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Europa invierte en las zonas rurales

1 INTRODUCCION. RESUMEN TECNICO

Se ha culminado con éxito técnico del Proyecto titulado “"MELLORA DO CULTIVO DA ESPECIE
AUTOCTONA DE SABUGUEIRO PARA A OBTENCION DE EXTRACTOS RICOS EN COMPOSTOS
BIOACTIVOS (SAMBUCUS GO)” en el que han sido finalizadas las Tareas previstas en las diferentes
actividades enmarcadas en cada uno de los objetivos planificados: i) Optimizar el cultivo ecolégico
de la especia autdctona S. Nigra aplicando estrategias de manejo agrondmico que permitan
alcanzar niveles superiores de compuestos bioactivos en flores y frutos, ii) Demostrar el incremento
de productividad asociado al cultivo de Sabugueiro derivado de las mejoras en la multiplicacion del
material vegetal, el injertado y el disefio de las plantaciones. Identificacion de variedades autoctonas
en Galicia y norte de Portugal, iii) Optimizar la calidad del fruto y mejora de la composicién de
compuestos bioactivos en hojas y frutos mediante la aplicacion de estrategias de manejo
agronémico relacionadas con la poda, la respuesta al riego y la fertirrigacion. Estandarizacion del
control de calidad de frutos por NIR, iv) Desarrollar la primera guia de cultivo de Sabugueiro en
Galicia, v) Establecer los criterios basicos para el disefio de una plantacion de Sabugueiro autoctono
y, vi) Divulgar y transferir al sector los resultados que permitan poner en valor el cultivo ecolégico
fomentando las practicas agricolas sostenibles a pequeia escala.

Dentro de las actividades del Proyecto, durante el hito 1, VEIGAS DE SABUGUEIRO en colaboracién
con la USC (Universidad de Santiago de Compostela), iniciaron algunas de las tareas
correspondientes a la Actividad 1, que incluyen el estudio de multiplicacion del material vegetal
(Tarea 1.1), los estudios del injerto del material autdctono (Tarea 1.2) y se inicié el estudio de disefio
de plantaciones de alta y baja densidad (Tarea 1.3). También durante el hito 1, en colaboracién con
ANFACO-CECOPESCA, se iniciaron algunas de las tareas correspondientes a la Actividad 2, que
incluyen los trabajos para la comparacion de los patrones principales de compuestos presentes en
bayas y flores de salco (Tarea 2.1) y se comenzo con la puesta a punto de su determinacion (Tarea
2.3).

Durante el hito 2 continuaron las tareas correspondientes a la Actividad 1, se llevaron a cabo las
acciones de multiplicacion de material vegetal (Tarea 1.1), los estudios de injerto de cultivo
autéctono (Tarea 1.2), llevandose a cabo técnicas de injerto en verde en distintas épocas del afio,
consiguiéndose la preparacion adecuada del brote a injertar. Ademas, se continud con los trabajos
referentes a la revision bibliografica y realizacién de contactos y visitas a zonas donde existen
plantaciones regulares de Sabugueiro para los estudios de disefio de cultivo relacionados con las
plantaciones pilota de alta y baja densidad (Tarera 1.3). En cuanto a la Actividad 2, se han llevado
a cabo trabajos relacionados con los estudios a la poda (Tarea 2.1) sobre un total de unas 150
plantas de la plantacion que posee Veigas de Sabugueiro en Vilar de Santos. También se han
disefiado dos tipos de microaspersion para llevar a cabo los estudios de respuesta la riego (Tarea
2.2). Ademas, se ha puesto a punto la determinacion de flavonoides en bayas de salico mediante
HPLC y se utilizaron dos métodos espectrofotométricos para la determinacién de la capacidad
antioxidante. Se ha analizado la calidad de las flores de los diferentes ejemplares determinandose
su contenido promedio de compuestos fendlicos y se ha estudiado el efecto inmunomodulador
mediante Epiintestinal (Tarea 2.3). En base a los resultados del hito 1, se han recogido datos
espectrales y se ha realizado el analisis de variabilidad existente para los diferentes parametros
(Tarea 2.4). En lo que se refiere a la promocion de la idea del Proyecto, durante el Hito 2, se han
llevado a cabo, las tareas de promocion en ferias y redes sociales , ademas de los grupos de trabajo
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creados en la USC, el grupo operativo la participado en el webminar “Alimentos funcionales del
laboratorio a la empresa” y en el grupo de trabajo del Proyecto de Bioeconomia Forestal para el
desarrollo del Proyecto “"Desarrollo de nuevas estrategias de valorizacién del bosque mixto atlantico
en espacios naturales protegidos de Galicia y Asturias (MIXTURANDO)".

Durante la tercera anualidad, se han finalizado los trabajos de la Actividad 1y de la Actividad 2.
Finalizaron las tareas para la multiplicacién de la materia vegetal, de técnicas de injerto en verde,
los estudios de disefio de cultivo tanto de plantaciones piloto de alta densidad como de baja
densidad. Ademas, finalizaron los estudios de respuesta a la poda, de respuesta al riego y la
fertirrigacion. En cuanto a la monitorizacion de compuestos bioactivos en funcion de las
condiciones de cultivos, se determiné que la CIANIDINA-3-SAMBUBIOSIDO es la antiociocianina
mas abundante en las bayas del Sabugueiro y se estudié su capacidad antioxidante, observandose
tendencias en los valores obtenidos en base a los tratamientos de cultivo aplicados a las muestras
(tipo de poda, tipo de ramificacion, tipo de riego o de fertilizacion). Ademas, con el objetivo de
poner en valor el caracter saludable del zumo de baya de sauco se ha estudiado el contenido en
determinados minerales y vitamina C, realizdndose un estudio de alegaciones nutricionales (Alto
contenido en, fuente de...) y pardmetros de etiquetado saludable y las menciones a posibles
alegaciones de salud en base a la legislacién vigente (Reglamento CE 432 del 2012 y sus posteriores
modificaciones; Reglamentos CE 1169 del 2011 y 2283 del 2015). Finalizaron los ensayos de
determinacion de la capacidad antiflamatoria del zumo de baya de sauco. Durante esta Ultima
anualidad, ademas, finalizaron los estudios de aplicacion de tecnologia de espectrometria roja
cercana (NIR) para analizar compuestos bioactivos en bayas de sauco. Finalmente, en lo que se
refiere a la promocion del Proyecto, durante el Hito 3, han continuado las tareas de promocién en
ferias y redes sociales, ademas de en los grupos de trabajo creados en la USC. El grupo operativo,
ha participado en el Obradoiro “Posibilidades do cultivo de Sabugueiro en Galicia” y ha realizado
unas jornadas de verano tituladas “O Sabugueiro, cultivo, propiedades y procesado”.

Se ha dado una leve desviacion en el cronograma previsto, ampliandose en un mes el desarrollo
del Proyecto, ya que debido a las fuertes precipitaciones registradas en primavera del 2024 en
Galicia y concretamente en la zona donde se desarrolla el Proyecto y debido a la propia
temporalidad del Sabugueiro, la maduracion de la baya se ha visto retrasada u no ha podidp ser
recogida para su analisis hasta finales del mes de agosto de dicha anualidad. En este sentido, los
estudios relacionados con el analisis de contenido en compuestos bioactivos de las bayas de
Sabugueiro (Tarea 2.3.), se han visto aplazados, por lo que se solicité una ampliacion del plazo de
finalizacion del Proyecto de 30 dias. El traslado de dicha fecha no ha afectado al desarrollo del
Proyecto.
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2 OBJETIVOS DEL PROYECTO

La potencialidad del aprovechamiento del sabugueiro se fundamenta en la disponibilidad
garantizada de un producto de calidad que cumpla los parametros tecnoldgicos y sanitarios
adecuados. La escasa tradicion de cultivo en Galicia, a pesar de la calidad indiciaria del material
autéctono, obliga a la elaboracién de un plan de seleccion, propagacién y conocimiento del cultivo
que garanticen su adecuacion al producto de destino. La consecucion de estos objetivos en una
especie lefiosa implica la puesta en marcha de un plan ambicioso y multiaccién, que requiere un
ensamblaje técnico de los resultados parciales de las distintas acciones. VEIGAS pretende estudiar
el desarrollo fisiolégico y el proceso de maduracion de los frutos de Sabugueiro autoctono en
Ourense, con el fin de determinar las mejores condiciones agrondmicas para la multiplicacion, el
injerto y el disefio de nuevas plantaciones de cultivo ecoldgico. Considerando que la composicion
en compuestos bioactivos puede verse afectada por multiples factores, se profundizara sobre
determinados aspectos del manejo agronémico (poda, riego y fertirigacién) y su influencia sobre la
presencia de compuestos fendlicos y antocianinas en las diferentes partes de la planta, que seran
analizados empleando técnicas no destructivas de analisis (NIRS). Los resultados del proyecto seran
ampliamente difundidos a través del CRAEGA con el objetivo de fomentar el cultivo de Sabugueiro
que garantice la conservacién y explotacion sostenible en Galicia, proporcionando para ello una
Guia practica de cultivo, asi como desde la USC, con la puesta en marcha de un curso de verano
para la formacién del alumnado.

El objetivo general del proyecto SAMBUCUSGO es, optimizar el cultivo ecoldgico de la especie
autéctona de S. nigra aplicando estrategias de manejo agrondmico que permitan alcanzar niveles
superiores de compuestos bioactivos en flores y frutos.

Los objetivos técnicos intermedios y especificos del Proyecto son los siguientes:

- OBJETIVO 1. Demostracion del incremento de productividad asociado al cultivo de sabugueiro
derivado de las mejoras en la multiplicacion del material vegetal,el injertado y el disefio de las
plantaciones.

- OBJETIVO 2. Optimizacién de la calidad del fruto y mejora de la composicion de compuestos
bioactivos en hojas y frutos mediante la aplicaciéon de estrategias de manejo agronémico
relacionadas con la poda, la respuesta al riego y a la fertirigacion.

- OBIJETIVO 3. Desarrollar la primera Guia de cultivo de sabugueiro en Galicia.

- OBIJETIVO 4. Establecer los criterios basicos para el disefio de una plantacién de sabugueiro
autéctono.

- OBJETIVO 5. Divulgacién y transferencia al sector de los resultados que permitan poner en valor
el cultivo ecoldgico fomentando las practicas agricolas sostenibles a pequefia escala.

Durante los meses que comprenden el Proyecto SAMBUCUSGO, se han abordado de forma integral
los cinco objetivos propuestos, finalizando las Actividades 1 y 2, ampliandose en un mes el
desarrollo del Proyecto (octubre 2024), en base al diagrama de Gantt previsto en la Memoria de
solicitud de los Grupos Operativos de la Asociacién Europea de la Innovacion (AEl) y el Fondo
Europeo Agricola de Desarrollo Rural (Feader) en el marco del Programa de desarrollo rural (PDR)
de Galicia 2014-2020 (MR331B)del plan de innovacion (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Diagrama de Gantt previsto vs real.
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Actividad 1. MULTIPLICACION DE MATERIAL VEGETAL Y
ESTUDIOS DE DISENO DE PLANTACION

T1.1. Multiplicacién del material vegetal
ST1.1. Recogida del material vegetal

ST1.2. Propagacion por estaca lefiosa en campo

ST1.3. Propagacion por material verde en mesa de
propagacion

ST1.4. Propagacion por estaca semilefiosa en mesa de
propagacion

ST1.5. Propagacion por estaca semilefiosa en campo H o| o . . . . . . . . . .| e ef . . . . . . A

T1.2. Estudios de injerto del cultivo autéctono

ST1.2.1Técnicas de injerto en verde

ST1.2.2. Técnicas de injerto en invierno

T1.3. Estudios de diseiio de cultivo

ST3.1. Disefios de plantaciones piloto de alta densidad

ST3.2. Disefios de plantaciones piloto a baja densidad

Actividade 2. ESTUDIOS DE MANEJO AGRONOMICO
PARA LA OBTENCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

T2.1. Estudios de respuesta a la poda
T2.2. Estudios de respuesta al riego y a la fertirigacion

T2.3. Monitorizacion de compuestos bioactivos en
funcién de las condiciones de cultivo.

T2.4. Aplicacion de tecnologia de espectrometria roja
cercana (NIR) para andlisis de compuestos bioactivos en : °
las bayas. !
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T2. Divulgacion de los resultados del proyecto o|o|o|oe|o|o]|e]|e|e
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3 DESCRIPCION DE ACTIVIDADES REALIZADAS

Actividad 1. Multiplicacién de material vegetal y estudios de diseiio de plantacion

Estado: Finalizada (100%)

Tarea 1.1. Multiplicacion del material vegetal

Subtarea 1.1.1 Recogida del material vegetal:

Durante las tres anualidades de duracion del SMABUCUSGO, se han realizado tareas relativas a la
recogida del material vegetal. A continuacion se describen dichas tareas por anualidades:

Anualidad 2022: Se realiza recogida de material a principios de marzo de clones de sabugueiro
y sabugueira propiedad de Veigas de Sabugueiro que se encontraban enraizados en Viveros
Brana desde hace un afio. Asi mismo se recogen estacas y estaquillas lefiosas de diversas
procedencias: clones de interés comercial facilitados por el promotor: Aldo (AL), Elias (EL), Prado
(PR), Canastro (CA), Tumbados (TU) y Jose (JO). Se recoge también algun otro material localizado
por el equipo de investigacién que se ha considerado de posible interés: Marisa (MA). A
mediados de mayo y mediados de julio se recoge material de los mismos clones anteriores, esta
vez estaquillas semilefiosas y estaquillas herbaceas respectivamente.

Anualidad 2023: Se realiza recogida de diverso material vegetal (estacas, estaquillas lefiosas y
estaquillas en verde) en distintas épocas del afio de los clones de sabugueiro (SO) y sabugueira
(SA) propiedad de Veigas de Sabugueiro que se encontraban enraizados en Viveiros Brafia
desde hace dos afios. Asi mismo se recogen otros clones de interés comercial facilitados por el
promotor: Aldo (AL), Elias (EL), Prado (PR), Canastro (CA), Tumbados (TU) y Jose (JO).
Anualidad 2024: Se realiza la recogida del material vegetal a partir de los ejemplares
implantados en la finca de practicas de la EPSE de San Fiz. Se recogen estacas, estaquillas y
esquejes de sabugueiro (SO) y sabugueira (SA), Aldo (AL), Elias (EL), Prado (PR), Canastro (CA),
Tumbados (TU) y Jose (JO).

Subtarea 1.1.2 Propagacién por estaca lefiosa en campo:

A continuacion, se describen los trabajos de propagacion por estaca lefiosa en campo llevados a
cabo durante el desarrollo del Proyecto:

Anualidad 2022: Se ensaya esta técnica como método de plantacion directa en campo con el
fin de conseguir plantaciones mas econdmicas y con menor trabajo. Se basa en el potencial de
multiplicacion de esta especie. Los objetivos de estos ensayos preliminares buscan la
instalacién de planta madre que permitan suministrar material vegetal suficiente para futuros
ensayos, disponer de ejemplares préximos con el fin de estudiar la fenologia, comparar la
capacidad de multiplicacién de estacas de diferentes procedencias y comparar la capacidad de
multiplicacion en funcion del tipo de estaca. El4 de marzo de 2022 se planta material enraizado
de dos clones (sabugueiro y sabugueira) con el fin de tener material vegetal para los futuros
ensayos. Se ensaya la capacidad de arraigo de estacas en funcion del origen, comparando un
total de 7 clones diferentes. La plantacion se realizé el 4 de marzo de 2022 en la finca de
practicas de San Fiz de la EPSE de Lugo, sobre eras de 1 m de ancho protegidas por un
acolchado de plastico negro y con instalacion de riego por goteo y tubo plastico protector. Los
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clones utilizados fueron seleccionados a partir de varias visitas de campo y se corresponden con
las siguientes denominaciones: Prado Flor, Tumbados, Canastro, Casa José Flor, Casa Elias Flor,
Aldo y Marisa. Esta ultima fue plantada el 17 de marzo. El 25 de marzo se colocaron protectores
a todas las plantas. El 11 de marzo de instala un nuevo ensayo con el fin de estudiar las
diferencias entre diferente material vegetal del mismo clon. En concreto se plantan estacas
pequefas, medianas y grandes del clon Julian. El marco de plantacién fue de 30x30 excepto
en Sabugueiro y Sabugueira que fue de 40x40. Ademas, se especifica el n°® de ejemplares de
cada clon. Se ha obtenido una supervivencia razonable.

- Anualidad 2023: Se contintda con el ensayo de estacado en campo del afio anterior. El 2 de
febrero de 2023 se plantan de estaca lefiosa en bancal de tres clones (SA, SO y AL) en la finca
de practicas de San Fiz de la EPSE de Lugo, sobre eras de 1 m de ancho protegidas por un
acolchado de plastico negro y con instalacion de riego por goteo, con 14 plantas/clon. El marco
de plantacion fue de 30x30 excepto en Sabugueiro y Sabugueira que fue de 40x40. La plantacién
fue exitosa y sirvio para suministrar material clonal para el resto de ensayos de multiplicacion

- Anualidad 2024: Con dos repeticiones en afios consecutivos se considera finalizado el ensayo
de propagacion por estacado directo en campo.

Subtarea 1.1.3 Propagacién por material verde en mesa de propagacion:

A continuacién, se describen los trabajos de propagacion por material verde en mesa de
porpagacion llevados a cabo llevados a cabo a lo largo del desarrollo del Proyecto:

- Anualidad 2022: Esta metodologia se ensaya por su elevado potencial en multiplicacion y la
expectativa de buena capacidad enraizamiento. El material de estaquillas herbaceas se toma
en dos épocas (19 mayo y 19 de julio) realizando una clasificacion en dos calibres (de 1 a 3 mm
y mayor de 3 mm) longitud aproximada 20 centimetros con cada 1 de los clones objeto de
estudio. En el ensayo ha incluido fundamentalmente los clones de interés comercial facilitados
por el promotor, asi como algun otro material localizado por el equipo de investigacion que se
ha considerado de interés. La segunda de las épocas de estaquillado presenta un ligero mejor
aspecto. Tras su corte el material se prepara en campo y se traslada debidamente refrigerado
e hidratado hasta las mesas de enraizamiento colocandose de inmediato en las mismas. Se
procedio al levantamiento de esta repeticion en invierno, tras la caida de hoja. Se registrod
supervivencia, numero de raices, longitud de la raiz, calibre y longitud de la estaquilla.

- Anualidad 2023: El material de estaquillas herbaceas se toma en primavera (4 de mayo)
realizando una clasificacion en dos calibres (de 1 a 3 mmy mayor de 3 mm) longitud aproximada
20 centimetros con cada 1 de los clones objeto de estudio (SA+SO+AL+PR+CA+TU+JO). Se
realiza un ensayo doble, uno con hormona de enraizamiento y otro sin ella, con 20 plantas por
clon. Tras su corte el material se prepara en campo y se traslada debidamente refrigerado e
hidratado hasta las mesas de enraizamiento colocandose de inmediato en las mismas. Vista la
experiencia del afio anterior, a los dos meses se procede a su levantado y toma de datos:
supervivencia, numero de raices, longitud de la raiz, calibre y longitud de la estaquilla.
Posteriormente se traspasa a tiestos algunas de estas estaquillas para realizar seguimiento de
su evolucién.

- Anualidad 2024: Se replican los ensayos de multiplicacion del afio anterior. Tras la exitosa
implantacion de la planta madre, se obtiene el material directamente de los ejemplares
plantados en la finca de practicas de la EPSE de San Fiz. Se plantan 15 esquejes de cada uno de

pax. 8 de 97



los clones seleccionados: sabugueiro (SO) y sabugueira (SA), Aldo (AL), Prado (PR), Canastro
(CA), Tumbados (TU) y Jose (JO).

Subtarea 1.1.4 Propagacion por estaca semilefiosa en mesa de propagacion:

A continuacion, se describen los trabajos de propagacion por estaca semilefiosa en mesa de
propagacion llevados a cabo durante el desarrollo del Proyecto:

- Anualidad 2022: Esta metodologia se ensaya como alternativa a la propagacion de estaca lefiosa
para estudiar una posibilidad de multiplicacién rapida y poco sofisticada de material de base. El
material consiste en estaquillas semilefiosas de 10 a 25 mm con una longitud aproximada de
25 ¢cm en un numero 20 unidades en cada 1 de los clones objeto de estudio. En el ensayo se
han incluido los clones de interés comercial facilitados por el promotor, asi como algun otro
material localizado por el equipo de investigacién que se ha considerado de posible interés. La
obtencion del material se realiza en dos épocas, 19 mayo y 20 de julio, para discriminar posibles
diferencias en su aptitud a la multiplicacion. Tras su corte el material se prepara en campo y se
traslada debidamente refrigerado e hidratado hasta las mesas de enraizamiento colocandose
de inmediato en las mismas. La supervivencia y comportamiento fue superior que el de las
estaquillas herbaceas. Algunos de los materiales también presentan un problema de deterioro
caulinar de la zona enterrada similar a un chancro y también se ha observado una respuesta
aparentemente buena de emision de raices de las que es preciso determinar su calidad y
regularidad en el levantamiento. Se procedi¢ al levantamiento de esta repeticidén en invierno
tras la caida de la hoja.

- Anualidad 2023: El material estaquillas semilefiosas de 10 a 25 mm con una longitud aproximada
de 25 cm en un ndmero 20 unidades en cada 1 de los clones objeto de estudio. En el ensayo se
han incluido los clones de interés comercial facilitados por el promotor
(SA+SO+AL+PR+CA+TU+JO). Se realiza un ensayo doble, uno con hormona de enraizamiento
y otro sin ella, con 15 plantas por clon. La obtencion del material se realizé en tres épocas:
invierno (2 de febrero), primavera (4 de mayo) y verano (7 de julio). Tras su corte el material se
prepara en campo y se traslada debidamente refrigerado e hidratado hasta las mesas de
enraizamiento colocandose de inmediato en las mismas. Vista la experiencia del afio anterior a
los dos meses se procede a su levantado y toma de datos: supervivencia, numero de raices,
longitud de la raiz, calibre y longitud de la estaquilla. Posteriormente se traspasa a tiestos
algunas de estas estaquillas para realizar seguimiento de su evolucion.

- Anualidad 2024: El material consiste en estaquillas semilefiosas de 10 a 25 mm con una longitud
aproximada de 25 cm en un nimero 20 unidades en cada 1 de los clones objeto de estudio. En
el ensayo se han incluido los clones de interés obtenido del campo de plantas madre
establecido los afos anteriores (SA+SO+AL+PR+CA+TU+JO). Se realizan ensayo doble, uno
con hormona de enraizamiento y otro sin ella, con 15 plantas por clon. La obtencion del material
se realizd en dos épocas: invierno (5 de febrero) y primavera (6 de mayo). Tras su corte el
material se prepara en campo y se traslada debidamente refrigerado e hidratado hasta las mesas
de enraizamiento colocandose de inmediato en las mismas. Toma de datos a los dos meses:
supervivencia, numero de raices, longitud de la raiz, calibre y longitud de la estaquilla.
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Subtarea 1.1.5 Propagacién por estaca semilefiosa en campo:

En relacidn a la propagacion por estaca semilefiosa en campo, se han realizado las siguientes tareas:

Anualidad 2022: Se ensaya esta técnica como método de plantacion directa en campo, similar
al ensayo descrito anteriormente de estacas. La plantacién en campo de estacas semilefiosas, si
bien tiene un mayor riesgo debido a las caracteristicas propias de este material vegetal, permite
un mayor rendimiento de las plantas madre y permitiria seleccionar el método de poda mas
adecuado de las mismas en funcién del material vegetal deseado. El 19 marzo y 20 de julio se
plantan estaquillas semilefiosas, en sendas réplicas, procedente de Celanova y Vilar de Santos.
Se plantan en el segundo bancal con caracteristicas similares al anterior (ver epigrafe 1.1.2). El
marco de plantacién es de 20x20. Las variedades plantadas son: Aldo (4 lineas), Tumbados (4
lineas), Canastro (6 lineas), Prado Flor (6 lineas), José Flor (4 lineas), Elias Flor (5 lineas). Hubo
una deficiente supervivencia de las plantas del ensayo.

Anualidad 2023: Se replica el ensayo del afio anterior. La obtencion del material se realiza en
dos épocas: invierno (2 de febrero) primavera (4 de mayo) y verano (pendiente de realizar en
septiembre) para discriminar posibles diferencias en su aptitud a la multiplicacion. El material
consiste en estaquillas semilefiosas de 10 a 25 mm con una longitud aproximada de 25 cm en
un numero 20 unidades en cada 1 de los clones objeto de estudio. En el ensayo se incluyen los
clones de interés comercial facilitados por el promotor (SA +SO+AL+PR+CA+TU+JO).
Anualidad 2024: En vista de los resultados de los ensayos anteriores no se repite un tercer afio
el ensayo.

Subtarea 1.1.6 Propagacion por estaca semilefiosa en bandeja sobre distintos substratos:

A mayores, se realizaron los siguientes trabajos que no estaban contemplados en el diagrama de
Gantt presentado en la solicitud:

Anualidad 2023: Se ha realizazo este ensayo a mayores, consistente en propagacion de estaca
semilefiosa de tres clones (SA, SOy AL) en bandejas con dos sustratos diferentes (uno de 100%
arena y otro de 50% arena + 50% turba). Para ambos se realiza un tratamiento con hormonas
de crecimiento y otro sin ellas, con 5 repeticiones por tratamiento. A los dos meses se procede
a su levantamiento y toma de datos: supervivencia, numero de raices, longitud de la raiz, calibre
y longitud de la estaquilla. Posteriormente se traspasa a tiestos algunas de estas estaquillas para
realizar seguimiento de su evolucién.

Anualidad 2024: Se replica el ensayo del afio anterior. Se propaga estquilla semilefiosa de tres
clones (SA, SOy AL) en bandejas con dos sustratos diferentes (uno de 100% arena y otro de 50%
arena + 50% turba). Para ambos se realiza un tratamiento con hormonas de crecimiento y otro
sin ellas, con 5 repeticiones por tratamiento. A los dos meses se procede a su levantado y toma
de datos: supervivencia, numero de raices, longitud de la raiz, calibre y longitud de la estaquilla.
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Tarea 1.2. Estudios de injerto del cultivo autéctono:

Subtarea 1.2.1 Técnicas de injerto en verde:

Reproduccién por semilla:

- Anualidad 2022: Al objeto de ver la viabilidad de reproduccion por semilla y su posible traslado
a campo como material porta injertos, se adquieren dos lotes de semillas que con fecha
09/03/2022 se disponen a estratificar en nevera. Con fecha 26/05/2022 se realiza la siembra de
las semillas estratificadas. El resultado obtenido ha sido que no ha germinado ninguna, algo
que ya se habia recogido en la revision bibliografica.

- Anualidad 2023: Se recogen semillas congeladas de Veigas de Sabuguiero que tras su limpeza,
con fecha 31/03/2023. Se realiza la siembra en bandeja una con las semillas directamente y
otras separandolas previamente por flotacién. El resultado obtenido ha sido similar al del afio
anterior, no ha germinado ninguna en los tratamientos estandar, algo que ya se habia recogido
en la revision bibliogréafica, sin embargo en semillas matenidas en refrigerador en camara
humeda por un aiflo y medio se ha producido una germinacion de aproximadamente un 80 %
de brotaciones muy débiles.

Trasplante a tiesto:

- Anualidad 2022: Con objeto de poder realizar ensayos de injerto, tanto verde como en seco, el
09/03/2022 se trasplantan a macetas plantas de los clones sabugueiro y de sabugueira
suministradas por Veigas de Sabugeiro, las cuales se encontraban enraizadas en “Vivero Brafia”
(Esgos-Orense). El origen de estas plantas son estacas obtenidas en plantaciones del norte de
Portugal (con estas denominaciones son localmente conocidas), las cuales un afio antes se
dispusieron para su enraizamiento en vivero.

Pruebas de injerto en verde:

- Anualidad 2022: Debido al fracaso de la germinacion de las semillas y a que los propios vigores
de las plantas trasplantadas a tiesto desaconsejaban realizar en ellas los ensayos de injerto
previstos, se decide realizar pruebas de auto injerto en ejemplares autéctonos. Con fecha
11/05/2022 se realizan autoinjertos en distintos ejemplares. Se realizan un total de 24 injertos
tipo "inglés”, realizados por dos personas distintas (12+12). El resultado obtenido es que
ninguno de ellos ha sido viable.

- Anualidad 2023: Para la ejecucion del injerto se han seleccionado puas /estaquillas de
consistencia herbacea y médula no esponjosa en aspecto vitreo con un nudo, del que se han
eliminado los foliolos de la hoja, persistiendo los peciolos. Se han insertado en el brote del
portainjertos mediante injerto de cuia simple y el atado con un plastico especial resistente a la
humedad y capaz de dilatar sin problema. Se realizan distintas pruebas en distintas épocas, en
concreto en las siguientes fechas: 26 de abril, el 1 de junio, con 5 pruebas sobre los clones ALy
JO . También el 8 de junio se realizan injertos en chip sobre los clones AL y JO. Los resultados
en estos casos han sido sin éxito. En otras pruebas de rebrotes de planta silvestre en auto-
injerto, dia 6 de junio, se realizan 10+8 en dos cepas rebajadas con brotes de distinta
consistencia y edad y en esta el éxito ha sido del 80%. La clave del éxito ha sido:
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o Preparacion adecuada del brote a injertar, con posicion de crecimiento vigoroso y, cé-
modo para la ejecucion del injerto, bien hidratado y nutrido y sin heridas.

o La eleccién muy precisa del momento de injertada con material que ha de estar en es-
tado de médula vitrea comprobandose que cuando ésta ha pasado a un estado mas
esponjoso generalmente el fracaso esta asegurado

o Atencion a la eliminacion de rebrotes de yemas competidoras con el injerto en el tiempo
posterior a la ejecucion de éste en funcién del vigor y situacién climatica de la planta,
pero al menos una vez por semana. Ha de procederse al desmote de competidoras al
menos durante el primer mes mes y medio y de esta forma se garantiza una respuesta
satisfactoria del injerto en verde.

| Anualidad 2024: En vista de los resultados obtenidos el afio anterior, se centra el ensayo de

injerto en material con médula en estado vitreo. Para ello el 22 de marzo se recepan ejem-
plares en la finca de San Fiz con el fin de proveer de rebrotes adecuados para ser utilizados
como hipo y epibiontes. El éxito es del 82%. A las claves del éxito del afio anterior cabe
ahadir dos precauciones:

o Evitar el uso de material con médula algodonosa.

o Evitar la fase de corteza sensible donde se produce un facil desprendimiento de la

misma.

Las puesta en practica de esta técnica en condiciones adecuadas y con la vigilancia
continuada en cuanto al control de la brotacion de yema inferiores consigue un éxito
considerable (entre un 80 y 90%) si se realiza en las condiciones adecuadas. Por tanto es un
método de eleccién cuando durante la ventana propicia, en torno a 2 semanas, se dispone
de plantas bien preparadas y se pueden realizar los injertos en condiciones de planta sin
estrés por agua, y dénde es importante también que no se den circunstancias de alta
insolacion y viento por lo que puede ser conveniente la instalacion de tubos protectores.

Subtarea 1.2.2 Técnicas de injerto en invierno:

| Anualidad 2023: En invierno, se recoge material para el injertado en diversas localizaciones,
en concreto de Lugo, Cervantes y Antas de Ulla, las cuales se conservan en nevera. Se
realizan distintos tipos de injertos en distintas localizaciones y en diversas fechas y
combinando el material de distintas procedencias:
Se concluye que la fase mas adecuada para el injerto del salico es el estado herbaceo / vitreo,
sobre el que se incidira en la injertada del 2024. El prendimiento ha sido muy escaso. Las
claves del escaso éxito, tras realizar injertos con otro tipo de material y en otra época son
los siguientes: Debido al gran vigor del salco es necesario le eliminacién frecuente de
rebrotes que compiten con el injerto. La médula algodonosa existente en la madera lefiosa
y semilefiosa es un inconveniente importante para un buen tallado de los biontes.

Tarea 1.3. Estudios de diseio de cultivo:

Subtarea 1.3.1 Disefio de plantaciones piloto de alta densidad:
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Se ha realizado en este apartado los trabajos referentes a la revisidén bibliografica sobre esta
cuestion que se recoge en la guia del cultivo de Sabugueiro. También se han realizado contactos y
visitas a zonas donde existen plantaciones regulares y comerciales del cultivo para analizar in situ
las principales variables a tener en cuenta, asi como la observacion de los resultados alcanzados en
dichas experiencias. Las plantaciones observadas, ademas de las propias de Veigas de Sabugueiro,
estan ubicadas en la region norte de Portugal, y a tal objeto se han desarrollado una serie de visitas
ex profeso o relacionadas con estancias financiadas con otras fuentes en las cuales se ha
aprovechado para visitar explotaciones y establecer contactos con técnicos que han tenido en algun
momento un papel activo en la explotacién de las diversas formas de aprovechamiento del
sabugueiro en Portugal.

En este punto aparece una situacion anecdética desconcertante en torno al cultivo del Sabugueiro
en Portugal: por un lado existe una demanda de material vegetal para nuevas plantaciones en la
zona costera proxima a Porto e incluso mas al sur, hacia la zona del interior de Aveiro; y por otro, al
mismo tiempo, se aprecia que en el Valle de Barossa se atienden aquellas plantaciones tradicionales
en en buenas zonas de cultivo, plantaciones con algunos afos, pero las nuevas plantaciones,
normalmente en terrenos no muy adecuados, tienen dificultades por falta de atencién. Se han
desarrollado diversos sistemas de plantacion, alguno aumentando algo la densidad de plantacién.
En cualquier caso, estas plantaciones de mayor intensidad son nuevas y aun no han podido
demostrar su adecuacién y comportamiento productivo. Esta opcion de cultivo tiene que llevarse
a cabo en adecuadas condiciones desde el punto de vista ecolégico y donde también se disponga
de una infraestructura de cultivo suficiente a nivel de prestacion de servicios propios de
arboricultura ya que estamos hablando de una intensificacion que hace mas critica la situacion de
atencion de vida a este cultivo.

Subtarea 1.3.2 Disefio de plantaciones piloto de baja densidad:

Se han realizado en este apartado los trabajos referentes a la revision bibliogréafica sobre el tema
en cuestion. También se han realizado contactos y visitas a zonas donde existen plantaciones
regulares y comerciales del cultivo, fundamentalmente en Portugal en diversas zonas tanto de Tras-
os-Montes asi como en la zona de Lamego y Villarreal y zonas limitrofes donde se ha apreciado
una situacion muy diversa y poco definida, ya que, a pesar de los precios de la fruta de salco, y
debido quiza a la situacion de costes del actual sistema productivo impuesto, con un nivel complejo
de compatibilidad con el sistema tradicional de manejo por secado, hace que muchas de las
plantaciones jovenes menos productivas, por estar en zonas mas desfavorecidas y disponibilidad
de infraestructura, de apoyo como riego y con un nivel de entrada en produccién que la hace no
competitivas, se encuentren en una situacion de semi abandono lo que las puede poner en
compromiso de viabilidad.

Estas visitas han permitido analizar in situ las principales variables a tener en cuenta, asi como la
observacion de los resultados alcanzados en dichas experiencias. Las plantaciones observadas,
ademas de las propias de Veigas de Sabugueiro, estan ubicadas en la region norte de Portugal.
Entendemos que otro enfoque, el de plantaciones del centro o centro-norte de Europa puede
facilitar una comprension de aspectos productivos claves.

Respecto este punto, es sorprendente la pujanza del cultivo en muchos paises de centro de Europa,
zona balcanicas y paises eslavos, asi como en Austria, Suiza, Dinamarca e incluso Suecia en donde
tenemos contactos, pero dénde debido a la distancia, extension y la falta de prevision para
desplazamiento, no hemos podido trasladarnos. Entendemos que el aprendizaje directo de las
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técnicas utilizadas en el resto de Europa puede ser muy interesante de cara a un futuro ya que es
muy posible que el sistema de cultivo pueda tener en ocasiones mas que ver, o adaptarse mejor,
con las técnicas y practicas que se llevan a cabo en estos paises centroeuropeos. Las variedades
actualmente mas desarrolladas en cuanto a cultivo en Galicia son las portuguesas, ya que, no se ha
indagado a nivel practico, sobre las posibilidades del material autéctono, por lo que se desconoce
el comportamiento de las variedades gallegas en plantacion regular intensiva. Estos aspectos
precisan de una programacion a mas largo plazo, para poder apreciar los resultados y
comportamientos de especies arboreas lefiosas, que no pueden estudiarse desde el comienzo en
proyectos tan cortos como el actual, donde mas bien el objetivo es una puesta a punto de las
técnicas en plantaciones ya establecidas, o estudios de técnicas de propagacion concretas, es decir,
fases de cultivo pero no exactamente un proceso de experimentacion, que tiene otro recorrido
temporal, pero que es fundamental, si se quiere animar a realizar plantaciones en caso de que se
consideren econdbmicamente de interés.

En la actualidad, el estudio de alternativas de disefios de plantaciones, se recoge en una guia
basica del cultivo del sabugueiro y un alumno de la EPSE ha colaborado con trabajos sobre zonas
posibles y costes derivados en funcién de la ubicacién en plantaciones de Sabugueiro.

Actividad 2. Estudios de manejo agronémico para la obtencion de compuestos bioactivos

Estado: Finalizada (100%,)

Tarea 2.1. Estudios de respuesta a la poda:

La poda constituye una técnica muy importante para el manejo de las especies lefiosas productivas
de una forma econdmicamente rentable, regular en la produccion, sin grandes alternancias y con
posibilidades de gestion que facilite la ergonomia y el manejo rentable de la explotacién de este
cultivo, asi como la sostenibilidad de las plantaciones, tanto en cuanto a la productividad de las
mismas, como a la longevidad y sanidad de los arboles.

Se partia de una situacién de desconocimiento en el manejo de esta especie, y las podas que se
habian practicado desde la instalacion de la plantaciéon habian conllevado a una situacion muy
desafortunada en cuanto al esqueleto de las plantas. No obstante, se inici6 ya en la primera
anualidad una poda que, al margen de intentar hacer un esqueleto basico y lo mejor posible,
permitiese el estudio de la respuesta de esta especie, el efecto de la poda y la adecuacion de las
variedades portuguesas a las condiciones de Vilar de Santos. Partiamos de un campo
supuestamente constituido por dos variedades aunque con posterioridad, al investigar sobre las
variedades portuguesas, tal como comentamos anteriormente, nos dimos cuenta de que no era
exactamente asi. A tal efecto se plantearon los tratamientos que se describen a continuacion

Se actud sobre un total de unas 150 plantas de la plantacién de Vilar de Santos, definiendo tres
tratamientos:

| T testigo: No podar. Se marca con banderola naranja

| Ssuave: Se dejan el 50 % de las ramas totales que tenga (sumando las del afio y las
florecidas). Se marca con banderola rosa.

| D Duro: Se dejan el 30 % de las ramas totales que tenga (sumando las del afio y las
florecidas). Se marca con banderola azul.
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Dicho planteamiento, se ha mantenido a lo largo de las 3 anualidades por coherencia pero siempre
intentando ajustar a la mejora del esqueleto.

Por otro lado los viajes a Portugal han permitido conocer como se realizaba la poda de estas
variedades en las condiciones de alli y se ha visto que esta especie precisa de una poda en vaso en
un sistema tradicional de formacion de arboles no arbustivos con una forma mas o menos libre o
diferida y podas que garanticen los retornos para la continuidad al afio siguiente, siendo esta clave
en la garantia de la produccién del afo siguiente. A tal fin, es muy importante el equilibrio en poda
y se ha podido constatar que la respuesta de la misma en la calidad de los rebrotes es diferente
segun el tipo de poda utilizado.

Como conclusién basica se puede decir que el método de poda “testigo” de la parcela de Carabuias
en Vilar de Santos, mas proximo al desarrollo natural de la planta, conlleva una pérdida de
producciéon y calidad reduciéndose la cosecha en promedio y de forma independiente de la
variedad por debajo de un la mitad llegando a representar en condiciones similares solo un tercio
de las mas productiva.

Los resultados de los otros do tipos de poda (S y D) no fueron muy reveladores debido a la
heterogeneidad del material e historial del mismo y las incidencias climatoldgicas, sobre todo en la
primavera del aflo 2023 donde se sucedieron hasta 8 condiciones de helada afectando a las diversas
sucesiones de botones y flores de las plantas, lo que hizo que practicamente la productividad se
viese diezmada, una y otra vez, hasta la Ultima helada acontecida cerca de junio del afio 2023.

En el aflo 2024 las circunstancias han sido completamente diferentes. En primer lugar, hubo una
falta de frio, que hacia que la planta no tirase la hoja y, como se puede ver en el conteo de horas
frio, la acumulacion precisa se retrasa muchisimo, no aconteciendo las 900 horas supuestamente
hasta aproximadamente mediados de abril. Esto hizo que la brotacion/ floracién se halla extendido
enormemente y cuando ha subido las temperaturas, como se puede ver en el grafico lo que ha
acontecido, ha sido un agrupamiento de la floracién, de los distintos materiales vegetales presentes
en la finca, lo cual ha sido muy positivo desde el punto de vista de posibilidades de cuajado.

Se puede decir que, a pesar, de la heterogeneidad que hace que los estudios estadisticos no
permitan dar valores con alta significacion, se ha apreciado un efecto independientemente de la
variedad, en el que la poda ha tenido, unas consecuencias positivas de cara a la emision de flores,
el tamafio de las inflorescencias o paniculas y, de forma claramente diferenciada, con el tratamiento
de no poda.

Las diferencias entre los dos tratamientos de “poda severa” y “suave” no han sido muy significativas
fundamentalmente debido a la variabilidad, por causa del terreno, la afectacion en el cuajado por
la competencia con la vegetacion espontanea y la variabilidad del material de plantacion en si
mismo, en cuanto la fruta. El efecto mas destacable se debe fundamentalmente a las condiciones
que han concurrido en cuanto a la gestion de la finca de ensayos.

La diferencia en numero de flores y tamafio de las mismas si que ha sido observable al ser previo
al de fuerte competencia que se inica en la fase de cuajado de frutos, pero no se ha podido

pax. 15 de 97



contabilizarla adecuadamente, ya que esto precisa de un seguimiento y descripcién detallado de
las plantas de estudio, que ademas deberian de ser unidades homogéneas, para poder compararlas.

En cuanto al efecto sobre la produccién, aun siendo importante y mostrando resultados de
fructificacion, fundamentalmente en peso de los racimos de las inflorescencias, la diferencia
favorable a la poda severa, no es suficientemente diferente para permitir dar valores significativos,
y debido al mayor nimero de inflorescencias, en términos de cosecha el tratamiento de poda suave
arroja unos valores medios ligeramente superiores, donde si hay diferencia es en el agrupamiento
de resultados, ya que en la opcién de poda suave, ( eliminacidn del 40 % de los brotes nuevos hay
mas estabilidad independientemente de la situacion varietal y las cajas de datos son mas
concentradas, en el caso dela poda dura la respuesta al ser menor nUmero de ramas es mucho mas
dependiente del habito vegetativo y productivo del material vegetal.

En cualquier caso, el sistema de poda adecuado a aplicar, existiendo un efecto del tipo de poda en
cuanto a durez,a con las implicaciones que tiene en la iluminacion de la copa, induccion floral, y
eficiencia fotosintética debe adecuarse siempre a la variedad en concreto

Con la medidas de radiacion e indices de vegetacion por radiacion a través de satélites y de vuelos
de drones, se ha podido constatar que el manejo en el punto del cuajado ha sido critico para que
haya existido un elevado corrimiento de flor o caida precoz de frutos ya que las plantas debido al
crecimiento intenso de la vegetacion natural han sufrido un estrés nutricional e hidrico intenso que
ha generado la pérdida de la cosecha. Hasta los meses de junio-julio la previsién de cosecha era
muy interesante, pero se vio afectada por la imposibilidad de conseguir desbroces continuados en
la medida necesaria, dado que la empresa colaboradora no tiene medios propios para realizarla.

La poda una vez que la estructura se racionaliza puede realizarse con un buen rendimiento y con
unas consecuencias satisfactorias pero es importante equilibrar la adecuadamente para garantizar
los renuevos del afio siguiente y esta operacion tiene que estar debidamente coordinada con el
resto de técnicas, como son manejo del suelo o de la vegetacion espontanea y manejo de la
disponibilidad hidrica.

A nivel de Balance fotosintético no se han apreciado diferencias ostensibles , de nuevo debido a la
variabilidad de la parcela y el corto espacio de tiempo, para su adecuada seleccién, pero se ve que
la afectacion por la disponibilidad hidrica es el factor limitante.

Asimismo el potencial hidrico en hoja, y de tallo no mostré efectos significativos en cuanto al efecto
de la poda , ya que se alcanzaba facilmente el estado de marchitamiento produciéndose con
probabilidad el fenédmeno de cavitacién vascular como ocurre con algunas variedades de otras
especies, ante fuerte competencia por los recursos hidroloégico, como ha sido en caso ante la falta
de control dela vegetacién espontanea los datos de presion medidos , indicaban un limite entorno
a los 0°8 "9 Mpa recuperando se los arboles a saturacion en la medidas de potencial de base
( preamanecida o predown) en todos los casos, independientemente del clon y tratamiento , pero
con un potencial de tallo( o de medio dia) entorno los 4 kilopascales y enorme variabilidad intra
varietal e intratratamiento que se reflejaba de igual modo en los valores de fijacién de CO2 o de
eficiencia fotosintética.
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A nivel de datos de cosecha los datos del afo 2023 , son validos solamente a nivel de
caracterizacion de la fruta pero no a nivel productivo . en el aflo 2024, a pesar delas interferencias
de gestidn dela parcela . Ha puesto de manifiesto que el tratamiento testigo rindioé en torno a 375
g por planta (con una enorme variabilidad) y los de poda ligera (suave) E intensa (dura) 950y 970
g respectivamente de nuevo con una enorme variabilidad intertratamiento. En general y salvo algun
caso aislado son valores muy modestos y lejanos a la os valores de las plantaciones de Centro
Europa , pero que en este caso son perfectamente explicables de acuerdo con las incidencias
comentadas anteriormente. Respecto a la produccion de madera, lo que es interesante a nivel del
equilibrio vegetativo se aprecia curiosamente que la poda mas intensa genera una produccién
interanual mas baja de madera que la poda mas suave probablemente porque es probable exista
un mayor equilibrio vegeto productivo en estas circunstancias derivado de la mejor aireacion
iluminacion y respuesta en las brotaciones que permiten mas acumulo de reservas y desarrollo de
los brotes pero equilibrado con una mayor tasa de fecundidad.

Tarea 2.2. Estudios de respuesta al rieqgo y a la fertirigacion:

Estudios de respuesta la riego:

El Sabugueiro es una especie con un sistema radicular superficial y relativamente poco competitivo,
y que ademas, presenta, a priori , una elevada tendencia al embolismo xilematico por lo que
entendemos que el Estado deprimido de la plantacion, se debe, basicamente, al estrés hidrico que
presenta, por lo que el planteamiento de un dispositivo de riego pensamos que era de la mayor
importancia.

El estandar de aplicacion, normalmente debido a los volimenes y disponibilidades de agua y por
otro lado, por la limitacién energética, mas utilizado es el goteo, sin embargo, dadas las
caracteristicas radiculares del sistema del sabugueiro, se entendié que podria ser interesante
estudiar un riego de apoyo mediante micro aspersion, que favorece mas las zonas superficiales.
Para esto, se disel6 de una forma un poco innovadora dos tipos de microaspersion que
practicamente, dan lugar a una banda continua en la zona de proyeccion de la copa, con dos
caudales diferentes que van a suponer por lo tanto también dos dosis, puesto que se pretende
regar de forma subdptima, y controlando el avance del perfil de humedad y las consecuencias del
mismo en el cultivo, para ello se han dispuesto por lo tanto en los tratamientos ensayados dos tipos
de microaspesores uno de 27 L/hora y otro aproximadamente de la mitad unos 17 L /horay por el
otro lado una doble banda de goteo, al objeto de testar si es capaz de paliar mediante su eficiencia
el déficit hidrico relativo y también una banda simple que es el estandar comercial, pero que en
teoria basandonos en las caracteristicas radiculares de esta planta no seria el 6ptimo puntual .
Esto daria lugar a bulbos muy distintos y de eso deriva la necesidad de controlar el avance del flujo
del frente humedo .

Dada la caracteristica, de falta de disponibilidad de electricidad, la automatizacion de todo el
proceso, es compleja por lo tanto se ha optado por la utilizacion de un motor térmico y que se ha
arrendado a la empresa de servicios que lo va a operar, aportandolo directamente y que es capaz
de esta forma en aplicaciones discretas al ser capaz de aplicar la dosis precisa.

Cuando el dispositivo estaba practicamente listo para funcionamiento, dado que en la anualidad
2023 hubo tormentas tardias, se produjo una falta de suministro de agua o de disponibilidad de la
misma y el riego no ha podido funcionar hasta la anualidad 2024, por lo que, no se dispuso de
datos concretos validos relativos a la situacion, y al efecto de la planta hasta bien entrado el mes
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de agosto, en que se ha dispuesto de una fuente alternativa hidraulica para aplicar el riego; por lo
tanto el dispositivo montado deberia haber obtenido perfiles de potenciales hidricos ligados el
estudio del avance del frente hUmedo como se habia disefiado y correlacionarlo con los niveles de
potencial hidrico , eficiencia fotosintética, y esto con los valores de parametros en remoto NDVIy
MSAVI, una caracterizacion y una visualizacion de como afecta a los crecimientos y desarrollo dela
fruta, pero evidentemente no van a ser como si hubieran sido aplicados en momento de inicio de
estrés, y especialmente de cara a las fructificacion, ya que en los momentos mas criticos ha sido
justo cuando no se ha dispuesto de agua.

En la anualidad 2024, el problema ha sido diferente dado que aunque el dispositivo estaba listo y
se ha aplicado riego, se observaba en primer lugar que los dispositivos para deteccion del avance
del frente no estaban funcionando adecuadamente y que los niveles de estrés presente en la planta
en torno a los cero 8 megapascales. En las plantas que reflejaban esta situacion, presentaban un
crecimiento desmesurado de la vegetacién espontanea.

El sistema de riego por goteo era en estas circunstancias de falta de manejo de la vegetacion,
ventajosa respecto a los sistemas de microaspersion, el motivo fundamental consiste en que la
concentracion del goteo hace que exista un cierto flujo de agua que traspasa la barrera radicular
de la vegetacién espontanea, y que, el sistema radicular del arbol es capaz de aprovechar mientras
gue en un sistema con una capacidad extractiva radicular elevada por parte de la vegetacion
espontanea, los potenciales hidricos estaban practicamente al igual que en secano para la raiz del
sabugueiro, aprovechandose del riego exclusivamente la cobertura vegetal incontrolada esto se
refleja perfectamente en la imagenes MSAVI (Figuras 3.1 y 3.2) que figuran a continuacién en:
criticos en junio y a principios de agosto después de un desbroce el riego empieza a tener
consecuencias que se manifiestan en las imagenes, pero por un espacio breve de tiempo ya que la
vegetacion siguio creciendo de forma desmesurada.

Por lo tanto , a pesar de todas las incidencias, parece claro que la deficiencia de recursos hidricos
es el principal aspecto limitante, mas alla de las heladas primaverales, de la situacion de estas
plantaciones experimentales e iniciales por lo que es quiza la intervencion aplicada mas relevante.
Se puede concluir que, dadas las circunstancias acontecidas, hubiera sido interesante poder
prolongar este proyecto en el tiempo, dado que el plazo del mismo y, no va a ser el 6ptimo, para
obtener apreciaciones de los efectos del riego y de las diferencias entre las distintas tipologias de
riego aplicadas.
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Figura 3.1 MSAVI 02/06/2024, 06/062024, 18/08/2024 y 21/08/2024

Ensayo de riego. Valores indice MSAVI

0,65 o o o o o o o o o o o o o o o

06
055

05
045

04
035

03 o o o o o o o o o ° o o o o o

o ™ » ™ » oh e ™ o> o o> o o o >
qs\v ,;’\{L ‘,Lva ,{:()r "I,SV “'\\} v n;\‘/ QPAL r__b\‘ v fi'QL r]s\‘v ,\\;\\L "L‘\ v \r’\\)«
S v Na Ry N Sl & & $ ) & & Ny P &
Q) o o R P & W D 0 & K K3 W) & R
—MSAVI_Secano  —— MSAVI_Goteo MSAVI_Micro10  ——MSAVI_Micro2(0

Figura 3.2. Valores indice MSAVI obtenidos en el ensayo de riego
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Estudios de respuesta la fertirigacion:

En la visita realizada con técnicos portugueses, aprovechando la jornada en torno al cultivo de
Sabugueiro en el que se intercambio informacién con los técnicos de la zona mas importante de
cultivos de Europa, que es el norte de Portugal , en la anualidad 2023, se pudo apreciar que el
material que existe en la explotacion que es basicamente portugués , y de origen de la zona Val
Varosa.

En la visita se comprobd que aparecian sintomas compatibles con una situacién nutricional de las
plantas deficiente. A partir de este punto, se organizaron unos analisis foliares diagnosticos,
llegando a la conclusion de que la plantacidn tiene carencias en boro, manganeso, potasio, y sobre
todo nitrégeno y Molibdeno, a pesar de que se ha procedido a una fertilizacién organica, dado que
la finca esta en produccion de tipo ecoldgico. Se ha aplicado en dos formas, compuestos organicos
minerales aceptados en la produccién ecoldgica y se ha optado por férmulas ricas en nitrdgeno
fésforo potasio. Los resultados analiticos tanto de suelo como foliares, demuestran que en suelo
hay un nivel de alto de potasio calcio y fésforo y sin embargo, en cambio existe una carencia en
magnesio, manganeso, molibdeno, boro y especialmente en nitrégeno.

Estos resultados son compatibles con lo expresado anteriormente con respecto a la disponibilidad
de agua y obedece fundamentalmente a la competencia que ejerce la pradera natural
descontrolada en su crecimiento y que evita que el arbol absorba las cantidades necesarias,
especialmente de nitrégeno, generando carencias en el Sabugueiro y manifestandose a la hora del
cuajado de frutos. Todo esto se puede observar en la Figura 3.3, que revela el indice de vigor o
reflectancia de los niveles de HP vigor y actividad fotosintética

Ensayo de fertilizacion. Valores indice MSAV]

X
)
]
]
)
Q

Figura 3.3. Valores indice MSAVI obtenidos en el ensayo de fertilizacién
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Tarea 2.3. Monitorizacion de compuestos bioactivos en funcién de las condiciones de cultivo:

Actualmente, las bayas de salco estan siendo objeto de una intensa investigacién de mejora de su
cultivo para incrementar el contenido de antocianinas. La bioquimica de la maduracion del fruto
del salico es un programa genético que implica la degradacion de la clorofila, la biosintesis de
antocianinas y su acumulacién en vacuolas, con lo cual las bayas de sauco verdes abundan en
flavonoides y sodio, mientras las bayas de salico maduras registran las mayores concentraciones
de antocianinas. Es por eso, que a lo largo del desarrollo del SAMBUCUSGGO, se ha realizado una
monitorizacion de los compuestos bioactivos del fruto del Sabugueiro en funcion de las condiciones
de cultivo. A continuacion, se describen los trabajos realizados a este respecto en las diferentes
anualidades del Proyecto:

Estaba previsto la determinacién de CFT, flavonoides, antocianinas y carotenoides por métodos
espectrofotométricos de diferentes lotes de bayas en funcion de las condiciones de cultivo y poda
propuestas por USC y llevadas a cabo por VEIGAS en la parcela experimental. Sin embargo, la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) determina con mayor exactitud como se modifican los
valores de los diferentes compuestos a lo largo de la etapa de maduracion. En esta primera
anualidad se han comprado los patrones de los principales compuestos presentes en las bayas y
flores de salco y se ha comenzado a poner a punto su determinacion.

En la anualidad 2022, en un primer andlisis se han comparado 2 lotes de zumo de baya recogidos
en su punto 6ptimo de maduracion. Los perfiles en el contenido de compuestos fendlicos son
similares, exceptuando la epicatequina que es mucho mas elevada en uno de los lotes. En la
siguiente anualidad se profundizara en aquellos compuestos especificos del cultivar analizado.

Hloiel Lote 2

100
) I I
0 =]

catecnir epicachetin ferulic ac I ngen

1‘[:

nthalicac

Figura 3.4. Comparacion de compuestos fendlicos (ppb) en 2 lotes de zumo de baya
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Figura 3.5. Comparacién de compuestos fenolicos (ppm) en 2 lotes de zumo de baya

Ademas, se ha puesto a punto la determinacion de triterpenos totales, utilizando como patron el
acido ursolico, debido a su alto contenido en las bayas.
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Figura 3.6. Recta acido ursélico.
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En la segunda anualidad del SAMBUCUSGO, se ha puesto a punto la determinacién de los
flavonoides en bayas de satico mediante HPLC en varios lotes de zumos de bayas, proporcionados
por Veigas de Sabugueiro. Para dicho analisis se han adquirido los patrones de las principales
antocianinas y quercetinas presentes en las bayas de salco. La determinacién de las principales
antocianinas y quercitinas en las bayas de saulco se llevd a cabo mediante HPLC (Agilent 1260
Infinity, Palo Alto, CA, USA) acoplado a un detector AB SCIEX Triple Quad 3500 (AB Sciex, Foster City,
CA) equipado con una fuente de ionizacién electrospray (Turbo V™ en ionizacién positiva y
negativa). Como gas nebulizador y gas de colisién se empleo el nitrogeno y la adquisicién fue en
modo MRM. Se utilizé una columna C18, volumen de inyeccion de 5 5 L, flujo de 300 pL /min, fase
movil A. agua 0,1% acido férmico; fase movil B. acetonitrilo 0,1% acido férmico. Los resultados se
muestran en la Figura 3.7. Como se puede observar, la cianidina 3-sambubiésido es la antocianina
mas abundante.
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Figura 3.7. Principales antocianinas y quercetinas en zumo de baya de sauco

La determinacién del contenido en antocianinas de las bayas recolectadas en esta segunda
anualidad se llevo a cabo en muestras de bayas frescas y siguiendo el método del pH diferencial.
Se trata de una técnica espectrofotométrica que se basa en la capacidad del croméforo de estos
compuestos para experimentar transformaciones estructurales reversibles a diferentes pH, con las
consiguientes modificaciones en la absorbancia. Este método ha demostrado ser una de las formas
mas rapidas y simples de determinar el contenido total de antocianinas monoméricas de una
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muestra. Para ello, se utilizé un buffer de cloruro de potasio a pH = 1,0 y un buffer de acetato de
sodio a pH=4,5, y se midié la absorbancia a 500 y 700 nm. El total de antocianinas (mg/100g) se
calcul6 utilizando la siguiente formula:

A x MW x 1000/ (g x C)

Donde A es la absorbancia calculada como A = (Asoo — A700) pH1.0 - (Asoo— A700) pHas; MWy € son el
peso molecular y el coeficiente molar de extincion de la antocianina mas abundante en la muestra
y C es el factor de dilucion de las muestras en el buffer. Las antocianinas se pueden cuantificar con
un estandar externo, que habitualmente es la antocianina mas abundante en el mundo vegetal, el
cianidin-3-glucésido, cuyo peso molecular es MW = 449,2 y su coeficiente de extincién molar es ¢/
= 26900; o cualquier antocianina purificada.Las bayas una vez descongeladas se separaron de las
ramas y se homogeneizaron mediante ultraturrax durante 1 minuto. El material homogeneizado se
dividié en 3 lotes, para determinacién de azUcares totales por HPLC, para recogida de los espectros
NIR y para determinacién de compuestos y propiedades funcionales (antocianinas, antioxidante y
antiinflamatoria).

Figura 3.8. Procesado de las bayas

En el analisis previo de los zumos se concluyé que la antocianina mayoritaria era la cianidin-3-
sambubidsido. Por este motivo, se realizd una recta con el patron de esta antocianina y se calculd
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su coeficiente de extincién molar para determinar el contenido en equivalentes de glucésido 3-
sambubiésido de las bayas.

Los resultados en el contenido de antocianinas se muestran en la Figura 3.9. El contenido en
antocianinas expresado en equivalentes de cianidin-3-sambubiodsido es 1,6 veces mayor que el
expresado como cianidin-3-glucésido. La concentracién de antocianinas varid entre las muestras
desde los 2487 ppm hasta 12536 ppm (mg eq. Sambubidsido/Kg baya fresca) de las muestras SS-
6y J-16, respectivamente.

En la tercera anualidad (2024), el contenido en antocianinas de las bayas recolectadas se determind,
de nuevo, siguiendo el mismo método. En este caso, la antocianina mas abundante en las bayas de
sauco, determinada en la anualidad anterior y confirmada en esta anualidad mediante UHPLC, fue
la cianidina 3-sambubidsido. Para este estudio, se adaptd el método colorimétrico al recuento en
placa de 96 pocillos. Para ello, se realizé una recta patron con los patrones de antocianinas
comerciales disueltos en el tampdn utilizado para la determinacion a pH 1,5 y se calcularon los
coeficientes de extincién molar experimentales de cada una de las antocianinas, la cianidina 3-
glucésido y la cianidina 3-sambubidsido.

Las bayas, una vez descongeladas, se homogeneizaron mediante ultraturrax durante 1 minuto. El
material homogeneizado se dividié en 2 lotes, uno para determinacion de antocianinas y azlcares
totales por HPLC y propiedades antioxidantes, y otro para la recogida de los espectros NIR.

Los resultados del contenido en antocianinas determinado mediante el método del pH diferencial
de la anualidad 2024, se muestran en la Figura 3.10.

En esta tercera anualidad, complementariamente al método de pH diferencial, se ha determinado
el contenido en 3 antocianinas mayoritarias mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(UHPLCQ): cianidina-3,5-diglucésido, cianidina-3-sambubidsido, cianidina-3-glucésido y quercetinas:
rutina, quercetina-3-glucésido y quercetina. La determinacién de antocianinas mediante
cromatografia liquida se llevo a cabo utilizando un sistema HPLC Waters Alliance 2695 (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) acoplado a un detector dual de absorbancia Waters 2487 (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) En este caso, se utilizaron como patrones el cloruro de cianidina 3-
glucosido, el cloruro de cianidina-3- sambubiosido, la rutina, la quercetina 3-glucésido y la querce-
tina. Los resultados se muestran en la Figura 3.11 expresados en ug de antocianina por g de muestra.
La abundancia de las distintas antocianinas fue concordante en todas las muestras analizadas, de
forma que, en todos los casos, la antocianina mayoritaria en las fue la cianidina-3-sambubiosido,
de acuerdo con los resultados obtenidos en la pasada anualidad. La siguiente antocianina mds
abundante fue la cianidina-3-glucésido, antocianina mayoritaria en la naturaleza, excepto en la
muestra L7, donde la cianidina-3,5-diglucésido fue ligeramente mas abundante.
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Figura 3.9. Comparacién del contenido en antocianinas de las bayas, como equivalentes de cianidin-3-glucésido o cianidin-3-
sambubidsido

pax. 26 de 97



ppm (mg equivalentes/Kg baya fresca)

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

C3.SE

C5D0

SE

C7-SE-FN

C15-Sk

D1-GOT

Contenido en antocianinas

D6-D-0O-GOT

E1-MA1

E4-MA1L S —————————

F1-MA1L

L e—
G0 S O M A e —

< <

= =

Ie D e < A

~ vt % o

AT 0osa2 2

o - 0

N -
O

MA2 S ———————

A e —

(
H13-00
114-D-A

115S-0

MA2 —

MA2

A2

m Cianidina 3-sambubidsido

A

e ——————————
MA2

MA2

m Cianidina 3-glucosido

J14-D-O

L19-D-A

> )

«
Q R
o O
Q0O
s

016-D-A

017

<

P20-MA2
2

Q19-T-0-MA2 T ———

o >
Q P,
b X
“C O
= O«
s (7]
2 -

Figura 3.10. Comparacion del contenido en antocianinas de las bayas, como equivalentes de cianidin-3-glucésido o cianidin-3-
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Figura 3.11. Contenido en antocianinas y quercetinas de las muestras de bayas calculado
mediante UHPLC y expresado en pg/g muestra.
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Por otro lado, la quercetina mas abundante fue la rutina, con un valor promedio de 612+136 ppm.
Hay que destacar que esta quercetina no fue la mas abundante en la muestra J11, donde la
concentracién de quercetina-3-glucosido fue ligeramente superior a la de rutina. El tratamiento
correspondiente a la parcela donde se recogié esta muestra incluyé fertilizacion doble, asi como
riego mediante microaspersién con doble caudal. Es posible que este tratamiento influyera en la
concentracion de querecetina-3-glucdsido final en las bayas. Serian necesarios analisis adicionales
de los resultados para determinar si existe una relacion significativa entre el tratamiento y el
contenido en quercetina-3-glucésido en las muestras de bayas.

En la Figura 3.12, se compara el resultado de antocianinas en las bayas sometidas a diferentes
tratamientos agrondémicos. En general no se detectaron diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos. Solo en el caso del riego se detecté un mayor contenido en antocianinas
(t student p<0,05) en las bayas de las plantas de secano. Sin embargo, cabe destacar que el nUumero
de ejemplares analizados en cada tratamiento fue muy diferente por lo que seria necesario
confirmar esta tendencia observada en afios sucesivos.

pax. 29 de 97



14000 14000

12000 12000

e 10000 e 10000
a g

— 8000 — 8000
%] n
@ o

£ 6000 ‘£ 6000

8 4000 S 4000
< <

< 2000 2000

0 0

Severa (D Ligera (S) Sin Poda (To) Fuerte acrotonica (O) Débil basitonica (A)
Tipo de poda Ramificacion

14000 14000

12000 12000

__ 10000 — 10000
5 8000 &

> & 8000
2} 6000 n

e g 6000

g WL ; 4000
S 2000 8

& 0 £ 2000

Goteo (GOT) Microaspersion Microaspersion Secano (SE) 0

bajocaudal caudaldoble Sin fertilizacion Dosis doble (FD)  Fertilizacion normal
(MA1) (MA2) (FN)
Riego Fertilizacion

Figura 3.12. Resultados de antocianinas (expresados como valor promedio de equivalentes de cianidin-3-sambubioside y su desviacion
estandar) en funcion del tratamiento aplicado a la planta
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Tabla 3.1. Contenido en antocianina de las bayas en funcion del tratamiento aplicado a la planta.
Antocianinas

Ne " (mg equivalentes de cianidin-3-
= muestras

sambubioside/Kg baya fresca)

Poda

Severa (D) 16 8565 + 1484
Ligera (S) 6 8314 +950
Sin Poda(To) 8 9812+ 2065
Ramificaciéon

Fuerte acrotdnica (O) 19 8740 + 1664
Débil basitonica (A] 7 8441 F 1639
Riego

Goteo (GOT) 4 8881+ 2241
Microaspersion bajo caudal (MA1) 7 9678 + 821
Microaspersion caudal doble (MA2) 35 8635+ 1521
S€eCcano (SE) 15 10825 ¥ 1085
Fertilizacion

Sin fertilizacién 55 9376 + 1666
Dosis doble (FD) 5 8514 + 1788
Fertilizacion normal (FN]J T 9554

La determinacion cuantitativa de azicares se realiza mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) con deteccion de indice de refraccidon (RID). Se utiliza una columna de analisis de
carbohidratos (tipo amino NH2) 3.9x300mm, precolumnas Tipo NH2 de 10um 3.9x20mm y patrones
de los azucares (D(-) Fructosa, D(+) Glucosa anhidra, D(+) Sacarosa, D(+) Maltosa monohidratada,
D(+) Lactosa monohidratada) en concentraciones de entre 0,5 y 20 g/100 g. Para la separacion
cromatografica se utiliza un método isocratico con solvente de acetonitrilo y agua (75:25), 20 yL de
volumen de inyeccién, flujo de 2 mL/min y temperatura de 32°C.

En la Tabla 3.2, se recopila el contenido en azucares y antocianinas de las bayas. No se observa
relacion entre el contenido en azucares y el contenido en antocianinas. Los valores para la lactosa,
maltosa y sacarosa presentan concentraciones por debajo de 0,5 g/100g por lo que no se
consideran en el analisis. Estos compuestos seran aquellos que se intentaran predecir mediante el
uso de la tecnologia NIR y el calculo matematico.
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Tabla 3.2. Contenido en azlcares y antocianinas de las bayas.

i Antocianinas Antocianinas

Muestra Fructosa Glucosa  Azucares Totales (e e ETead qom e EEed
(8/100g) (e/100g) (2/100g) cyanidin-3-0-glucoside) Cyanidin 3-sambubioside)

MCO-5 1,6 £0,2 1,8 £0,2 3,3£0,3 7099 +332 11631 +615
H-1 1,1+0,1 2,0£0,2 3,1£0,3 5786 + 882 9125 +1380
B-4 0,9+0,1 1,3+0,1 2,2+0,2 6116 +178 9907 +361
c-21 1,5+0,2 1,8 0,2 3,340,3 5834 +252 9555 +263
Vs-C 0,9+0,1 1,2 0,1 2,0£0,2 3487 +190 5695 + 392
J-16 1,2+0,1 1,5+0,2 2,8+0,3 7292 +359 12536 693
Q12 0,8+0,1 1,2 0,1 1,9+0,2 4867 +21 7772 +186
0-13 1,1+0,1 2,0+0,2 3,1+0,3 5359 +182 8593 +505
SUS-1 4,2+0,4 4,9+0,5 9,1+0,9 2219 +68 3554 +£109
ALDO 2,9+0,3 3,904 6,8 0,7 3067 113 5278 +198
1 3,0£0,3 520,55 8,2+0,8 528323 8307 £20
J-17 1,4 +0,2 2,7+0,3 4,1+0,5 2920 +229 4847 +324
MC1-2 2,4+0,2 2,5+0,3 4,9+0,5 6912 £323 11398 +597
MC1-1 1,5+0,2 1,8 £0,2 3,3£0,4 6495 +275 10670 +588
MCO-3 2,1£0,2 3,9+0,4 6,0£0,6 5344 + 403 8671 +820
MCO-1 1,8 0,2 3,6+0,4 54+0,6 5842 +211 9693 +676
MCO-4 5,2+0,5 5,5+0,6 10,7 +1,1 6874 +131 11622 +137
SS-6 3,9+0,4 53+0,6 9,2+1,0 1491 +26 2487 £58

Para la determinacion de la capacidad antioxidante (CAO) se utilizé en la anualidad 2023 y en la
anualidad 2024, métodos espectrofotométricos Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) y
Oxigen Radical Absorbance Capacity (ORAC), en la anualidad 2023 de las 18 muestras de baya
recibidas y en la anualidad 2024 de 31 muestras de baya recibidas.

El método TEAC mide la capacidad de los antioxidantes de neutralizar el radical cationico ABTS®+,
que es un cromogeno soluble que se genera a partir de su precursor ABTS (2,2-azinobis- (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico)) en presencia de persulfato de potasio, el oxidante mas utilizado para
esta reaccion, tras un reposo de 12-16 horas en ausencia de luz. La cantidad de dicho radical
disminuye en presencia de compuestos antioxidantes donadores de electrones o de atomos de
hidrégeno, equilibrio determinado por la estructura del antioxidante y el pH del medio, y se mide
la disminucion de la absorbancia a 734 nm mediante cinética o punto final.

El método ORAC-FI, determina la CAO mediante un método fluorimétrico. Se basa en la oxidacion
de la fluoresceina (FI) por un radical peroxil-ROO generado por la descomposicidon térmica en
presencia de oxigeno del agente oxidante AAPH (2,2 '-azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro.
Mide la capacidad donante de atomos de hidrégeno de los antioxidantes y, por lo tanto, es un
método basado en transferencia de atomos de hidrégeno.

Los antioxidantes presentes en la muestra retrasan la oxidacién de la fluoresceina inducida por el
radical peroxilo, que conforme se va oxidando pierde la fluorescencia. Los radicales peroxilo son los
radicales libres predominantes que se encuentran en la oxidacion de lipidos en alimentos y sistemas
bioldgicos en condiciones fisiologicas.

En la Figura 3.13, se muestran los resultados obtenidos en la anualidad 2023 de la capacidad

antioxidante medida con el método TEAC, mostrando en valor numérico la suma de las actividades
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de las fracciones hidrofilica y lipofilica. Las muestras C-21, MC1-2 y MCO-4 exhibieron mayor
capacidad antioxidante total (165,8, 159,2 y 145,3 ymoles Trolox/g muestra, respectivamente), a
diferencia de las muestras ALDO y J-17, las cuales mostraron menor actividad antioxidante total
(53,3 y 50,7 umoles Trolox/g muestra, respectivamente). Por lo que tanto las bayas como las ramas
presentan propiedades antioxidantes. Ademas, como se puede observar, el caracter antioxidante se
debe principalmente a la presencia de compuestos hidrofilicos, en el que destaca la muestra C-21
por presentar mayor caracter antioxidante en comparacién con las deméas muestras (150,70 pmoles
Trolox/g muestra). En cuanto a las fracciones lipofilicas de las bayas, cabe resaltar que la muestra
MC1-2 presentd mayor capacidad antioxidante (28,8 pmoles Trolox/g muestra) en comparacion con
las demas muestras, que se mantuvieron por debajo de 19,0 umoles Trolox/g muestra.

En la Figura 3.14 se muestran los resultados obtenidos en la anualidad 2024 de la capacidad
antioxidante determinada por el método TEAC, como equivalentes de Trolox (umoles) por g de
muestra (homogeneizado de baya).

Los resultados muestran valores mas elevados y, por tanto, mayor capacidad antioxidante para las
muestras B9, C15, E4, O16, B4, F2, E1 y 1, que superan los 260 umoles equivalentes de Trolox por g
de muestra. Y las muestras con menor capacidad antioxidante resultaron ser la D3, la Q19 y la 114,
que no superaron los 180 pmoles equivalentes de Trolox por g de muestra. No se observan
tendencias en los valores obtenidos en base a los tratamientos de cultivo aplicados a las muestras
(tipo de poda, tipo de ramificacion, tipo de riego o de fertilizacion).

En la Figura 3.15, se muestran los resultados obtenidos de capacidad antioxidante determinada
mediante el método ORAC. Los resultados se muestran como equivalentes de Trolox (umoles) por
g de muestra.

Los resultados obtenidos para ORAC son, en general, mas altos que los obtenidos mediante TEAC.
Mediante este método las muestras con mayor capacidad antioxidante resultaron ser C15, E4, B9 y
B4, coincidiendo con TEAC. Y la que muestra menor capacidad ORAC es la muestra D3, al igual que
en TEAC, cuyo valor no alcanza los 250 pmoles equivalentes de Trolox por g de muestra. Si se
ordenan los valores obtenidos en base al sistema de riego empleado, puede observarse una
tendencia a incrementar la capacidad antioxidante en sistemas de riego de secano y de
microaspersion de bajo caudal. Seria necesario profundizar en el estudio de estas variables de riego
incrementando el nUmero de muestras analizadas para poder evaluar un efecto significativo del
tipo de riego sobre la capacidad antioxidante ORAC de las bayas.
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Figura 3.13. Actividad antioxidante TEAC de compuestos hidrofilicos (azul) y lipofilicos (amarillo) de las bayas. Los valores numéricos
indican la actividad antioxidante total (fraccion hidrofilica y lipofilica). Resultados expresados en umoles Trolox/g muestra.
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Figura 3.14. Actividad antioxidante TEAC de compuestos hidrofilicos de las bayas
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Equivalentes de Trolox (umoles/g muestra)
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Figura 3.15. Actividad antioxidante ORAC de compuestos hidrofilicos de las bayas
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ORAC en base al sistema de riego
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Figura 3.16. Actividad antioxidante ORAC de compuestos hidrofilicos de las bayas en base al sistema de riego




Ademas, Veigas de Sabugueiro, ha recolectado flores de ejemplares silvestres y las ha enviado a
ANFACO para analizar la calidad de las flores de los diferentes ejemplares. En la anualidad 2023,
se analizaron 32 muestras de flores de salico para determinar su contenido en compuestos fendlicos
totales (CFT) y en la anualidad 2024 se analizaron 15 muestras. Algunas de las muestras de flores
sufrieron cierto nivel de oxidacion antes de llegar a ANFACO (Figura 3.17), por lo que las muestras
se clasificaron en tres grupos en funcion del color que presentaban cuando fueron recibidas:
amarillo claro, amarillo oscuro y pardo.

Figura 3.17. Flores liofilizadas en diferente estado de oxidacion.

A continuacion, en la Tabla 3.1. se detallan las muestras correspondientes a cada grupo.

Tabla 3.1. Muestras de flores recibidas y codificacién

COLOR CODIGO DE
CODIGO DE CODIGO DE
MUESTRA COLOR MUESTRA COLOR
MUESTRA
Amarillo Amarillo
claro SVS-3 oscuro SVS-1 Pardo SS-5
Amarillo Amarillo
claro SS-2 oscuro SVS-2 Pardo SX-3
Amarillo Amarillo
claro SS-3 oscuro SS-1 Pardo SVS-4
Amarillo Amarillo
claro SS-4 oscuro SVS-5 Pardo SVS-6
Amarillo Amarillo
claro MCO-4 oscuro SA-1 Pardo SVS-7
Amarillo Amarillo
claro SVS-9 oscuro SVS-8 Pardo MCO-1
Amarillo Amarillo

claro SX-2 oscuro MCO-3 Pardo MCO-2
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Amarillo

oscuro MCO-5 Pardo SR-1

Amarillo

oscuro SCC-2 Pardo SR-2
Pardo SX-1
Pardo SCC-4
Pardo SCC-1
Pardo SCC-3

Las muestras de flores se liofilizaron y se trituraron con mortero. La determinacion de CFT se llevd
a cabo mediante el método espectofotométrico de Folin-Ciocalteu en microplaca. El método se
basa en una reaccion redox entre el reactivo de Folin-Ciocalteu, formado por acido fosfotliingstico
(H3PW12040) y acido fosfomolibdico (HsPM012040), y los compuestos fendlicos, dando lugar a una
coloracidon azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente.

En la Figura 3.18, se muestra el contenido en CFT de las muestras de flores liofilizadas en la
abualidad 2023. El contenido en compuestos fendlicos totales disminuye significativamente en las
muestras mas oxidadas (Figura 3.19), por lo tanto, en la anualidad 2024 se intentd6 mejorar el
muestreo de las flores para evitar su deterioro.

La enzima polifenol oxidasa (PPO) oxida los compuestos fenodlicos y es crucial en la transicion del
color de las flores hacia el marrén. En este caso, las flores mas pardas resultaron tener el menor
contenido promedio de compuestos fendlicos, con lo que la enzima PPO podria tener mayor
actividad en estas flores, quizas generada por un mayor tiempo expuestas a temperaturas altas
hasta su congelacion.
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Figura 3.19. Compuestos fendlicos totales segun nivel de oxidacion de las flores.

En base a los resultados obtenidos en la anualidad 2023, en la anualidad 2024, Se analizaron 15
muestras de flores de salco para determinar su contenido en compuestos fendlicos totales (CFT).
Las muestras se recibieron congeladas. La mayoria de las flores sufrieron cierto grado de oxidacion
antes de llegar a ANFACO-CECOPESCA. Debido a esto, de entre todas las muestras, se eligieron 15,
tratando de seleccionar aquellas cuya procedencia coincidiera con la de las muestras de bayas
analizadas previamente; y aquellas que no hubieran sufrido oxidacion, o, de haberla sufrido, en la
menor medida posible. Las muestras analizadas se muestran en la 3.20. La diferencia en la
coloracién indica el grado de oxidacion de las muestras, variando entre el amarillo de aquellas flores
que no sufrieron oxidacion, al marréon mas oscuro de las que mayor grado de oxidacidon mostraron.
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Figura 3.20. Flores congeladas en diferentes estados de oxidacion

En la Figura 3.21 jError! No se encuentra el origen de la referencia. se muestra el contenido en
CFT de las muestras de flores analizadas en la anualidad 2024. La concentracién de compuestos
fendlicos oscila entre 1,90 + 0,45y 3,69 £ 0,38 ug equiv. acido galico/mg muestra. El contenido en
CFT mas alto es de la muestra M14, Unica muestra de las analizadas que no presentaba oxidacion.
La enzima polifenol oxidasa (PPO) oxida los compuestos fendlicos y es crucial en la transicién del
color de las flores hacia el marron. Los dafios causados a las células vegetales por diferentes tipos
de estrés, como las altas temperaturas, liberan los compuestos fendlicos, principalmente localizados
en las vacuolas, y los pone en contacto con la PPO provocando su oxidaciéon y dando lugar al
caracteristico color marrén de las flores mustias. Asi, el efecto del tratamiento en la composicion de
compuestos fendlicos no ha podido analizarse, a no haber suficiente nUmero de muestras de flores
que no hubieran sufrido oxidacion.
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Figura 3.21. Contenido en compuestos fendlicos totales expresado en equivalentes de acido
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Para explorar otras posibles vias de explotacion de las bayas en las anualidades 2023 y 2024, se ha
ensayado la actividad antiinflamatoria de muestras de baya. En la anualidad 2023, se han
analizado 4 muestras de baya (MCO0-5, B4, J16, MC1-2 y MCO-4) que presentaron un alto contenido
en antocianinas. Para ello, se prepararon extractos acuosos a partir de la baya triturada a una
concentracion final de 100 mg/ml.

El efecto antiinflamatorio in vitro se determiné por métodos inmunoldgicos en la linea celular
RAW?264.7 (macrofagos de raton). La capacidad antiinflamatoria se ensaya utilizando el modelo de
macrofagos y la induccién de inflamacion por LPS. El ensayo consiste en provocar la inflamacion en
los macréfagos mediante el suministro de LPS y la evaluacion del efecto de la sustancia a ensayar
sobre esta inflamacion, en base a la medicion de factores de inflamacion como son nitritos, TNF-a
e IL-6. Como farmaco de control con reconocida capacidad antiinflamatoria se utiliza la
hidrocortisona, que servira como control positivo del efecto antiinflamatorio en los macrofagos.

La determincion de nitritos se llevé a cabo por el método del Reactivo de Griess, que permite
cuantificar la produccion de oxido nitrico (NO). El reactivo de Griess nos permite cuantificar la
cantidad de nitritos (NO2"), que se originan por la oxidacion espontanea del NO bajo condiciones
fisioldgicas, lo que nos proporciona una medida indirecta del NO.

En el caso de las interleuquinas se ha utilizado un ensayo multiple de inmunologia tipo ELISA (panel
de microesferas magnéticas de citocinas/quimiocinas de ratén MILLIPLEX®, MCYTOMAG-70K-07)
que, mediante la tecnologia Luminex, permite la determinacién simultanea de 7 factores de
inflamacion: IFN-y, IL-1a, IL-1B, IL-6, MIP-10/CCL3, MIP-13/CCL4 y TNF-a.

Como primer paso para estudiar la actividad antiinflamatoria se realiz6 un ensayo de viabilidad
celular (MTT) (Figura 3.22) para determinar la minima concentracion del extracto de baya que se
puede ensayar sin que afecte a la viabilidad de la linea celular.
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Figura 3.22 Efecto de la concentracidn de extracto de bayas de Sambucus sobre la Viabilidad
celular de RAW 264.7

El ensayo muestra que la concentracion mas alta de extracto que no afecta a la viabilidad celular de
manera significativa es 0,20 mg/ml para todos los extractos. Por tanto, ésta ha sido la concentracién
que se ha utilizado para el ensayo de capacidad antiinflamatoria llevado a cabo en la anualidad
2024 cuyos resultados se muestran en la Figura 3.23

Todas las muestras ensayadas mostraron capacidad antiinflamatoria en términos de la liberacion de
IL-6 y TNF-a . Destaca la capacidad de la muestra MCO4, a una concentracion de 50ug/mL, de
inhibir la liberacion de IL-6, la cual es incluso superior a la de la hidrocortisona. Esta muestra también
fue la que mostro la mayor capacidad antiinflamatoria en términos de liberacionde TNF- « .
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Figura 3.23. Capacidad antiinflamatoria de las muestras de bayas en términos de produccion de
IL-6 (A) y de TNF-a (B).
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Ademas, se ha realizado una caracterizacion nutricional de un lote de zumo obtenido con las

bayas recolectadas en 2024 y se han determinado los parametros necesarios para etiquetado de
producto: Kcal/KJ, hidratos de carbono de los cuales azUcares, grasas de las cuales, saturadas, fibra,

proteina total.

Ademas, con el objetivo de poner en valor el caracter saludable del zumo de baya de sauco se ha
estudiado el contenido en determinados minerales y vitamina C. En la Tabla 3.4 se muestran los

valores nutricionales obtenidos.

Tabla 3.4. Valores nutricionales de lote L0124.

Humedad

88 +6%

Proteinas (Kjeldahl)

1.1, * <50 g/100g

Grasa (Saxhlet)
Cenizas (Gravimetria)

0,12* <1,00 g/100g
0,96* <1,00 g/100g

Hidratos de carbona

8,3 + 0,6 g/100g

AzUcares

8,3 + 1,3 g/100g

Valor energético (kcal/100q)

418 +1,4

Fibra alimentaria (g/100g)

1.5+03

aming

Potasio mg/100 g 345 + 44
Caobre mg/Kg 0,59 + 014
Manganeso mg/Kg 241
Zinc mg/kg <15
Magnesio mg/Kg 244
Selenio mg/Kg <0,08

10+03

Hierro mg/100g

Saturados <010
Monoinsaturados 0,02
Poliinsaturados 0,07
EPA + DHA <001
Omega - 3 0,03
Omega - 6 0,04
Trans <0,01

*El valor experimental obtenido no esta incluido en

el rango
)

cubierto por el Alcance de Acreditacion
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En base a la composicién nutricional, se ha realizado un estudio de alegaciones nutricionales (Alto
contenido en, fuente de...) y parametros de etiquetado saludable y las menciones a posibles
alegaciones de salud en base a la legislacion vigente (Reglamento CE 432 del 2012 y sus
posteriores modificaciones; Reglamentos CE 1169 del 2011y 2283 del 2015). Las bayas recogidas y
estudiadas durante esta anualidad contenian una cantidad de fibra suficiente para cumplir con las
alegaciones “"Fuente de fibra” al contener mas de 1,5 g de fibra por 100 Kcal de producto. Ademas,
las bayas también cumplieron con los estandares requeridos para ser consideradas tanto alimento
“Fuente de proteinas” como alimento con "Alto contenido en proteina”, al aportar la proteina mas
del 20% requerido del valor energético del alimento. Por ultimo, las bayas de salco analizadas en
esta anualidad también pueden considerarse alimento “Fuente de potasio” y alimento con “Alto
contenido en potasio”, ya que alimento es una “fuente de vitaminas y/o minerales”, asi como
efectuarse cualquier otra declaraciéon que pueda tener el mismo significado para el consumidor, si
el producto aporta como minimo el 15% de la cantidad diaria recomendada (CDR) para ese
micronutriente. Ademas, cuando un alimento reldne de forma natural la condicidn o las condiciones
establecidas en para el uso de una declaracién nutricional, como en este caso, podra utilizarse el
término «naturalmente/ natural» antepuesto a la declaracion. Por ultimo, las bayas analizadas
contenian una cantidad inferior a 0,04g de sodio por 100g, con lo que pueden etiquetarse como
alimento con "Muy bajo contenido el sodio” (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Alegaciones nutricionales segun contenido en minerales y vitaminas

Micronutriente  CDR Lote 0124
Potasio 2000 mg 16.4%
Manganeso | 2 mg 8,5%

Zinc 10 mg <1,5%
Magnesio 375 mg 9,0%
Cobre 1 mg 8,4%
Hierro 14 mg 4,5%
Vitamina C 80 mg 8,8%
Vitamina B6 | 1,4 mg 5,2%

*Sombreado en verde claro permite
alegacion fuente de, en blanco no llega al
15% de la cantidad minima recomendada y
no permite alegacion. El porcentaje es
respecto a la Cantidad Diaria recomendada
(CDR).

Tabla 3.6. Alegaciones de salud que permiten las alegaciones nutricionales de los minerales

ALEGACION NUTRICIONAL DECLARACION SALUDABLE
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El potasio contribuye al funcionamiento normal del sistema
Fuente de potasio nervioso, de los musculos, al mantenimiento de la tension
arterial normal.

En la anualidad 2023, se estudié el efecto inmunomodulador de los extractos con mayor
contenido en antiocianinas. Para este ensayo se utilizé Epilntestinal™, un modelo de tejido en 3D
del intestino delgado humano (MATTEK). Este modelo ofrece numerosas ventajas frente a los
modelos de ensayo preclinico disponibles en la actualidad, como la linea celular Caco-2. El modelo
3D basado en células humanas incorpora enterocitos, células paneth, células M, células en penacho
y células madre intestinales en un epitelio altamente diferenciado y polarizado. El tejido se cultiva
en la interfase aire-liquido (ALIl) para permitir condiciones de exposicion fisiolégicas (luminales).
Epilntestinal reproduce algunos aspectos de la funcion intestinal, como barrera intestinal, respuesta
metabdlica e inflamatoria metabdlicas, inflamatorias y de toxicidad, de forma similar al tejido
intestinal humano. Entre las caracteristicas importantes de Epilntestinal figura la presencia de
uniones estrechas funcionales y bordes en cepillo en la superficie tisular apical. Las uniones
estrechas y los bordes en cepillo epilntestinales imitan fielmente la estructura y la fisiologia
humanas.

Para llevar a cabo el ensayo se han seleccionado los tres extractos acuosos con mayor contenido
en antocianinas (MCO-5, J16 y MCO-4). El ensayo se realiz6 segun las recomendaciones del
fabricante, se ha realizado una exposicion a corto plazo (2 horas) aplicando cada extracto por
separado directamente sobre la superficie tisular apical, a una concentracion de 0,2 mg/ml en medio
de cultivo especifico del tejido de ensayo. Ademas, se ha incluido un control negativo de medio de
cultivo, que permita la comparativa del estado basal del cultivo frente al tratamiento ensayado.
Una vez aplicado el tratamiento, se incub¢ el tejido en condiciones 6ptimas de crecimiento (37°C,
5% de CO2y 95 % de humedad) durante 2 horas.

Transcurrido ese tiempo se evaluo el efecto del tratamiento sobre la funcién de barrera, utilizando
mediciones de resistencia eléctrica transepitelial (TEER) para sondear el estado de las uniones
estrechas dentro del tejido. La medida del TEER se llevé a cabo en KCl 0.1M con el sistema TEER
Millicell ERS-2. Los valores de TEER (expresados en Ohm*cm2, Q * cm2) se calcularon multiplicando
las mediciones de resistencia brutas por la superficie del tejido (0,6 cm2).
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Figura 3.24. Resultados de TEER obtenidos para los tejidos sometidos a tratamiento con extracto
de bayas

La TEER del tejido epitelial del intestino delgado extirpado ha sido determinado que oscila entre
12-120 Q * cm2. La Figura 3.24, muestra los resultados de TEER de los tejidos tratados, lo que refleja
que se hayan en el rango fisiolégico de 60-180 Q * cm2 imitando el microambiente SMI in vivo. Y
no existen diferencias significativas entre el TEER de los tejidos sometidos a tratamiento y el tejido
control.

Por otro lado, para garantizar la viabilidad del tejido se llevo a cabo una determinacién de viabilidad
mediante MTT, siguiendo el protocolo descrito por el fabricante (Protocol MK-24-007-0083).
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Figura 3.25. Efecto del tratamiento sobre la viabilidad de los tejidos sometidos a tratamiento

Los resultados se muestran en la Figura 3.25, donde se observa que los extractos MCO-5 y J16
afectan ligeramente al tejido, reduciendo su viabilidad, aunque esta reduccién no se considera
significativa.

Para la evaluacion del efecto inmunomodulador se determind si el tratamiento influye en la
liberacion de factores de inflamacién como nitritos e interleukinas (IL-6 y TNF-alpha). Las
determinaciones de las citoquinas TNF-alpha e IL6 se llevaron a cabo mediante el empleo de kits
de ELISA comerciales (Mouse Tumor Necrosis Factor Alpha -BMS607-3 y IL-6 Mouse ELISA -
KMCO0061, respectivamente) y en todo momento se siguieron las instrucciones establecidas por el
fabricante. Y la determinacion de nitritos, se llevd a cabo por el método del Reactivo de Griess.
Ninguna de las muestras indujo la liberacion de nitritos ni de factores de inflamacion estudiados,
por lo que no se ha detectado efecto inmunomodulador en las condiciones del ensayo.

Tarea 2.4. Aplicacion de tecnologia de espectrometria roja cercana (NIR) para analisis de
compuestos bioactivos en las bayas:

A continuacion, se describen los trabajos de apliacion de tecnologia de espectrometria roja cercana
(NIR) para el analisis de compuestos bioactivos en las bayas, en las diferentes anualidades del
Proyecto:

En un primer acercamiento se ha estudiado la presentacién de las muestras al equipo VIS-NIR FOSS
XDS (350-2500 nm).
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Figura 3.26. Equipo VIS-NIR FOSS XDS.

Por una parte, se dispone de un zumo de satco con un alto contenido en agua. Dadas las
caracteristicas de este material se ha optado por la utilizacién de viales de 4 mm y Tmm de paso
optico a través del modulo termostatizado para liquidos (RLA) en condiciones de transmitancia.

Figura 3.27. Cubeta de cuarzo con Tmm de paso dptico.

Se han dosificado las diferentes muestras en ambos viales y capturado los espectros como se puede
observar en la figura a continuacion (Figura 3.27). La utilizacidn de pasos 6pticos de 4 mm conduce
a una importante saturacion de la sefal en las zonas de absorcién O-H, y por encima de los 1870
nm lo que inutilizaria estas franjas espectrales dentro de los estudios. Por el contrario, los espectros
con paso 6ptico de T mm Unicamente encuentran una alteracion de la sefial en el pico de los 1940
nm del agua y por encima de los 2400 nm. Aunque se encuentran l6gicamente muy dominados por
la importante absorcidn espectral del agua presente, lo que limita las posibilidades analiticas al
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enmascarar informacion de otros componentes de interes, este paso Optico es el mas adecuado
para el estudio del liquido.

Las muestras utilizadas provenian de zumos sin tratamiento térmico alguno, a excepciéon de una
que se encontraba pasteurizada. Se puede observar que los espectros recogidos (1mm) muestran
unas diferencias importantes entre la muestra tratada (S220Past) y las no sometidas a calentamiento,
especialmente en la region visible (Figura 3.28).

Por otra parte, se ha estudiado abordar los experimentos a partir de la pasta obtenida tras el
homogenizado de las bayas de salco en ultraturrax. Para este estudio se ha utilizado el médulo de
solidos (RCA) en una configuracion en reflectancia en placas de vidrio de 4 cm de diametro.

El espectro resulta mas limpio observandose una presencia destacada de agua, pero sin tanta
predominancia en el espectro. El espectro capturado de bayas pretratado de manera simple (12
deriv. +SNV) muestra algo mas de ruido que para el caso de los jugos, pero aflorando una mayor
variabilidad en la sefial espectral que para el caso de los jugos (Figura 3.30).

Figura 3.30. Pasta de baya en placa de vidrio de 4 cm.

Para el estudio se seleccionaran, por lo tanto, los jugos de salco presentados en reflectancia en
viales de cuarzo de 1 mm, y/o las pastas de bayas de salico en modo reflectancia en placas de vidrio.
En base a los resultados observados en la primera anualidad (2022), en la segunda anualidad (2023),
las muestras se procesan en el equipo FOSS XDS (350-2500 nm, rango correspondiente al espectro
electromagnético visible e infrarrojo cercano NIR) en forma de pasta de bayas de sauco.
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Figura 3.28. Espectros (abs.) de los jugos de salco recogidos en viales de 4 mmy 1 mm de paso 6ptico
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Figura 3.29. Espectros (12 Deriv. + SNV) de las muestras de zumo de sauco
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Figura 3.31 Espectro (Abs) de la pasta de bayas de salco.

Usando Unscrambler X, un software de analisis estadistico, se han analizado los datos recogidos. En
primer lugar, se han obtenido los histogramas de los distintos compuestos medidos (Figuras 3.32,
3.33, 3.34, 335y 3.36).
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Frecuencia

Fructosa

Fructosa (g/100g)

Figura 3.32. Histogramas de Fructosa
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Frecuencia

Glucosa

3 5

Glucosa (g/100g)

Figura 3.33. Histogramas de Glucosa

pax. 57 de 97



Frecuencia

AzUcares totales

Azucares (g/100g)

Figura 3.34. Histogramas de AzUcares totales
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Frecuencia

Antocianinas cianidin- 3- glucésido

Hooo

Antocianinas como ppm de cyanidin-3-0-glucoside

Figura 3.35. Histogramas de Antocianinas cyanidin-3-glucésido
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Frecuencia

Antocianinas cyanidin-3-sambubidsido

Antocianinas como ppm de cyanidin-3-sambubidsido

Figura 3.36. Histogramas de Antocianinas cyanidin-3-sambubiosi
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Se observa que la distribucion de los valores no presenta una distribucién homogénea, lo que
vendria a sefialar que existe variabilidad entre las muestras. Esto es un factor importante a la hora
de implementar un modelo predictivo (para variables cuantitativas) o un modelo de clasificacién
(para variables cualitativas/categéricas), ya que si no hubiese variabilidad en los datos a predecir
no tendria sentido plantearlo.

Posteriormente, se implementa un PCA (Principal Component Analysis) a los datos espectrales
obtenidos para cada muestra. El PCA es técnica estadistica que se emplea generalmente para la
reduccion de la dimensionalidad de un conjunto de datos, pero intentando mantener la maxima
varianza explicada. Ademas, se emplea para comprobar si al reducir la dimensionalidad se agrupan
los datos, lo que indicaria semejanzas entre distintas muestras.

Como se puede observar en la Figura 3.37, destaca un grupo que queda agrupado y un punto
totalmente alejado del resto de dato (indicado por la flecha), lo que indicaria que podria tratarse
de un outlier. Asi, comprobamos si esta distribucion podria explicarse por las muestras o por alguno
de los parametros medidos en laboratorio.

0.2 o
.04 . .
.06 1 ’ P
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16 ]
18 ]

-22 : : :
3 -2 -1 0 1 2
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Figura 3.37. Resultados de aplicar PCA a los espectros recogidos

Atendiendo a la denominacion de las muestras, se comprueba que en el grupo estan todas las
muestras que empiezan por MC, excepto la MCO-5; y el posible outlier corresponde a la muestra J-
17 (Figura 3.38).

pax. 61 de 97



Scores
14
08
06 4 ®
0.4 ]
02 4
04 s | v
.02 ]
.04 ]
-0,6 4 = o
-0,8 4
-1 4
-1,2 4

PC-2(14%)

-14]
18
-18 4
2
22

3 R -1 0 1 2 3
PC-1(78%)

m ALDO @ B4 a C21 H-1 v J1 J-16 | JA7 MC1-1 £ MC1-2
MCO-1 o MCO-3 O MCO4 MCOS o 0-13 Q12 556 & SUSA ¥S-C

Figura 3.38. PCA con valores etiquetados segun muestra

En el caso de las variables de laboratorio, se han categorizado para que los valores sean mas faciles
de interpretar en las graficas. Se han creado 3 niveles, partiendo en tres tramos iguales el rango
entre maximo y minimo de cada variable (Figura 3.39).
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Figura 3.39. De arriba abajo, PCA clasificado segun los niveles medidos de fructosa, glucosa,
azUcares totales, antocianinas cyanidin-3-O-glucoside y antocianinas cyanidin-3-sambubioside
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Como se puede comprobar para todos los compuestos analizados, no se observa un patrén por el
que se pueda explicar por qué ciertos puntos se agrupan o no.

El siguiente paso es evaluar si dichos compuestos pudiesen ser predichos, bien con modelos
cuantitativos, bien con modelos categéricos. Para ello, previo a la creaciéon de los modelos, se
preprocesan los espectros NIR registrados de cara a corregir ciertos efectos y destacar las zonas del
espectro con una mayor informacion. En este caso, se han evaluado las siguientes combinaciones
de transformaciones: derivada gap3 + SNV, Savitzky-Golay + SNV, derivada gap3 + MSCy Savitzky-
Golay + MSC. Los resultados han sido semejantes entre si, por lo que se muestran los resultados
para el primer caso: derivada gap3 + SNV.

Primero, se presentan los resultados para los modelos cuantitativos. Se ha empleado el modelo
PLSR (Partial Least Square Regression) y se ha aplicado para 3 variables: azlcares totales,

antocianinas cyanidin-3-O-glucoside y antocianinas cyanidin-3-sambubioside (Figura 3.40).
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Figura 3.40. De arriba abajo, resultados de modelos predictivos cuantitativos basados en PLpara
azUcares totales, antocianinas cyanidin-3-O-glucoside y antocianinas cyanidin-3-sambubioside
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Para los tres casos, se ve overfitting; esto es que el modelo responde mucho mejor para el
subconjunto de entrenamiento que para el subconjunto de test. Cogiendo como métrica de
rendimiento del modelo el coeficiente de determinacion (R?, en el que 1 indica una
correspondencia total entre los datos reales y los datos predichos, parece que los modelos
predictivos podrian ser validos para predecir estos compuestos.

Se requiere disponer de un mayor nimero de muestras para hacer modelos mas complejos y
comprobar que se pueda minimizar el overfitting. Con los datos actuales parece mas probable
obtener un modelo valido para las antocianinas que para los azucares.

También se ha evaluado si tratando los valores de laboratorio como variables cualitativas se podria
implementar una clasificacién que devolviese valores significativos. En este caso, las variables se
han organizado en diferentes niveles siguiendo el criterio explicado anteriormente (3 niveles de
igual tamafio), pero podria acordarse con Carabufas diferentes umbrales segun el interés que tenga
cada compuesto. Al igual que para el modelado cuantitativo, los resultados parecen mas favorables
para las antocianinas que para los azucares. No se observa una mejora significativa en los resultados
del modelo cualitativo que justifique su uso por encima del modelo cuantitativo.

En la anualidad 2024, para completar el muestreo de la anterior anualidad (18 muestras) se
completa con el muestreo de esta anualidad, con 62 muestras de bayas de sabugueiro con sus
correspondientes datos analiticos de laboratorio. Estas 62 muestras se acondicionan y se presentan
en reflectancia en viales de cuarzo de Tmm, y se procesan también con en el equipo FOSS XDS
(350-2500 nm, rango correspondiente al espectro electromagnético visible e infrarrojo cercano NIR)

Siguiendo el mismo protocolo de la anualidad anterior las muestras ya homogeneizadas se
dosifican en los viales y se pasan por el equipo FOSS para solidos. Mediante el software del equipo
ISI SCAN y WIN ISI se extraen en formato CSV los espectros de cada una de las muestras.

Los resultados analiticos de las muestras de los 4 parametros de antocianinas (cyanidin 3
sambusoide,glucéxido,3-5 diglucosoide y totales) muestran una clara distribucion Gaussiana,
excepto las antocianinas totales donde si que existe la distribucidn Gaussiana pero con una
distribucion mas deforme y con falta de resultados en algunos rangos. Esto a priori puede afectar
a la creacion de modelos en estos rangos.

Los espectros en absorbancia recogidos en 2024 se solapan espectralmente con los recogidos en
2023. Como se puede observar el color rojo de los espectros de 2024, tapan practicamente a los
recogidos en 2023 en azul (Figura 3.45)
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Figura 3.41. Histograma Antocianinas cyanidin-3 sambusoide
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Frecuencia

Histograma Antocianinas cyanidin-3- glucoxido

Resultados Antiocianinas Espectométrico ppm mg equivalentes de cyanidin-3-
glucoxido/Kg baya fresca

Figura 3.42. Histograma Antocianinas glucéxido
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Frecuencia

Cyanidin 3,5-diglucosoide

Cyanidin 3,5-diglucosoide

Figura 3.43. Histograma Antocianinas cyanidin-3-5 diglusoide
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Frecuencia

Antocianinas totales
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Figura 3.44. Histograma antocianicas totales
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Figura 3.45. Espectros en absorbancia recogidos en 2023 y 2024.
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A continuacion, se muestra el analisis de los espectros recogidos en la anualidad 2024. Realizando un procesado para eliminar los efectos
de dispersion, basado en normalizacion (SNV) y derivada primera con suavizacion.
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Figura 3.46. Espectros de muestras de 2024 en absorbancia normalizados y en primera derivada con suavizado.
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Como se puede observar en la figura anterior aparecen diferentes picos y valles en las graficas que se dividen en tres rangos espectrales,
VIS, SWIR yMIR:

1. Rango VIS, con longitudes de onda entre 400nm a 1000nm. En su mayor parte radiacion visible, con una pequefia parte de rango
infrarrojo

J-CO 412 424 436 448 460 4T2 484 496 S0B 520 S5 544 556 568 580 52 604 616 628 640 652 664 &6 688 TOO T12 T24 TI6 V48 TEO T2 Te4 TH WS 220 M52 844 856 55 S30 592 4 916 9B MO 952 W4 976 %Es — 16
Figura 3.47. Espectros de muestras de 2024 en absorbancia normalizados y en primera derivada con suavizado en el rango 400 a 1000nm.

|
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Se observan unos espectros bastante solapados, y con maximos y minimos destacables en 650nm, 690nm (colores rojos, préximos al
comienzo del infrarrojo) y 940nm. Esta ultima longitud de onda posiblemente relacionada con el grado de humedad.

2. Rango SWIR con longitudes de onda entre 1000 y 1700nm, radiacion infrarroja en su totalidad.
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Figura 3.48. Espectros de muestras de 2024 en absorbancia normalizados y en primera derivada con suavizado en el rango 1000 a 1700nm
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Analizando la respuesta espectral, se identifican 4 maximos en 1100,1140,1320 y 1376. El primero de ellos (1110nm) corresponde a
ruido originado del cambio de tecnologia de sensor. Por lo que, para el modelado, empezaremos por encima de esta longitud de
onda.

Rango MIR, correspondiente a las longitudes de onda que estan por encima de los 1700nm a los 2500nm. En principio como se
puede ver en la siguiente ilustracién, los espectros tienen un alto nivel de ruido a partir de los 1900nm en adelante.

-1
1702 1722 1742 1762 1782 1802 1822 1842 1862 1832 1902 1922 190 1962 1982 2002 2022 2042 2062 2082 2102 2122 242 2162 2122 2202 2222 2242 2262 2282 23R 2322 A2 2362 2MW2 2402 2422 2342 W62 2432 — 516

— T 14

Figura 3.49. Espectros de muestras de 2024 en absorbancia normalizados y en primera derivada con suavizado en el rango 1700 a 2400nm
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Realizando un procesado matematico para eliminar los efectos de scattering realizamos un analisis de componentes principales para ver la

variabilidad de los espectros recogidos en ambas anualidades.
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Figura 3.50. Analisis de componentes principales de los espectros procesados recogidos en 2023 y 2024
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Como se puede observar en la grafica anterior de analisis de componentes principales, los espectros
recogidos en las anualidades 2024, y 2023 se entremezclan, y no presentan ningun tipo de
segmentacion.

Posteriormente se pasa a realizar el modelado matematico en cada uno de estos tres rangos
espectrales, y con los diferentes analitos de estudio. Para ello se utiliza el Software Espectrométrico
Unscrambler, con el que se implementa PLSR (Regresién por minimos cuadrados parciales) en cada
uno de los rangos espectrales, y con cada uno de los analitos seleccionados.

1. Modelos con el rango VIS-NIR, de 400 a 1000nm

Predicted vs. Reference
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Figura 3.51. Resultado modelo predictivo en rango VIS-NIR de sambusoide.

Como se puede ver el grafico superior se consigue una correlaciéon muy interesante en el rango
VIS-NIR en este caso con un error medio de prediccién en validacion cruzada de 1042,13mg/kg.

pax. 78 de 97



Las muestras de entrenamiento oscilan entre valores de 5.000 a 13.000mg/kg, por lo que se trata
de un modelo aplicable para la prediccion de este parametro.

Predicted vs. Reference
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Figura 3.52. Resultado modelo predictivo en rango VIS-NIR de antocianinas
Al igual que con el parametro de concentracion en sambudioside, el modelo con las antocianinas
tiene una correlacién adecuada. En este caso, con un error medio de prediccion en validacion

cruzada de 512,53mg/kg, en un rango de valores discretos de este parametro entre 2600 y
6400mg/kg.

2. Modelos con el rango NIR, de 1000 a 1700nm
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Predicted vs. Reference
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Figura 3.53. Resultado modelo predictivo en rango NIR de sambusoide

Utilizando para el modelo el rango NIR entre 1000 a 1700nm, los resultados del modelo muestran
un grado de correlacién bastante mas bajo, y por lo tanto aumentan los valores de error medio de
prediccion. En el modelo del sambudioside se acumula un error medio de 1335,5mg/g, y 684mg/g
para las antocioaninas como se puede ver en la figura siguiente.
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Predicted vs. Reference
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Figura 3.54. Resultado modelo predictivo en rango NIR de antocianinas

3. Modelos con el rango MIR, de 1700 a 2500nm.

En este caso no existe correlacion alguna como se puede ver en la figura siguiente.
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Figura 3.55. Resultado modelo predictivo en rango MIR de sambudioside

El estudio realizado revela que el desarrollo del modelo predictivo con las muestras analizadas
revela una correlacion interesante en el rango VIS-NIR, con un error medio de prediccion mas
preciso que el modelado en el rango espectral NIR (300 ppm mas).

Tabla 3.7. Tabla comparativa de modelos predictivos en base al rango espectral capturado.
Rango espectral Parametro R-Square RMSE (ppm)
VIS-NIR (400-1000nm) Cianidin-3- 0,70-0,63 900-1042
sambusoide
VIS-NIR (400-1000nm) Cianidin-3- 0.74-0.65 435-512
glucoxido
NIR (T000-1700nm) Cianidin-3- 0.571-0.36 T153-1335
sambusoide
NTR{1T000-1700nm) Cianidin-3= 0518-0.397 600-68%
glucoxido
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MIR (1700-2500nm) Cianidin-3- No
sambusoide | correlaciéon
MIR (1700-2500nm) Cianidin-3- No

glucoxido correlacion

existe

existe

Si analizamos la gréafica de los loadings del factor 1, y factor 2 de los resultados del modelado PLSR,
muestran las longitudes de onda que mas informacién estan proporcionando al modelo.

X-loadings

0,2

0,1

Pl

Factor-1

-0,1 ]

-0,2

400 426 454 482 510 538 566 594 622 650 678 706 734 762 790 818 846 874 902 930 958 986
X-Variables (Factor-1) (63%, 51%)

Figura 3.56. Grafica de loading Factor 1 en el rangos VIS-NIR del parametro Cianidin-3-
sambusoide.

En la ilustracion superior podemos ver el peso de determinadas longitudes de onda como 630,680y

740nm (picos y valles de la grafica) las cuales tienen un peso importante en la generacion del
modelo predictivo del parametro Cianidin-3-sambusoide.
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Figura 3.57. Grafica de loading Factor 2 en el rangos VIS-NIR del parametro Cianidin-3-
sambusoide.

Las longitudes de onda de interés son las mismas para el parametro Cianidin-3-glucoxido.

CONCLUSIONES DEL PROYECTO

Con el desarrollo del SAMBUCUS GO, se han logrado los objetivos establecidos para optimizar
el cultivo ecoldgico de la especie autoctona de S. Nigra aplicando estrategias de manejo agro-

némico que han permitido alcanzar niveles superiores de compuestos bioactivos en flores y
frutos. Se puede concluir que:

| Seha conseguido optimizar la calidad del fruto y mejorar la composicion de compuestos
bioactivos en hojas y frutos mediante la aplicacion de estrategias de manejo agrondmico
relacionadas con la poda, la respuesta al riego y a la fertirrigacion. Esto permite un cultivo
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mas eficiente, reduciendo los costes de poday riego y disminuyendo el tiempo de desarrollo
fisioldgico y el proceso de maduracion de los frutos de Sabugueiro autéctono en Ourense.
Se ha logrado estandarizar el control de calidad de frutos del Sabugueiro mediante técnicas
NIR.

Con la determinacién y obtencion de compuestos bioactivos del Sabugueiro, se ha puesto
en valor el contenido de compuestos bioactivos (fenoles y antocianinas), lo cual a su vez
satisface una necesidad real de mercado que demanda mayor innovacion en nutricion como
elemento clave de una vida saludable.

Con los resultados obtenidos en el desarrollo del Proyecto, se han establecido criterios ba-
sicos para el disefio de plantaciones de Sabugueiro autéctono.

Se han llevado a cabo varias labores de divulgacion y transferencia al sector de los resulta-
dos que permiten poner en valor el cultivo ecolégico fomentando las practicas agricolas

sostenibles a pequefa escala.



