernadero se inici6 a los 14 y 15 dias después de
llevar a cabo el trasplante en los invernaderos, en el primer y segundo ciclo de cultivo
respectivamente. El cese anticipado a evaluar en el experimento Il se realizd a los 132 dias desde
el inicio de la aplicacién (dC). El periodo diario de aplicacién daba comienzo 15 minutos antes de la
salida del sol, para alcanzar la concentracién deseada al comienzo de la actividad fotosintética, y
finalizaba 75 minutos antes de la puesta de sol para un mejor aprovechamiento del CO, aplicado
antes del cese diario de la actividad fotosintética. La estrategia seguida consistié en el aporte
variable del gas vinculado a la ventilacién, de tal manera que:

Cuando las ventanas cenitales estaban cerradas o su apertura era inferior al 30% de su
capacidad, la aplicacién tenia como objetivo mantener una concentracién de 800 umol mol™ de
CO,.

Cuando la apertura de las ventanas cenitales era superior al 30% de su capacidad la consigna
.z .. . -1
era mantener una concentracion similar a la ambiental (380 umol mol™).

Tabla 3. Periodos de actuacidn de la malla mévil exterior y uso de la caldera durante el transcurso de cada uno de los ciclos de cultivo.

Actuacién Fecha inicio Fecha final
Diurna 19 de agosto de 2013 30 de septiembre de 2013
) Malla movil exterior 21 de febrero de 2014 24 de febrero de 2014
Ciclo2013-14
Nocturna 15 de octubre de 2013 24 de febrero de 2014
Sistema de calefaccion 25 de noviembre de 2013 24 de febrero de 2014
Diurna 5 de agosto de 2014 14 de octubre de 2014
) Malla movil exterior 20 de febrero de 2015 16 de marzo de 2015
Ciclo2014-15
Nocturna 6 de octubre de 2014 16 de marzo de 2015
Sistema de calefaccion 9 de diciembre de 2014 26 de diciembre de 2014

En el ciclo 2013-14 se aplicaron, en los dos invernaderos, cuatro tratamientos de la solucién
nutritiva. Se usaron dos niveles de salinidad del agua para regar la mitad de las plantas, agregando
8 mM (CE-B: Conductividad eléctrica baja) o 25 mM (CE-A: Conductividad eléctrica alta) de NaCl.
La mitad de las plantas en cada tratamiento de salinidad recibieron similar cantidad total de
nitrégeno (N) pero utilizando dos fuentes distintas: solo NO;™ (SN1) y combinando NO; y NH,"
(SN2). El amonio se incorporé en SN2 como NH;NO;. Con el objetivo de ajustar el aporte de
nitrégeno a la demanda del cultivo (Sanchez-Guerrero et al., 2009), se establecieron dos fases:

En la fase inicial del cultivo el aporte de nitrégeno fue: 12 mM NO; en el tratamiento SN1 y
de 10 mM NO; + 2 mM NH,"* en el tratamiento SN2.

En la segunda fase, coincidiendo con el desarrollo generativo del cultivo, se redujo en 2 mM
de NOjs los aportes de nutrientes siendo para SN1 10 mM NOs™ y para SN2 8 mM NO; + 2 mM
NH,".
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En el ciclo 2014-15 la fertirrigacion fue la misma en todos los tratamientos, similar a la
aplicada en el ciclo previo, en el tratamiento de baja CE y SN1.

Los periodos de aplicacion de cada una de las fases en cada uno de los experimentos llevados
a cabo se presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Disefio experimental. Factores y niveles evaluados en el experimento |, Il y Il.

Experimento Fase Fecha de Inicio Fecha Final

Fase 1 19 de agosto de 2013 30 de octubre de 2013
Fase 2 | 31 de octubre de 2013 25 de febrero de 2014
Fase 1 5 de agosto de 2014 14 de octubre de 2014
Fase 2 | 15 de octubre de 2014 30 de marzo de 2015

Ciclo de cultivo 2013-14

Ciclo de cultivo 2014-15

El control del aporte de la soluciéon nutritiva se realizé automdaticamente por consignas de
radiacién solar acumulada incidente sobre los cultivos que se modificaron desde 850 a 400 Wh m™
conforme el crecimiento del cultivo y ajustadas para obtener un drenaje préximo al 40% en los
tratamientos de CE baja y al 50% en los de CE alta. El volumen medio de solucién aportada en cada
riego fue de 0,5 L por contenedor y la frecuencia de riego diaria oscilé entre 1 y 5 riegos,
dependiendo de las necesidades hidricas de la planta.

Durante el desarrollo de ambos cultivos se realizaron andlisis cada 15 dias de la solucién
nutritiva aportada, asi como de las soluciones lixiviadas, y en base a los resultados obtenidos se
realizaron ajustes en la composicion quimica de la solucién nutritiva, adecuandola a las exigencias
del cultivo en los diferentes estadios fenolégicos y al tratamiento de estudio.

3.5. Medidas de fotosintesis neta.

Las medidas de intercambio gaseoso foliar se realizaron durante el experimento |
transcurridos 31, 58, 135 y 155 dias desde el inicio de la aplicacion de CO, (dC); y en el
experimento Il a los 115 y 160 dC (17 dias antes y 28 dias después del cese anticipado del aporte
de CO, respectivamente); mediante un equipo portatil (LI-6400; LI-COR Inc.), compuesto por dos
IRGA y una cadmara de hoja (cubeta de 2x3 cm) dotado con un accesorio para el control de la
radiacién mediante una fuente de luz LED roja/azul (LI-6400-02B, LI-COR Inc.), un sistema de
modulacion del flujo radiante y sensores de medida de la densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (PPFD) y un sistema inyector de CO, autorregulado (LI-6400-01, LI-COR Inc.) que
permitié obtener una concentracién estable de didxido de carbono mediante el uso de botellas de
CO, puro (Figura 8).

La tasa de fotosintesis neta (A) y la concentracidn intercelular de CO, (C) se determinaron en
seis hojas por tratamiento evaluado (una hoja por planta). Se eligieron hojas jovenes totalmente
expandidas, teniendo en cuenta que el grado de desarrollo del érgano reproductivo contiguo fuera
similar en todas las repeticiones, con el fin de evitar diferencias en su influencia sobre la tasa
fotosintética (Gonzalez-Real et al., 2009). Las medidas se llevaron a cabo en dias despejados en
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torno al mediodia solar, inicidandose sobre las 10:00 hora solar y completandolas en un periodo de
aproximadamente 3 horas, fijando la misma condicion de radiacién a saturacion foliar (densidad

de flujo de fotones fotosintéticos de 1200 pmol m™2s™).

: WA
da.

Figura 8. Equipo portatil de intercambio gaseoso (LI-6400; LI-COR Inc.) y detalle de toma de medi

En el experimento |, la fotosintesis se midié a una concentracién de CO, (C,) de 800 pmol mol
Len plantas cultivadas con enriquecimiento carbdnico (Ac; s00) Mmientras que en aquellas cultivadas
a concentracion de CO, ambiental se midié a 800 y 380 umol mol™ (Aco s00 Y Aco 380
respectivamente). A partir de estas medidas, con el fin de poder determinar cuando se reducia la
respuesta fotosintética al incremento de la concentracién de CO,, se calculé el indice de
aclimatacion (/A) mediante la férmula propuesta por Pierce et al. (2003):

A —A
1A = (Ac1 00 ¢0380)

B (ACO 800 — ACO 380)

Donde la media de las plantas en CO se utilizé por cada una en C1. Los valores de IA inferiores
a 1indican una pérdida de la capacidad fotosintética.

En el experimento Il y Il todas las medidas se realizaron a la concentracién de CO, de 800 pumol
mol™

3.6. Medidas de bioproductividad.

A lo largo del desarrollo de los cultivos se determind la biomasa aérea de las plantas y su
distribucién entre las fracciones vegetativa y generativa a los 42, 85, 133 y 175 dC en el ciclo 2013-
l4yalos17,42,85y 188 dC en el ciclo 2014-15.

En cada determinacidn, se seleccionaron 6 plantas por tratamiento de zonas homogéneas en
las lineas de cultivo. Cada planta se cortd a nivel de los cotiledones y en el laboratorio se procedid
al separado de las diferentes fracciones aéreas: hoja, tallos (incluidos peciolos y flores) y fruto. Se
pesaron en fresco y en seco, tras permanecer a 802C hasta peso constante en una estufa de
desecacion con calentamiento por conveccién forzada, (Roberts et al., 1985) (Figura 9). Cuando el
volumen de material vegetal fue muy grande (a partir del tercer muestreo), el peso seco de cada
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una de las fracciones estudiadas se estimd a partir de submuestras representativas. Todo el
material vegetal extraido de las plantas previamente a cada determinacion (podas y frutos
recolectados) fue muestreado para cuantificar su peso fresco y seco por planta e incorporarlos en

la fraccion correspondiente.

e

Figura 9. Fracciones de hoja y tallo preparadas para ser pesadas. Muestras situadas en estufa para secado y posterior
obtencion de peso seco.

El area foliar de cada planta se cuantific6 mediante un medidor de superficie (LI-3100; LICOR
Biosciences) y a partir de los valores obtenidos se calculd el indice de area foliar (LA, m* m?),
definido como la relacién entre la superficie foliar de la planta y la superficie de suelo que ocupa;
se determind el area foliar especifica (SLA, m® g*), como la relacién entre la superficie foliar y su
peso seco.

Durante el periodo de recoleccién de los cultivos (56 dC — 175 dC y 77 dC — 210 dC, para los
ciclos 2013/14 y 2014/15 respectivamente) la produccién de frutos se cuantificd en 6 repeticiones
por tratamiento, compuestas por 12 plantas cada una. La recoleccién de los frutos se realizd
cuando alcanzaron su estado de madurez comercial en rojo, excepto en la primera y ultima
recoleccidn que se recolectaron en verde los frutos comerciales presentes. Se cuantificdé por
separado la produccidon comercial y la no comercial, esta Ultima fue basicamente afectada por
necrosis apical de fruto (Blossom end rot en inglés, o sus siglas BER).

3.7. Determinacion del contenido de carbohidratos no estructurales, nitrogeno y carbono
en las hojas de muestreo fotosintético.

En el experimento |, inmediatamente después de las medidas de fotosintesis realizadas a los
58 y 155 dC, las hojas muestreadas fueron cortadas y almacenadas a -802C hasta que se liofilizaron
(Lyoquest HT40, Azbil TELSTAR S.L.) y pulverizaron con molino de bolas (Tissulyser I, Qiagen), para
la posterior determinacion de su contenido de azucares solubles totales (AST), almiddn, nitrégeno
y carbono.

Para la obtencion del contenido de azucares solubles totales (TSS) se incubaron 40 mg de
tejido de hoja, previamente liofilizado y molido, disuelto en 5 ml de etanol al 60% durante 15
minutos a una temperatura constante de 402C. Esta mezcla se centrifugd durante 5 minutos a
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10414g a 20°C y los dos sobrenadantes se mezclaron. Posteriormente se afiadieron 5 ml de
cloroformo y se agité la mezcla para después centrifugar a 937g durante 10 minutos a 20 C. La
capa incolora superior, (20% de etanol) se diluyd 4 veces con etanol puro para obtener un extracto
al 80% de etanol en el que se midid el contenido en azlcares solubles segun el procedimiento
descrito por Buysse y Merckx (1993). El residuo obtenido en las extracciones con un 60% de
etanol fue hidrolizado con acido clorhidrico al 3% durante 3 horas a 1002C y los azucares solubles
obtenidos en este proceso fueron empleados para la determinacién del contenido de almidén
(Walker et al., 2008) para lo cual se utilizd un espectrofotometro UV-VIS (Shimadzu UV-1800,
Shimadzu).

Figura 10. Extraccion de carbohidratos no estructurales y determinacion de su contenido mediante
espectrofotometria UV-VIS.

Las concentraciones de azlcares solubles y de almiddn se expresaron en base a la materia
seca (mgg™).

El porcentaje de nitrégeno y carbono presente en las hojas se obtuvo mediante el analisis de
1 g de las muestras liofilizadas del tratamiento no salino (CE-B) utilizando un analizador elemental
CHNS (EA 1108 CHNSO; Fison Instruments).

3.8. Analisis del contenido mineral de la biomasa final.

Con el fin de evaluar la eficiencia de los tratamientos en el experimento |, se analizdé en un
laboratorio comercial el contenido de nitrégeno, potasio, calcio y magnesio de las diferentes
fracciones: hoja, tallo y fruto, a partir de muestras de la materia seca de las plantas obtenidas en la
ultima determinacién de bioproductividad, secada en estufa de ventilacién forzada, en esta
ocasion, a 659C. A partir de los resultados obtenidos, se calculd la eficiencia medio ambiental
(EMA), expresada en kg de nutriente absorbido por kg de nutriente aplicado, con el fin de conocer
su distribucién en la planta, asi como la eficiencia productiva de los nutrientes (EP), mediante la
relacién entre los kg de fruto comercial obtenido y los kg de nutriente aplicados.

3.9. Calculo de la eficiencia del enriquecimiento carbdnico.

3.9.1. Eficiencia respecto a la asimilacion de CO,, EA.

En los experimentos | y Il se evalud la eficiencia del enriquecimiento carbdnico con respecto al
CO, asimilado, €A, calculada como la relacién (%) entre el incremento del contenido de C-
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asimilado en la parte aérea del cultivo, debido al enriquecimiento carbdnico, 8A (gco, m>d™?), vy la
cantidad de CO, aportado en el invernadero, §GC (gco, m2d™?). En el experimento | se considerd el
cultivo sometido al tratamiento convencional de fertirrigacién (SN1 y CE-B), durante todo el ciclo.
En el experimento Il se considerd el periodo transcurrido tras el cese de la aplicacién de CO, en
uno de los invernaderos. En ambos experimentos se evalud la eficiencia global y por periodos
entre determinaciones de biomasa. A se calculd a partir de la diferencia en la produccidn de la
materia seca, durante los periodos considerados, entre los cultivos con y sin enriquecimiento
carbdnico que se transformé en CO, asimilado mediante los factores de conversion de 0,7 g de
materia seca formada por g glucosa consumida y de 0,68 g de glucosa formada por g de CO,
asimilado (Ehler y Karlsen, 1993).

3.9.2. Eficiencia respecto al rendimiento productivo (EP)

Para comparar las diferentes estrategias encaminadas a mejorar la eficiencia del
enriquecimiento carbénico se determind la relacidon entre la produccién comercial de fruto
obtenida en los tratamientos con la aplicacion y el CO, aportado (kg kg). Adicionalmente se
calculd el rendimiento econdmico de la técnica; los ingresos (€ m™) se estimaron aplicando a los
datos acumulados semanales de la produccidon comercial el precio medio semanal registrado en el
Observatorio de Precios de la Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta Andalucia para el ciclo
de cultivo correspondiente. El coste del CO, (€ m™?) se estimé aplicando un precio medio de 0,20 €
kg™ (dato facilitado por Carburos Metdlicos S.A.) al gasto diario del gas aportado. En el estudio no
se han considerado los costes de instalacidn ni los derivados del alquiler de las botellas/tanque
empleadas para el aporte de CO,.

3.10. Diseiio experimental y andlisis estadistico.

El experimento | se llevd a cabo de acuerdo con un disefio factorial de 3 factores:
concentracién de CO, (C), fuente de nitrégeno en la solucién nutritiva (SN) y nivel de salinidad del
agua de riego (CE), con dos niveles para cada factor, segin se muestra en la tabla 6. Los
tratamientos SN y CE se distribuyeron en lineas de cultivo de manera aleatoria en cada
invernadero.

El experimento Il se realizd segin un disefio factorial de medidas repetidas, con un factor:
estrategia de aplicacién de CO, (E) y 2 niveles (tabla 5).
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Tabla 5. Periodos de aplicacién de nitrogeno para cada una de las fases de desarrollo del cultivo.

FACTOR

NIVEL

Experimento |

Concentracion de CO, (C)

CO: Invernadero de referencia: sin aplicacién de CO,

C1: Invernadero enriquecido con CO,

Fuente de Nitrégeno (SN)

SN1: Aporte de nitrégeno en forma de NOs’

SN2: Aporte de nitrégeno en forma de NO3 +NH,"

Salinidad (CE)

CE-B: Nivel de salinidad bajo.

CE-A: Nivel de salinidad alto.

Experimento Il

Estrategia de aplicacion de CO; (E)

R: Referencia, con aplicacidon de CO, durante todo el
ciclo.

P: Parcial, con cese anticipado de la aplicacion de CO,

Experimento Il

Poda de fruto (P)

1F: Se permite el desarrollo de un fruto por nudo.

2F: Se permite el desarrollo de dos frutos por nudo.

En el experimento Ill se aplicé en un invernadero un disefio completamente aleatorio con un
factor: Modelo de poda de frutos (PF), con 2 niveles (tabla 5).

Para cada variable estudiada en los experimentos se tomaron 6 repeticiones. El analisis de los
datos obtenidos se realizé mediante el uso del programa informatico Statistix v. 9.0. Para
discriminar entre las medias se utilizé el método de la minima diferencia significativa (LSD) con un
nivel de confianza del 95%.
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CAPITULO IV

4. Resultados

4.1. Respuesta del cultivo de pimiento al enriquecimiento carbdénico en invernadero
mediterrdneo con diferentes fuentes de nitrégeno y nivel de salinidad en la solucién nutritiva.
(Experimento I)

4.1.1. Condiciones de desarrollo del cultivo (ciclo 2013-14).

Durante el experimento |, tanto la temperatura (T) como el Déficit de presién de vapor (DPV)
fueron similares en el interior de los invernaderos con y sin enriquecimiento carbénico del aire
(Figura 11).

Los valores medios diurnos de las maximas, medias y minimas, registradas en C1/CO fueron,
respectivamente: 29,3/29,6; 19,9/20; 14,7/14,8 para la T (°C) y 2,2/2,3; 0,7/0,8; 0,2/0,3 para DPV
(kPa). La radiacién global incidente sobre el cultivo fue también similar en ambos invernaderos
(Figura 12a).

Temperatura, °C
[y*]
(=)
DPV, kPa

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

Semanas de tratamiento de CO,

Figura 11. Evolucion de la temperatura (2C) y del DPV (kPa) durante el experimento en el invernadero enriquecido (C1) y
testigo (CO). Los datos corresponden a las medias semanales de valores medios (__), maximos (----) y minimos (....).
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Figura 12. (a) Concentracién media diurna de CO; e integral de radiacion global (RG) en el interior de CO y
C1. Las flechas grises indican las semanas en las que se llevaron a cabo las medidas de fotosintesis. (b)
Evolucion diaria (27 de diciembre de 2013) de la concentracion de CO, en el aire del invernadero
enriguecido (C1) y testigo (CO) y de la radiacién global exterior.
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Por el contrario, el aporte de CO, en C1 generd diferencias variables en su concentracion
respecto a CO (Figura 12). La figura 12b muestra la variacién diurna en la concentracién de CO,
para un dia tipico de invierno (27 de diciembre de 2013) en la zona sureste de Espafia, con el
cultivo crecido durante 130 dias. En este dia, el incremento diurno promedio por hora de la
concentracién de CO, en C1 respecto a CO, oscil6 entre 40 y 500 umol mol™. El incremento en la
concentracién media diurna en C1, respecto CO (Figura 12a), fue del orden del 14% durante el
periodo vegetativo (hasta la 52 semana), coincidiendo con el periodo de mayor requerimiento de
ventilacién, y en torno al 49% para todo el periodo de enriquecimiento. Durante los 15 dias
previos a las determinaciones de la actividad fotosintética a los 31, 58, 135 y 155 dC (indicado con
flechas en la figura 12a), la media diurna de la concentracién de CO, fue, respectivamente, 67,
120, 237 y 234 umol mol™ mayor en C1 que en CO.

Respecto a la fertirrigacion, la media de la concentracién de la mayoria de los nutrientes
aportados fue similar para los tratamientos SN1 y SN2 (tabla 6). Estos tratamientos se
diferenciaron en sus concentraciones de NO; y NH,", pero el aporte total de N fue similar. La
presencia de una pequefia fraccién de NH," en SN1 se atribuyd a la formulacién del fertilizante de
nitrato de calcio empleado. En SN2, la concentracién de SO,> fue mayor que en SN1 por el uso de
sulfato de potasio como fuente de K*. La CE estuvo condicionada por los tratamientos de salinidad
(CE-By CE-A), que diferian en las concentraciones de Cl"y Na®.
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Tabla 6. Conductividad eléctrica (CE, dS m™) y composicién (mM) de la solucion nutritiva aportada al cultivo
durante el experimento tanto en la fase vegetativa (I) como en la generativa (Il). Los tratamientos estan
basados en la combinacién de la salinidad (CE-B/CE-A) y fuente de nitrogeno (SN1: NOs/SN2: NOs+ NH,").

Fase Salinidad FuenteN CE Ca** <l K* Na* NH,” NO;y Mg” Po,” PO,” SO,”
CE-B SN1 2,6 4,3 9,3 4,6 5,9 04 11,5 2,7 1,3 1,3 0,8

| SN2 2,7 4,8 9,3 5,4 5,9 2,3 9,7 3 1,5 1,5 3,3
CE-A SN1 4,7 4,8 254 5 229 0,6 11,6 3 1,5 1,5 1,3

SN2 4,6 57 254 6,1 22,9 3,2 9,8 3 1,8 1,8 45

SN1 2,7 3,9 9,2 51 5,4 0,6 10 2,8 1,7 1,7 1,1

CE-B SN2 2,7 4 9,2 6,3 5,4 2,4 8,6 3,2 1,7 1,7 3,1

. SN1 4,7 4,5 26,8 58 22,7 0,9 9,8 2,9 1,5 1,5 0,9
CE-A SN2 4,5 4,8 26,8 6,4 22,7 2,7 7,9 3 2 2 3,6

4.1.2.__Aclimatacion fotosintética a concentracion elevada de CO; en invernadero mediterrdneo.
Influencia de la fuente de nitrogeno v la salinidad

4.1.2.1. Asimilacion foliar de CO..

En la figura 13 se presenta la tasa de asimilacion neta de CO, (A) medida durante el
experimento en plantas desarrolladas en CO (concentracién de CO, en el aire de 380 y 800 umol
mol™) y C1 (800 pumol mol™). Las medidas realizadas en plantas desarrolladas en CO reflejan la
respuesta positiva de A frente al aumento a corto plazo de la concentracién de CO,; en el aire,
aunque su magnitud varié ligeramente durante el ciclo. La ganancia de A relativa al incremento de
Ci (Asoo-Ass0/Csoo-Cizso) aumentd por el uso de una fraccion de NH," (SN2) a los 58 dC, mientras que
el efecto contrario se encontré a los 58 dC y 135 dC al aumentar la salinidad (Tabla 8). Las plantas
a las que se aporté NH," (SN2) mostraron una ganancia fotosintética mds estable durante el
transcurso del experimento con respecto a aquellas que se desarrollaron solo con NOs (SN1): El
valor medio fue 0,046 + 0,004 en condiciones de baja CE y algo menor (0,037 + 0,002) en
condiciones de alta CE.
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Figura 13. Tasa de asimilacion foliar neta de CO, (A; pmol mol™ s™) (columnas) y contenido de CO,
intercelular (Ci, pmol mol™) (circulos) durante el experimento (dC= dias de aplicacién de CO,) en condiciones
de baja CE (a-d) y alta CE (e-h). Las medidas fueron tomadas a una concentracién de CO, de 800 umol mol™
en plantas del invernadero con enriquecimiento carbdnico (C1 800) y a 800 (CO 800) y 380 (CO 380) en
plantas del invernadero referencia. SN1 y SN2 corresponden a los tratamientos de fuente de nitrégeno
empleada: NO; y NO; + NH, respectivamente. Los datos son los valores medios de 6 plantas por
tratamiento, con la desviacidon estandar.

Tabla 7. Ganancia en fotosintesis foliar en relacion al aumento en Ci, (ACO 800 — ACO 380)/(Ci 800 — Ci 380), en las
plantas de referencia (C0) durante el experimento (dC: dias de tratamiento de CO,). Las plantas fueron desarrolladas en
condiciones de baja (CE-B) o alta (CE-A) salinidad, con diferentes fuentes de nitrégeno (SN1: NO3; SN2: NO3’
+ NH,"). Los valores corresponden a la media de seis plantas por tratamiento. Diferencias significativas se
indican como: **, P<0,01 y *, P>0,05; n.s., diferencias no significativas.

Salinidad Fuente N 31dC 58 dC 135dC 155 dC

SN1 0,049 0,026 0,042 0,028

CE-B SN2 0,051 0,045 0,042 0,045

SN1 0,052 0,017 0,035 0,053

CE-A SN2 0,037 0,034 0,036 0,039
Salinidad (CE) n.s. * * n.s.
Fuente de Nitrégeno (SN) n.s. ok n.s. n.s.
CE x SN n.s. n.s. n.s. n.s.

Comparando la actividad fotosintética a elevada concentracién de CO; en las hojas de plantas
desarrolladas bajo condiciones de enriquecimiento carbdnico y de referencia (C1 800 y CO 800
respectivamente) se observd una pérdida de la actividad fotosintética en C1 después del
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enriquecimiento carbdnico a largo plazo (135 dC y 155 dC), tanto a baja (Figura 13c, d) como a alta
CE (Figura 13g, h). En estas medidas, el valor de C; se mantuvo bastante estable, con valores
medios de 625 + 34 umol mol™ para CO y ligeramente inferior para C1 (600 + 39 pmol mol™). La
tabla 8 muestra el andlisis estadistico para esta comparativa: la actividad fotosintética medida a
elevada concentracién de CO, (Asg) fue inicialmente mayor en plantas enriquecidas (C1) que en
las de referencia (C0O), independientemente de la fuente de nitrégeno aportada y la salinidad. Sin
embargo, a los 135 dC y 155 dC se encontraron reducciones significativas de Agy en plantas
cultivadas en C1, respecto a CO (-19% y -23 %, respectivamente).

Tabla 8. Fotosintesis a nivel de hoja medida a una concentracién de CO, en el aire de 800 umol mol™ (A800; umol mol™s
1) en plantas de C1 y CO durante diferentes dias de aporte de CO, (dC) y su relacidn con la Ci resultante. Las plantas
desarrolladas en condiciones de baja (CE-B) o alta (CE-A) salinidad, con diferentes fuentes de nitrogeno (SN1:
NO5/SN2: NO3+ NH,'). Los valores corresponden a la media de seis plantas por tratamiento. Diferencias
significativas se indican: **, P<0,01; * P>0,05; n.s., diferencias no significativas.

31dC 58 dC 135dC 155 dC
C CE SN
A800 A800/ ci A800 A800/ Ci A800 A800/ Ci A800 A800/ ci
CE-B SN1 35,5 0,055 29,5 0,045 319 0,049 27,4 0,047
co SN2 339 0,055 40,6 0,064 34,3 0,054 28,8 0,046
CE-A SN1 354 0,055 25,5 0,039 30,8 0,048 25,7 0,05
SN2 35,2 0,061 35,6 0,056 29,3 0,046 28,9 0,047
SN1 37,7 0,062 29,7 0,044 27,3 0,046 22,7 0,041
a1 CE-B SN2 36,3 0,06 41,1 0,066 26,2 0,043 19,6 0,035
SN1 371 0,061 26,1 0,04 254 0,047 20,3 0,037
CE-A SN2 37,3 0,062 39,5 0,065 23,2 0,044 23,1 0,038
Aporte de CO, (C) * * n.s. n.s. *k *k *k *k
Salinidad (CE) n.s. n.s. *E *E *k n.s. n.s. n.s.
Aporte de Nitrégeno (SN) n.s. n.s. *E *E n.s. n.s. n.s. n.s.
Cx CE n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cx SN n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CE x SN n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s.
Cx CExSN n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

En ambos tratamientos de CO,, Agy fue menor a elevada CE a los 58 dC (-10%) y 135 dC (-9%).
El uso de NH," (SN2) dio lugar a un incremento de Agg a los 58 dC (41,5%), respecto al uso
exclusivo de NO3” como fuente de N (SN1). Sin embargo, a partir de los 135 dC este efecto no se
encontré y a los 155 dC habia una interaccidn significativa con la salinidad, de manera que Agq, fue
un 13% superior en SN2 respecto a SN1 en condiciones de alta CE.

Con el fin de evaluar las limitaciones no-estomaticas de la fotosintesis, las tasas fotosintéticas
se han expresado también en relacién a la concentracion intercelular de CO, (Agg/C), que
representa la eficiencia en la fijacion de CO, una vez que dicho gas se encuentra en el interior de la
hoja (tabla 9). Esta ratio mostrd la misma respuesta a los tratamientos de CO, que la descrita para
Aggo, con una menor eficiencia en las plantas desarrolladas durante 135 y 155 dias bajo
condiciones de enriquecimiento (C1), respecto a las plantas de referencia (CO0).
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La evolucidén del indice de aclimatacion (IA) para las plantas enriquecidas (C1) se muestra en
la figura 14. No se observd un efecto estadisticamente significativo de SN ni de salinidad sobre
dicho indice. Sin embargo, la duracién del tratamiento de CO, afectd significativamente al IA: los
valores fueron similares y superiores a 1, a los 31 y 58 dC (con un valor medio de 1,12) y se redujo
tras 135 y 155 dC hasta valores inferiores a 1 (valor medio de 0,56), lo que indica la pérdida de
capacidad fotosintética.

31dC 58dC 135 dC 155 dC
2,0 -

>

1,5 +

>

m CE-B SN1
10 m CE-B SN2
CE-A SN1
o CE-A SN2

indice de Aclimatacién, A

Figura 14. indice de aclimatacién fotosintética (IA) a lo largo de los dias de aplicacién de CO, (dC) en plantas
desarrolladas con diferentes fuentes de N (SN1: NO; y SN2: NO; + NH,") y niveles de salinidad (baja: CE-B y alta: CE-A).
IA<1 significa una pérdida de la capacidad fotosintética relativa a las plantas de referencia. Los datos representados son
medias de 6 plantas por tratamiento, con la desviacién estandar.

4.1.2.2. Morfologia foliar.

Independientemente del nivel de salinidad y la fuente de N aportado, no se observé efecto
del enriquecimiento carbdnico sobre el indice de area foliar (LAI), pero se mostré una reduccion
significativa del area foliar especifica (SLA) a los 84 dC (-8%) y a los 133 dC (-12%) (Tabla 9).
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Tabla 9. indice de area foliar (LAIl, m* m™) y area foliar especifica (SLA, m* g™) determinados en los cultivos
de los invernaderos enriquecido (C1) y testigo (CO). Plantas desarrolladas en condiciones de baja (CE-B) o
alta (CE-A) salinidad, y diferentes fuentes de N (SN1: NO5 y SN2: NOs + NH,"). Los valores corresponden a la
media de seis plantas por tratamiento. Diferencias significativas se indican: **, P<0,01; * P>0,05; n.s.,
diferencias no significativas.

42 dC 84 dC 133 dC
C CE SN
LAI SLA LAI SLA LAI SLA
CE-B SN1 0,9 0,019¢ 1,4 0,019 1,8 0,018
o SN2 1,3 0,023ab 1,7 0,02 2 0,017
CEA SN1 0,9 0,023ab 1,3 0,021 1,7 0.016
SN2 0,8 0,020bc 1,3 0,021 1,5 0,018
SN1 1 0,019c 1,4 0,017 1,7 0,016
a1 CEB SN2 1,3 0,020abc 1,6 0,02 1,7 0,016
SN1 0,9 0,021abc 1,4 0,019 1,5 0,016
CE-A SN2 0,9 0,023ab 1,4 0,019 1,3 0,013
Aporte de CO, (C) n.s. n.s. n.s. *k n.s. *
Salinidad (CE) ** * *E n.s. *k n.s.
Aporte de Nitrégeno (SN) ** n.s. *E n.s. n.s. n.s.
Cx CE n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cx SN n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CE xSN *x * *E n.s. n.s. n.s.
CxCExSN n.s. *E n.s. n.s. n.s. n.s.

Inicialmente los tratamientos de salinidad y fuente de N mostraron efectos sobre el LAl y se
detecté una interaccién significativa entre ellos: a baja CE, el uso de NH," incrementd el LAl (+37%
alos 42 dCy +18% a los 84 dC) mientras que el incremento en salinidad lo redujo Unicamente
cuando se utilizd NH," (-35% a los 42 dC y -18% a los 84 dC). A los 133 dC no se observé efecto de
la fuente de N y el efecto perjudicial derivado de la salinidad fue independiente de la fuente de N
(-17%).

4.1.2.3. Concentracion foliar de carbohidratos no estructurales y nitrégeno en las hojas de medida de
fotosintesis. Ratio carbono:nitrégeno.

La tabla 10 muestra los niveles de almiddn y azlcares solubles totales (TSS) en las muestras
foliares realizadas a los 58 y 155 dC, coincidiendo, respectivamente, con las fases previa y
posterior a la deteccion de aclimatacién fotosintética en las plantas enriquecidas.
Independientemente del nivel de salinidad y de la fuente de N, las hojas de plantas desarrolladas
durante 58 dias bajo condiciones de enriquecimiento carbodnico tenian una concentracion de
almiddén un 30% superior a las de plantas de referencia. Sin embargo, se observé una interaccién
significativa entre los efectos del CO, y la fuente de N sobre la concentracién de TSS, que fue un
40% mayor en las hojas enriquecidas que en las de referencia cuando se aporté amonio (SN2).
Estos efectos desaparecieron posteriormente y a los 155 dC los valores de TSS fueron
notablemente inferiores y se observé una interaccidn entre los efectos de CO2 vy la salinidad que
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aumenté los valores de TSS en las hojas del cultivo de referencia mientras que se observd una
reduccion en el valor de TSS en las hojas de C1

Respecto al contenido mineral de las hojas del tratamiento de baja salinidad, la concentracién
de N se redujo significativamente (-10%) en respuesta a la aplicacion de CO, a los 58 dC, lo que
incrementd la relacion C:N (+11%) (Tabla 10). El uso de NH," en la solucién nutritiva (SN2)
aumentd la concentracién de N en las hojas respecto al uso exclusivo de NO; en SN1 (+7%). La
misma tendencia se observé a los 155 dC pero sin diferencias significativas.

Tabla 10. Concentracién de almiddn y azlcares solubles totales (TSS) en las hojas donde se midié fotosintesis en dos fases del
experimento. Concentracidn de nitrégeno (N) y ratio C:N en dichas hojas bajo condiciones de baja CE. Los valores corresponden a la
media de seis plantas por tratamiento. Diferencias significativas se indican: **, P<0,01; * P>0,05; n.s., diferencias no
significativas.

58 dC 155 dC
C CE SN Almiddn TSS N Almidén TSS N
1 1 C:N 1 1 C:N
(mgg DW) (mgg DW) (%) (mgg DW)  (mgg DW) (%)
CEB SN1 21,1 67,9 5 8,29 15 19,3 3,64 10,56
o SN2 21,5 42,7 537 7,84 12,7 26,6 4,02 9,7
SN1 23,9 72,4 -- -- 9,3 37,9 -- --
CE-A
SN2 22,3 56,5 -- -- 11 30,8 -- --
CE-B SN1 26 67,5 4,56 9,04 15,3 28,9 3,24 11,63
a1 SN2 31,5 63,6 4,83 8,92 15,6 24,9 3,52 10,87
SN1 23,9 67 -- -- 10,9 25,4 -- --
CE-A
SN2 33,8 74,9 -- -- 10,8 23,2 -- --
Aporte de CO,(C) ** n.s. *E *E n.s. n.s. n.s. n.s.
Salinidad (CE) n.s. n.s. -- -- n.s. n.s. -- --
Aporte de Nitrogeno n.s. * *x n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
(SN)
CxCE n.s. n.s. -- -- n.s. * -- --
Cx SN n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CE x SN n.s. n.s. -- -- n.s. n.s. - -
Cx CE xSN n.s. n.s. -- -- n.s. n.s. - -

En condiciones de baja salinidad, no se encontrd una relacién entre la actividad fotosintética
de las hojas a elevada concentracién de CO, (Aggy) Yy su concentracion de almiddn o de TSS (Figura
15a, b). Sin embargo, se encontrd una correlacion lineal (R2:0,64) entre Agy Yy la concentracién
foliar de N (Figura 15c): aquellas hojas con el menor contenido de N son las que tenian la menor
actividad fotosintética a elevada concentracion de CO,. Se observé una débil correlacion negativa
(R’=0,51) entre Agqo Y la ratio C:N (Figura 15d).
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Figura 15. Fotosintesis foliar medida a una concentracién de CO, de 800 pumol mol™ (A800, umol m? s™) vs: (a, b) concentracion
foliar, por unidad de materia seca, de almiddn y azucares solubles totales (TSS) y (c, d) porcentaje de N foliar y relacién carbono:

nitrogeno (C:N). Los valores corresponden a medidas independientes realizadas en diferentes plantas de todos los tratamientos de
baja CE, a los 58 y 155 dC.

4.1.2.4. Potencia de sumidero

La figura 16 muestra el producto de la materia seca de los frutos en desarrollo en la planta
(PSFp) y la tasa de crecimiento relativo de la fraccidon de fruto (RGRf), como indicador de la
potencia de sumidero de los frutos para los fotoasimilados, en diferentes fases del cultivo. No se
encontrdé ninguna interaccion estadisticamente significativa entre los tratamientos. Inicialmente,
se encontraron valores mas altos en las plantas cultivadas con enriquecimiento de CO, que en las
de referencia (+32 y +19% a los 42 y 84 dC, respectivamente) pero este efecto no se observd
después de 133 dC. El aumento de la salinidad en la solucién nutritiva tuvo el efecto contrario (-48
y -17% a los 42 y 133 dC, respectivamente) y no se encontrd ningun efecto de la fuente de
nitrégeno empleada.
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Figura 16. Producto de la materia seca de los frutos desarrollandose en la planta (PSFp) y la tasa de crecimiento relativo
de la fraccién de fruto (RGRF), calculada en diferentes dias de tratamiento de CO, (dC) para plantas enriquecidas (C1) y
de referencia (C0) desarrolladas con diferentes fuentes de N (SN1: NO; y SN2: NO; + NH,") y niveles de salinidad (Baja,
CE-B, y alta, CE-A). Diferencias significativas entre los tratamientos se indican: *<0,05; **<0,01; n.s., no significativas. Los

datos son medias de 6 plantas por tratamiento con la desviacién estandar.

4.1.3. Crecimiento y produccion de fruto

El peso seco total (PST) de las plantas y su reparto entre las fracciones generativa (PSG) y

vegetativa (PSV), para diferentes dias de tratamiento de CO, (dC), se muestran en la figura 17
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Figura 17. Peso seco total (PST) y su reparto entre las fracciones generativa (PSG) y vegetativa (PSV), en
diferentes dias de tratamiento de CO, (dC) de plantas con enriquecimiento carboénico (C1) y de referencia
(CO), cultivadas con diferentes fuentes de N (SN1: NO5 y SN2: NO3 + NH,") y niveles de salinidad (Bajo, CE-B,
y alto, CE-A). Diferencias significativas entre los tratamientos se indican: *<0,05; **<0,01; n.s., no

significativas.

Durante el experimento, las plantas desarrolladas en condiciones de enriquecimiento
carbénico produjeron mds materia seca que las de referencia, debido principalmente al efecto
sobre la fraccion generativa (PSG aumentd un 34, 13, 12 y 12% a los 42, 84, 133 y 175 dC,
respectivamente). El aumento de la salinidad en la solucién nutritiva mostré un efecto negativo
significativo sobre ambas fracciones, generativa y vegetativa. En condiciones de baja CE, el aporte
de amonio mejord inicialmente el crecimiento vegetativo (PSV 19% mayor en SN2 que en SN1 a los
42 dC). Sin embargo, el efecto positivo de SN2 se observo en la fraccidn generativa Unicamente a
los 84 dC (PSG 9% mayor en SN2 que en SN1). Al final del cultivo todos los tratamientos
mostraron un efecto significativo sobre la biomasa vegetativa con interaccidon entre ellos, de
manera que el enriquecimiento carbdnico mejoraba el PSV de manera significativa cuando las
plantas crecieron en condiciones combinadas: CE-alta + SN1 (+22%) o CE-baja + NS2 (+23%). El
efecto negativo de la salinidad sobre el PSV fue compensado por el efecto del enriquecimiento
carbédnico cuando se aplicé solo NO;” como fuente de N en la solucidn nutritiva.

El enriquecimiento de CO, provocd un incremento del peso fresco en la fraccion de fruto, en
relacién a las plantas de referencia (CO) que varid a lo largo del experimento (Figura 18 a y b).
Durante la primera fase del periodo de recoleccidén no se observé efecto significativo del aporte de
CO,. Desde los 94 o 100 dC, en condiciones de baja o alta salinidad respectivamente, la ganancia
en produccién acumulada del cultivo enriquecido respecto al testigo aumentd hasta alcanzar
valores maximos de 23% y 29% con SN1 y SN2 respectivamente, en condiciones de baja salinidad
(CE-B) y 21% con SN1 a alta salinidad (CE-A). Posteriormente, estos valores se redujeron
progresivamente desde los 106 dC en SN1 y 129 dC en SN2 a baja salinidad. La ganancia
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productiva maxima fue mucho menor cuando se combinaron NH," y CE alta en la solucién nutritiva
(6% alos 101 dC).
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Figura 18. Evolucion del incremento relativo de produccidn del cultivo enriquecido frente al referencia ((C1 — C0) x
100/C0), desarrollados con diferentes fuentes de N (SN1: NO3- y SN2: NO3- + NH4+) y niveles de salinidad: bajo, CE-B
(a) y alto, CE-A (b).

Los valores finales del peso fresco de fruto acumulado durante el cultivo en los diferentes
tratamientos se muestran en la tabla 11. El enriquecimiento carbdnico del aire mejord la
produccidn total y comercial, sin afectar a la incidencia de B.E.R. Se observd una interaccion
significativa entre Cy CE de tal forma que el beneficio de C1 fue mayor en condiciones de CE baja
(+22% en produccién comercial) que en condiciones de CE alta (+8% en produccion comercial). El
aporte de una fraccién de N en forma de amonio en SN2 mostré una tendencia de mejora en la
produccidn total de fruto, respecto al uso exclusivo de nitrato como fuente de N (SN1), que fue
significativa en condiciones de baja salinidad (+10%); sin embargo, dicho efecto no se vio reflejado
en la produccién comercial debido a la mayor incidencia de BER.
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Tabla 11. Produccidn total, comercial e incidencia de BER obtenidas en los invernaderos enriquecido (C1) y testigo (CO).
Plantas desarrolladas en condiciones de baja (CE-B) o alta (CE-A) salinidad, y diferentes fuentes de N (SN1: NO; y SN2:
NO; + NH,"). Los valores corresponden a la media de seis plantas por tratamiento. Diferencias significativas se indican:

** P<0,01; * P>0,05; n.s., diferencias no significativas.

Produccion Produccion

. B.E.R.
o CE SN total Comercial
kg m” kg m? %
SN1 6,1 6 1,3
CE-B
SN2 6,9 6,3 8
co
SN1 5,6 4,7 13,9
CE-A
SN2 5,8 4,6 19,9
SN1 7,5 74 04
CE-B
SN2 8,1 7,5 6,9
C1
SN1 6,1 5,3 13,2
CE-A
SN2 6,2 4,8 21,2
Aporte de CO, (C) * * n.s.
Salinidad (CE) * * *
Aporte de nitrégeno (SN) * n.s. *
CxCE * * n.s.
CxSN n.s. n.s. n.s.
CEXSN * * n.s.
CxCExSN n.s. n.s. n.s.

4.1.4. Eficiencia hidrica y mineral

Al final del experimento se determind la eficiencia en el uso del agua considerada como la

relacién entre la produccién comercial acumulada durante el ciclo y el agua aportada (WUEs) o el

agua absorbida (WUEu) por el cultivo en los diferentes tratamientos (Tabla 12). El aporte de CO,

en C1 incrementd significativamente WUEs debido principalmente a su efecto sobre la produccion,

y se reflejo asi la interaccidn significativa de C*CE segun la cual el aumento en WUEs fue mayor a

baja que a alta CE (+24% y +9% respectivamente). El efecto del CO, sobre la produccién y sobre la

absorcién hidrica propicié un incremento significativo de la WUEu en C1 respecto CO (+23%); por

el contrario, el aumento de la salinidad en la solucidon nutritiva dio como resultado una menor

WUEu (-11%) en comparacion con CE-B. La incorporacién de amonio en la solucién nutritiva redujo
de manera significativa ambas eficiencias, WUEs y WUEuU (-4% y -10% respectivamente).
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Tabla 12. Agua total aportada (Ws) y absorbida (Wu) durante el cultivo en los diferentes tratamientos de CO, (C),
salinidad (CE) y fuente de N (SN). Eficiencia del uso del agua, referida al total de produccién comercial obtenida en
relacién al agua total aportada (WUEs, g L'l) y absorbida (WUEu, g L'l). Diferencias significativas se indican: **, P<0,01;
* P>0,05; n.s., diferencias no significativas.

W;s WUEs Wu WUEuU
C CE SN 3 1 2 1
(Lm™) (8L”) (Lm™) (gL”)
SN1 409,6 14,6 221,5 27,1
ces SN2 4439 14,2 265,6 23,7
<0 SN1 421,5 11,2 199,9 23,5
CEA SN2 403,5 11,4 211,3 21,8
SN1 403,5 18,3 231 32,0
ce8 SN2 431,3 17,4 247 30,4
c SN1 412,9 12,8 176,3 30,1
CE-A
SN2 400,3 12 186,1 25,8
Aporte de CO, (C) *E *k
Salinidad (CE) *E *ok
Aporte de nitrégeno (SN) * *k
CxCE *E n.s.
CxSN n.s. n.s.
CExSN n.s. n.s.
CxCExSN n.s. n.s.

El contenido mineral de N, K, Ca y Mg, expresado en % respecto a la materia seca de cada
fraccion aérea de la planta, al final del ciclo, para cada uno de los tratamientos de CE (CE-B, CE-A)
se muestra en la figura 19 y se observa cdmo el K es el constituyente mineral de la planta de
pimiento con mayor presencia en ambos tratamientos, llegando a superar al contenido de N
presente en los tejidos analizados. En condiciones de baja salinidad, el aporte de CO, aumentd de
manera significativa el contenido de Ca (+26%) y Mg (+30%) en la fraccion hoja, siendo la
concentracién de N y K menor en estas condiciones (-16% y -19% respectivamente). En
condiciones salinas, el enriquecimiento carbdnico tuvo Unicamente efecto significativo en el
contenido de N y K presente en hoja, siendo menor en C1 (-21% y -19% respectivamente).
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Figura 19. Efecto del enriquecimiento carbdnico y fuente de nitrégeno sobre el contenido de nitrégeno (a), potasio (b),

% del elemento en relacidn a la materia seca, en cada una de las fracciones del

calcio (c) y magnesio (d), expresado en

cultivo de pimiento bajo condiciones de baja salinidad (CE-B) (izquierda) y elevada salinidad (CE-A) (derecha). Los

asteriscos indican diferencias significativas. (*p<0,05; **p<0,01).

El enriquecimiento carbdnico afectdé de manera significativa a la eficiencia medio ambiental

(EMA) de los nutrientes evaluados, expresada como el porcentaje de nutriente absorbido por la

parte aérea de la planta con respecto al nutriente aplicado (tabla 13); obteniéndose incrementos
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en C1 respecto CO del 14% para el N y del 23% para el Ca; en el caso del K este efecto positivo del
aporte de CO, fue mayor a baja salinidad (+20%) que a alta (+6%) y en el caso del Mg varid tanto
con la CE (+100% a CE-B y +64% a CE-A) como con la fuente de nitrégeno aplicada (+91% en SN1y
+72% en SN2).

El aporte de una fraccién de amonio en la solucidn nutritiva afecté significativamente a la
EMA, de manera positiva en el caso del N frente a SN1 (+8%), mientras que para el resto de los
nutrientes evaluados mostro un efecto negativo: K (-8%), Ca (-19%) y Mg (-20%).

Respecto a la salinidad, el aumento de la conductividad eléctrica de la solucidn nutritiva
derivé en una reduccidn de la EMA de los elementos estudiados: N (-7%), K (-16%), Ca (-15%) y Mg
(-14%).

Tabla 13. Eficiencia medio ambiental (EMA) de los nutrientes (%) para cada uno de los diferentes tratamientos
evaluados: enriquecimiento carbdnico (C), fuente de nitrogeno (SN) y nivel de salinidad (CE).* y ** indican efectos e
interacciones entre tratamientos significativos a P< 0,05 y 0,01 respectivamente; n.s., diferencias no significativas.

CARBONO SALINIDAD NITROGENO N K Ca Mg
SN1 30,4 27,9 11,4 9,7
CE-B
- SN2 31 26,4 8,2 8,4
SN1 27,1 25,6 9,2 9,5
CE-A
SN2 30,3 23,3 7,7 8,1
SN1 33 34,2 8,2 20,9
CE-B
a1 SN2 37 30,9 11,2 15,3
SN1 31,7 26,6 11,2 15,8
CBEA
SN2 33,3 25 9,3 13
C * 3k * 3k * 3k * 3k
SN * 3k * 3k * 3k * 3k
CE * 3k * 3k * * 3k
CxSN ns ns ns *
CxCE ns * ns *
SNxCE ns ns ns ns
CxSNxCE ns ns ns ns

El andlisis de la eficiencia productiva de los nutrientes (EP), expresada en kg de fruto
comercial por kg de nutriente aplicado (tabla 14), permitié observar un aumento de la misma en
condiciones de enriquecimiento carbdnico para todos los nutrientes analizados, aunque mostré
interaccion significativa con la fuente de nitrégeno utilizada, de manera que el aumento fue mayor
sin aporte amonio en SN1 (+21% para N, K, Cay +75% para Mg) que con él en SN2 (+15% para N,K,
Cay +66% para Mg); asi mismo el efecto del CO, sobre la EP del K, Ca y Mg se redujo al aumentar
la CE de la solucién nutritiva, mostrando incrementos del +24% (N), +23% (Ca), +80% (Mg) en CE-B
y del 11% (N), 10% (Ca) y 58% (Mg) en CE-A.
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Tabla 14. Eficiencia productiva (EP) de los nutrientes (kg kg™) para cada uno de los diferentes tratamientos
evaluados: enriquecimiento carbénico (C), fuente de nitrogeno (SN) y nivel de salinidad (CE).* y ** indican
efectos e interacciones entre tratamientos significativos a P< 0,05 y 0,01 respectivamente. n.s., diferencias no
significativas.

]
C CE SN
N K Ca Mg
CE-B SN1 94,1 76,9 90,2 189
o SN2 89,3 61,6 82,4 159,3
SN1 70,5 52 60,3 132,7
CE-A
SN2 70,3 46,6 55,2 136,1
CE-B SN1 117,6 96,2 112,7 335,9
SN2 108,9 75,3 100,4 291
C1
SN1 81,2 60 69,5 225,8
CE-A
SN2 73,8 49 57,9 199,6
C %k %k %k %k %k
SN %k %k %k %k k%
CE %k %k %k %k %k
CXSN * * * k%
CxCE ns * * *
SNxCE ns * ns *
CxSNxCE ns ns ns ns

4.1.5. Eficiencia del aporte de CO,

Durante el experimento la cantidad total de CO, aportado en el invernadero enriquecido fue
de 5,635 kg m™. La figura 20 muestra la evolucién de dicho aporte a lo largo del ciclo de cultivo en
la que se ve cdmo inicialmente va aumentando a lo largo de las semanas, principalmente por la
disminucion de los requerimientos de ventilaciéon por exceso de temperatura, debido por una
parte, a la evolucion de la temperatura exterior y por otra, al efecto térmico del aumento de la
transpiracion por el desarrollo de las plantas de pimiento, alcanzandose los mayores aportes entre
la semana 13 y 16. Posteriormente, la aplicacion de CO, se redujo por la necesidad de ventilar el
invernadero para reducir los excesos de humedad.
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Figura 20. Evolucion del aporte de CO,, GC (kg m'z) en el invernadero C1 durante el cultivo.

4.1.5.1. Eficiencia del aporte de CO,respecto a la fraccion asimilada.

La eficiencia con la que el CO, aportado fue asimilado y transformado en materia seca, €A (%),
se evalud en el cultivo sometido a condiciones convencionales de fertirrigacion (SN1 y CE-B),
diferenciando entre las fracciones de biomasa vegetativa (EAvec) y generativa (EAgen). En la figura
21 se muestra la evolucion de dicha eficiencia que muestra un comportamiento diferente segun la
fraccion considerada. Una vez iniciada la fase de produccidn, la fraccion generativa adquiere la
mayor eficiencia, con valores préximos a 6%, coincidiendo con el desarrollo de sumideros que
permiten una elevada estimulacién fotosintética frente al aumento de CO, y por tanto de la
produccidn de fruto. A los 42 dC la eficiencia de la fraccién generativa desciende y se mantiene
similar a la obtenida para la fraccién vegetativa (2,53% y 2,88% respectivamente), en una etapa de
autorregulacién de frutos en desarrollo en el invernadero enriquecido, hasta los 84 dC que
recuperan los valores previos. Transcurridos 133 dias desde el inicio de la aplicacion de CO,, se
observa una pérdida de eficiencia que se mantiene en la fraccién de fruto (EAgen) en un valor de
2,5% hasta el final del cultivo.

Los valores medios de €A, calculados a partir de la materia seca acumulada durante todo el
ciclo de cultivo, fueron del 0,7% y 4,1% para la fraccion vegetativa y generativa respectivamente.
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Figura 21. Evolucién de la eficiencia del enriquecimiento carbdnico respecto al CO, asimilado y localizado en la
materia seca vegetativa (EAVEG) y generativa (EAGEN). Valores medios entre determinaciones de biomasa.

4.1.5.2. Eficiencia respecto al rendimiento productivo.

Bajo condiciones convencionales de fertirrigacién (SN1 y CE-B), la eficiencia final del
enriquecimiento carbdnico respecto a la produccidon comercial de fruto (€P) fue de 1,3 kg fruto kg™
CO,. En términos econdmicos, el valor de la produccion comercial acumulado al final del
experimento fue de 6,17 € m> y 4,90 € m?en Cl y CO respectivamente, lo que supone un ingreso
extra acumulado al final del experimento de 1,27 € m™. El gasto total del aporte de CO, en C1 fue
de 1,13 € m™, por lo que la diferencia entre el ingreso extraordinario acumulado y el gasto final del
aporte de CO, fue de 0,14 € m.

4.2. Evaluacion de estrategias enfocadas a la mejora de la eficiencia del enriquecimiento
carbdnico en invernadero mediterraneo.

4.2.1. Condiciones climdticas durante el ciclo de cultivo 2014-15.

Los valores registrados de la temperatura (T) y el déficit de presidn de valor (DPV) durante el
transcurso del experimento fueron similares en el invernadero con aporte de CO, completo
(referencia, R) y en el que se realiz6 de manera parcial con cese anticipado (P) (Figura 22). Los
valores medios diurnos de las maximas, medias y minimas, registrados en R/P fueron
respectivamente: 28,7/29,1; 19,0/19,2; 13,3/13,5 para T (°C) y 2,2/2,2; 0,7/0,7; 0,2/0,2 para DPV
(kPa).
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Figura 22. Evolucion de la temperatura (2C) y del DPV (kPa) durante el experimento en el invernadero donde
se cesod la aplicacién de CO, (P) y el invernadero enriquecido durante todo el experimento (R). Los datos
corresponden a las medias semanales de valores medios §§, maximos (----) y minimos {(....).

La integral de radiacion en el interior de los dos invernaderos fue similar durante todo el
experimento, como también lo fue la concentracion media diurna de CO, en el aire hasta el
momento en el que se cesé el aporte de CO, en el invernadero para evaluar la estrategia de
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Figura 23. Evolucién durante el desarrollo del cultivo de la concentraciéon media diurna de (CO,) y de la integral diaria
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CAPITULO IV

Respecto a la fertirrigacion, la media de la concentracién de la mayoria de los nutrientes para
cada una de las fases, generativa y vegetativa, se presenta en la tabla 15.

Tabla 15. Conductividad eléctrica (CE, dS m'l) y composicién (mM) de la solucién nutritiva aportada durante el cultivo
durante los experimentos Il y lll, tanto en la fase vegetativa () como en la generativa (ll).

+ + 2+

Fase CE ca® ar K Na* NHa NO; Mg p S04~
| 2,8 4,6 9,5 43 5,8 0,8 12,7 2,8 2,2 1,5
[ 2,7 43 9,9 4,9 5,1 1 8,8 2,8 2,2 1,5

4.2.2. Respuesta del cultivo de pimiento con enriquecimiento carbdnico al cese anticipado de su
aplicacién (Experimento II).

4.2.2.1. Asimilacién foliar de CO;

La actividad fotosintética medida a elevada concentracién de CO, (Agg) en las hojas de
plantas cultivadas con enriquecimiento carbdnico de referencia (R) y con cese anticipado del
mismo (P) se muestra en la figura 24 y tabla 15. Previamente a la diferenciacion del tratamiento de
CO,, a los 115 dC, en ambos invernaderos se observd una Agg similar; sin embargo, después de
160 dC, a los 28 dias después del cese del enriquecimiento carbdnico, las hojas en R presentaban
una pérdida de su actividad fotosintética del 39%, al mismo tiempo que las hojas en P presentaban
una reduccion de Aggy mucho menor, sélo del 6%. La misma tendencia reflejé el andlisis de la
relacién de la tasa fotosintética y la concentracion intercelular de CO, (Agy/Ci) (tabla 15), por lo
que el cese anticipado del aporte de CO, permitié mitigar la pérdida de la eficiencia en la fijacién
fotosintética de CO, en las plantas enriquecidas a largo plazo.

59



1000
- 900
800

o - 700
- 600
- 500
- 400
- 300
- 200
- 100
- - 0
R P | R P

115dC | 160dC

NN W WD
o »n o u o
1 1 1 1 J

1

[y
wu
Ci (umol mol?)

A (umolm2s?)

[uny
o
I

(9]
1

o

Figura 24. Tasa de asimilaciéon foliar neta de CO, a Ca de 800 umol m* (A800, umol m? s‘l) (columnas) de plantas
crecidas en el invernadero con enriquecimiento carbdnico de referencia (R) y parcial (P), y concentracion de CO,
intercelular (Ci, pmol mol'l) (circulos). Medidas realizadas a partir de los 115 dias desde el inicio del aporte de CO, (dC) y
a los 160 dC. Los datos son el valor promedio de 6 plantas por invernadero.

Tabla 16. Fotosintesis a nivel de hoja medida a una concentracion de CO, en el aire de 800 umol mol™ (A800; umol mol
! s'l) en plantas de R y P durante diferentes dias de aporte de CO, (dC) y su relacion con la Ci resultante. Los valores
corresponden a la media de seis plantas por tratamiento. Diferencias significativas se indican: **, P<0,01; n.s.,
diferencias no significativas.

115dC 160dC
A Asgoo/Ci A Asgoo/Ci
R 30,68 0,047 18,85 0,030
P 30,55 0,046 28,78 0,044
Aporte ns ns *E *k

4.2.2.2. Bioproductividad

El andlisis del peso seco total (PST) y su reparto entre las fracciones generativa (PSG) vy
vegetativa (PSV) (figura 25), mostré valores similares de producciéon de materia seca en las plantas
de ambos invernaderos durante todo el experimento, no observandose diferencias significativas
en las determinaciones realizadas antes del cese del aporte de CO, en P (85 dC), ni en las
realizadas al final del experimento (188 dC). De igual manera, el estudio de los indices LAl y SLA
(Tabla 17) no mostraron diferencias significativas entre invernaderos en el transcurso del
experimento.
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Figura 25. Peso seco total (PST) y su reparto entre fraccion generativa (PSG) y vegetativa (PSV), de plantas desarrolladas
en invernaderos con diferente estrategia de aporte de CO,: P: Aporte de CO, durante parte del ciclo; R: Aporte de CO,
durante todo el ciclo. Las diferencias significativas se indican: n.s. sin diferencias significativas

Tabla 17. indice de &rea foliar (LAl, m? m'2) y area foliar especifica (SLA, m? g™) de plantas crecidas en el invernadero
donde se interrumpid el aporte de CO, (P) y el invernadero de referencia (R). Los valores corresponden a la media de
seis plantas por tratamiento. Las diferencias significativas se indican: n.s., sin diferencias significativas.

85 dC 188 dC
¢ LAI SLA LA SLA
P 2,2 0,021 2,4 0,018
R 2,2 0,02 2,4 0,018
EStrategia APORTE n.s. n.s. n.s. n.s.

€0, (€)
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En ambos invernaderos se obtuvo una evolucidon similar de la produccién de fruto acumulada,
total y comercial (figura 26), no mostraron diferencias significativas a lo largo del experimento. La
tabla 18 muestra los valores finales con diferencias inferiores al % que no fueron significativas.

o
b

0 0 100 150 200 250 100 150 200 250

Figura 26. Evolucion de la produccion (kg m'z) total (a) y comercial (b) acumulada obtenida en el invernadero con cese
anticipado del enriquecimiento carbdnico (P) y referencia (R). La flecha indica el momento en el que se interrumpié el
aporte de CO, en P.

Tabla 18. Produccion de fruto final acumulada (kg m'z), total y comercial, obtenida en el invernadero con
enriquecimiento carbdnico de referencia (R) y parcial (P). Las diferencias significativas se indican: n.s., no existen
diferencias significativas a P<0,05.

Produccion total  Produccion comercial

(kg m?) (kg m?)
R 9,6 9,5
P 8,8 8,6
n.s. n.s.

4.2.2.3. Eficiencia del aporte de CO,

Durante la primera fase del experimento con enriquecimiento carbdnico similar en ambos
invernaderos se gasté en ellos la misma cantidad de CO, (4,83 kg m™). Después del cese anticipado
de la aplicacion en P, el enriquecimiento de referencia supuso un aporte de 2,21 kg m™ hasta
alcanzar un total de 7,04 kg m™ al final del experimento (209 dC) en dicho invernadero, de manera
que el enriquecimiento parcial resultd en una reduccidn del 31% en el aporte total respecto a R.

4.2.2.3.1. Eficiencia respecto al CO, asimilado

A partir de la diferenciacién de tratamientos con la interrupcion del aporte de CO, en el
invernadero P a los 132 dC, se determind la €A en el cultivo con enriquecimiento carbdnico de
referencia (R) en relacién a su respuesta en la produccion de materia seca respecto al cultivo ya sin
aporte de CO, en el invernadero P. Durante este periodo (figura 27) los valores de EAy;s fueron
muy bajos, inferiores al 1%. En cuanto a la fraccidén generativa, EAgey, aungue inicialmente se
mantuvo en torno al 7%, en 10 dias después la aplicacion resultd totalmente ineficiente.
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Figura 27. Evolucion de la eficiencia del enriquecimiento carbdnico respecto al CO, asimilado y localizado en la materia
seca vegetativa (EAveg) y generativa (EAgen). Valores medios de periodos de 10 dias.

4.2.2.3.2. Eficiencia respecto al rendimiento productivo

La estrategia de enriquecimiento carbdnico parcial (P), no supuso una reduccion significativa
de la produccion. La eficiencia del aporte respecto al rendimiento productivo (EP) fue superior en
el tratamiento P respecto R (1,8 kg fruto kg™ CO, frente a 1,3 kg fruto kg™ CO, obtenido en R).

Segun los precios publicados por el Observatorio de Precios de la Junta de Andalucia para la
campafia 2014/15, el valor de la produccién obtenida en Ry P fueron de 5,48 € m™ y 4,92 € m?,
respectivamente. Previo al periodo de recoleccién, el coste acumulado del aporte de CO, en
ambos invernaderos fue de 0,46 € m™, lo que supuso el 32,6% y el 47,7% del coste total de la
aplicacion para el invernadero donde se aportd CO, durante todo el ciclo (R) y en el que se
interrumpid la aplicacion (P) respectivamente.

En el momento en el que se suspende el aporte de CO, en el invernadero P, el coste
acumulado de la aplicacién en ambos invernaderos fue de 0,97 € m™. El gasto total acumulado en
el invernadero donde se mantuvo el aporte de CO, durante todo el ciclo fue de 1,41 € m™. Por lo
gue la estrategia del cese anticipado del enriquecimiento carbdnico en P supuso un ahorro del
31% en el gasto total de CO, respecto a la estrategia de referencia (R).

4.2.4. Influencia de la limitacién de la poda de frutos en el cultivo de pimiento con
enriquecimiento carbdnico (Experimento I11)

4.2.4.1. Asimilacién foliar de CO..

La figura 28 y tabla 19 muestran los valores medidos de la actividad fotosintética de hojas a
elevada concentracién de CO; (Aggo, Lmol m™ s"l) realizadas en plantas con diferente tipo de poda,
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a los 115 y 160 dC. En el primer muestreo no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos 1F y 2F; posteriormente, la actividad fotosintética medida a los 160 dC se redujo
considerablemente en ambos tratamientos, aunque en menor medida en el cultivo con menos
poda (2F) que mostrd un valor de Aggy un 27,2% superior que en 1F. Este efecto fue mas evidente
en términos relativos a la Ci (Aggo/Ci), un 40% mayor con el tipo de la poda de 2F respecto a 1F.
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Figura 28. Tasa de asimilacion foliar neta de CO, medida a Ca de 800 pumol mol™ (A800, umol m? s (columnas) y
concentracion de CO, intercelular (Ci, umol m’") (circulos) a los 115 dfas de inicio del aporte de CO, (dC) y a los 160 dC,
en plantas donde se permitid el desarrollo de 1 fruto (1F) y 2 frutos (2F) por nudo. Los datos son el valor promedio de 6
plantas por tratamiento. Las diferencias significativas se indican: *, P<0,05.

Tabla 19. Fotosintesis a nivel de hoja medida a una concentracién de CO, en el aire de 800 umol mol™ (A800; pmol mol
'shen plantas donde se permitio el desarrollo de 1 fruto (1F) o 2 frutos (2F) por nudo y su relacién con la Ci resultante.
Los valores corresponden a la media de seis plantas por tratamiento. Diferencias significativas se indican: * P>0,05; n.s.,
diferencias no significativas.

115dC 160dC
A Agoo/Ci A Asgoo/Ci
1F 31,2 0,048 18,05 0,030
2F 31,8 0,048 23,98 0,042
Aporte ns ns * *

4.2.4.2. Bioproductividad

En la tabla 20 se presenta la produccién final de biomasa aérea generativa (PSG) y vegetativa
(PSV) obtenida en el experimento, asi como el indice de area foliar (LAI) y el area foliar especifica
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(SLA), para ambos tratamientos (1F, 2F). Aquellas plantas donde se permitié el desarrollo de 2
frutos por nudo (2F) mostraron un aumento significativo en el PSG (+7%), respecto a aquellas
plantas donde Unicamente se permitio el desarrollo de un fruto (1F). Por otra parte, la fraccion
vegetativa (PSV) no mostré diferencias significativas entre tratamientos, al igual que no se
observaron para el indice de area foliar y el area foliar especifica.

Tabla 20. Valores medios del peso seco final vegetativo (PSV) y generativo (PSG), del indice de area foliar (LAl) y del
area foliar especifica (SLA), obtenidos al final del experimento, con la poda para dejar 1 (1F) o 2 (2F) frutos por nudo
principal. Diferencias significativas se indican mediante *, P<0,05; n.s., sin diferencias significativas.

PSV PSG LAI SLA
(gm? (gm?) (mm? (cm’g?)
1F 448,3 966,7 2,3 120
2F 458,0 1038,5 2,6 130
ns * ns ns
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Figura 29. Evolucion de la produccion comercial (P, kg m’?) acumulada a lo largo del experimento (dias desde el inicio
de la aplicacion, dC). Diferencias significativas se indican mediante *, P<0,05; n.s., sin diferencias significativas.

La figura 29 muestra la evolucién del peso fresco del fruto recolectado a lo largo del
experimento. La limitacién de la poda a nivel de frutos mejord la produccion precoz, de manera
que la fraccién comercial acumulada hasta los 147 dias desde el inicio de la aplicacion de CO, (dC)
en el tratamiento 2F (4,72 kg m?) fue un 24% superior a 1F (3,82 kg m™). Posteriormente, estas
diferencias se amortiguaron y al final del cultivo, no se observaron diferencias significativas en la
produccion total y comercial acumuladas obtenidas con ambos tipos de poda (tabla 21), debido
principalmente a que el aumento en el nimero de frutos con la poda 2F se compensd con una
reduccion significativa de su peso medio, frente a los frutos procedentes del tratamiento 1F.
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Tabla 21. Produccidn acumulada, nimero y peso medio de los frutos totales y comerciales de plantas a las que se les
permitié el desarrollo de 1 fruto por nudo (1F) o de 2 frutos (2F). Diferencias significativas se indican mediante *, P<0,05;
n.s., sin diferencias significativas.

Produccién (kg.m?) N Frutos (Frutos.m>)  Peso Medio Fruto (g)

Total Comercial Total Comercial Total Comercial
1F 9,6 9,5 37,8 37,1 254,3 255,3
2F 10,0 9,7 43,0 41,3 231,7 234,6
ns ns * * * *

4.2.4.3. Eficiencia del aporte de CO, respecto al rendimiento productivo

La eficiencia productiva final del enriquecimiento carbénico (EP) fue similar entre
tratamientos, obteniéndose valores de 1,3y 1,4 kg fruto kg™ CO, para 1F y 2F respectivamente.

El coste final acumulado derivado del aporte de CO, en el aire del invernadero fue de 1,41 €
m™. Segun los precios de producto publicados por el Observatorio de Precios de la Junta de
Andalucia para la campafia 2014/15, la diferencia de produccién precoz, obtenida hasta los 147
dC, a favor de 2F permitié un aumento de ingresos del 14,3% respecto a 1F. Sin embargo, el valor
acumulado final de la produccidn fue similar en ambos tratamientos, de 5,48 € m~Zen 1F, y de 5,74
€m™en 2F.
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CAPITULO V

5. Discusion

5.1. Estudio de la aclimatacion fotosintética frente al enriquecimiento carbénico en un cultivo de
pimiento en invernadero mediterraneo. Influencia de la fuente de nitrégeno y la salinidad.

La estimulacion fotosintética de plantas en respuesta al enriquecimiento de CO, (800 pmol
mol™) durante un periodo corto de exposicion se observé en plantas cultivadas a la concentracion
ambiental (figura 13), tal como estda documentado ampliamente (Cure and Acock, 1986). El
aumento de la salinidad en la solucién nutritiva generalmente mostré una reduccién en la
ganancia de dicha estimulacidn versus el incremento en C; (estadisticamente significativa a los 58 y
135 dC) y se observé una influencia positiva del aporte de NH," a los 58 dC. Otros autores no han
encontrado interaccion en el efecto del aumento en la concentracién de CO, sobre la fotosintesis
ni con la salinidad (Mavrogianopoulos et al., 1999) ni con la fuente de N (Cruz et al. 2014). Sin
embargo, Guo et al. (2002) describieron, en plantas de judia, una mejora de la actividad
fotosintética por el uso de NH,' respecto al uso exclusivo de NO3’, lo que también se ha observado
en pimiento (Pifiero et al., 2014).

La estrategia de enriquecimiento carbdnico seguida en el cultivo desarrollado durante el ciclo
2013-14 permitié mantener la concentracién de CO; en el invernadero C1 mayor o similar a la
atmosférica, siendo variable en el tiempo, cada dia y a lo largo del ciclo de cultivo (figura 12);
observandose inicialmente (después de 31 y 58 dias) una actividad fotosintética a nivel de hoja
similar o ligeramente superior a la de plantas desarrolladas en condiciones ambientales de CO,
(figura 13). A menudo durante el experimento, las plantas estuvieron sometidas a alta
concentracién de CO; solo durante periodos del dia relativamente cortos. Sin embargo, la mayoria
de los estudios realizados sobre aclimatacion se refieren a una exposicidon a largo plazo a una
concentracién alta y fija, mientras que son escasos aquellos en los que se ha aplicado
enriquecimiento carbdnico variable, como el llevado a cabo en tomate por Hao et al. (2006).

Las plantas cultivadas en condiciones de enriquecimiento carbdnico mostraron Inicialmente
(31 y 58 dC) una actividad fotosintética a elevada concentracién de CO, (Agop) similar a la de
plantas desarrolladas en condiciones atmosféricas (Figura 13). La aplicacién de NH," en la solucién
nutritiva, en comparacion con el uso exclusivo de NO3;’, mejord la actividad fotosintética a alta
concentracién de CO, a los 58 dC; sin embargo, después de 135 dias de crecimiento bajo
enriquecimiento carbdnico variable se observé una pérdida de la actividad fotosintética en ambos
tratamientos de fuente de nitrégeno.

La evaluacion del indice de aclimatacion (IA) mostré un cambio estadisticamente significativo
desde los 58 dC (con un valor medio de 1,12) a los 135 dC (con un valor medio de 0,58) (figura 14).
Esto indica la aclimatacion de las plantas después de estar bajo condiciones de enriquecimiento
carbdnico variable en el periodo comprendido entre las determinaciones. Los valores del IA,
menores a 1, estan en el rango encontrado por Pierce et al. (2003) en pastos aclimatados a altas
concentraciones de CO,. A diferencia de los resultados obtenidos por Pérez-Lépez et al. (2014), no
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se encontré una menor aclimatacidn fotosintética al enriquecimiento carbdnico a alta CE que a
baja CE, aunque el nivel de estrés salino aplicado en su estudio fue mucho mayor (80 — 240 mM
NaCl) que en este (25 mM NaCl).

Delucia et al. (1985) indicé que el cierre parcial estomatico es insuficiente para explicar la
aclimatacion fotosintética. En el experimento I, los valores de la ratio Ag/C; (tabla 8) mostraron
que el proceso de aclimatacién estuvo relacionado con una pérdida en la eficiencia para la fijacion
de CO,, como sugirid Yelle et al. (1990).

El proceso de aclimatacidn fotosintética a elevadas concentraciones de CO, se ha asociado
frecuentemente a cambios en la morfologia y la composicién de las hojas. Qian et al. (2012)
concluyeron que la concentracién de CO, elevada reduce el SLA, sefial de aclimataciéon morfoldgica
de las plantas. En el experimento llevado a cabo durante el ciclo 2013-14, se observé una
tendencia de reduccion del SLA en las plantas desarrolladas bajo condiciones de enriquecimiento
carbénico variable, independientemente de la concentracidon de salinidad y de la fuente de N
empleada en la nutricidon (tabla 9). Nederhoff (1994) y Pefiuelas et al. (1995) observaron que el
SLA en plantas de pimiento fue menor a alta que a baja concentracién de CO, y Bertin & Gary
(1998) encontraron un incremento en el peso especifico foliar (valor inverso al SLA) en plantas de
tomate en condiciones de enriquecimiento carbodnico cuando la carga de fruto era baja. De
acuerdo con los resultados obtenidos por Yelle et al. (1990), durante el experimento |, se detectd
una mayor reduccién de SLA debido al efecto del enriquecimiento carbénico a medida que
aumentaban los dias de tratamiento (dC) (tabla 9).

Los resultados no mostraron cambios en el LAl debidos al enriquecimiento carbdnico, por lo
que la reduccién del SLA podria estar relacionada con la acumulacidn de carbohidratos a nivel de
hoja o con el incremento del espesor de la hoja (Wolfe et al. 1998). La reduccidon de SLA en
condiciones de elevado CO, esta generalmente asociada a un excedente de larga duracién de
asimilados, cuando su produccién supera a la capacidad de ser utilizados o transportados a otros
drganos sumidero. El almiddn es considerado un producto de desbordamiento de la fotosintesis y
su acumulacidn puede ser un indicador del estado del carbono (C) en la planta (Edwards et al.
2008). El contenido de carbohidratos no estructurales (NSCs) y su composicién (almidén y TSS)
reflejan el balance entre fuente y sumidero de C en plantas e indican las estrategias de adaptacion
de las plantas cuando las condiciones ambientales cambian (Li et al.; 2016). La acumulacion de
NSCs es una respuesta comun de muchas especies a la concentracién elevada de CO, (Korner et
al., 1995; Wang et al., 1999). Edwards et al. (2010) sefialaron a las hojas superiores del dosel
vegetal como las de mayor informacion del estatus de C en plantas de tomate. En este sentido, las
concentraciones de carbohidratos presentadas en este trabajo estan referidas a hojas localizadas
en la parte superior del dosel vegetal, siendo las mismas donde se midid la fotosintesis.

En el experimento |, previo a la deteccién de aclimatacion fotosintética (58 dC), las hojas
desarrolladas en condiciones de enriquecimiento carbdnico mostraron un mayor contenido en
almidén en comparacién con las hojas desarrolladas en el invernadero testigo (tabla 10). El
aumento en el contenido de carbohidratos presentes en las hojas es el cambio mas comun
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observado en hojas de plantas C; desarrolladas bajo condiciones de elevado CO, (Drake et al.;
1997). EL uso de NH," en la solucién nutritiva incrementd los TSS pero no afectd a la acumulacién
de almiddn a los 58 dC; esta respuesta podria relacionarse con una mejor utilizacion de los
productos de la fotosintesis extra. Posteriormente, las hojas de plantas crecidas durante 155 dias
en condiciones de enriquecimiento carbdnico no acumularon mas almidén que las de plantas
cultivadas en condiciones de referencia, debido probablemente a la menor tasa fotosintética
registrada en esta fase del cultivo (figura 13). Bajo condiciones no salinas, Pérez-Lopez et al. (2014)
encontraron una relacion directa entre aclimatacién fotosintética y el contenido de almidén en
hojas de cebada, indicando que un incremento del contenido de almidén disminuia la asimilacién
fotosintética de CO,. A pesar de que la acumulacién de carbohidratos a elevada concentracién de
CO, esta relacionada generalmente con la aclimatacién, a menudo estd mal correlacionado con la
pérdida de capacidad fotosintética (Long et al., 2004). Los resultados presentados no mostraron
una correlacion entre NSC y Agy (figura 15). Al contrario de los resultados obtenidos por Pérez-
Lépez et al. (2014), no se observd un efecto de la salinidad sobre la acumulacion de almidén y su
relacién con la aclimatacidn fotosintética.

Ademas de la acumulacién de almidoén, se ha observado una reduccién del contenido de N en
hoja en cultivos enriquecidos de pepino (Ito, 1978), lechuga (Knecht y O’Leary, 1983) y judias
(Porter y Grodzinski, 1984). Los resultados obtenidos en pimiento registraron una menor
concentracién de N foliar tras 58 dias bajo condiciones de enriquecimiento variable de CO, (-10%)
frente a las medidas realizadas en R (tabla 10). Esta reduccion esta dentro del rango 10-15% (Kant
et al., 2012). No se observo efecto del CO, sobre el contenido de N foliar a los 155 dC, al igual que
lo observado en el contenido de almiddn.

Se ha sugerido que los cambios en el metabolismo foliar causado por elevadas
concentraciones de CO, estan relacionados con alteraciones en el estado del N en las hojas (Kim et
al., 2006; Leaky et al., 2009; Sanz-Saez et al., 2010). Los resultados obtenidos han mostrado que la
concentracién foliar de N podria contribuir a la variacion de la actividad fotosintética foliar medida
a elevadas concentraciones de CO, (figura 15). La limitaciéon de N suele estar relacionada con la
aclimatacién de la fotosintesis bajo periodos prolongados de enriquecimiento carbdnico (Sun et
al., 2002). Algunos autores atribuyen el descenso de la concentracién de N a la incapacidad de
absorcion de N a la misma velocidad que aumenta la acumulacién de carbohidratos (Hungate et
al., 2003; Norby et al., 2001) o a una limitacién progresiva de N (Luo et al., 2004; Reich et al.;
2006). El descenso de N puede verse mitigado por una fertilizacidon nitrogenada (Yin, 2002). En
este estudio, la concentracién de N presente en hoja aumentd cuando se aportd una fraccién de
N como NH,"

La estrecha coordinacion entre la actividad fotosintética y la demanda de C por los drganos
sumideros estd documentada en diferentes especies (de Groot et al., 2003). Sin considerar el nivel
de salinidad o la fuente de N en la soluciéon nutritiva, los resultados obtenidos en el experimento |
mostraron que la mayor actividad fotosintética bajo enriquecimiento variable de CO,, comparado
con las condiciones de referencia (figura 13), inicialmente estaba acompafiada de una mayor
demanda de sumidero por parte de los frutos (Figura 16). Sin embargo, la diferencia de demanda
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de sumidero entre los tratamientos de CO, desaparecio a los 133 dC de la exposicion a elevadas
concentraciones de CO,. En este sentido, Sanz-Saez et al. (2010) indicaron que tras largos periodos
de exposicién a elevadas concentraciones de CO, el desarrollo de érganos sumideros se reduce.
Una concentracién elevada de CO, provoca inicialmente una estimulacién y formacién de
sumideros adicionales para utilizar los fotoasimilados extra, pero posteriormente hay un cambio,
de manera que, estos se destinan al almacenaje mas que al crecimiento (Arp 1991). En el
experimento |, la falta de diferencias entre tratamientos de CO, en la demanda de sumidero
observada a los 133 dC podria haber limitado la capacidad para usar los fotoasimilados extra
producidos en las plantas enriquecidas. Esta limitacion de sumidero podria haber contribuido a la
aclimatacién fotosintética detectada a los 135 dC. Qian et al. (2012) sugerian que la elevada
concentracién de CO, no causaba la inhibicion “feed-back” de la fotosintesis en los cultivos con
alta produccidn, con suficientes sumideros (frutos) para utilizar los asimilados extra.

5.2. Evaluacion de la fuente de nitrégeno aportada en la solucién nutritiva como estrategia para
mejorar el rendimiento de un cultivo de pimiento en condiciones de enriquecimiento carbdnico.

El enriquecimiento carbdnico mejord la bioproductividad final del cultivo de pimiento,
especialmente en la fraccion de fruto, de acuerdo a los resultados de Alonso et al. (2011)
obtenidos en dicha especie bajo condiciones mediterrdneas similares. Este efecto ademas mitigd
parcialmente la reduccion de la produccidn (total y comercial) causada por alta salinidad, de
acuerdo a los resultados encontrados en cultivo de tomate por Li et al. (1999) y Lorenzo et al.
(2013). Conroy y Hocking (1993) observaron como la tasa de crecimiento de las plantas
desarrolladas bajo niveles elevados de CO, podria verse limitado por el N disponible.

El efecto del enriquecimiento carbdnico en la reducciéon del contenido de nutrientes en
diferentes tejidos de plantas desarrolladas bajo estas condiciones esta ampliamente
documentado. Segura et al. (2001) y Sanchez-Gonzalez (2014) observaron una reduccion del
contenido de nutrientes en un cultivo de pepino y tomate respectivamente desarrollado bajo
enriquecimiento carbdnico. Esta reduccién varia segun el érgano de la planta y del ciclo de cultivo.
Peet et al. (1986) observaron una reduccién drastica de todos los elementos presentes en los
tejidos durante el crecimiento vegetativo y generativo de un cultivo de pepino con aporte de CO,,
especialmente la concentracidon de Ca. Los resultados de este estudio han puesto de manifiesto
una reduccién significativa en el contenido de N y K extraido por la fraccion HOJA en el cultivo
desarrollado bajo enriquecimiento variable de CO, (figura 19) coincidiendo con los resultados
obtenidos por Alonso (2011) para un cultivo de pimiento. La relacidn entre los nutrientes extraidos
y aportados para los elementos estudiados fue de un 50% menor que los resultados obtenidos por
Sanchez-Gonzalez et al. (2014) para un cultivo de tomate desarrollado en condiciones similares a
las nuestras.

La absorcién y asimilacion del N en forma de NOs;™ pueden verse reducidas en condiciones de
salinidad alta (Botella et al., 1994) y de enriquecimiento carbdnico (Bloom et al. 2002). En el
experimento |, el uso de una pequefia fraccién de NH," como fuente de N incrementé inicialmente
el crecimiento vegetativo (en ausencia de frutos), en coherencia con la mejora de la actividad
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fotosintética, respecto al uso exclusivo de NOs; como fuente de N, reduciendo asi también el
efecto negativo de la salinidad y confiriendo al cultivo un mayor potencial productivo. Sin
embargo, este beneficio inicial del crecimiento vegetativo por el uso de amonio no permanecio
durante la fase generativa e incluso el efecto llegd a ser perjudicial en combinacidon con
condiciones de alta salinidad.

El efecto del enriquecimiento carbdnico variable sobre la produccién mostré una evolucion
segun la cual una vez alcanzada una ganancia maxima se produjo una reduccion del efecto
positivo, lo cual es coherente con la pérdida observada en la capacidad fotosintética a alta
concentracién de CO, por el proceso de aclimatacion. Otros autores han encontrado que la
influencia del enriquecimiento carbdnico sobre la produccion fue mayor durante las primeras
fases del periodo generativo en tomate (Yelle et al., 1990), pimiento (Nederhoff, 1994) y pepino
(Sanchez-Guerrero et al., 2005). La mayor ganancia en produccidon debida al enriquecimiento
carbdnico se encontré en plantas desarrolladas a baja CE y con aporte de NH," en la solucidn
nutritiva. Esto es consistente con el aumento de concentracion de N en las hojas bajo esas
condiciones y su relacidn con la mayor tasa fotosintética medida a alta concentraciéon de CO,.
Ademas, estas condiciones causaron un retraso (23 dias) en la pérdida de estimulacion de la
produccidn (figura 18a) lo que sugiere un retraso en la aparicidn de la aclimatacién fotosintética. El
efecto positivo del uso de NH," podria estar relacionado con el aumento en la asimilaciéon de N
(Bloom et al., 2010; Cruz et al., 2014) porque la maxima estimulacién del crecimiento a elevada
concentracién de CO, requiere N adicional para maximizar la asimilaciéon de C (Kant et al., 2012).
Xu et al. (2002) reportaron una estimulacion de la asimilacion de N y un aumento de la produccién
total en pimiento cuando una parte del N aportado fue como NH,". Por el contrario, bajo
condiciones de elevada salinidad, se observé un efecto negativo del uso de NH," sobre la ganancia
maxima de produccién, lo cual podria estar relacionado con una limitacién de otros nutrientes
como el calcio, cuya absorcidn es inhibida en estas condiciones (Navarro et al., 2005). El estrés
salino reduce la asimilacion de NOs (Botella et al., 1994) y una fertilizacion combinada con NO;’
/NH," podria ser beneficiosa en condiciones de salinidad; sin embargo, existen diferencias entre
los niveles éptimos para diferentes especies (Sandoval-Villa et al., 1999) y condiciones climaticas.

A nivel de produccion comercial, la mayor incidencia de blossom end rot (BER) en los frutos
desarrollados con aporte de NH," (tabla 11) contribuyd a que no hubiese diferencias significativas
entre tratamientos de fuente de N en la solucién nutritiva. Bar-Tal et al. (2001), en condiciones de
enriquecimiento carbdnico observaron un incremento en la incidencia de este desorden al variar
la relacién entre NO;/NH,". Pifiero et al. (2017) observaron una reduccién del contenido mineral,
especialmente Ca, Cu, Mg, P y Zn, presente en los frutos cuando estos fueron desarrollados con un
aporte de NH," en la solucidn nutritiva. Ghoname et al. (2009) observaron que el contenido de Ca
y Mg se vio reducido cuando aumentaba la proporcién de NH," en la solucién nutritiva, lo que
sugiere una competencia entre NH," y estos minerales en el cultivo de pimiento.

Segun Giuffrida y Leonardi (2012), la cantidad de nutrientes aplicados en relacién a diversos
parametros de los sistemas productivos va a determinar la eficiencia del uso de los nutrientes. De
esta manera, la eficiencia en el uso de los nutrientes, como el nitrégeno entre otros nutrientes, se
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puede calcular de diferentes formas (Fageria y Baligar, 2005). En este documento se han calculado
la eficiencia medioambiental (EMA) y la eficiencia productiva (EP) con el fin de conocer la
eficiencia del uso de los diferentes nutrientes, basandonos en los trabajos de Contreras et al.
(2013); Yasour et al. (2013) y Fageria (2014).

Segun Yasour et al. (2013), la eficiencia medio ambiental (EMA) de un nutriente corresponde
al porcentaje del nutriente en cuestién absorbido por la planta respecto del total aplicado en Ia
solucién nutritiva. Maximizando esta eficiencia reducimos el impacto ambiental generado por la
aplicacion excesiva de fertilizantes. En nuestro estudio, el aporte de enriquecimiento carbdnico
mejord de manera significativa la EMA de los elementos estudiados (tabla 13). La incorporacion de
una fraccién de amonio en la solucién nutritiva resultd en variaciones de la EMA para cada uno de
estos elementos, obteniéndose solo una mejora de la misma en el caso del N. Contreras (2014)
observd variaciones de la EMA en diferentes cultivos, entre ellos el pimiento, al variar la
concentracién en la composicion de la solucidn nutritiva empleada en la fertirrigacidn, llegando a
observar una disminucién de dicha eficiencia al aumentar el aporte de fertilizantes.

El estudio de la eficiencia productiva de los nutrientes (EP) nos permite conocer el porcentaje
de nutriente absorbido por el fruto en relacién al total de nutriente absorbido por la planta
(Segura et al., 2009, Contreras et al., 2013). Este indicador es de gran importancia al estudiar
directamente la proporcidon que va destinada a fruto, que en el caso del pimiento es el érgano
consumible.

Aungue en nuestro estudio los valores de EP (tabla 14) fueron inferiores a los resultados
obtenido por Contreras (2014) para el cultivo de pimiento (39-45% para el N y 40-47% para el K), el
aporte de CO, mejoré de manera significativa dicha eficiencia.

Dependiendo de la dosis de nutrientes empleadas, se han observado variaciones en la
proporcién de N y K destinadas a la parte generativa y vegetativa de las plantas, siendo mayor el
porcentaje de N y K de la parte vegetativa cuando existe un excesivo aumento de la fertilizacion de
NK en detrimento del fruto (Contreras, 2014). En nuestro trabajo, el aporte de una fraccion de
amonio en la solucién nutritiva se tradujo en una menor EP, respecto al uso exclusivo de NO3,
paraN, K, Cay Mg.

El aporte de CO, durante el experimento | resulté en una mayor eficiencia en el uso del agua
aportada (WUEs) en condiciones de baja salinidad (tabla 12) respecto al valor obtenido en CO
(23%) siendo este incremento similar a los obtenidos por Alonso (2010) y Baba et al. (2006) en un
cultivo de pimiento en invernadero mediterraneo (25% y 26% respectivamente). Asi mismo, los
resultados obtenidos en condiciones de alta conductividad en el agua de riego, mostraron un
aumento de la eficiencia (+10%) en el uso del agua aportada en condiciones de enriquecimiento
carbdnico. Sanchez-Gonzalez et al. (2016) observaron que el enriquecimiento carbdnico en el aire
del invernadero mediterraneo dio una mayor eficiencia tanto en el uso del agua aportada como
absorbida en cultivo de tomate RAF, independientemente de las condiciones de salinidad.
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Del mismo modo, en este estudio Sanchez-Gonzalez et al. (2016) no observaron una mejora
en la eficiencia en el uso del agua absorbida (WUEu) en condiciones de salinidad. En nuestro caso,
tampoco hemos observado dicho incremento de la eficiencia en condiciones de alta salinidad
(tabla 12). Tanto WUEs como WUEu no mejoraron mediante el aporte de una fraccién de amonio
en la solucién nutritiva.

5.3. Estrategias para la mejora de la eficiencia del enriquecimiento carbénico en invernadero
mediterraneo

La eficiencia media del aporte de CO, realizado en el experimento |, referida a su asimilacion
en materia seca vegetativa (EAygs) v generativa (EAgen) en el cultivo con solucién nutritiva de
referencia (SN1y B-EC), fue aproximadamente del 1% y 4% respectivamente, valores que son del
mismo orden, aunque inferiores, a los descritos bajo condiciones similares de enriquecimiento
carbdnico en cultivo de pepino (EAves= 2% y EAgn= 6%) (Sanchez-Guerrero et al., 2005) y en
pimiento (EAgen=7%) (Alonso, 2011). Asi mismo, la pérdida de eficiencia, referida a ambas
fracciones, observada en la ultima fase del cultivo también estd descrita en pepino por Sanchez-
Guerrero et al. (2005), quienes la relacionan con la posible aclimatacion del cultivo a condiciones
de enriquecimiento carbdnico.

El aporte de CO, durante el experimento |, vinculado a la ventilacidn, supuso en condiciones
de baja salinidad una eficiencia del aporte respecto al rendimiento productivo de 1,3 kg fruto kg™
de CO, aportado. Alonso (2011) obtuvo resultados similares siguiendo esta estrategia.

Segun Nederhoff et al. (1994), la mejora de la eficiencia de la aplicacién de CO, puede
llevarse a cabo mediante la optimizacién de la aplicacién del enriquecimiento carbdnico, o bien a
través de la modificacion de la relacion fuente/sumidero del cultivo para aumentar la cantidad de
CO, asimilado. Los estudios realizados en invernaderos de clima mediterraneo sobre la aplicacién
del enriquecimiento carbdnico del aire han puesto de manifiesto el interés de la técnica por la
mejora que supone a nivel de productividad y eficiencia en el uso de agua, si bien es cierto que la
eficiencia de la técnica es susceptible de mejora, tanto a nivel de precisién de las consignas
seguidas como mediante la aplicacion de técnicas de cultivo que permitan adecuar la relaciéon
entre fuente y sumidero de asimilados (Sdnchez-Guerrero et al., 2010). Por otra parte, mejorar
esta eficiencia pasaria también por un mejor control de las diferentes variables climaticas en el
invernadero mediterraneo que permitiera eludir las situaciones de estrés (efecto factor limitante).

5.3.1._Reduccion del aporte de CO, mediante el cese anticipado de la aplicacion.

Los resultados obtenidos en el experimento | permitieron establecer la fase de cultivo en la
que se produjo el proceso de aclimatacién fotosintética en el cultivo de pimiento con
enriquecimiento carbdnico variable, entre el comienzo de la reduccién en la ganancia productiva y
la fecha en la que se detectd la pérdida en la estimulacion fotosintética a alto CO,. Por término
medio esta fase se podria situar entre los 110 y 135 dC. El cese del aporte de CO, en la atmédsfera
del invernadero una vez alcanzada esta fase es una de las estrategias planteadas en este trabajo
para mejorar su eficiencia. Esta estrategia permitio reducir la pérdida de la eficiencia en la fijacién
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fotosintética de CO, de las plantas enriquecidas a largo plazo, observdndose una mayor tasa
fotosintética foliar a elevada concentracién de CO, en las plantas tras 28 dias desde el cese de la
aplicacion, en comparacién con las que continuaron con el aporte durante todo el ciclo (figura 24).
Estos resultados estan en linea con los obtenidos por Sasek et al. (1985), que indican que la
pérdida de tasa fotosintética tras un periodo de exposicion a elevadas concentraciones de CO, en
un cultivo de algodén puede ser revertida mediante la exposicidn a concentraciones ambientales
de CO, (350 umol mol™).

Las determinaciones realizadas durante el experimento Il no mostraron diferencias
significativas en la produccién entre el invernadero donde se aporté CO, de manera variable
durante todo el ciclo respecto al que se cesé el aporte en la fase de aclimatacion (tabla 18). Este
hecho pudo estar relacionado con la menor capacidad fotosintética observada en las plantas que
continuaron en condiciones enriquecidas con CO, una vez alcanzada la fase de aclimatacién.

El cese anticipado de la aplicacién de CO, en uno de los invernaderos (P), supuso una
interesante reduccion del gasto total de CO, aplicado respecto a R, como se muestra en el
apartado 4.2.2.3.2, observandose en este Ultimo una pérdida de la eficiencia respecto a la
asimilacién muy dréstica en la fraccion generativa a partir de 150 dC que estaria en linea con la
aclimatacién fotosintética del cultivo observada también en el experimento | después de 135 dias
de aplicacidn de enriquecimiento carbdnico.

Esta estrategia mejoré la eficiencia respecto al rendimiento productivo en un 32% (1,8 y 1,3
kg fruto kg™ CO, en P y R respectivamente). Sin embargo, en términos econémicos, No supuso
ninguna ventaja.

5.3.2. Adecuacidn de la relacidn fuente/sumidero mediante el manejo de poda a nivel de frutos.

Thomas y Strain (1991) indicaron que cuando las plantas expuestas a elevado CO, tienen
limitaciones para incrementar la potencia de sumidero, éstas disminuyen su tasa fotosintética
para equilibrar la actividad de la fuente de C y la capacidad de suministro. En este sentido la
ausencia de diferencias en la potencia de sumidero observada en el experimento | entre
tratamientos de CO, a los 133 dC podria haber limitado el uso de los fotoasimilados adicionales
producidos en las plantas enriquecidas (figura 16), contribuyendo a la aclimatacién fotosintética
detectada a los 135 dC.

La reduccién de la poda habitual de frutos realizada en el experimento Il en el tratamiento 2F
propicid inicialmente un aumento de la produccién precoz (147 dC) respecto a la poda de
referencia (1F). Este efecto podria estar relacionado con la menor pérdida de la estimulacion
fotosintética a elevada concentracion de CO, observada después de 160 dC en el cultivo 2F
respecto al 1F. Estos resultados estdn en linea con los de Qiang et al. (2012) quienes observaron la
ausencia de reduccidon de la actividad fotosintética en cultivos de tomate desarrollados bajo
condiciones de elevado CO, con un numero elevado de frutos en desarrollo, capaces de consumir
los asimilados extras generados. En la misma linea esta la mayor respuesta al enriquecimiento
carbdnico obtenida por Nederhoff (1994) en plantas de tomate sin poda de frutos.
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En cultivo de pimiento esta descrita una reduccion del SLA en atmodsferas con elevada
concentracién de CO, (Nederhoff, 1994) que podria relacionarse con la acumulacion de asimilados
en las hojas cuando se aumenta la relacidn fuente/sumidero. Al final del experimento Il no se
observé un efecto significativo de la restriccion de poda de frutos sobre el SLA de plantas
enriquecidas, al contrario del aumento que cabria esperar de un mayor equilibrio
fuente/sumidero; Nederhoff (1994) encontrd en cultivo de tomate una mayor respuesta del SLA al
cambio en la densidad de tallos que a la poda de frutos y en este sentido Alonso (2011) obtuvo un
aumento del SLA al incrementar el nimero de tallos por planta en pimiento con enriquecimiento
carbdnico, lo que indica que dicha estrategia de poda parece ser mas eficiente que la reduccion de
la poda de frutos en la adecuacién de la relacion fuente/sumidero de asimilados en atmdsferas
enriquecidas con CO,.

La produccién de fruto final (total y comercial) no se modificé de manera significativa con el
cambio en la estrategia de poda de frutos, debido a que el mayor nimero de frutos obtenido en el
tratamiento 2F, respecto a 1F, se compens6 por su menor peso medio. Alonso (2011), obtuvo
mayor produccion final de pimiento enriquecido al aumentar la densidad de tallos presentes.
Marcelis et al. (2004) observaron que los frutos en desarrollo inhiben el crecimiento vegetativo y
la formacién de nuevos frutos, manteniendo constante la capacidad de los sumideros durante
periodos largo de tiempo, y aunque la asimilacion de CO, y la cantidad de asimilados disponibles
sea abundante, la cantidad de asimilados demandada por los sumideros es mas o menos fija, lo
que limita la adaptaciéon de la demanda de los sumideros. En el experimento Ill, obtuvimos un
mayor numero de frutos en 2F respecto 1F, pero el peso de estos frutos fue menor en dicho
tratamiento (tabla 21).

La eficiencia respecto al rendimiento productivo (kg fruto kg™ CO,) fue similar entre
tratamientos, no observandose una mejora significativa al aumentar el nimero de frutos
presentes. Los valores fueron del mismo orden que los obtenidos en los experimentos anteriores
en los tratamientos C1/SN1/CE-B (Exp.l) y R (Exp.ll). Por el contrario, Alonso (2011) obtuvo
mejores resultados con una estrategia de poda para aumentar la densidad de 2 a 3 tallos.
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6. Conclusiones

1. El aporte variable de CO, en invernadero mediterraneo siguiendo una estrategia vinculada
a la ventilacién aumenta la actividad fotosintética del cultivo de pimiento y, por
consiguiente, incrementa la produccion final. Asi mismo, el enriquecimiento carbdnico
mitiga los efectos negativos sobre la bioproductividad derivados del uso de agua de riego
salina.

2. Después de una aplicacién a largo plazo, el aporte variable de CO, muestra una pérdida de
sus beneficios asociada a la reduccién progresiva de la estimulacién fotosintética a
concentracion alta de CO,, fendmeno conocido como aclimatacién fotosintética,
independientemente de la CE de la solucidn nutritiva aportada.

3. La tasa fotosintética medida a una concentracion elevada de CO, muestra una relacidn
mas estrecha con la limitacidn en la concentracion foliar de N que con la acumulacidn de
carbohidratos no estructurales.

4. A baja salinidad, el uso de una pequefia fracciéon de NH,* como fuente de N en la solucién
nutritiva permite inicialmente mantener una mayor concentracion de N en las hojas,
respecto al uso exclusivo de NOs’, mejorando asi la actividad fotosintética y por tanto el
crecimiento vegetativo. Sin embargo, a largo plazo esta estrategia no mitiga la
aclimataciéon a elevada concentracién de CO, en términos de reduccion en fotosintesis,
aunque los resultados sobre el rendimiento productivo indican que esta via de fertilizacion
nitrogenada podria ser una estrategia para retrasar el proceso de aclimatacién cuyo
estudio deberia continuar.

5. El cese anticipado del aporte de CO, cuando el cultivo presenta aclimatacién fotosintética
permite revertir el proceso de manera que las hojas, tras 28 dias de exposicién a baja
concentracién, mejoran la respuesta fotosintética frente al aumento en la concentracion.
Esta estrategia supone una reduccion del aporte total de CO, sin afectar significativamente
a la produccidn final obtenida en el cultivo de pimiento, lo que supone una mejora de la
eficiencia global del CO, aportado.

6. El manejo de poda a nivel de fruto en cultivo de pimiento, bajo las condiciones climaticas
del invernadero mediterrdneo, afecta a la produccién precoz, obteniendo mejores
resultados cuando se permite el desarrollo de 2 frutos por nudo en vez de uno solo, sin
embargo, esta estrategia no supone una mejora en el equilibrio de la relacidn
fuente/sumidero de asimilados en atmésferas enriquecidas de CO, y no muestra efecto
sobre la produccion final.
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El cese de la aplicacidon del enriquecimiento carbdnico, una vez alcanzada la fase de
aclimatacidn del cultivo de pimiento, permite mejorar la eficiencia respecto al rendimiento
productivo; sin embargo, el posible beneficio econdmico de la aplicacion dependerd del
precio de la fuente de CO,.
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