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1. RESUMEN

El cambio climatico y el uso de agua de riego de mala calidad traen consigo
qgue la lucha frente a la salinidad sea cada vez mas complicada. El efecto de la
salinidad se puede ver reflejado en forma de cosechas de mala calidad y en una
disminucién de la productividad y por consiguiente, en grandes pérdidas econémicas
para el agricultor. El suelo salino es un problema a nivel mundial. Los suelos salinos
son cada vez mas comunes, lo que trae consigo un descenso de la produccion de

alimentos en una poblacién que no para de aumentar.

Es por eso que el actual proyecto, se centra en la seleccion de variedades de
pepino (Cucumis sativus) capaz de crecer y proporcionar una buena produccion en
condiciones de estrés salino, con la intencion de que el agricultor pueda adaptar el
cultivo al tipo de terreno del que dispone. Ademas en el presente proyecto se
pretende dar una opcién de mejora de la tolerancia a la salinidad por pretratamiento

con reguladores del crecimiento.

En este proyecto, se ha considerado que la mejor forma para llevar a cabo
este estudio es utilizar un sistema de cultivo sin suelo bajo invernadero, donde se
puedan controlar cada uno de los pardmetros que afectan al desarrollo de las

plantas.

Palabras clave: Contaminacibn de suelos, Cucumis sativus, estrés salino

hidroponia, produccion.

ABSTRACT

Climate change and the use of poor quality irrigation water mean that the fight
against salinity is increasingly complicated. The effect of salinity can be seen
reflected in the form of poor quality crops and a decrease in productivity and,
consequently, in large economic losses for the farmer. Saline soil is a worldwide
problem. Saline soils are becoming more common, which brings with it a decrease in

food production in a population that does not stop increasing.



That is why the current project focuses on the selection of varieties of cucumber
(Cucumis sativus) capable of growing and providing good production in saline stress
conditions, with the intention that the farmer can adapt the crop to the type of land.
which he has. In addition, this project aims to provide an option to improve tolerance

to salinity by pretreatment with growth regulators.

In this project, it has been considered that the best way to carry out this study is to
use a soilless cultivation system under a greenhouse, where each of the parameters

that affect the development of the plants can be controlled.

Key words: Soil contamination, Cucumis sativus, saline stress, hydroponics,

production.



2. ANTECEDENTES, ESTADO ACTUAL Y JUSTIFICACION DE LA PROPUESTA

2.1. Antecedentes y estado actual

2.1.1. Importancia de la salinizacion de los suelos

La salinidad junto con la sequia, es uno de los mayores problemas de estrés
ambiental que afectan hoy en dia a la distribucién y crecimiento de las plantas. Cada
vez mas proyectos de investigacion se centran en el estudio de la salinidad
(Mukhopadhyay et al., 2021).

Se prevé que la salinizacion de los suelos, vaya en aumento como
consecuencia del calentamiento global. Esto provocara una disminucion de las
cosechas a nivel mundial, afectando a una gran variedad de plantas (Boyer, 1982;
Bartels y Sunkar, 2005; Gorai y Neffati, 2007; Watson y Byrne, 2009).

Los estudios estiman que para el 2050 la poblacion mundial aumentard hasta
un 34%, pudiendo alcanzar los 9.1 billones de personas, y para ese mismo afo se

prevé una disminucion de la tierra cultivable de hasta un 50%, (Fahad et al., 2014).

Los suelos pueden tener elevadas concentraciones de salinidad debido a dos

origenes: natural (salinizacién primaria) o antropogénico (salinizacion secundaria).

El origen de la salinizacibn primaria, es principalmente debido a la
meteorizacién de las rocas y minerales de la corteza terrestre o en las zonas
costeras, por la cercania al mar que estas presentan (Figural.l) (Daliakopoulos et
al., 2016).
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Figura 2.1. Salinizacion primaria de suelos, debido a origenes naturales (Daliakopoulos
et al., 2016). Esto ocurre sobre todo en zonas aridas o semiaridas debido a la gran
concentracién de sales que presentan las rocas.

Sin embargo, hoy en dia, predomina la salinizacion secundaria, es decir, de
origen antropogénico (Figura 2.2), como consecuencia del riego con aguas salinas o
de mala calidad, por un uso inadecuado del agua en las zonas de regadio y por el
uso de fertilizantes con altos niveles salinos de forma inadecuada (Daliakopoulos et
al., 2016).
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Figura 2.2. Salinizacién secundaria (origen antropomorfico) (Daliakopoulos et al., 2016).

Esto ocurre principalmente en tierras costeras, por su proximidad al mar y
tierras aridas y semiaridas, que necesitan ser regadas, situadas en zonas donde las
precipitaciones son escasas, la tasa de evapotranspiracion muy alta y la lixiviacién
de la sal esta limitada. Esto conlleva a la movilizacion de sales acumuladas en las
capas menos superficiales del suelo hasta las capas superiores (Daliakopoulos et
al., 2016).



Segun Wicke et al (2011), los suelos afectados por la sal inducidos por el
hombre, en 2011 ya oscilaban en torno a 76 millones de hectareas (Mha), de esas
76 millones, 45 Mha se dan en tierras de regadio, siendo aproximadamente el 19%
de la tierra total regada y otro 32% proviene de tierras de secano, que de los 1500
Mha de tierras de secano, hace un total del 2% (FAO, 2008). En total, seria
alrededor del 20% de la tierra cultivada en todo el mundo la que presenta elevados

niveles de sal, y la cifra aumenta dia tras dia (Meena et al., 2019).

Se define salinidad como la concentracion de sales minerales disueltas,
presentes en el agua o en el suelo, referidas a una unidad de volumen o de peso.
Los principales solutos son los cationes Na* , Ca?*, Mg?* y K* , y los aniones CI ",
S0O%, , HCO®*",CO%3 y NO3 (Tanji, 1990). La salinidad del suelo da como resultado
un aumento de la conductividad eléctrica (CE), una estructura pobre del suelo y un
suelo de bajo potencial hidrico (yy). En la (Tabla 2.1) podemos ver una clasificacion
de las aguas en funcién de los mg de sal por litro y CE (dS/m) (Pitman y Lauchli,
2002).

Tabla 2.1. Clasificacién de la calidad del agua segun la concentracién total de sal
(Pitman y Lauchli, 2002).

Tipo de agua Sal total disuelta (mg/L) CE(dS/m)
Dulce <500 > 0.6
Ligeramente salobre 500- 1,000 0.6-1.5
Salobre 1,000-2,000 1.5-3.0
Moderadamente salina |2,000-5,000 3.0- 8.0
Salina 5,000-10,000 8.0-15.0
Altamente salina 10,000-35,000 15.0-45.0

Segun Pitman y Lauchli (2002), el agua es denominada salobre, a partir de
-0,6 CE dS/m y altamente salina a partir de 10,000 mg/l. A partir de 3-4 dS/m el
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suelo empieza a considerarse salino, esto equivale aproximadamente a 40 mM de
NaCl, generando una presién osmotica de 0,2 MPa (Munns y Tester, 2008).

2.1.2. Extension y Localizacion de areas afectadas por la salinizacion

En la (Figura 2.3), se puede observar la distribucion de suelos que ya habia
afectados por la salinidad en 2011, y la cifra aumenta dia tras dia. En dicha figura,
Wicke et al (2011), diferencian los suelos salinos con un color rojizo, suelos sodicos

en tonos azulados y suelos salinos-sédicos en tonos morados.
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Figura 2.3. Distribucién de suelos salinos en todo el mundo. (Wicke et al., 2011).

Hacemos referencia a suelos salinos cuando estos presentan una
concentracion de sales solubles que interfieren en el crecimiento de la planta, dichos
suelos presentan una alta conductividad eléctrica (CE) pero su porcentaje en sodio
intercambiable es bajo. Los suelos sodicos, presentan un alto porcentaje de sodio
intercambiable pero una baja concentracion de sales totales y los suelos salinos-
sbdicos tienen grandes cantidades de sales solubles y un porcentaje de sodio
intercambiable suficiente para afectar al desarrollo de las plantas (Wicke et al.,
2011).

En la (Figura 2.3), podemos observar que la mayoria de suelos afectados por
la salinidad se encuentran en zonas préximas al ecuador, donde las temperaturas

son mas elevadas y los terrenos mas secos, es decir en zonas aridas o semiaridas.
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El problema es que con el calentamiento global, estas zonas secas iran aumentando

y con ellas las consecuencias para los cultivos agricolas.

Actualmente se estima que hay alrededor de 120 paises en todo el mundo
qgue sufren las consecuencias de los suelos salinos, ocupando un area de unos 954
millones de hectareas (Mha), y las pérdidas de productividad rondan entre el 7 y 8%
(Meena et al., 2019).

Centrandonos en el continente europeo, en 2006, ya se estimO que
presentaba en torno a un 3,3% de los suelos salinos a nivel mundial, es decir, en
torno a 30,7 Mha (Rengasamy, 2006).

En la (Figura 2.4) podemos observar que la mayoria de las zonas afectadas
por la salinidad en Europa, se sitGan en torno al mar Mediterraneo, debido a las
zonas de intrusidbn del mismo en el continente y a los procesos explicados

anteriormente.
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Figura 2.4: Suelos salinos (EC > 4 dS m~" dentro de los 100 cm de la superficie del suelo) y sodicos
(ESP > 6% dentro de los 100 cm de la superficie del suelo). Zonas primarias y secundarias de
limitaciones al uso agricola y areas de intrusion de agua de mar en Europa. (SGDBE, EEA, 1999;
Daskalaki y Voudouris, 2008; Fischer et al., 2008).
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Estudios de 3 paises europeos (Espafia, Hungria y Bulgaria), realizaron una
estimacion de las pérdidas econdmicas a causa de la salinizacion de los suelos, la
cifra se situdé en un rango de 158 — 321 M€ (Montanarella, 2007). Sin embargo,
estudios mas recientes, estimaron que las pérdidas econdmicas solo en agricultura a
causa de la salinidad, podian alcanzar los 600 M€ (en su mayoria a cargo de Paises
Bajos, Alemania y Francia) (Bosello et al., 2012).

2.1.3. La salinidad en las plantas

El cultivo en suelos salinos es uno de los principales factores que limitan la
produccion actualmente y que puede suponer un gran problema para el agricultor, ya
gque la mayoria de los cultivos agricolas son intolerantes a la sal. Altas
concentraciones de NaCl en el suelo pueden producir una disminucion del
crecimiento de la planta y productividad debido a tres factores: déficit hidrico, la

toxicidad por iones y el desbalance nutricional (Munns, 2002).

La salinidad es un tipo de estrés abibtico, que puede describirse tanto a nivel
osmoético como iénico (Sirault et al., 2009). A causa del bajo potencial osmético del
suelo salino, la planta experimenta un déficit hidrico al no poder absorber el agua
que necesita correctamente (estrés osmatico), esto se combina con un desequilibrio
nutricional y el efecto especifico que provocan los propios iénes del suelo, ya sea
causando toxicidad (Cl, Na, B) o deficiencia nutricional (N, K, Ca, P) (Ashraf, 1994;
Marschner, 1995). Dichos efectos estimulan a la planta para reaccionar frente al
estrés salino, pudiendo distinguir en esta respuesta, 2 fases asociadas a los dos
niveles de estrés que causa la salinidad en la planta (Figura 2.5):

e Fase osmotica. Se produce a los pocos minutos de que la planta detecte la
acumulacion de sal en la zona de la raiz (40 mM de NaCl normalmente) (Roy
et al., 2014). Los principales sintomas detectables de esta fase en la planta
son el cierre estomatico, subida de temperatura de las hojas y la inhibicion del
crecimiento de los brotes (Munns y Tester., 2008).

e Fase ionica. Comienza a los dias o semanas de la entrada de la sal en la

planta, produciendo su acumulacion en brotes y hojas. Como consecuencia
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de esta acumulacién se produce la senescencia de las hojas y abscisién
prematura (Munns y Tester, 2008; Sirault et al., 2009).

Efectos de la fase ionica:

- Senescencia
Abscision prematura

Efectos de la fase osmoética:

Cierre de estomas
Aumento de la
temperatura de la hoja
Reduccion del

Fase osmoética:

Guard cells Thick inner
wall

Ocurre inmediatamente
después de la entrada de la
sal.

Suelo salino: Fass IOMEE:
e AltaCE

e Bajo potencial hidrico
e Mala estructura

Ocurre a los pocos dias o
semanas desde la
acumulacion de sal.

Figura 2.5. Esquema de la respuesta de la planta a la salinidad, diferenciando la fase
osmdtica de la fase i6nica.

En consecuencia, los diversos efectos observados a distinta escala, desde
reduccion de turgencia y crecimiento, hasta la pérdida de la estructura celular por
desorganizacion de membranas e inhibicion de la actividad enzimatica, son el
producto combinado del estrés hidrico, la toxicidad i6nica y el desequilibrio
nutricional, que la salinidad ocasiona a la planta (Parida y Das, 2005; Vijayan, 2008).

2.1.4. Mecanismos de adaptacion de las plantas a la salinidad

Para que una planta se adapte a las condiciones salinas, se deben activar
multiples mecanismos: debe aumentarse la capacidad de obtener y/o retener agua, y

debe restituirse la homeostasis idnica (Bargmann et al., 2009).

Combatir el estrés osmatico, es necesario para mantener el estado hidrico de
la planta (Parida y Das, 2005). Para lograr la estabilidad hidrica, la planta sintetiza
solutos compatibles como azucares, glicina betaina (GB) y aumenta los niveles de
prolina, lo que permite que la planta tolere mejor la salinidad (Vinocur y Altman,
2005; Tuteja, 2007).
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Existen 2 estrategias principales de adaptacion de las plantas frente a suelos
salinos. La primera estrategia esta basada en modificaciones morfolégicas, que
principalmente consisten en aumentar la superficie de absorcion de agua, es decir,
mayor densidad y longitud de raices (Krasilnikoff et al., 2003). La segunda forma de
afrontar el estrés salino se basa en la configuracion de sistemas fisiolégicos y
bioguimicos (Colla et al., 2013; Zhu, 2016). Con estas estrategias, la planta puede

reducir la sal de las partes aéreas y la retiene en la raiz (Zhu et al., 2008).

Una vez que la sal ha entrado en la planta, esta desarrolla 3 mecanismos
principales para tolerarla. El primero, se da a nivel tisular y consiste en almacenar la
sal en compartimentos intracelulares (vacuolas principalmente) de las hojas. El
segundo consiste en la tolerancia osmatica reduciendo el crecimiento de brotes y por
altimo, el tercer mecanismo de tolerancia esta relacionado con la exclusion de iones
Na® y CI', en las raices minimizando la acumulacién de concentraciones tdxicas de

dichos iones en las hojas (Roy et al., 2014) (Figura 2.6).

Accumulation of

He He
& ) compatible solutes
V-PPase ¥ V-ATPase PSCR and P5CS - proline

Bet1 > gycine betwre

SPS < sucrose
Mg-PP 2xP Mg-ATP  Mg-ADP
+Mg™ N

Sensing

+

1

Transpiration
stream

Currert Opirvon in Biotechnology

Figura 2.6: Mecanismos de tolerancia de la planta a nivel tisular, tolerancia osmética y de
exclusién idnica (Roy et al., 2014) Current Opinion in Biotechnology.
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Los principales efectos secundarios del estrés salino incluyen un desequilibrio
nutricional, disfuncién de la membrana, deterioro de la fotosintesis y otros procesos
bioquimicos, generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y muerte celular

programada (Serrano et al., 1999; Hasegawa et al., 2000).

Para mantener la turgencia, la planta recurre a la conductancia estomatica; de
esta forma se evita la sequia fisiologica reduciendo la transpiracion. El cierre de los
estomas conlleva una reduccion del paso de CO; al interior de la planta y un exceso
de energia de excitacion en los cloroplastos (Parida y Das, 2005; Parvaiz y
Satyawati, 2008). Se inhibe la fotosintesis y como resultado, se produce una
disminucién de la elaboracion de fotosintatos y un aumento de La produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) como el superoxido (Oy), el peréxido de
hidrogeno (H20,), el radical hidroxilo (OH) y formas excitadas del oxigeno molecular
(O,) a causa del déficit hidrico y la acumulacion de iones salinos (Parida y Das,
2005); (Parvaiz y Satyawati, 2008). El estrés oxidativo, provoca dafios en el ADN y
desnaturalizacion de proteinas (Parihar et al., 2014; Ben Hamed et al., 2016).

2.1.6. Necesidades de Cucumis sativus

El cultivo de pepino tiene una gran flexibilidad en cuanto a temperatura,
pudiendo desarrollarse en un rango de entre 15 a 27° C; a partir de los 35°C su
crecimiento se enlentece y por debajo de 1°C la planta muere (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Requerimiento de temperatura en cada etapa de desarrollo de la planta de Cucumis
sativus (CENTA, 2003).

Temperatura (°C)
Etapa de desarrollo
Diurna Nocturna
Germinacion 27 27
Formacion de planta 21 19
Desarrollo del fruto 19 16

Cucumis sativus se puede cultivar en altitudes de entre 0 a 1200 metros sobre

el nivel del mar (CENTA, 2003). Es una especie que demanda elevados niveles de
16




humedad. Durante la noche, alrededor del 70 y 90% y durante el dia entre 60 y 70%,
pero un exceso de humedad durante el dia, hace que la planta reduzca la
fotosintesis. No requiere de una gran cantidad de precipitaciones, entre 500 y 1200
mm/afio. En el periodo de cosecha principalmente, es conveniente que las
precipitaciones sean bajas para reducir el riesgo a sufrir. Una velocidad del viento
superior a 30 Km/h durante varias horas puede ser determinante en la produccion de
Cucumis sativus (USAID, 2007).

2.1.7. El cultivo hidroponico

La hidroponia es un conjunto de técnicas que nos ofrece la opcién de cultivar
plantas sin suelo. Nos permite obtener cultivos en sitios que no serian posibles como
suelos éaridos, suelos con altas concentraciones de salinidad o incluso en las azoteas

de las casas (Figura 2.7).

El cultivo sin suelo, se ha convertido en un gran avance para la agricultura
actual, ya que nos permite un mejor aprovechamiento del agua, espacio, una mayor

productividad y mayor densidad de cultivo.

7\
Figura 2.7. Cultivo hidropénico casero.

(https://ar.pinterest.com/pin/710302172469331046/1).
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La hidroponia es una modalidad que nos permite el cultivo y manejo de
plantas sin suelo. Esta disciplina se utiliza principalmente para el cultivo de plantas
de tipo herbaceo, estos cultivos reciben los nutrientes necesarios para su desarrollo
mediante la solucidon nutritiva. El rendimiento de los cultivos hidropdnicos puede
duplicar al de los cultivos en suelo si los niveles de radiacion, temperatura,
disposicion de las plantas, requerimiento de agua, etc, son los adecuados para el

tipo de plantas utilizadas en el cultivo (Beltrano, 2015).

2.1.8. Ventajas y desventajas del cultivo sin suelo

Las ventajas del cultivo sin suelo se enfocan en la reduccién de los costes de
produccién, al cultivo en cualquier periodo del afio, a la disminucion del uso de
fertilizantes e insecticidas, a la automatizacion, a la disminucién de la mano de obra
y maquinaria agricola, a una mayor calidad de la produccion y a un ahorro en el

consumo de agua.

Las desventajas frente a las ventajas son infimas, ya que las pocas
desventajas que hemos considerado son los altos costes iniciales a la hora de
emprender un cultivo de este tipo y la necesidad de tener mayores conocimientos
(aunque esta Ultima desventaja, es discutible, ya que lo puede realizar cualquier

persona).

2.2. Justificacién de la propuesta

La salinizacion del suelo es un grave problema medioambiental que afecta
gravemente a la producciéon agricola (Zahid, 2015). Segun los datos, 954 Mha de
tierra estan afectadas por la salinidad en nuestro planeta (Meena et al., 2019).
Ademas el cambio climéatico podria acelerar la intrusidon del agua salada en los
suelos limitantes, debido al aumento del nivel del mar. También el exceso de
extraccién de agua subterranea en las zonas secas del mundo, podria aumentar la

salinidad del suelo y del agua subterranea.

Por tanto, existe una creciente demanda en estrategias rentables y

respetuosas con el medio ambiente, para solventar el problema de la salinizacion de
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suelos. En este aspecto, la adaptacion de los sistemas agricolas para evitar el dafio
causado por el estrés salino sobre las plantas y mantener la produccion en niveles

optimos es de gran interés.

Se ha observado que el cultivo bajo invernadero aplicando la tecnologia de la
hidroponia, es una de las mejores alternativas para el desarrollo de las plantas, y
nos permite un cultivo menos dependiente de las condiciones edaficas y una mejora

de las condiciones climaticas que este requiera (Bolafios, 2001).

En este sentido, este tipo de cultivo ofrece beneficios como altos rendimientos
y calidad, mayores niveles de innocuidad en los productos obtenidos, mayor
seguridad de la produccién, independencia del suelo, clima, acceso a mejores
mercados y potencial de alta rentabilidad econémica (Hanan, 1998; Von Zabeltizt,
2011).

Un importante incentivo, para desarrollar este proyecto, es la ausencia de
sistemas de hidroponia en el Campus universitario de la Universidad de Jaén, por lo
gue este proyecto puede propiciar una herramienta de gran utilidad para el desarrollo

de practicas de fisiologia vegetal y de trabajos de Fin de Grado y Master.

2.2.1. Entidades a las que podria interesar el proyecto

Hay diversas entidades que podrian sacar partido a este proyecto, como la
Universidad de Almeria, con la intencién de potenciar el rendimiento de invernaderos

de produccion agricola.

También tendria cierta repercusion a nivel mundial, sobre todo en zonas de
Asia, ya que son los principales productores. También en la India y Australia, ya que

son las zonas muy afectadas por la salinidad.

Otra de las entidades que podria estar interesada en este proyecto, seria
ASAJA (Asociacion de Jbévenes Agricultores), la cual podria orientar a sus
agricultores a cerca de la variedad mas adecuada a plantar, teniendo en cuenta la

calidad del terreno en cuanto a salinidad sobre el que van a trabajar sus clientes.
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A la propia Universidad de Jaén, ya que podra aprovechar este proyecto para
realizar nuevos proyectos o estudios relacionados tanto con la fisiologia como el
metabolismo de plantas. Los alumnos podran especializarse y aumentar sus
conocimientos en el cultivo sin suelo de una forma mas visual y realizar trabajos de

Fin de Grado y Master.

3. HIPOTESIS

Dada la gran problemética e impacto social que trae consigo la salinizacion de
los suelos, el disefio de un invernadero para el cultivo sin suelo puede propiciar una
herramienta para la seleccién de las variedades mas tolerantes capaces de crecer y
dar una buena produccién en condiciones de estrés salino. Ademds, estas
variedades seleccionadas podrian tolerar mejor el riego con aguas salobres o de
mala calidad, ofreciendo la posibilidad del uso de estas plantas tanto en hidroponia

como en suelo.

Por lo tanto, el estudio propuesto en invernadero utilizando el cultivo sin suelo,
puede ofrecer informacién de gran interés, que nos permitird estudiar de forma mas
precisa el efecto del estrés salino en la planta, sin interaccion con otros factores

ambientales.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

En la busqueda de una solucion a la creciente acumulacion de iones salinos
en los suelos cercanos a la cuenca mediterranea, este proyecto, tiene como objetivo
general disefiar un sistema de cultivo sin suelo en invernadero con la intencion de
buscar alternativas de mejora del crecimiento y producciéon de Cucumis sativus en
condiciones de estrés salino, y ofrecer una opcién viable y respetuosas con el medio
ambiente para este problema ambiental. Ademas, se puede ofrecer una opcion para
el uso de aguas de mala calidad en el riego.
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4.2. Objetivos especificos (OE)

e (OE 1). Construccion de un invernadero para el cultivo sin suelo.
e (OE 2). Seleccion de variedades de Cucumis sativus tolerantes a la salinidad.

e (OE 3). Mejora de la tolerancia a la salinidad de Cucumis sativus por

pretratamiento con reguladores del crecimiento.

4.3. Plan de contingencia para resolver posibles dificultades

El mantenimiento de los experimentos (Campus Las Lagunillas) estaria a
cargo de un miembro que acudiria a la universidad. Las muestras se conservaran a -

80°C o en nitrégeno liquido hasta su posible analisis.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Metodologia y plan de trabajo

La metodologia usada para realizar los objetivos especificos y el plan de trabajo se

desarrollan a continuacion.
OE 1. Construccién de un invernadero para el cultivo sin suelo

La construccion del invernadero se realizara, en las instalaciones del campus
de Las Lagunillas de la Universidad de Jaén. La ubicacion geografica es 37°47'23.2"
latitud norte y 3°46'52.0" latitud oeste la altura elipsoidal sera de 527.754 m.

La metodologia que se va a llevar a cabo la desglosaremos en el orden en el

que se realizaran.
OE 1.1. Construccion del invernadero

Vamos a utilizar un invernadero tipo tunel (Figura 5.1), ya que es uno de los
mas faciles de instalar, siendo muy resistente a los vientos, tiene abundante
transmision solar hacia las plantas y se puede construir tanto con materiales rigidos

como flexibles. Ademas es muy recomendable para produccion horticola como seria

21



nuestro caso. Las dimensiones del invernadero seran de 16 x 12 m, cuya distribucion

interna aclararemos mas adelante.

Figura 5.1. Invernadero tipo Tunel. (plantflor.es 2016).

Otro aspecto a tener en cuenta es la orientacién del invernadero, ya que de
ello dependera la transmisibilidad de radiaciébn que vamos tener en el interior. El
invernadero lo orientaremos para obtener una captacion de la radiacion por parte de
las plantas lo mas Optima y uniforme posible. Para controlar dicho parametro, la
orientacion sera de norte a sur, ya que si lo hiciéramos de este a oeste la sombra iria

cambiando a lo largo del dia (Figura 5.2).

......
LT
coe
.
.
.
.
.
.....
‘.
-
.
.
-
-
e
-
-
-
-
-
.
-
-
-
.
-
-
-

:.: of Xy
H . O
P
: 2
-
swe_i
> &
> ToNE
W wo*
ES;’E

Figura 5.2. Disposicion del invernadero con respecto al sol. (https://www.intagri.com).
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Ademas para evitar la entrada de plagas al invernadero, equiparemos este

con una doble puerta.

Para guiar las plantas y beneficiar la funcion trepadora de las cucurbitaceas,
instalaremos un sistema de alambres por encima de cada hilera para ir guiando a la

planta a medida de que esta va creciendo (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Descripcién grafica de cdémo se realizara el tutorado de las plantas.
www.utadeo.com.

Por dltimo se instalard un climatizador que mantenga el invernadero a una
temperatura de 18-19°C durante la noche y a 21-25°C durante el dia. La instalacién
de un climatizador también nos ayudara a evitar los grandes saltos térmicos que
existen entre el dia y la noche, los cuales perjudicarian en gran medida a nuestras

plantas.

Antes de comenzar con la instalacion de los sistemas de riego, vamos a
esparcir unos centimetros de gravilla para obtener un suelo lo mas uniforme posible,
sobre el que posteriormente colocaremos los contenedores con el sustrato donde
irAn colocadas las plantas. Ademas para evitar el contacto directo de la gravilla con

el suelo y evitar que esta se pueda contaminar colocaremos una capa de film de
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polietileno para asi también evitar que las raices de la planta puedan tener contacto

con el suelo del terreno en el que se sitla el invernadero.
OE 1.2. Instalacion del sistema de riego sin suelo

Los contenedores donde iran situadas las plantas, estaran llenos de lana de
roca, que es un sustrato inorganico, ya que en los sustratos orgénicos la salinidad
que es el factor clave de nuestro estudio puede ser elevada y nuestro proyecto

perderia exactitud.

La lana de roca es un sustrato que presenta una porosidad de en torno al
96%, lo que supone que la planta pueda aprovechar casi la totalidad del agua
retenida en los blogues de lana de roca, lo que beneficia bastante a la absorcién y
desarrollo de la raiz, pero por otra parte se debe tener cuidado para que siempre
esté humeda. Normalmente la lana de roca puede presentar una cierta alcalinidad
por lo que debemos controlar el pH de la solucion nutritiva afiadiendo &cido para

mantener la solucion con un pH de entre 5,5-6.

Otro aspecto a tener en cuenta en cuanto a lana de roca es la disposicion de
sus fibras, ya que en los semilleros la disposicion de las fibras deben estar
orientadas de forma vertical para promover el crecimiento de la raiz y que esta no
tenga problema en avanzar hacia la base del semillero. Por el contrario, la
disposicion de las fibras de la lana de roca en los contenedores debe ser de forma
horizontal, de este modo se favorecera el avance del agua, sera mas facil el drenaje
de los contenedores y llegard con mas facilidad la solucion nutritiva a todas las

raices de las plantas.

La solucién nutritiva sobrante va directamente a la zona de desecho, ya que
en nuestro caso como el invernadero sera utilizado de forma temporal para
experimentos concretos, instalaremos un invernadero de solucion perdida, es decir
no se vuelve a aprovechar la solucién nutritiva utilizada. Para aprovechar de nuevo
este agua necesitariamos un equipo de desinfeccion del drenaje, lo que agravaria
mucho mas el coste del invernadero y en este tipo de invernadero no saldria

rentable, sin embargo, en invernaderos a gran escala si que seria rentable.
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La distribucién de los bloques de lana de roca sera homogénea en todo el
invernadero siguiendo la técnica de doble linea y dejando una distancia de hasta 1,6
m entre hileras y unos 30 cm lateralmente con el siguiente contenedor. Los orificios
donde iran situadas las plantas los haremos con moldes de calor para que sean lo
mas homogéneos posible y dejando una distancia de 30 cm aproximadamente entre
orificio y orificio, presentando asi una densidad aproximada de 6 plantas por 1,5 m?,
Finalmente, conectaremos un ramal porta goteros por cada planta, ya que cada
ramal llevara incorporado un gotero y este ira pinchado a los bloques de lana de roca
de cada planta, que transportaran la solucién salina a los orificios realizados (Figura
5.4).

De este modo cada variedad ocupard 4 blogues de lana de roca completos,

ya que son 3 plantas por bloque y vamos a emplear 12 plantas de cada variedad.

Control

50 Mm

200 Mm

Figura 5.4. Descripcion grafica y esquematizada de la distribucidn del invernadero y disposicion de
los tanques de riego. En la imagen podemos distinguir los bloques de lana de roca como los
rectangulos mas grandes, mientras que los puntos representados en el bloque de arriba a la izquierda
seria el espacio aproximado que ocupara cada planta. La linea que sale de los tanques de riego seria

la goma guia para el riego.

OE 1.3. Preparacion de la solucién nutritiva

Para la elaboracion de la solucion nutritiva debemos de tener en cuenta que la
intencion de este proyecto es observar las deficiencias o efectos que sufren las
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distintas variedades que vamos a utilizar frente a diferentes concentraciones de
salinidad, por lo tanto, vamos a necesitar 3 tanques con soluciones nutritivas, las
cudles van a diferir entre si tnicamente en las concentraciones de salinidad que van
a presentar, (micro y macronutrientes seran idénticos). Uno sera el tanque control
(Tanque 1), es decir, las concentraciones seran las 6ptimas para el crecimiento de
las plantas sin ningun tipo de estrés, por otro lado tendremos un segundo tanque
(Tanque 2) en el que las concentraciones de salinidad estén por encima de los
valores normales (50 mM), y por ultimo tendremos un tercer tanque (Tanque 3) el
cual tendra concentraciones de salinidad mas altas (200 mM). De tal modo que cada

estanque se encargaréa del riego de 60 plantas. (Figura 5.1).

Es conveniente que los tanques de riego se encuentren enterrados bajo el
suelo o bien tapados para evitar la entrada de luz al interior del tanque; se podra ver
la parte superior para poder ver el nivel de la solucidon y mantener los parametros de
cultivos adecuados. Si los tanques de riego estuvieran en la superficie recibiendo
continuamente la radiacion solar, seria muy probable la aparicibn de algas o
cualquier otro tipo de microorganismo que pudiera interferir en los resultados o

incluso impidiendo un correcto crecimiento y desarrollo de las plantas.

La soluciéon madre debe presentar un pH que oscile entre unos valores de 5y
6; en el caso que sea mas alto habra que ajustarlo usando un acido comercial, como
sulfarico, fosférico o nitrico. En el interior de cada tanque debe de incluirse un
pequefio termostato que nos mantenga la temperatura del tanque a unos 22°C,
temperatura ideal para la absorcion de la planta, asi como una pequefia bomba de

aire para mantener los niveles de O..

Primeramente vamos a dejar indicadas las concentraciones de micro y
macronutrientes que van a llevar por igual cada estanque (Soluciébn madre) y
después matizamos las diferentes concentraciones de salinidad que llevara cada
tanque. La solucion madre que vamos a usar es la solucion de Hoagland, cuyas

concentraciones y reactivos vienen desglosados en la (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1. Solucién nutritiva de Hoagland. (http://www.fdcea.com).

mL Solucion de

Componente Solucién De Reserva
reserva/iL

Macronutrientes

2M KNO, 202 g/L 2.5
1M Ca(NO,),*4H,0 236 g/0.5L 2.5
velato dehiere) | 98/- 15
2M MgS0,*7H,0 493 g/L 1
1M NH,NO, 80g/L

Micronutrientes

H,BO, 2.86¢g/L 1
MnCl,*4H,0 1.81g/L 1
ZnS0O,*7H,0 0.22g/L 1
CuSO,4*5H,0 0.051 g/L 1
H;Mo00,*H,0 or 0.09g/L 1
Na,Mo0,*2H,0 0.12g/L 1
fosfato

1M KH,PO, (pHto 6.0) | 136¢g/L 0.5

La concentracion final de los distintos elementos de la solucién de Hoagland
quedan de la siguiente forma: N 210 ppm; K 235 ppm; Ca 200 ppm; P 31 ppm; S 64
ppm; Mg 48 ppm; B 0.5 ppm; Fe 5ppm; Mn 0.5 ppm; Zn 0.05 ppm; Cu 0.02 ppm;
Mo 0.01 ppm.

Otro aspecto a tener en cuenta para controlar los parametros de la solucién
nutritiva es que el agua que utilizaremos debe presentar unos valores de CE

préximos 0-0.2 dS m™.
OE 1.4. Tratamiento con las diferentes concentraciones de NacCl

En lo que a las concentraciones de salinidad se refiere, el valor que vamos a
utilizar como control serd de 0 mM de NacCl el cual se considera un valor bueno para

el crecimiento de las diferentes variedades de Cucumis sativus.

e Tanque control (Tanque 1) - Concentraciones de salinidad de 0 mM de
NacCl.
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e Tanque con salinidad baja (Tanque 2) > En este estanque las
concentraciones de salinidad para estresar a la planta estarian alrededor de
50 mM.

e Tanque con alta salinidad (Tanque 3) - Por Uultimo preparamos un tercer
estanque en el cual los niveles de salinidad estarian mucho mas elevados que

en el estanque anterior, en este caso con una concentracion de 200 mM.

OE 1.5. Riego.

El riego lo vamos a realizar mediante sistema hidroponico abierto. Para el
riego del cultivo dispondremos de un temporizador digital que controle los patrones
de riego. Para la programacion del temporizador vamos a hacer distincion de 2 ciclos
de riego, uno al inicio del cultivo en el que se estableceran 7 periodos de riego de 4
min cada uno, desde las 07:00 horas de la mafiana hasta las 18:00 horas de la
tarde. En el segundo ciclo de riego, aumentaremos la frecuencia de riego a 12
periodos en el mismo intervalo de tiempo que el periodo anterior y aumentando en 1
min si fuera necesario los periodos donde la planta sufre mayores efectos del calor
para asi evitar que estas sufran de estrés hidrico.

La solucion nutritiva se la administraremos a las plantas mediante goteros
pinchados que nos dan un manejo mas sencillo para su colocacién. De este modo
nos aseguraremos de que cada planta recibe la misma cantidad de solucién nutritiva.
Con esto conseguiremos que el riego y la cantidad de nutrientes que recibe nuestra
planta sea lo mads homogénea posible. Dispondremos de una goma guia de 16 mm
de diametro en medio de cada dos hileras de bloques de lana de roca, de la cual
derivaran unas gomas de riego de menor tamafo, que estaran dispuestas de los
goteros. Usaremos un gotero por cada planta, pinchado en el bloque de cada una,
es decir, un total de 180 goteros. Utilizaremos goteros autocompensantes, para
mantener un caudal constante todo el tiempo independientemente de la presiéon que
estos reciban. Los bloques o tablas de lana de roca empleados seran de 90 cm de
largo por 30 de ancho. Tendran 3 huecos cada uno donde colocaremos nuestras
plantas separadas a una distancia aproximada de 30 cm, dejando 5 cm en cada

extremo del blogue de lana de roca.
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OE 2. Seleccién de variedades de Cucumis sativus tolerantes a la salinidad

Las variedades sobre las que vamos a realizar nuestro proyecto son 5 tipos
de genotipos diferentes pertenecientes a la especie Cucumis sativus. Cinco
variedades comerciales de pepino con bastante repercusion en el mercado actual,
puesto que nuestro objetivo es conocer como sacar el maximo rendimiento de este

cultivo en un terreno salino.

A continuacion se va a hacer una breve descripcion de los caracteres de las
plantas de Cucumis sativus. Es una especie que incluye a plantas herbaceas,
rastreadoras o trepadoras si se guian mediante tutorado. La planta del pepino,
presenta una gran envergadura, pudiendo alcanzar hasta los 2 metros. El tamafio de
sus hojas, hace que sea muy frondosa y atractiva para los parasitos (Reche, 2011).
Poseen un gran sistema radicular debido a la gran productividad de la planta,
ademas, tiene la capacidad de emitir raices adventicias por encima del cuello
(CENTA, 2003). El tallo principal, posee una gran cantidad de tricomas y tiene un
aspecto anguloso. Su naturaleza es rastreadora, si se deja crecer libremente o
trepadora si se guia. De cada nudo parte una hoja y un zarcillo. Las hojas son
pecioladas, divididas en 3-4 I6bulos, siendo el I6bulo central mas puntiagudo. Por el
envés se aprecian los nervios muy pronunciados y tienen un tacto aspero (Reche,
2011). EIl fruto tiene una forma de cilindro alargado y dependiendo del cultivo,
pueden oscilar entre 15-35 cm de longitud. Es un fruto carnoso de aspecto verrugoso
(CENTA, 2003). Las flores poseen pétalos amarillos y un pequefio pedunculo.
Pueden ser hermafroditas o unisexuales y aparecen en la axilas de las hojas (Reche,
2011). Las semillas tienen un aspecto liso, ovalado, y aplastadas. Se encuentran en
el interior de fruto y su facultad germinativa puede durar hasta 4 o 5 afios (Reche,
2011).

OE 2.1. Seleccion de las variedades de Cucumis sativus objeto de estudio

Junto con las variedades utilizadas, se indican también, las medidas
estandares que caracterizan a dichas variedades. Estos parametros seran los

utilizados para comparar los resultados obtenidos.
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Las variedades son las siguientes:

e Monalisa F1 — Es una variedad con origen en el Sudeste asiatico. El fruto,
presenta un tamafio de unos 20 cm de largo por unos 4-5 m de diametro.

e Modan RZ F1 — En este caso, es de origen francés, y presenta un tamafio
algo mayor que el anterior, rondando los 22 cm de longitud.

e Tropicuke — Las caracteristicas de esta variedad recaen sobre la

maduraciéon temprana (45-50 dias). Longitud media del fruto de 24 cm.

e Zapata — En este caso, la variedad ronda ente los 33-35 cm sin cuello alto y

presenta un atractivo color verde obscuro.

e Lisboa — Pepino de tamafo entre 20 a 25 cm con pocas espinas, muy liso.
Excelente rendimiento, y rapida maduracion (unos 43 dias) Frutos rectos y

excelente llenado interno.
OE 2.2. Germinacion de las semillas

Durante el transcurso de la instalacion del invernadero pondremos las
semillas a germinar para que todo fluya al mismo tiempo intentando hacer coincidir la

finalizacién del invernadero con el trasplante de la plantula.

Las semillas las germinaremos en los mismos cubos de lana de roca que
vamos a utilizar posteriormente, para ello vamos a utilizar agua destilada para
prevenir la apariciéon de algas. El pH del agua de riego debe estar entre 4 y 5-5.
Colocamos la lana de roca en cajas de plastico que se puedan cerrar para mantener
la humedad, la saturamos con agua y la dejamos 24 h en remojo. Retiramos el

exceso de agua y colocamos la semilla en los orificios (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Disposicion de las semillas para su germinacion.
(www.youtube.com)

Estas cajas las introduciremos en unas camaras de crecimiento que nos
permitan mantener la temperatura en el interior del recipiente entre unos 24 y 30°C

durante 7 a 10 dias.

Pasado este tiempo de 10 dias, comenzaremos a regar con la solucion de
Hoagland. Pasadas 3 o 4 semanas las plantulas ya tendrdn un tamafio

suficientemente grande y se trasplantaran al sistema hidroponico.

Necesitaremos un total de 200 semillas, ya que usaremos 36 plantulas de
cada variedad (12 para cada tanque de riego) y para asegurarnos que tenemos 36,
plantaremos 4 semillas de mas, de cada una, por si alguna se estropea, es decir,
plantaremos 40 semillas de cada variedad.

OE 2.3.Trasplante de las plantulas

Una vez que las plantas han alcanzado un tamafio adecuado (un mes
aproximadamente), cuando las plantulas presenten 4 hojas verdaderas. Las
trasplantaremos con el menor riesgo posible a las bandejas de lana de roca situadas
en el invernadero de cultivo sin suelo que ya tendremos construido y preparado para
el desarrollo de estas plantas. Antes de realizar el trasplante es muy importante que
todo el sistema de riego quede totalmente desinfectado con hipoclorito de sodio al
1% y lavado con agua posteriormente. Las plantulas, seran trasplantadas a los
sacos de lana de roca, los cuales seran regados con solucion de Hoagland (pH 6,6 £
0,1, CE 1,8-2,0 dsm 7). Se trasplantaran 12 plantulas de cada variedad a cada una

de las tres hileras diferentes, que seran regadas con las distintas soluciones
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nutritivas. La distribucion de las variedades dentro de cada hilera sera aleatoria para

que el estudio sea lo mas homogéneo posible.

Antes de colocar los cubos de lana de roca con las plantas en las bandejas,
estas deben saturarse con agua anteriormente, por medio de los goteros de riego,
para que posteriormente la solucion nutritiva tenga una mayor fluidez. El trasplante lo
realizaremos a una hora en la que no haga excesivo calor, es decir, a primera hora
de la mafana o lo que es mejor, a Ultima hora de la tarde con el fin de mantener
siempre humedos los cubos de lana de roca. Una vez realizado el trasplante

debemos colocar los goteros de una forma similar a la mostrada en la (Figura 5.4).

Figura 5.4. Plantula trasplantada a sistema

hidroponico. Fitosofia.blogspot.com.

OE 2.4. Aplicacion del tratamiento salino

Una vez colocadas las plantas en sus correspondientes posiciones, ya
especificadas en apartados anteriores, simplemente hay que controlar la
conductividad eléctrica de la solucién nutritiva e ir afladiendo nueva solucion cuando
sea necesario, para que las plantas no sufran un déficit nutritivo. Al estar todo

automatizado gracias al temporizador digital, el mantenimiento y atenciéon es minimo.
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La aplicacion de las diferentes concentraciones de salinidad se hara de forma

progresiva para evitar que las plantas sufran un choque osmatico.
OE 2.5. Recogida de muestras, conservacion y analisis

Pasados 70 dias de la siembra, ya tendremos nuestros primeros frutos y
podremos proceder a la recoleccion de muestras tanto de la planta como de los
frutos. Primero realizaremos la recoleccion de muestras de los frutos, ya que una vez

tomadas las muestras de la planta habra que desecharlas.

Para la conservacion de las muestras vamos a utilizar nitrégeno liquido, para

poder conservar todas las propiedades de la muestra.

Tendremos indicios de que el fruto esta listo para su recoleccion, una vez que
el zarcillo del fruto esté seco y las espinas de los frutos comiencen a desaparecer.

Para el analisis de los frutos mediriamos y analizariamos las siguientes variables:

e Longitud del fruto (cm): Mediremos de extremo a extremo 15 pepinos
distinguiéndolos por tratamiento de salinidad recibido y variedad.

e Diametro del fruto (cm:) Igual que el anterior parametro, pero en este caso
habra que cortar el fruto por la mitad para determinar el didmetro.

e Edad al inicio de la cosecha (ddt): Para obtener la fecha de inicio de la
cosecha apuntaremos desde el dia de trasplante hasta el dia de la recolecta
de los primeros frutos.

e Numero de frutos totales por planta. Determinacion de los frutos totales por
planta.

e Peso del fruto (g): Se recogera el peso de 15 pepinos de cada tipo y se
pesaran.

e Rendimiento por planta (g/planta): Finalmente, veremos qué tipo de plantas
han obtenido un mayor rendimiento segun sus condiciones de crecimiento,
dividiendo los Kg totales producidos en cada apartado de plantas entre las 15

plantas de cada tipo.

La recogida de muestras de planta, las realizaremos una vez finalizada
la cosecha, ya que para medir algunos parametros como la raiz, necesitaremos

retirar la planta del sistema hidroponico y desecharla.
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Para comprobar si el crecimiento de las plantas regadas con las distintas
soluciones nutritivas, es distinto, dentro de la misma variedad, mediremos los

siguientes parametros:

e Altura del tallo (cm )> Para medir la altura del tallo, tomaremos como
referencia desde el nivel del suelo hasta la zona apical del mismo. Tomaremos
las mediciones de 7 plantas elegidas al azar de cada tipo.

e Longitud de la raiz (cm) > Una vez finalizado el estudio, se estraerd la planta
del sistema de riego con cuidado y se realizara la medicion de la raiz de 7 plantas
de cada tipo elegidas al azar.

e Diametro del tallo(cm) - Realizaremos la medicion de 7 tallos de cada especie
elegidos al azar. Para medir este pardmetro, lo haremos con ayuda de un pie de
rey.

e NUmero de hojas por planta > Realizaremos un recuento de las hojas de 7
plantas de cada tipo.

e Relacién raiz/parte aerea (R/PA) - Es el peso seco (PS) de raiz respecto al

peso seco de parte aérea y lo determinaremos mediante la férmula:

R/PA = PS raiz/ (PS tallo + PS hoja)

La toma de muestras de las hojas para realizar los andlisis de concentracién
Na*, CI'y Ca?*, lo realizaremos escogiendo las plantas de una forma aleatoria. Para
gue la toma de muestras sea lo mas homogenea posible, cogeremos hojas situadas
mMAas o menos a la misma altura de las diferentes plantas seleccionadas y orientadas

en la misma direccion.

Determinaremos las concentraciones de Na*, ClI'y Ca?* aplicando los Métodos
Oficiales de Analisis del MAPA (Orden Ministerial 17/9/81, BOE n° 246; Soria, 2002).
Para ello cogeremos 2 g de tejido vegetal seco y molido y lo mediremos por
espectrofotometria de emisiénabsorcion atomica (PerkinElmer AAnalyst 800). Para
ello incineraremos el material vegetal a 450°C durante 24h en un horno-mufla y de
que se enfrie, atacaremos las cenizas mediante hidrolisis acida con 3 ml de H20
destilada y 2 ml de HCI 37%. Para que la reaccion se lleve a cabo correctamente,
calentaremos los crisoles a 250°C en una placa calefactora. El contenido obtenido, lo
filtraremos y  se enrasard hasta 100 ml con HClI 2%, se medird por
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espectrofotometria de emision-absorcién atomica (PerkinElmer AAnalyst 800) y se

expresard el contenido de nutriente en %.

Para el andlisis de prolina, utilizaremos el método empleado por Shan et al.
(2007). Cogeremos 500 mg de hoja fresca, lo mezclaremos con 5 ml de acido
sulfosalicilico al 3%, lo dejamos en agitacion a 100°C durante 10 min y se filtra.
Después usaremos el método descrito por Shan et al. (2007). Se usan 2 ml del
estracto anterior y los mezclamos con 2ml de &cido acético frio y 2 ml de &cido
ninhidrico (1,25 g deninhidrina, 30 ml de &cido acético glacial y 20 ml de &cido
ortofosférico 6 M). Lo calentamos a 100°C durante media hora, cuando este frio, lo
enfrentaremos con 4 ml de tolueno. Finalmente medimos la absorbancia a una

longitud de onda de 520 nm. Expresaremos los resultados en g de prolina (g FW™).

Determinaremos la tasa fotosintética usando el medidor de fotosintesis portétil
IRGA, este aparato nos permitirdA medir también, la conductancia estomatica,
transpiracion y CO, sub estomatico. Una disminucién de la fotosintesis nos da

incdicios de que la planta esta estresada y adecuandose al ambiente salino.
Para medir el estrés oxidativo, haremos las siguientes determinaciones:

Actividad superéxido dismutasa (SOD), para ello vamos a emplear el método
utilizado por Xu et al. (2008).

Actividad peroxidasa que la mediremos de acuerdo con el método de Kochba
et al. (1977). Definimos una unidad de actividad como la cantidad de enzima
requerida para aumentar 1 unidad de absorbancia medida a 470 nm min.

Contenido de malondialdehido (MDA) ya que es el primer producto de la
peroxidacion lipidica y es utilizado como un marcador de dafio oxidativo en la planta.
Su concentracién va variando en funcién del tipo y duraciéon del estrés (Bai et al.,
2010). Para medirlo utilizaremos el método de Zhang et al. (2005); para el calculo del

contenido de MDA se usara la siguiente formula:

MDA (u mol g =1 FW) = 6.45 x (A532- A600) 0.56 x A450

35



OE 2.6. Andlisis estadistico de los resultados

Para analizar estadisticamente, los datos obtenidos,utilizaremos el programa
statgraphics. Expresaremos los valores medios + error estandar (SE). Para observar
si existen diferencias estadisticamente significativas entre las 3 medias obtenidas, de
las diferentes variedades y de los diferentes parametros medidos, realizaremos un

andlisis de la varianza y una prueba de rango mdultiple de Tukey (P < 0.05).

En el caso de que si existan diferencias significativas tendremos que
desglosar a qué concentraciones de salinidad ocurren dichas diferencias y si esto
ocurre en todas las variedades.

OE 3. Mejora de la tolerancia a la salinidad de Cucumis sativus por

pretratamiento con reguladores del crecimiento

Con la intencion de enriquecer nuestro proyecto, vamos a realizar una
segunda tanda de cultivo, en este caso seran el mismo tipo de plantas pero le

afiadiremos un pretratamiento con reguladores de crecimiento.
Como reguladores del crecimiento vamos a utilizar:

Poliaminas, concretamente, espermidina (Spd), ya que existen estudios
como el de Duan et al. (2008) que sugieren que la (Spd) confiere tolerancia a la
salinidad a corto plazo en el pepino, probablemente a través de la induccién de
enzimas antioxidantes y osmolitos. Las poliaminas se han relacionado con la
actividad celular, crecimiento y desarrollo vegetal, senescencia, proteccion frente a
estreses bioticos y abidticos y otros muchos procesos como la germinacion o el

desarrollo del fruto (Carbonell et al., 2000).

Acido salicilico (AS), ya que hay estudios como el de Larqué, A. y Martin, R.
(2007), que afirman que el AS mejora la bioproductividad de las plantas horticolas
sin afectar a la calidad de los frutos, debido al efecto positivo del AS sobre la raiz y

su densidad.
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OE 3.1. Germinacion de las semillas

Antes de la germinacion realizaremos una esterilizacion en superficie con
hipoclorito soédico 1% durante 10 min y después las lavaremos con agua corriente.
Las semillas, las haremos germinar en pequefios cubos de lana de roca
humedecidos con agua destilada para mantener el mismo método empleado para la
germinacion de la otra tanda de plantas. Las introduciremos en la camara de cultivo
a 29°C.

Vamos a emplear 36 semillas de cada variedad, que seran las mismas
variedades que las utilizadas en la tanda anterior. Aunque solo vamos a utilizar 36
plantas de cada variedad, germinaremos 4 mas de cada tipo por si alguna no

germina correctamente.
OE 3.2. Trasplante de plantulas

El trasplante se realizara cuando las plantulas presenten 4 hojas verdaderas y

lo realizaremos siguiendo los mismos pasos que se explican en el OE 2.3.

El trasplante se realizara al invernadero de cultivo sin suelo que ya tendremos
construido y preparado para el desarrollo de estas plantas. Antes de realizar el
trasplante es muy importante que todo el sistema de riego quede totalmente

desinfectado con hipoclorito de sodio al 1% y lavado con agua posteriormente.

Las plantulas, seran trasplantadas a los sacos de lana de roca, los cuales
seran regados con solucién de Hoagland (pH 6,6 + 0,1, CE 1,8-2,0 dsm %). Se
trasplantaran 6 plantulas de cada variedad a cada una de las tres hileras diferentes,
gue posteriormente, seran regadas con soluciones nutritivas iguales, pero diferentes

concentraciones de NacCl.

La disposicion de las plantas en el invernadero sera totalmente aleatoria,
siempre que haya 6 plantas de cada variedad regadas por un tanque de riego
distinto, de este modo evitamos problemas que puedan interferir en nuestro proyecto
como la radiacion solar que llega a cada variedad de planta. La densidad sera de 6
plantas cada 1,5 m?y la distancia entre planta y planta sera de 30 cm lateralmente y

1,6 m entre hileras (Figura 5.5). Cada planta estara regada por su propio gotero
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autocompensante, que ira pinchado en el bloque de lana de roca en el pie de la

planta.
Control |m = mjj | 1 ] 1 11 ] 1 11 11 ] 1 ] 1 |
l 11 ] 1 ] | 11 ] | ] ] 1 ] 1 ] 1 |
Plantas pre-tratadas con Spd o AS
l 11 | 1 ] 1 11 ] 1 11 11 ] 1 ] 1 |
50 Mm
l 11 ] 1 ] | 11 ] | ] ] 1 ] 1 ] 1 |
Plantas pre-tratadas con Spd o AS
l 11 | 1 ] 1 11 ] 1 11 11 ] 1 ] 1 |
200 Mm
l ] 1 J | ] 1 11 ] 1 ] ] 1 ] 1 | 1 |

Figura 5.5. Disposicion de las plantas en el invernadero de acuerdo con el tratamiento de salinidad
que van a recibir y el pretratamiento con reguladores del crecimiento. En la figura, se puede observar
que cada tanque se encarga del riego de 60 plantas, las cuales vienen definidas por los puntos del

bloque situado arriba a la izquierda de la figura.

OE 3.3. Aplicacién de los pretratamientos con reguladores del crecimiento

Después del periodo de adaptacion (3 semanas en condiciones hidropénicas)
realizaremos el pretratamiento a las plantas con los reguladores del crecimiento

aplicados a la solucion nutritiva con las siguientes concentraciones:

e Espermidina (Spd): (0.5 mM)
e Acido salicilico (AS): (0.5 mM)

Cada pretratamiento se lo aplicaremos a 6 plantas de cada variedad.

Aplicaremos el pretratamiento a las plantas durante 10 dias y después le

aplicaremos el tratamiento salino.
OE 3.4. Aplicacién del tratamiento salino

Para el tratamiento salino, vamos a tener tres tanques con 3 concentraciones
de NaCl distintas. Un tanque sera el tanque control en el que no se aplicara

tratamiento salino, otro tanque tendra una concentracion de NaCl de 50 Mm y el
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tercer tanque de riego tendra 200 mM de concentracion salina. Las concentraciones
de salinidad se iran suministrando poco a poco hasta alcanzar los niveles requeridos

para que las plantas no sufran un choque osmatico.
OE 3.5. Recogida de muestras, conservacion y analisis

Realizaremos la recogida de muestras de la misma forma que describimos
anteriormente en el OE 2.5. Las muestras las conservaremos en nitrégeno liquido
para que no pierdan ninguna de sus propiedades. Nuevamente primero realizaremos
el andlisis de frutos, donde mediremos los siguientes pardmetros: Longitud del fruto
(cm), diametro del fruto (cm), edad del inicio de la cosecha, N° de frutos totales por
planta, peso medio del fruto y el rendimiento por planta (Kg/m?). Posteriormente
mediremos el crecimiento vegetativo mediante el nUmero de hojas, altura del tallo

(cm), longitud de la raiz (cm), diametro del tallo (cm) y la relacién raiz/parte aérea.

Para determinar el nivel de estrés que presenta cada tipo de planta,
mediremos los niveles de prolina, concentraciones de Na*, C"y Ca®* en hojas y las
enzimas antioxidantes a través de la actividad superéxido dismutasa (SOD),
peroxidasa y el contenido de MDA. Para medir dichos parametros utilizaremos los

métodos ya citados en el apartado OE 2.5.
OE 3.6. Analisis estadistico y de los resultados

Compararemos los resultados obtenidos tras las 2 tandas de cultivo
realizadas, para asi poder observar si el pretratamiento con los reguladores del
crecimiento realmente ayuda a las plantas a tolerar la salinidad.

Expresaremos los valores medios + error estandar (SE). Realizaremos un
andlisis de la varianza y una prueba de rango mdultiple de Tukey (P < 0.05).
Compararemos gque variedad resiste mejor el estrés salino y si el tratamiento con

Spd o AS mejora su tolerancia.

5.2. Recursos materiales y equipamiento disponible

Formaremos un equipo de investigacion formado por un/a técnico/a, un/a

bidlogo/a y un/a ingeniero/a agrénomo. El proyecto se realizara en los laboratorios
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de la Universidad de Jaén (Campus Las Lagunillas) que cuentan con: 1 centrifuga de
mesa refrigerada, 3 agitadores magnéticos, 2 pH-metros, 2 balanzas de precision,
laboratorio para procesamiento de muestras, 1 espectrofotometro y 1 liofilizador, 1
concentrador de vacio, 2 refrigeradores, 1 incubadora y otros equipos relacionados

con la fisiologia vegetal.

Ademas se dispondra de los servicios técnicos para la conservacion de
muestras, en el Departamento de Biologia Animal, Biologia Vegetal y Ecologia que
tenemos congelador -80°C. También cuenta con el Servicio Central de Apoyo a la
Investigacion (SCAI) de la Universidad de Jaén (Las Campus Lagunillas), con
capacidad para analizar todos los pardmetros incluidos en el proyecto. Hay 4
camaras de crecimiento, espectrofotometros, HPLC, cromatdgrafos de gases,
tanque de nitrogeno liquido, mas congeladores -80°C, y diferentes laboratorios
totalmente equipados para desarrollar el proyecto
(https://lwww.ujaen.es/servicios/scai/centro-de-instrumentacion-cientifico-tecnica-

cict/areas-del-cict/area-de-analisis-y-determinacion-5).

Se han organizado los materiales en funcion del objetivo que se va a llevar a

cabo con ellos (Tabla 5.2).

Cabe resaltar que vamos a utilizar goteros pinchados, esto nos facilitara su
colocacién. Seran goteros autocompensantes, para mantener el caudal constante,

independientemente de la presion que les llegue.

Con el alambre realizaremos el tutorado de las plantas para que estas puedan

desarrollar su actividad trepadora.

Necesitaremos un total de 180 goteros que saldran de unas gomas de menor
diametro, provenientes de la goma guia y para orientar cada goma necesitaremos

codos.

Emplearemos los moldes de calor para realizar los orificios donde iran situados
los bloques de menor tamafio de lana de roca para agilizar el proceso y reducir la
mano de obra, utilizaremos unas tijeras para abrir unos pequefios orificios de drenaje

a los bloques de lana de roca para que la solucion nutritiva no se quede estancada.
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Tabla 5.2. Desglose de los materiales que seran necesarios para llevar a cabo el proyecto de una

forma 6ptima.

Utensilios para
siembra

Semilleros, camara de cultivo, semillas, cubos de lana de roca |,
hipoclorito sédico, bandejas de plastico, moldes de calor y solucién
nutritiva

Utensilios para el
cultivo

Goteros, tablas de lana de roca, gomas de riego, codos, reguladores del
crecimiento y alambre.

Utensilios para el
riego

Bombas de agua Super Eco 3600L/h, tanques de riego, medidor de pH y CE,
solucién nutritiva, NaCl, bomba de aire APS 50 y termdmetros.

Utensilios para los
analisis

Tijeras, cinta
(Statgraphic),
fotosintesis

ordenador,
absorcion
T, papel,

métrica, bandejas,
espectrofotometro  de
IRGA LCPro T y LCi
ninhidrina, acido ninhidrico, acido  orto
morteros de porcelana, agua destilada,
centrifugas y tubos de centrifugas, papel
y un pie de rey.

programa  estadistico
atomica, medidor de
boligrafo estufa, agitador
fosférico, micropipetas,
botes opacos, gradillas,
de aluminio, mufla, tolueno

Para la recogida
de muestras

Guantes, tijeras, pinzas, nitrégeno liquido, y cubos.

Para la
infraestructura

Grava, plastico, climatizador, film de polietileno y policarbonato

5.3.Cronograma

Las tareas anteriores se realizaran siguiendo el orden y atendiendo a los

tiempos indicados en los cronogramas de las (Tabla 5.3) y (Tabla 5.4).

En todo momento las actividades las llevara a cabo un biélogo especializado.

Ademas, en casos puntuales, se recurrird a otros especialistas; el montaje del

invernadero lo realizard una empresa especializada. En la puesta a punto del

invernadero, se contara con la ayuda de un ingeniero agrénomo/a, especializado.

Cronograma del proyecto. Se ha separado cada mes en 10 dias para llevar

un control mas exacto y preciso de las actividades.
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Tabla 5.3. Cronograma de la construccion del invernadero, desarrollo y analisis de la primera

tanda de plantas cultivadas.

Feb Mar Abr May Jun Jul Ago

Construccién del
invernadero y X |X|x]|x
puesta a punto

Preparacion de
semilleros y XX
germinacion

Cuidado de las
plantulas

Trasplante y
mantencién de las
plantas en el
sistema hidropénico
y aplicacién del
tratamiento salino

Recogida de
muestras, analisis,
conservacion y
andlisis estadistico

Tabla 5.4. Cronograma del desarrollo y andlisis de la segunda tanda de plantas a las que le
vamos a aplicar un pretratamiento antes de someterlas a estrés salino junto con el plan de

difusion de los resultados.

Ago Spt Oct Nov Dic En

Germinacién de

semillas (2° tanda) XX

Trasplante de
plantulas (2° tanda)

Aplicacion de los
pretratamientos

Aplicacion de los
tratamientos salinos

Recogida de
muestras, analisis y X | X
conservacion

Andlisis estadistico X | X [ X

Divulgacioén de los
resultados
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6.PLAN FINANCIERO

En la (Tabla 6.1), se puede observar lo que seria una estimacion del

presupuesto necesario para llevar a cabo el proyecto.

En el plan financiero se ha ajustado el sueldo de los especialistas, a los dias
de intervencion de estos, ya que el ingeniero/a agronomo solo estara presente en la
puesta a punto del invernadero, que se estima que puede durar unas 2 semanas. En
el caso del empleado/a, solo serd necesario durante los meses de recogida de
muestras y analisis de datos ya que los meses de crecimiento de las plantas al estar
todo automatizado, con la revisiobn y mantencién del bidlogo/a encargado de realizar

el proyecto, seréa suficiente.

Tabla 6.1 . Plan financiero del proyecto.

Material fungible Gomq§, seml_llas, semilleros, alambre, reactivos, 1.000 €
solucion nutritiva, goteros...
Invernadero Materiales, adecuacion del terreno, jornales... 9.500 €
Bombas de agua Super : . _
Eco 3600 L/h 3 Unidades X 85€/unidad = 255 €
Bloques de lana de roca |30 unidades X 7,5€/unidad= 225 €
Climatizador y medidor Climatizador. 1 Unidad X 235€/unidad
?:GAf(I)_tg;mtﬁ_schE_(l)_rtatlI Medidor de ffotosintesis Portatil IRGA LCPro T y 5.735€
ro byt LCi T 1 Unidad X 5500€/unidad
Ing. Agronomo/a. 15dias = 1.500 €
SERTEES (TS Biologo/a especializado/a. 12 Meses X 1850€ = 22.150€
Empleado/a. 11 Meses X 1100€ 12.100€
Dietas. 590 jornales X 26€/dia 15.340€
67.805€
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7. IMPACTO CIENTIFICO-TECNICO

7.1. Impacto cientifico-técnico

Con el cambio climético, aumenta el nivel del mar es cada vez mayor,
aumentando asi las zonas de intrusion de las aguas salinas en los continentes.
Actualmente hay ya alrededor de unos 954 millones de hectareas (Mha) afectadas
por la salinizacion de los suelos y las pérdidas de productividad rondan entre el 7 y
8%. Europa aporta un 3,3% de la salinizacion mundial, teniendo unas 30,7 Mha,
destacando la zona de la costa mediterranea. A nivel mundial las zonas peor
paradas son Pakistan, China, Estados Unidos, India, Argentina, Sudan y muchos
paises de Asia central y occidental. La amenaza de la salinidad, ha centrado la
atencién de todo el mundo y cada vez se realizan mas estudios sobre plantas
capaces de tolerar la salinidad o con los mejores mecanismos de adaptacién. La
poblacion mundial va aumentando exponencialmente, mientras que las tierras de
cultivo se van reduciendo a causa de la contaminacion y el cambio climatico, por lo
tanto encontrar las variedades que mejores se adapten a estas condiciones es de

primera necesidad.

Curiosamente, los principales productores de pepino, (China, Turquia,
Espafa, Ucrania, Japdn...) se encuentran en zonas que sufren las consecuencias de
la salinizacion del suelo, de ahi la necesidad de adaptar este tipo de cultivo a los

suelos con altas concentraciones de sales.

Por otro lado, el desarrollo de un invernadero para el cultivo sin suelo, es hoy
en dia una de las herramientas mas punteras para el desarrollo de este tipo de
proyectos, lo que hara que la Universidad de Jaén sea una universidad referente a

nivel mundial, en cuanto a la realizacién de estudios en cultivo sin suelo.

Con respecto al cultivo de pepino, el sitio web de la base de datos
estadisticos corporativos de la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion
(FAOSTAT), publicé que en afio 2020 se batié el récord histérico en la produccion
mundial de pepino, con un total de 91258,27 millones de kg, en una superficie de
2.261.318 has, con un rendimiento medio por metro cuadrado de 4,04 kg de pepino.
Espafia, supera la media con un rendimiento de 10,28 Kg/m?, pero aun asi, Holanda
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destaca como el pais con el mejor rendimiento en el mundo en la produccion de
pepino, ya que obtiene 70,52 kg/m2, un 585,99% mas que Espafia. Este proyecto
podria contribuir a aumentar estos numeros en Espafia y tener un gran impacto a

nivel nacional y mundial.

Por otro lado, el cambio climatico y sus consecuencias, es un tema que
equipara la atencion mundial, y cada vez mas entidades trabajan en este tema y en
sus posibles consecuencias, por lo que el interés de las revistas de publicar este tipo
de trabajos es cada vez mayor, ya que pueden ser Utiles para afrontar el futuro. Por
lo tanto, el impacto cientifico-técnico esperado de los resultados de este proyecto,

puede ser muy importante.

7.2.Plan de divulgacion

7.2.1. Plan de divulgacién para grupos mas relevantes

Para que los resultados del proyecto lleguen a entidades y personas que les
pueda interesar se realizard un plan de divulgaciéon a través de las oficina de prensa
de la Universidad de Jaén y utilizando las redes sociales para poner al dia a la

poblacién en los perfiles de la Universidad.

Asistencia a Congresos y Simposios, tanto nacionales como internacionales.
Esto nos ayudara a poner los resultados a servicio de la comunidad cientifica

interesada en este tema.

Realizaremos 3 publicaciones en revistas cientificas relacionadas vy

especializadas en el tema SCI.

También habra oportunidades para difundir los resultados a través de

conferencias técnicas y exposiciones en ferias agropecuarias y tecnologicas.
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7.2.2. Plan de divulgacién para la poblacion en general

Uno de los principales objetivos que se pretende abordar con la difusion de
este proyecto, es animar a la gente a que se interese por el cultivo sin suelo y animar

a la poblacion a que cree sus propios cultivos caseros.

Realizaremos talleres informativos, tanto para la comunidad Universitaria
como para los colegios de la zona. Dichos talleres se realizaran en el invernadero

con la intencién de que la gente conozca mejor en qué consite el cultivo sin suelo.

Tendremos presencia en "la semana de la ciencia® dénde explicaremos todo
el proyecto de una forma muy gréafica y visual para que pueda ser comprendido por
todos los publicos; haremos una pequefia demostracién con un ejemplo de cultivo

sin suelo sencillo para que los asistentes lo puedan realizar facilmente (Figura 7.1).

Figura 7.1. Ejemplo de Cultivo hidropénico casero con materiales
reciclados.www.lavanguardia.com.

Realizaremos poster con las graficas de los resultados tanto en formato digital
para publicarlo en péaginas y foros dedicados a la agronomia, como en papel para

ponerlo en los laboratorios de la Universidad de Jaén.
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8. IMPACTO SOCIAL Y ECONOMICO

8.1. Descripcion del impacto y beneficios que pueden derivarse de los
resultados

Un suelo con altas concentraciones de sal sufre una gran variedad de
alteraciones llegando incluso a interrumpirse los procesos biologicos, bioquimicos,
hidrolégicos y erosivos naturales. Como consecuencia, la salinizacion de los suelos,
puede tener un gran impacto negativo en la produccion agricola, pérdida de los
recursos y bienes que el suelo ofrece o incluso de salud ambiental. Dichos
problemas pueden desembocar en problemas para el ser humano y para el bienestar

social.

El proceso que mas problemas esta creando, y que se preveé que creara en el
futuro en los suelos de la zona Mediterranea, es la salinizacion. Esto se debe a las
altas tasas de evapotranspiracion, las escasas precipitaciones y la limitacion en
cuanto a la lixiviacion de sales que presenta dicha zona. Ademas, con el
calentamiento global, cada vez mas agricultores se ven obligados a regar sus
cultivos situados en zonas aridas o semiaridas con aguas de mala calidad, haciendo
que se acumulen sales en la zona de las raices de las plantas. Esto perjudica en
gran medida a las plantas que no toleran la salinidad derivando en grandes pérdidas
de produccién.

Por otro lado, el cultivo de pepino, ha aumentado notablemente en los Ultimos
afios alcanzando cifras record en el afio 2020, siendo Espafia el segundo pais con
mayor rendimiento en dicho cultivo. Este proyecto podria servir para mejorar la
produccion y la economia espafola y mundial, ayudando a paises que tienen
problemas de salinizacion como Israel, Turquia, China, India, Pakistan, Sudan,
Argentina y Estados Unidos, dando opciones para el aprovechamiento de terrenos
en mal estado a causa de la salinidad o mediante la adaptacién de variedades que
puedan tener un mayor rendimiento en zonas afectadas por la salinidad, todo esto

de una forma viable y respetuosa con el medio ambiente.

Este proyecto, aportard resultados con gran impacto en el presente pero

también de cara a un futuro en el que el calentamiento global no pasara
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desapercibido. La informacién que aportaremos, nos permitira seleccionar la
variedad que mejor se adapta a la contaminacion salina ofreciendo mejores
rendimientos y calidad del producto y de esta forma potencial el bienestar social y

desarrollo econdmico.

9. RESULTADOS ESPERADOS

Lo primero que se espera tras la finalizacion del proyecto, es tener una
infraestructura perfectamente adecuada para realizar estudios con plantas, mediante
el cultivo sin suelo, lo que nos permitira realizar posteriores investigaciones
relacionadas tanto con la salinidad como con otros tipos de estrés (por ejemplo
deficiencias hidricas o nutricionales jugando con las concentraciones de la solucion

nutritiva de riego).

Una vez finalizado el proyecto esperamos tener los suficientes datos e
informacion para poder justificar cual de las 5 variedades elegidas presenta mejores
cualidades para enfrentarse al estrés salino y poder ofrecerle esta informacion a los
agricultores con la intencién de que adapten sus cultivos al tipo de suelo del que

disponen.

También se espera poder ofrecer una mejora a la tolerancia frente el estrés
salino con el pretratamiento con reguladores del crecimiento que se le ha realizado
para poder mejorar el rendimiento de los cultivos establecidos en suelos con altas

concentraciones de salinidad.

Finalmente se espera que mediante la divulgacién, la poblacién se conciencie
del problema que supone hoy en dia la salinizacion de los suelos y el cambio

climatico.
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