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Resumen

Durante 3 afios se estudid el efecto del riego deficitario controlado (RDC) sobre el contenido en
vitamina C de la nectarina extra temprana “VioWhite 5” en cosecha, durante almacenamiento
refrigerado (02C; 90-95% humedad relativa (HR) y tras simulacién de comercializacion (152C; 70-75%
HR), centrandose en la relacidn con la enzima ascorbato peroxidasa (APX). Como estrategias de riego:
i) Testigo, regado al 110% de la ETc (maxima evapotranspiracién del cultivo); ii) RDC1, regado al 110%
ETc durante los periodos criticos y al 85% del Testigo durante el resto de temporada; iii) RDC,, regado
al 110% ETc durante los periodos criticos y al 80 y 60% Testigo durante la segunda etapa de
crecimiento del fruto y en postcosecha, respectivamente. La respuesta del fruto sujeto a RDC mostro
la existencia de estrés hidrico siendo dependiente de la intensidad y duracién del RDC. Se observé que
el comportamiento de la enzima APX y el contenido del acido dehidroascérbico se podian utilizar
como indicadores bioquimicos de estrés abidtico. La piel acumulé mas vitamina C que la pulpa. Como
conclusion, RDC es una practica que permite el ahorro de agua (780 y 2.050 m3/ha afio para RDC; y
RDC,, respectivamente) y mejora el contenido de vitamina C a través de la estimulacién de APX.

Palabras clave: factores precosecha, vitamina C, ascorbato peroxidasa.
Abstract

During 3 consecutive years, the effect of regulated deficit irrigation (RDI) strategies on vitamin C at
harvest, during cold storage (02C; 90-95% relative humidity (RH) and after retail sale period (152C; 70-
75% RH) of extra early nectarine ‘VioWhite 5’ was studied, focusing on ascorbate peroxidase (APX)
response. RDI strategies were programmed as: i) Control, irrigated at 110% of ETc (maximum crop
evapotranspiration); ii) RDIy, irrigated at 110% ETc during critical periods of growth and at 85% of
Control during the rest of growing season. iii) RDI,, irrigated at 110% ETc during critical periods of
growth and at 80 and 60% Control during second fruit growth stage and late postharvest, respectively.
The RDI application on extra early nectarines showed the existence of water stress on fruit response.
This stress was dependent on RDI intensity. APX activity and dehydroascorbic acid levels revealed as
good indicators of this abiotic stress. Peel metabolism was higher than pulp one and accumulated
more vitamin C. Water savings were important: 780 and 2,050 m3/ha year for RDI; and RDI;,
respectively. As conclusion, RDI can be used as a water-reducing field practice demand while
enhancing vitamin C through the activation of APX activity.

Keywords: preharvest factors, vitamin C, ascorbate peroxidase.

1. Introduccidn

El melocotonero y nectarino [Prunus persica (L.)
Batsch] es el frutal de hueso mas importante a
nivel mundial, siendo el tercer arbol de fruta
dulce cultivada tras el manzano y el peral [1].
Nutricionalmente, las nectarinas contienen
compuestos bioactivos como polifenoles o
vitaminas con alto potencial antioxidante [2]. El
consumo de este tipo de compuestos reduce el
riesgo de padecer enfermedades [3]. En este
trabajo se selecciond la variedad extratemprana
“VioWhite 5”, con calibre y caracteristicas
organolépticas adecuadas para el mercado

europeo. Sin embargo su cultivo sélo es posible
en areas con altas temperaturas e inviernos
suaves, como la cuenca mediterranea. Estas
zonas padecen importantes periodos de sequia
[4]. Para compatibilizar su cultivo con la escasez
de recursos hidricos se recurre a estrategias de
riego deficitario controlado (RDC) [5,6]. Estudios
previos han demostrado que el RDC permite la
mejora de la calidad de la fruta mejorando el
color de la piel, incrementado los sdélidos solubles
totalesy por tanto, el sabor o reduciendo ataques
fungicos [7, 8, 9]. Ademas, se ha observado el
fomento de la acumulacidn de compuestos
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bioactivos [10, 11]. Estos compuestos bioactivos
como el acido ascdrbico (AsA) pertenecen al
sistema de defensa de la planta, sintetizandose
cuando se detecta un ataque como puede ser un
estrés abidtico como el estrés hidrico.

El objetivo de este estudio fue conocer el efecto
del RDC sobre la nectarina extratemprana
“VioWhite 5” durante un periodo de 3 afios
consecutivos,  especificamente  sobre el
contenido en vitamina C y la respuesta de la
enzima ascorbato peroxidase (APX).

2. Materiales y Métodos

El cultivo de nectarina “VioWhite 5” se desarrolld
durante las campafias 2011-2013 en una parcela
en plena produccion (Molina de Segura, Murcia).
Se aplicaron tres tratamientos de riego: testigo,
regado al 100% de la evapotranspiracion (ETc),
RDC1 y un RDC2 (riego durante todo el ciclo como
el testigo excepto el periodo postcosecha donde
fue de un 84y 60% del testigo, respectivamente).

Los frutos de cada tratamiento se trasladaron a la
Planta Piloto del Grupo de Postrecoleccion y
Refrigeracién donde cada tratamiento de riego se
almacend durante 10 dias a 02C y 95% HR,
seguidos de 3 dias a 15°C y 75% HR de
comercializacidon. En cada uno de ellos, se tomo
muestra tanto de piel como de pulpay se congeld
con nitrégeno liquido y molié con un molinillo
(IKA, A 11 basic, Berlin, Alemania) para su
conservacion a -80 2C. En los dias 0 (inicial), 10
(fin de conservaciéon) y 10+3 (fin de
comercializacion) se estudio la evolucién de las
siguientes respuestas:

2.1 Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)

La extraccidn de la enzima APX se llevé a cabo de
acuerdo a lo descrito por Nakano y Asada [12]. Un
gramo de tejido se agité con un homogeneizador
(Ultraturrax, T-25, IKA-WERKE, Germany) con 4
mL de una soluciéon tampdn de fosfato de sodio
(50 mM; pH 7), que contenia acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (0,1 mM),
acido ascérbico (AsA; 1 mM) y polivinilpirrolidona
(PVPP; 1%). A continuacién, se centrifugé a
10.000 x g durante 20 min a 4 oC. El sobrenadante
se purificé usando columnas PD10 (Sephadex
G25, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
USA). Todo el proceso se realizd en condiciones
refrigeradas y oscuridad. Las medidas se
realizaron con un espectrofotémetro de placas
(Tecan Infinite M2000, Mannedorf, Switzerland)
a 290 nm. La actividad se expresé como U/mg
proteina, donde una U de APX se definié como la
cantidad de enzima necesaria que causa la

oxidacién de 1umol de AsA por min a 30 eC (€ =
2,8 mMtcem?).

2.2 Contenido en vitamina C

El procedimiento se llevé a cabo segun Silveira et
al. [13]. Se pesaron cinco gramos de muestra en
tubos conicos protegidos de la luz y se
homogeneizaron (Ultraturrax, T-25, IKA-WERKE,
Germany) durante 30 s. con 10 mL de una
solucién tampdn de acido citrico (0,1 M acido
citrico, 0,05% EDTA, 4 mmol/L NaF and 50 mL/L
MeOH en agua nanopura). A continuacion, se
filtré con una gasa y se ajusté el pH con HCI (6 N)
a 2,3-2,4. La muestra se extrajo en fase sélida con
columnas Sep-Pak C18 (Waters, Mildford, MA)
previamente activadas. 750 uL del extracto se
guardd en un vial dmbar de 1,5 mL. Después, 250
puL de una solucion de dihidroclorito 1,2-
phenilenediamina (35 mg/100 mL) se afiadid al
vial que fue analizado tras 37 min de incubacion
a temperatura ambiente con un HPLC (Series
1100 Agilent  Technologies, = Waldbronn,
Alemania). El contenido total de vitamina C se
expres6 como la suma de AsA vy dcido
dehidroascérbico (DHA) en 100 g de peso fresco
(p.f.).

3. Resultados y Discusion

Respecto a la enzima APX, se observd
inicialmente una mayor actividad en piel,
especialmente en las nectarinas sometidas a
RDC:> (1,22 + 0,02 U/mg proteina vs. 1,06 + 0,03
y 0,67 + 0,04 U/mg proteina, para RDC: y testigo,
respectivamente). En la pulpa, sin embargo, no se
detectaron diferencias entre tratamientos en el
dia 0. Se observd una tendencia decreciente en
todos los tratamientos, siendo RDC2 el que
mantuvo la mayor actividad tanto en piel como
en pulpa (Fig. 1).

El contenido en vitamina C se analiz6 como la
suma de sus dos formas biolégicamente activas:
AsA y DHA (Fig. 2). En el caso de AsA, la piel del
tratamiento testigo alcanzé el mayor contenido
al final de la simulacidn de comercializacién
(17,87 £ 0,01 mg AsA/100g p.f.vs. 12,92 +0,41y
8,46 + 0,67 mg AsA/100 g p.f. de RDC:1 y RDC;,
respectivamente). Sin embargo, no se
encontraron diferencias en las pulpas de ningln
tratamiento. El comportamiento observado en
DHA fue opuesto. La piel de las nectarinas
sometidas a RDC2 mostré un contenido mayor
que el resto de tratamientos durante todo el
experimento. Respecto a la vitamina C, RDC:
presentd inicialmente la mayor concentracién
(44,12 +0,76 mg AsA/100 g p.f. vs. 40,92 +1,71y
36,26 + 0,74 mg AsA/100 g p.f. de la piel de RDC1
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y testigo, respectivamente). Estos valores
mostraron una tendencia decreciente durante la
conservacion refrigerada y al final del estudio no
se encontraron diferencias entre tratamientos
(Fig. 2). La pulpa siguid la misma tendencia pero
en un rango de concentracién menor (Fig. 2).

La estimulacién de la sintesis y acumulacién de
compuestos bioactivos mediante factores
ambientales como puede ser el estrés hidrico, es
una via interesante para obtener productos
nutricionalmente mas sanos [14]. En vista de los
resultados, el nivel de estrés afectd a la oxidacién
de AsA en DHA, a través de la activacion de APX.
En las nectarinas testigo, se encontré un mayor
contenido en AsA queDHA, implicando una
correlacion negativa entre estas respuestas. Este
hecho se debe a una mayor actividad de APX en
los frutos sometidos a RDC. La tendencia
decreciente citada en todos los tratamientos fue
debida a los procesos de maduracion vy
senescencia durante la conservacién frigorifica y
el periodo de comercializacion [15].

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos confirman la existencia
de estrés hidrico al aplicar RDC en la nectarina
extratemprana. Este estrés indujo un cambio en
la enzima APX y este cambio es dependiente de
la duracion e intensidad del RDC. En este sentido,
los frutos sometidos a RDC tuvieron una mayor
actividad de APX y un incremento de DHA,
considerando por tanto a ambos como
indicadores de estrés abidtico. La piel es el tejido
que presenta mayor contenido y actividad frente
a la pulpa por lo que es recomendable su
consume. Ademds se produjo un considerable
ahorro de agua: 780 and 2.050 m3/ha y afio de
RDC:1 y RDC,, respectivamente. En definitiva, un
manejo del estrés hidrico a través de estrategias
de RDC promueve la sintesis de compuestos
bioactivos en nectarina extratemprana.
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Figura 1. Actividad de la enzima APX en
nectarinas “VioWhite 5” sometidas a
tratamientos de riego: testigo, RDC:y RDC2 y
almacenadas durante 10 dias a 0 °C mds 3 dias
a 15 oC. Los datos representan la media de 3
repeticiones (n = 3 + SE).
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Figura 2. Contenido en vitamina C de nectarinas
“VioWhite 5” sometidas a tratamientos de riego:
testigo, RDC1y RDC: y almacenadas durante 10
dias a 0 °C mds 3 dias a 15 °C. La vitamina C
total se reporté como la suma de dcido
ascorbico (AsA) y dcido dehidroascérbico (DHA)
por 100 g de peso fresco (p.f.). Los datos
representan la media de 3 repeticiones (n = 3 +
SE).
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