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Resumen: El riego deficitario controlado (RDC) es un sistema de gestion de
suministro de agua mediante la imposicion de déficit hidrico en estados
fenoldgicos concretos, afectando minimamente la produccion y la calidad de
los frutos. En este trabajo se evalud la influencia de dos tratamientos de RDC

(T1: suave y T2: moderado) sobre la calidad de los pistachos, mediante el



analisis de diferentes parametros morfoldgicos, fisico-quimicos, funcionales y
sensoriales. Los resultados obtenidos han demostrado que mediante la
imposiciéon de los tratamientos de RDC estudiados, somos capaces de obtener
pistachos de mayor peso, mayor contenido en polifenoles y una mayor
intensidad de los descriptores basicos caracteristicos de este producto; sin
embargo, también se obtuvo un menor numero de pistachos comerciales
entre otros factores. Esto supone poder otorgar un valor afiadido al producto
final, ademas de conllevar un ahorro de recursos econémicos (gastos de agua

y energia) y ambientales (ahorro agua) durante su cultivo.

Abstract: Regulated deficit irrigation (RDI) is a system of managing water
supply by imposing water deficit in specific phenological stages, affecting
minimally the yield and fruit quality. In this work, the influence of two RDI
treatments (T1: soft and T2: moderate) was evaluated on the quality of
pistachios by analyzing different morphological, physico-chemicals,
functional, and sensory parameters. Results have demonstrated that by
imposing of the studied RDI treatments, we are able to get pistachios with a
higher weight, higher polyphenols content, and higher intensity of the basic
characteristic descriptors of this product; however, a lower number of
commercial pistachios were obtained, among other factors. This means that
an extra value can be added to the final product, and besides it is possible to
save economic resources (water and energy costs) and environmental (water

saving) during pistachio cultivation.
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1.1 HISTORIA

Hay constancia de que los pistachos han formado parte de la
alimentacién del ser humano desde, al menos, finales del paleolitico. Las
evidencias arqueoldgicas ponen de manifiesto que, en el periodo neolitico
(12.000 al 4.000 a.C.), el ser humano aprovechaba frutos de especies que
no se cultivarian hasta miles de afios después, como higos, almendras, olivas,
uvas y pistachos. Excavaciones arqueoldgicas en la zona de Anatolia
(Turquia), sitlan este tipo de frutos hacia el afio 7.000 a.C., junto con la
aparicion de los higos, almendras y olivas. Ademas, se conservan evidencias
de la presencia de este fruto en areas geograficas como Siria, Afganistan,
Irak, Iran, Turkmenistan, Libano y Palestina desde hace mas de 5.000 afios
(Couceiro et al., 2013).

Plinio, en su Historia Natural (XIII, 18; XV, 24), afirma que el arbol
Pistacia se introdujo en Italia por el consul romano en Siria, Lucio Vitelio el
Viejo (35 d.C.) bajo el mandato del emperador Tiberio (14-37 d.C.). Desde
Roma se difunde por distintas provincias como Sicilia, Norte de Africa y
finalmente, a la provincia imperial de Hispania de la mano de Pompeyo Craso
(63 d.C.). En los afios de dominacion arabe, el cultivo se extendid y se
convirtié en un cultivo agricola asentado en muchas regiones mediterraneas.
Tras la reconquista de la Peninsula Ibérica, los cristianos comenzaron a
eliminar paulatinamente los arboles machos por improductivos durante un
dilatado periodo de afios. Posteriormente, las siguientes generaciones,
desconociendo la razén por la que los arboles anteriormente productivos
(hembras) habian dejado de serlo de forma tan repentina, iniciaron su
progresiva eliminacién, circunstancia que hizo desaparecer la especie Pistacia

vera L. de la Peninsula Ibérica definitivamente (Couceiro et al., 2013).

En la década de los anos 80, el cultivo se reintroduce en la Peninsula
Ibérica en la regidon de Catalufia a través del Centro Agropecuario Mas Bové
del IRTA (Institut de Recerca en Tecnologia d’Aliments) de Reus, iniciando

cultivos en la zona sur de la provincia de Lleida.
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1.2 DESCRIPCION Y CARACTERISTICAS BOTANICAS

El pistachero (Figura 1) es un arbol pequefio del género Pistacia, que
produce un fruto pequefio llamado pistacho o alféncigo. Es una planta
desértica con gran tolerancia al suelo salino. Es un arbol caducifolio, similar
al almendro, que puede llegar a alcanzar los 10 m de altura, con flores
masculinas y femeninas separadas en arboles diferentes. Es una especie muy
longeva (puede llegar a vivir entre
150 y 300 afos), su desarrollo es
muy lento y es bastante resistente
a condiciones climaticas
extremas, pudiendo sobrevivir en
temperaturas que van desde -10
OoC en invierno, hasta 40 °C en

VEerano.

Presenta hojas caducas,
alternas, compuestas trifoliadas
imparipinnadas, con 3 6 5 foliolos
ovales y redondeados en el apice,
siendo el terminal de mayor
tamafo. Su color es verde, mas

intenso en el haz que en el envés.

Durante el otofio viran a un color

FIGURA 1. PISTACHERO (8 ANOS)

rojo anaranjado antes de la caida.

Las flores nacen sobre ramas laterales de un afio, antes de que broten
las hojas; son pequefias, apétalas, de ovario sUpero con 5 carpelos,
generalmente unilocular y monospermo y con 1-3 estilos muy separados. Se
encuentran agrupadas en inflorescencias axilares en forma de racimos. Estas
inflorescencias se abren de forma escalonada, con una duracion de floracion
gue depende de cada cultivar. Las flores femeninas son de mayor tamafo
gue las masculinas y estan dispuestas sobre las ramas de un ano. Poseen 2

bracteas, caliz con 2-5 Iébulos, 1 ovario supero, ovoide, con un évulo y estilo
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terminal, cortamente trifido. Las inflorescencias femeninas presentan una
morfologia parecida a las inflorescencias masculinas, pero con mayor
ramificacion. Se componen de entre 150 y 260 flores dispuestas en racimos
compuestos, siendo la longitud media de este de 75 mm. En el caso de las
flores masculinas, se componen de 450-500 flores agrupadas en racimos

compuestos de una longitud media de 65 mm.

El fruto es una drupa monosperma, ovoide y alargada. Puede ser
dehiscente o indehiscente, segin posea la cascara abierta o cerrada
respectivamente; esta cualidad afecta al valor econédmico final de la cosecha.
En el arbol se pueden observar un mayor o menor nimero de frutos abiertos,
vacios o cerrados llenos dependiendo de multiples factores. El pellejo o parte
externa que rodea la cascara, se compone de epicarpio y mesocarpio que
recubre el endocarpio o cascara dura que, a su vez, encierra la semilla (Figura
2). En los frutos inmaduros este pellejo es de color amarillo, torndndose
rosado cuando alcanza la madurez y separandose facilmente de su
endocarpio. Cuando el fruto madura, su cascara se rompe y abre
parcialmente de manera abrupta. A este rompimiento se le conoce como
dehiscencia o eclosién y ocurre acompafiado por un caracteristico sonido
audible (Couceiro et al., 2013).

Funiculo
Semilla[ Cotiledén

Embrién

Cavidad vacia

Pericarpio
Mesocarpio

Endocarpio (cascara)

FIGURA 2. REPRESENTACION GRAFICA DE LAS PARTES DEL FRUTO
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Los arboles se plantan en huertos y necesitan de 7 a 10 afos para
lograr una produccion considerable. La produccién es alterna, o bienal, lo cual
significa que la cosecha es mas abundante cada dos afios. La produccion pico
se alcanza aproximadamente a los 20 afos. Por lo general, a los arboles se

les poda hasta un tamafo que permita realizar la cosecha con mayor facilidad.

La parte comestible del fruto, se caracteriza nutricionalmente por tener
un gran aporte energético (562 kcal/100 g), un perfil de acidos grasos
saludable debido al elevado contenido de acidos grasos insaturados, un gran
contenido proteico (20 g/100 g), mineral (rico en potasio) y vitaminico (alto
contenido en vitaminas E, C y B6) que lo hacen imprescindible en nuestra
dieta mediterranea (USDA Database, 2015).

1.3 REQUERIMENTOS CLIMATICOS

El pistachero es una especie xerofita que requiere temperaturas
moderadamente bajas en invierno. Para que el arbol tenga una Optima y
homogénea brotacidon es preciso la acumulacién durante el reposo invernal
de un determinado numero de horas frio (HF), variable segun los
cultivares considerados. Estas necesidades oscilan entre las 800 HF en
cultivares tempranos y entre 1000 y 1200 HF en cultivares tardios como

Kerman (Guerrero, 2011).

El pistachero es muy sensible a la humedad ambiental debido al ataque
de hongos patdgenos que afectan a la parte aérea del arbol tales como
Botryosphaeria dothidea, Alternaria alternata, Aspergillus spp., Septoria spp.,
Pileolaria terebinthi, Botrytis cinerea y Phomopsis spp. (Michailides, 2008).
Una humedad relativa (HR) media por encima del 40-45 % durante los meses
de junio, julio y agosto sera limitante a la hora de mantener un estado
sanitario satisfactorio de la plantacion y obtener una produccién rentable.

Ademas, al ser la polinizacion del pistachero anemdfila, un exceso de lluvias

Introduccién |Efecto del riego deficitario controlado en pistachos| 12



durante la floracidn podria reducirla considerablemente (Couceiro et al.,
2010).

A pesar de ser un cultivo muy resistente a bajas temperaturas durante
el periodo de latencia, las heladas durante el periodo de floracién y cuajado
del fruto podrian llegar a ser un factor limitante en este cultivo causando
pérdidas importantes en la produccion (Guerrero et al., 2006). Arpaci et al.
(2005) estudiaron la respuesta a las heladas en distintos cultivares de
pistachero, observando que el porcentaje de flores afectadas por heladas
primaverales fue de un 50 % en todas las variedades cuando eran expuestas
a-19°Cdurante 1 6 2 h. Cuando se exponian durante 1 h a -3 °C el porcentaje
de danos ascendia al 70-80 %, aumentando hasta casi el 90 % cuando la

exposicion a esta misma temperatura era durante 2-3 h.

1.4 REQUERIMIENTOS DE SUELO

El pistachero puede ser cultivado en un gran nimero de tipos de suelo
aunque se adapta mejor que cualquier otro tipo de frutal a suelos poco
profundos, pedregosos, moderadamente salinos y calcareos (Ferguson,
2005). En cuanto a la textura, para su 6ptimo desarrollo, requiere suelos
francos o franco-arenosos bien drenados, y no suele desarrollarse ni
fructificar de forma adecuada en aquellos con mas de un 30 % de arcilla
debido a la escasa permeabilidad que tienen, provocando encharcamiento
cuando las precipitaciones son abundantes y asfixia radicular (Couceiro et al.,
2010). Ademas de la textura, independientemente de si se cultiva en secano

o regadio, a mayor profundidad de los suelos mayores seran las producciones.

El grado de coincidencia entre las caracteristicas edaficas de los suelos
de las areas de origen y las de buena parte de la mitad meridional de la
Peninsula Ibérica se considera bastante elevado en aspectos como la caliza
activa, pH, potasio, carbonatos, etc., por lo que es una buena zona para su

cultivo y desarrollo radicular (Couceiro et al., 2013).
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1.5 MATERIAL VEGETAL

El pistachero es una especie que no tiene gran capacidad de
enraizamiento por lo que es preciso el uso de portainjertos para su
propagacién vegetativa, mientras que en otras especies, el uso de patrones
es opcional y se utiliza como una herramienta para mejorar las caracteristicas
de la variedad en cuanto al tamafio del arbol, su respuesta productiva y/o su
calidad. Los estudios en portainjertos de pistachero son poco humerosos y en
general s6lo se han centrado en comparar la respuesta productiva y/o la

resistencia a enfermedades.

El cultivo del pistachero esta basado en variedades clonales injertadas
sobre patrones francos de la misma especie o de otras especies del género
pistacia e hibridos interespecificos. La eleccion del portainjerto es una de las
decisiones mas importantes para el desarrollo de la plantacion, y es diferente
segun las zonas de cultivo. Asi, P. atlantica, P. integerrima e hibridos entre
P. atlantica x P. integerrima son los principales portainjertos en California,
francos de P. vera se utilizan en Turquia y P. mutica, P. khinjuk y francos de
P. vera son los mas utilizados en Iran (Guerrero, 2011). A la hora de elegir
el patréon se debe conocer la profundidad y textura del suelo, disponibilidad
de agua, temperaturas minimas absolutas y compararlas con las resistencias

y debilidades de cada pie en cuanto a plagas, enfermedades, frio, etc.

1.6 CULTIVARES

En Espafia se han importado distintos cultivares, tanto femeninos como
masculinos, aunque por su comportamiento agronémico asi como por sus

caracteristicas organolépticas, podemos destacar dos:

o KERMAN (Figura 3): Es el cultivar prioritario en EEUU y el que
ocupa el 90 % de las plantaciones en la Peninsula Ibérica. Destaca por la
blancura de su cascara, lo que lo hace mas atractivo para su consumo como

snack o aperitivo (Guerrero et al., 2006). Su mayor inconveniente es el bajo
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rendimiento productivo y menor porcentaje de frutos abiertos con respecto a
otros cultivares cuando se cultiva en suelos pobres, sin agua y con una
textura del suelo excesivamente arenosa o arcillosa (Couceiro et al., 2010).
Su floracion es tardia, lo que lo hace de gran interés para lugares con
potenciales problemas de heladas primaverales, como por ejemplo Castilla-
La Mancha (Guerrero, 2011).

KERMAN |

FIGURA 3. PISTACHO CULTIVAR KERMAN

o LARNAKA (Figura 4): Cultivar prioritario en Chipre. Destaca por
su buen comportamiento agronémico en secano (buena produccién, bajo
indice de veceria, etc.) y la apreciable calidad de sus frutos (elevado
porcentaje de frutos abiertos y bajo de frutos vacios). Fruto de forma
alargada y de tamafio medio. Su floracidn es temprana. La tonalidad mas
oscura de su cdascara en relacién al cultivar Kerman es un aspecto menos
valorado por el mercado para su consumo como snack o aperitivo (Guerrero,
2011).

LARNAKA

FIGURA 4. PISTACHO CULTIVAR LARNAKA
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1.7 NECESIDADES HIDRICAS

Tradicionalmente se ha considerado el pistachero como un arbol muy
resistente a la sequia y la salinidad, aunque la respuesta al estrés hidrico del
pistachero ha sido poco caracterizada. Al igual que en otros cultivos, el riego
incrementa la cosecha y ademas mejora la calidad del fruto (aumenta el
nimero de frutos abiertos en la cosecha y disminuye el de vacios) y

disminuye la veceria (Goldhamer, 1995).

Las condiciones agrondmicas en las que se va a establecer el cultivo
del pistachero van a ser generalmente deficitarias en agua. En estas
condiciones, el efecto del portainjerto puede ser fundamental en la respuesta
de la variedad al estrés hidrico, tanto a nivel fisioldgico como en la produccion
final, por lo que es esencial caracterizar la respuesta de las plantas tanto
durante el periodo de sequia como durante el de recuperacion del estrés

hidrico con diferentes portainjertos (Gijon et al., 2011).

Los déficits hidricos afectan a una amplia variedad de procesos
fisioldgicos en las plantas superiores, principalmente a la expansidn foliar, la
apertura de los estomas y la asimilacion fotosintética de carbono. En todos
estos procesos esta implicada la turgencia celular, por lo que mecanismos
que favorezcan el mantenimiento de esta mejorardn el crecimiento en

condiciones de baja disponibilidad de agua (Robichaux, 1984).

El coeficiente de cultivo (Kc) del pistachero, [relacién entre la
evapotranspiracion real de cada cultivo y la evapotranspiracion de referencia
en esas condiciones y clima], es uno de los mas altos dentro de los arboles
de hoja caduca, superando el valor de 1 durante la mayoria de la estacién de
crecimiento. Por tanto, ya que la mayoria de zonas de cultivo del pistachero
son de clima semiarido, es aconsejable el riego deficitario como practica de
ahorro de agua. A finales de la década de los 80, se disefaron
programaciones de riego deficitario controlado (RDC) para el pistachero
injertado sobre Pistacia atlantica en California (Goldhamer et al., 1987). Estas

técnicas de RDC se aplican a especies lefiosas y se basan en la distinta
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sensibilidad de las diferentes fases fenoldgicas del cultivo al estrés hidrico
(Behboudian y Mills, 1997; Ruiz-Sanchez et al., 2010), lo cual permite un
ahorro de agua sin disminucién significativa de la produccién ni de la calidad
de esta. Estos experimentos mostraron diferentes respuestas de la cosecha
a las condiciones de estrés hidrico dependiendo del estado fenoldgico del fruto
durante el periodo de estrés. Los distintos estados o fases fenoldgicas se

establecen en funcion del crecimiento y del peso del fruto:

Fase I: Al final de la floracion y una vez cuajado el fruto, se produce
una alta tasa de crecimiento de este aunque sin haber crecimiento del grano,
periodo en el que casi llega a alcanzar su tamano definitivo, lo cual se puede
determinar tanto por el diametro longitudinal como por el transversal (Figura
5). El peso fresco del fruto tiene una pauta de crecimiento parecida a la de
su didmetro. En el momento en el que se alcanza el didmetro maximo del
fruto, tiene lugar la transicion entre la fase I y la fase II.

La fase I es sensible al estrés hidrico, determinando el tamafio del
fruto. Distintos estudios han demostrado que un estrés hidrico moderado
durante la fase I y II (periodo de crecimiento rapido de los frutos y periodo
de endurecimiento del endocarpio, respectivamente) aumenta el porcentaje
de frutos abiertos y, por tanto, la calidad de la cosecha (Goldhamer y Beede,
2004). Sin embargo, en experimentos mas recientes se ha encontrado un
incremento de frutos abiertos pero también de frutos rajados
prematuramente en algunos afios y en arboles sometidos a tratamientos de
riego deficitario controlado durante la fase I (Goldhamer et al., 2004, 2005,
2006). Este rajado es una ruptura del epicarpio y mesocarpio que ocurre
antes de la cosecha y que hace al fruto mas susceptible de sufrir infecciones
de la semilla, reduciendo la calidad de la cosecha y en consecuencia, su valor
econdmico. La apertura normal del fruto se produce en el endocarpio (la

cascara) antes de la cosecha, y aumenta la calidad y el valor comercial.
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FIGURA 5. FRUTO EN FASE FENOLOGICA I (GIION, 2013).

Fase II: A este rapido crecimiento del fruto durante la fase I le sigue
un periodo de ralentizacion del crecimiento del arbol y del incremento del
peso fresco del fruto. En esta fase II tiene lugar el endurecimiento del
endocarpio (cascara dura) (Figura 6).

Esta fase es la menos sensible al estrés hidrico, siendo, por tanto, en
la que se puede reducir el aporte de riego (Goldhamer et al., 2004, 2005,
2006; Guerrero et al., 2006).

FIGURA 6. FRUTO EN FASE FENOLOGICA 11 (G1ION, 2013).

Fase III: se inicia con el comienzo del desarrollo del grano, lo que se
traduce en un fuerte incremento del peso del fruto (Figura 7), y termina con
la cosecha. Esta fase es la mas sensible al estrés hidrico (Goldhamer et al.,
2004, 2005 y 2006), por lo que si se aplica un cierto estrés en la fase II se

debe recuperar el arbol en la fase III para evitar un menor crecimiento del
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grano, que se traduciria en una reduccion de la producciéon (Guerrero et al.,
2007).

FIGURA 7. FRUTO EN FASE FENOLOGICA 111 (GIJON, 2013).

1.8 PRODUCCION E IMPORTANCIA ECONOMICA

Las especies del género Pistacia se distribuyen principalmente en la
region mediterranea, Asia Central y Occidental y Oriente Medio, con la
excepcion de las especies norteamericanas P. texana y P. mexicana. Aunque
varias especies del género producen semillas comestibles y se usan para
produccion de aceites y jabones, el pistachero (P. vera L.) es la especie con
mayor interés comercial, y se cultiva ampliamente en paises mediterraneos.
El pistacho es el sexto fruto seco en area cosechada a nivel mundial después
del anacardo, almendro, nogal, avellano y castafio. La produccién mundial de
pistacho ha alcanzado el millon de toneladas en los Ultimos afios, casi
triplicando la produccidon en los ultimos 20 afios (Figura 8). El mayor
productor mundial durante ese tiempo ha sido Irdn, con una produccién
promedio de 301.484 t, seguido de EEUU (123.543 t), Turquia (72.139 t),
Siria (41.452 t), y China (38.021 t) (FAOSTAT, 2015). Sin embargo, todo
parece apuntar a que en los préximos afios EEUU se situara como primer
productor a nivel mundial debido a los problemas coyunturales acontecidos
en Irdn y a las notables investigaciones llevadas a cabo en el pais

norteamericano para la mejora del cultivo.
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FIGURA 8. EVOLUCION DE LA PRODUCCION MUNDIAL DE PISTACHOS DESDE 1993 HASTA 2013.

En la Union Europea, la incertidumbre sobre el respaldo econémico
para los cultivos tradicionales de la region mediterranea, como el olivar y la
vifia, ademas de la explotacion de terrenos empobrecidos y no aptos para la
mayoria de cultivos, han llevado al progresivo incremento en la superficie
plantada de pistachero (Gijon, 2013). Desde los ultimos 15 afios la produccion
en Grecia e Italia se ha mantenido constante, sin embargo en Turquia (tercer
productor mundial) ha aumentado en unas 80.000 t, es decir, ha duplicado
su produccién. Otro pais de la cuenca mediterranea como es Siria (5°
productor mundial) ha aumentado en la ultima década la superficie plantada
en 6.000 ha, lo que ha supuesto un incremento en la produccién de
aproximadamente 7.000 t (FAOSTAT, 2015).

En la Peninsula Ibérica, el cultivo del pistachero fue desapareciendo
paulatinamente tras el asentamiento inicial del cultivo en el periodo de
dominacion arabe. En la década de los 80, como ya hemos comentado
anteriormente, el cultivo se reintroduce en Espafia, a través del Centro
Agropecuario “Mas Bové” del IRTA de Reus (Tarragona). Posteriormente, se
comenzé a estudiar en el afio 1986 el pistachero como cultivo alternativo para
Castilla la Mancha mediante un proyecto de investigacion (Guerrero et al.,
2006 y 2007), con el fin de identificar cultivos alternativos al olivar y a la vifia

y aprovechar terrenos marginales. Fue a partir de 1996 cuando se
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comenzaron a establecer plantaciones bien organizadas agrondémicamente.
De las 5.754 ha de pistachero que existen en Espafa actualmente, Castilla-
La Mancha es la regiéon con una mayor superficie dedicada a este cultivo
(4.185 ha), seguida de Andalucia (649 ha), Extremadura (324 ha), Cataluia
(286 ha), Castilla y Ledn (202 ha) y Murcia (96 ha). La mayor parte de las
plantaciones son jovenes (8-10 afos después de injerto), por lo que
solamente 2/3 de la superficie total plantada se encuentra en produccion,
siendo esta muy baja (unos 400 kg/ha de media) (MAGRAMA, 2014).
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OBJETIVOS o




El objetivo principal de este Trabajo Fin de Master es estudiar la
influencia del riego deficitario controlado (RDC), sobre la calidad morfoldgica,

fisico-quimica, funcional y sensorial de los pistachos, evaluando los siguientes
parametros:

I. Produccion

II. Morfologicos
R Peso.
<  Tamaho.

L Abiertos/Cerrados.

III. Fisico-quimicos:

o,
S

¢

Humedad.

R
¢

Color.

K2
4%

Acidos grasos.

7
4

Composicion mineral.

IV. Funcionales:

<  Capacidad antioxidante.

< Polifenoles totales.

V. Sensoriales:

< Analisis descriptivo.
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3.1. MATERIAL VEGETAL Y DISENO EXPERIMENTAL

Los pistacheros empleados para la realizacion de este estudio, son de
la variedad Kerman, y se cultivaron en el aino 2014 en la finca experimental
“La Entresierra”, ubicada en Ciudad Real (Espafa), (3956’ W, 39° N; altitud

sobre el nivel del mar de 640 m).

Esta zona tiene un clima tipo mediterrdneo, con una precipitacién
media anual de 397 mm. El suelo de la zona de estudio tiene un horizonte
petrocalcico discontinuo localizado a 0,50 m (Petrocalcic Palexeralf), con un
pH alcalino (pH = 8,1), baja conductividad eléctrica (0,2 dS/m), un 1,05 %
de materia organica, 0,12 % de nitrégeno, un nivel de potasio de 17 x 10

mol/kg y una gran capacidad de intercambio cationico (0,186 mol/kg).

El experimento se realizdO mediante un diseifo factorial, con dos
repeticiones para cada uno de los tratamientos resguardadas por arboles en
las mismas condiciones de ensayo, en las que se evaluaron tres tratamientos

de riego:

TO (control): en el que los arboles se regaron hasta asegurar unas
condiciones hidricas no limitantes en el suelo (100 % ETc de la
semana anterior). Este valor se obtuvo segun el coeficiente de
evapotranspiracion de referencia (ETo), calculado mediante la
ecuacién de Penman-Monteith (Allen et al., 1998) y un factor
corrector en base a la época del afio (Goldhamer, 1995). Ademas
se obtuvo el valor del potencial hidrico del tallo a medio dia (WYtaio)
y el balance hidrico del suelo para modificar el valor de ETc, de tal
manera que, por ejemplo, cuando el valor de Yo Se encontraba
por debajo de -1,0 MPa, se incrementd el riego un 10 % a fin de

asegurar que no se producia estrés hidrico;

T1 (estrés suave): en el que se suprimié el riego durante la fase II
hasta que los arboles alcanzaron, y mantuvieron, un Wi por
debajo de -1,5 MPa; v,
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T2 (estrés moderado): donde se siguid el mismo protocolo que para

T1 pero manteniendo el W:ao por debajo de -2,0 MPa.

Los tratamientos de riego deficitario empleados se implementaron
cuando los valores de Yo eran inferiores a los considerados, aplicando
primero un riego de 1 mm, tras el cual, cada desviacién con respecto al valor
tabulado (aumento o disminucién) con respecto al Yo medido se corregia
de la siguiente forma: (i) si la tasa de desviacion era menor que un 10 %, la
variacion en el riego era 0,25 mm/dia; (ii) si la tasa de desviacion era entre
10% y 20%, la variacién en el riego era de 0,5 mm/dia; (iii) si la tasa de
desviacion era entre 20% y 30%, la variacidon en el riego era de 1 mm/dia;
y, (iv) si la tasa de desviacién era mayor que 30%, la variacidon en el riego

era de 2 mm/dia.

Tanto el tratamiento de riego deficitario leve como el moderado (T1 y
T2, respectivamente) fueron regados exactamente igual que el tratamiento

control en el resto de fases fenoldgicas del cultivo (fases I y III).

El potencial hidrico del tallo se midié empleando una camara de presion
(Soil Moisture Equip., Santa Barbara, CA, USA). Se tomd una hoja de cada
arbol, seleccionada de la parte media y en la parte sombreada de la copa
para evitar un contraste brusco en su estado. A continuacién, se cubrié con
papel de aluminio 1 h antes de realizar la medicién, para de esta forma parar
la transpiracion y permitir a la hoja llegar a un estado de equilibrio con el

potencial hidrico del tallo (Begg y Turner, 1970).

3.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

El mismo dia que se recolectaron los pistachos, se pelaron y se secaron
en un horno de conveccion forzada, con aire caliente a 60 °C hasta alcanzar

una humedad aproximada del 5 %. Tras finalizar este proceso, se envasaron
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y unos 3 kg de cada una de las muestras fueron enviadas desde Ciudad Real
(Espafia) a Orihuela y mas concretamente a las instalaciones de la Escuela
Politécnica Superior de Orihuela (Alicante, Espafa), donde se almacenaron a

4 oC hasta la realizacion de las determinaciones analiticas.

Todas las determinaciones que a continuaciéon se describen se llevaron
a cabo con los pistachos Unicamente secados, sin la aplicacion de ningun otro
tratamiento. En estudios precedentes se trabajoé con pistachos salados y

tostados (Carbonell-Barrachina et al., 2015).

3.3. PRODUCCION

Con el fin de conocer como afectan los diferentes tratamientos de riego
a la produccidn total de los arboles, se pesoé la cantidad total de pistachos

obtenidos en cada uno de ellos individualmente.

3.4. ANALISIS MORFOLOGICOS

3.4.1.Peso

Se seleccionaron al azar 25 pistachos
de cada uno de los tratamientos, y se peso
cada uno de ellos. Primero se peso el
pistacho al completo, y luego su cascara y
su parte comestible por separado. Para ello,
se utilizd6 una balanza Mettler Toledo
modelo AG204 (Barcelona, Espafa) con una

precision de 0,1 mg (Figura 9). El analisis

de las muestras se realizd por triplicado.

FIGURA 9. BALANZA METTLER TOLEDO AG204
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3.4.2. Tamano

Se tomaron medidas de las tres dimensiones (largo, ancho y alto) de
cada una de las 25 partes comestibles de los pistachos, para cada uno de los
tratamientos sometidos a estudio, utilizando un calibre digital Mitutoyo 500-
197-20 150 mm (Illinois, Estados Unidos) con una precisién de 0,02 mm
(Figura 10).

FIGURA 10. CALIBRE DIGITAL MITUTOYO 150 MM

3.4.3. Namero de pistachos comerciales

Por otra parte, se seleccionaron aleatoriamente 100 pistachos de cada
tratamiento y se anoto la cantidad de cada uno de ellos que se encontraban
abiertos, cerrados y “otros” (en los que se englobaban aquellos que estaban

vacios, deformes, y/o con un manchado maximo).

Los analisis de tamafo y de estado de apertura de los pistachos fueron

realizados por triplicado.

3.5. ANALISIS FISICO-QUIMICOS

3.5.1. Humedad

La determinacion de la humedad es un paso obligado en el andlisis de

alimentos. Es la base de referencia que permite comparar valores, convertir
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a valores de humedad tipo y/o expresar en base seca. Para ello se empled el
método de desecacién por estufa, empleando un horno a una temperatura de

60 °C hasta peso constante (unos 3 dias).

3.5.2. Color

Las determinaciones de color se hicieron a 25 £ 1 °C, empleando un
colorimetro Minolta CR-300 (Osaka, Japon) (Figura 11). Este equipo esta
dotado de un iluminante D65 y un observador estandar de 10 grados. Con el
fin de reducir la variabilidad de los datos, se introdujeron 25 pistachos
molidos en placas Petri del mismo tamafio. Los resultados se expresaron de
acuerdo a las coordenadas L* (luminosidad), a*(rojo-verde), b*(azul-
amarillo), C*(Croma, C*= (a*?+b*?)¥2) y h° (tono, h° = arctg (b*/a*)
(Minolta, 1994).

FiGURA 11. COLORIMETRO MINOLTA CR-300

3.5.3. Acidos grasos

Para la extraccién de los acidos grasos presentes en las muestras, se
tomo aproximadamente 1 g de pistachos molidos y se mezclé con 3 mL de n-
hexano. Esta mezcla se introdujo en un bafo de ultrasonidos de 1 L Selecta

3000512 JP (Barcelona, Espafia) (Figura 12) con una frecuencia constante de
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40 KHz durante 3 h a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se
sometid a centrifugacion y el aceite se recuperd mediante evaporacién del n-

hexano empleando una corriente de nitrégeno.

FIGURA 12. ULTRASONIDOS SELECTA 3000512 JP.

La determinacion de acidos grasos requiere la preparacion de los
ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME) y su posterior analisis mediante
cromatografia de gases. Para ello se empled el método descrito por Majdi et
al. (2012) con algunas modificaciones. Se tomaron aproximadamente 50 mg
del aceite extraido y se saponificaron con 100 pL de diclorometano (CI.CH>)
y 1 mL de disolucién metandlica de NaOH (0,5 M) por reflujo a 90 °C durante
10 min. A continuacién se afadiéo 1 mL de BFs-metandlico (14 %) y se llevé
a ebullicién durante 10 min. Los esteres metilicos de acidos grasos se
extrajeron a partir de una mezcla saturada de sal con la adiciéon de 600 pL de
hexano. La fase orgdnica se separd y se analizd6 mediante GC-MS en un
cromatégrafo de gases, Shimadzu GC-17A (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japon), acoplado con un detector de espectrometria de masas, Shimadzu GC-
MS detector QP-5050 (Figura 13), equipado con una columna SupraWax-280
(Teknokroma S. Coop C. Ltd, Barcelona, Espafia), de 30 m de longitud x 0,25
mm de didmetro interno x 0,25 mm de espesor de la pelicula de adsorcién
(100 % polietilenglicol).

Los analisis se llevaron a cabo utilizando helio como gas portador a un

caudal de 1,1 mL/min, con un split 1:10. El inyector y el detector se
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sometieron a unas temperaturas de 230 y 260 ©°C, respectivamente y se
siguid el siguiente programa de funcionamiento: (i) temperatura inicial de 80
OC durante 2 min, (ii) rampa de temperatura de 8 °C/min de 80 a 160 °C,
(iii) incremento de 4 °C/min desde 160 a 220 °C manteniendo la temperatura
durante 13 min, y por ultimo, (iv) incremento de 10 °C/min desde 220 a 260

OC donde se mantuvo la temperatura durante 6 min.

FIGURA 13. CROMATOGRAFO DE GASES CON DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE
MASAS SHIMADzU GC-17A_QP-5050.

3.5.4.Composicion mineral

Para el analisis de composicién mineral, se digirieron aproximadamente
0,5 g de pistachos molidos empleando 5 mL de una disolucién 65 % (w/v) de
HNO3 (&cido nitrico concentrado) en un bloque digestor, Selecta Block Digest
20 (Barcelona, Espafia). Para ello se dejaron a temperatura ambiente durante
12 h y a continuacién se incrementé gradualmente la temperatura hasta 130

°C, manteniendo esta durante el tiempo necesario para alcanzar una
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disolucidn transparente, aproximadamente 4-5 h (Carbonell-Barrachina et
al., 2002).

Las muestras fueron enfriadas a temperatura ambiente y llevadas a
matraces en los que se prepararon disoluciones 1:10 y 1:50 empleando agua
ultra pura. Hasta que se llevé a cabo la determinacion, las muestras se
mantuvieron en refrigeracién (4 °C).

La determinacién de Ca, Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn y Zn, en las muestras
previamente mineralizadas, se llevd a cabo mediante un espectrometro de
absorcion-emisién atémica Unicam Solaar 969 (Unicam Ltd., Cambridge,
Reino Unido) (Figura 14). El potasio y sodio se determinaron mediante

emisidn atémica y el resto de elementos se analizaron por absorcién atomica.

El instrumental empleado fue calibrado empleando estandares
certificados. En cada lote de analisis se incluyeron al menos dos blancos, un
material de referencia internacional (CRM) y un muestra enriquecida con una
concentracion conocida para evaluar la precision y exactitud del andlisis
quimico. Las curvas de calibracién que se utilizaron para la cuantificacion de
los minerales, mostraron una linealidad buena (R? > 0,996). Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.

FIGURA 14. ESPECTROMETRO EMISION-ABSORCION ATOMICA UNICAM SOLAAR 969.
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3.6. ANALISIS FUNCIONAL

3.6.1.Capacidad antioxidante

Como bien es reconocido por la comunidad cientifica, no es valido el
uso de un solo método para determinar la capacidad antioxidante en
alimentos ya que cada uno de ellos se fundamenta en una via de
determinacion distinta por lo que pueden dar resultados diferentes entre si.
Por esta razon, es necesario el empleo de varios de estos métodos para
contrastar mejor los resultados obtenidos (Heo et al., 2007; Huang et al.,
2005; Robles-Sanchez et al., 2009; Tabart et al., 2009).

Estos métodos estan basados en la generacion de radicales libres que
reaccionan con la muestra, de modo que los antioxidantes presentes en esta
generan una respuesta inhibiendo dichos radicales. De esta forma,
determinan el efecto antioxidante global de la muestra, no de cada
componente por separado; por lo que resulta interesante realizar las
determinaciones con varios métodos diferentes y asi comparar el efecto

antioxidante sobre diferentes tipos de radicales.

Se diferencian dos tipos de ensayos para dicha determinacion
(Sanchez-Moreno, 2002):

e Determinacién directa: se forma el radical y cuando se pone en
contacto con la muestra desciende la sefial debido a la disminucién

de la concentracion del radical (por ejemplo, ABTS* y DPPH®).

e Determinacién indirecta: la presencia de radicales libres produce la
pérdida o aparicidon de un reactivo, y por tanto, en presencia de un
antioxidante se provoca el aumento o disminucidn de la sefial (por
ejemplo, FRAP).
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Para la extraccién de los compuestos antioxidantes, se pesaron
aproximadamente 0,5 g de muestra en un tubo de ensayo y se le afadieron
10 mL de extractante, compuesto por metanol/agua (80:20) y acidificado con
HCI (1 %). A continuacidn se realizd la extraccion, primero durante 15 min a
20 °C en un bafio ultrasonidos con una frecuencia constante de 40 KHz y
después durante 16 h en refrigeracién a 4 °C. Transcurrido el tiempo en
refrigeracién, se pasaron las muestras de nuevo por el ultrasonidos durante
otros 15 min. Por ultimo, se centrifugaron a 15.000 rpm durante 10 min y se

recogio el sobrenadante.

La capacidad antioxidante se midié por tres métodos diferentes, tal y

como se detalla a continuacion:

<  DPPH*

El método DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) se llevd a cabo siguiendo
el método de Brand Williams et al., (1995) con alguna modificacién. Se
preparé el reactivo con metanol (DPPH 95 %) y se ajustd su absorbancia a
un valor cercano e inferior a 1 con una longitud de onda de 515 nm. La recta
de calibrado se realizé con Trolox (97 %) 10 mM procediendo de la siguiente

forma:

i. Se anadié a 5 tubos de ensayo las cantidades de 0,05 mL, 0,15
mL, 0,5 ml, 1 mL, 1,5 mLy 2,0 mL de Trolox, y se completd hasta

un volumen de 5,0 mL con etanol.

ii. Empleando cubetas de 1,5 mL de volumen, se afiadieron a cada
una de ellas en los reactivos en el siguiente orden y volumen: 10
ML Trolox, 40 pL metanol y 950 pL de disolucion DPPH®.

iii. Se dejo reaccionar en oscuridad durante 10 min y se midid la

absorbancia a 515 nm.
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iv. A los resultados obtenidos se les resté la absorbancia del reactivo
y se realizd la representacion grafica (Figura 15) para obtener la
ecuacion de la recta y poder hallar la concentracién de las

muestras.
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FIGURA 15. RECTA DE CALIBRADO METODO DPPH*

Una vez realizada la recta de calibrado, se midié la capacidad
antioxidante de cada una de las muestras por triplicado. Para ello, se anadid
a cada cubeta de espectrometria 10 yL muestra problema, 40 yL metanol y
950 pL de la disolucion DPPH*. Se dejo reaccionar durante 10 min en
oscuridad y se midid la absorbancia en el espectrofotometro a 515 nm. A los
resultados se les restd la absorbancia inicial del reactivo y se calculé la

concentracion de antioxidantes en funcion de la recta de calibrado.

<> ABTS*

El método ABTS* [&cido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfonico] se llevd a cabo utilizando el ensayo de decoloraciéon del radical
catién ABTS* con algunas modificaciones (Re et al., 1999). Se prepar6 el
reactivo con una concentracion 7 mM y tras la adicién de 1 mL de persulfato

de potasio 2,45 mM; se dejo reaccionar durante 12-16 h en oscuridad para
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qgue tuviera lugar la formacién del catién ABTS*. Una vez transcurrido este
tiempo, se diluyd la disolucidon con agua ultrapura hasta ajustar su

absorbancia a 0,700 £ 0,020 empleando una longitud de onda de 734 nm.

La recta de calibrado se realizé con Trolox 10 mM procediendo de igual
forma que para el método del DPPH*, salvo que en este caso, Unicamente se
adiciono a las cubetas 10 pL de Trolox y 990 pL de la disolucidn preparada
de ABTS™*. Seguidamente y antes de medir su absorbancia, se dejé reaccionar
durante 6 min. De esta forma se obtuvo la recta de calibrado correspondiente

a este método (Figura 16), tras restar la absorbancia debida al reactivo.
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FIGURA 16. RECTA DE CALIBRADO METODO ABTS*

Una vez realizada la recta de calibrado, se midié la capacidad
antioxidante de las muestras por triplicado, afiadiendo en cada cubeta 10 pL
de muestra y 990 pL de la disolucion ABTS*. Tras dejar reaccionar durante 6
min se midi6 su absorbancia a 734 nm. A los resultados se les restd la
absorbancia inicial del reactivo y se calculd la concentracion de antioxidantes

en funcion de la recta de calibrado.
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¢  FRAP

El método FRAP (“ferric reducing ability of plasma”) se llevé a cabo
siguiendo el protocolo de Benzie y Strain (1996), con alguna modificacién. Se
preparé el reactivo compuesto por TPTZ:FeCls:disolucion tampén (1:1:10) de
acuerdo a las siguientes indicaciones:

e Disolucién tampédn: 1,55 g CH3COONa y 0,9 mL de HCI (ajustando

el pH final a 3,6.
e HCI 40 mM.
e Reactivo TPTZ: 31,21 mg de TPTZ y 10 mL de HCI 40 mM.

e Cloruro de hierro 20 mM.

La recta de calibrado se realizé con Trolox 10 mM procediendo de igual
forma que para el método del ABTS*, dejando reaccionar en este caso
durante 10 min en oscuridad y midiendo la absorbancia a 593 nm. Mediante
este proceder, ser obtuvo la recta de calibrado correspondiente al método
FRAP (Figura 17).

Una vez realizada la recta de calibrado, se midid la capacidad
antioxidante de las muestras por triplicado, afiadiendo en cada cubeta 10 uL
de muestra y 990 pL de la disolucidon reactivo. Tras dejar reaccionar durante

10 min se midiod su absorbancia a 593 nm.
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FIGURA 17. RECTA DE CALIBRADO METODO FRAP
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3.6.2. Polifenoles totales

Los polifenoles son sintetizados por las plantas como producto de su
metabolismo secundario, siendo los compuestos no energéticos mas
abundantes que contienen. Su estructura se caracteriza por poseer uno o mas
anillos aromaticos y dobles enlaces conjugados, que les otorgan su capacidad
antioxidante. El diferente nimero de anillos sirve para clasificar los tipos de
polifenoles: acidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzodico o del
hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides
(Quinones et al, 2012).

Para la determinacién de los polifenoles totales, se realizé la extraccidon
de los mismos siguiendo la misma metodologia descrita anteriormente para

los métodos de capacidad antioxidante.

Para poder obtener resultados de concentracién de compuestos
polifendlicos, necesitamos realizar una recta de concentracion a partir de un
patron conocido, que en nuestro caso fue acido galico (Figura 18). Para ello,
se emplearon concentraciones de 0, 25, 50, 75 y 100 pg de acido galico, a
los que se afiadid 0,2 mL de reactivo Folin-Ciocalteu y 2 mL de agua ultrapura.
Tras dejar reaccionar durante 3 min, se afiadi®6 1 mL de NazCOs;
(concentraciéon del 20 %), y se dejé en oscuridad durante 60 min. Una vez

transcurrido ese tiempo, se realizd la medida de absorbancia a 765 nm.

El andlisis de nuestro extracto tuvo lugar de la misma forma en la que
se realiz6 la recta patrén, Unicamente sustituyendo el acido galico por las

muestras sometidas a estudio.
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FIGURA 18. RECTA DE CALIBRADO METODO POLIFENOLES TOTALES

3.7. ANALISIS SENSORIAL

3.7.1. Estudio descriptivo

En este estudio, participaron 8 panelistas entrenados (4 hombres y 4
mujeres, de edades comprendidas entre 26 y 60 afios) miembros del grupo
de investigacion Calidad y Seguridad Alimentaria (Universidad Miguel
Hernandez de Elche, Alicante, Espana). Cada uno de estos panelistas tiene
mas de 500 horas de experiencia en este tipo de pruebas, con diferentes
alimentos. Para reforzar un poco mas las aptitudes de este grupo, se
realizaron dos sesiones de orientacidén sobre pistachos de 1 h de duracién

cada una de ellas.

Las muestras (pistachos) se sirvieron en envases desechables de
plastico de un volumen de 100 mL y libres de olor. Se sirvidé a cada panelista
un envase lleno hasta aproximadamente la mitad con pistachos. Ademas, por
si hubiera sido necesario, se disponian muestras adicionales. Todas las
muestras se sirvieron a temperatura ambiente y se codificaron utilizando

numeros de 3 digitos. Entre cada una de las muestras se puso a la disposicién
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de los panelistas agua osmotizada y galletas sin sal, para limpiar el paladar.
La sala de pruebas disponia de una combinacién de luz natural y luz no natural

(fluorescente), y se fijo una temperatura de 22 °C.

Para la evaluacion de las muestras (9 muestras en total) se realizaron
tres sesiones de 2 h cada una. Todas las muestras fueron evaluadas en cada

sesidn y, por lo tanto, cada una de ellas se evalud por triplicado (3 sesiones).

El panel trabajé con el Iéxico desarrollado por Carbonell-Barrachina et
al. (2015) para pistachos, pero tras las sesiones de orientacion, el panel
acordd evaluar solamente los siguientes atributos: (apariencia) color y
tamano; (sabor) sabor a fruto seco, sabor a pistacho, floral, salado, dulce,
amargo, astringente y postgusto; y (textura) dureza, crujibilidad,

desmenuzabilidad y adhesividad.

El panel utilizé una escala numérica de 0 a 10 para cuantificar la
intensidad de los atributos estudiados; donde 0 representa una intensidad
extremadamente baja, y 10 representa extremadamente intenso, con

incrementos de 0,5 unidades.
En el ANEXO I de este Trabajo Fin de Master figura una copia del

cuestionario utilizado para la realizacion del estudio descriptivo, en la que

quedan reflejados todos aquellos atributos que fueron evaluados.

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de los analisis realizados a los pistachos fueron
procesados mediante un analisis de varianza (ANOVA) y mediante la prueba
de rangos multiples de Tukey. Se utilizé el software StatGraphicsPlus 5.0
Software (Manugistics, Inc., Rockville, Maryland, Estados Unidos). La

diferencia significativa fue definida como p<0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION e




4.1. POTENCIAL HIDRICO

En la Figura 19 se muestran los resultados obtenidos en las medidas
de potencial hidrico realizadas durante el cultivo de los pistachos sometidos

a estudio.

Como podemos observar, durante la fase fenoldgica II del cultivo el
tratamiento T1 se mantuvo cercano a un potencial hidrico de -1,5 MPa, tal y
como estaba previsto en el planteamiento inicial del estudio. Esto no ocurrid
para el tratamiento T2. El estudio se planted de tal forma que los arboles
regados mediante este tratamiento se mantuvieran por debajo de un
potencial hidrico de -2,0 MPa, pero puesto que las condiciones climaticas
acaecidas durante el afio de estudio fueron muy suaves (bajas temperaturas),
los arboles no consumieron tanta agua durante la fase II del cultivo, por lo
que no agotaron las reservas del suelo y no dieron lugar a que los potenciales
bajaran hasta el valor esperado. Esta circunstancia hace que el analisis de los
resultados las diferencias encontradas entre los tratamientos T1 y T2 no sean
relevantes, ya que como veremos a lo largo de la discusién de los resultados,
apenas hay diferencias entre ambos tratamientos puesto que el régimen

hidrico ha tenido diferencias menores a las planteadas.
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FIGURA 19. POTENCIAL HIDRICO DE LOS PISTACHEROS SOMETIDOS A ESTUDIO
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4.2. PRODUCCION

El andlisis de la produccion es un paso importante a la hora de realizar
cualquier estudio ya que influye de manera muy significativa en la aplicacion

posterior de las técnicas que se intentan desarrollar.

En la Tabla 1, podemos observar la produccion total por arbol que se
obtuvo tras la realizacion de los diferentes tratamientos de riego evaluados

en este trabajo.

Tabla 1. Produccidn (kg/arbol) de los pistachos sometidos a

diferentes tratamientos de RDC.

PRODUCCION (kg/&rbol)

Test ANOVA *
RIEGO NS

Test de Tukey *

TO 57,23
T1 48,42
T2 48,86

* NS, no significativo Fratio (p<0,05).

Tras el andlisis estadistico de los datos obtenidos, podemos afirmar
que no hay diferencias de produccién entre los pistachos sometidos a
tratamientos de riego deficitario controlado y aquellos en los que se regd con

la cantidad suficiente de agua para evitar por completo su estrés hidrico.

Por otra parte y de un modo adicional al estudio estadistico, debemos
realizar un analisis razonado de los datos. Aunque no existan diferencias
significativas entre los tratamientos, si se observa una tendencia a la baja
tras la aplicacion de los tratamientos RDC. El hecho de que la estadistica no
lo refleje, es porque el nimero de repeticiones realizadas en campo no es
muy elevado debido a la complejidad del estudio, por lo que la varianza de
datos es muy elevada. Por lo tanto, debemos tomar datos de estudios

realizados en los préximos afios para contrastar los resultados mostrados.
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4.3. ANALISIS MORFOLOGICOS

4.3.1. Peso

En la Tabla 2 podemos observar los resultados obtenidos tras el analisis
del peso de los pistachos sometidos a estudio. En ella podemos observar que
existen diferencias significativas entre los pistachos que se regaron de
manera que el arbol no viera comprometidas sus necesidades hidricas (T0),
los pistachos sometidos a un riego deficitario controlado suave (T1) y aquellos

a los que se les aplicé un tratamiento de RDC moderado (T2).

Tabla 2. Peso (g) de la parte comestible, cascara y fruto completo de los

pistachos sometidos a diferentes tratamientos de RDC.

Fruto completo Parte comestible Cascara

Test ANOVA *

Test de Tukey *

TO 1,35 ¢ 0,70 b 0,65 b
T1 1,38 b 0,73 a 0,65 b
T2 1,41 a 0,73 a 0,68 a

T xxx diferencias significativas p<0,001.
* Valores seguidos por la misma letra, dentro de la misma columna, no son

estadisticamente diferentes p<0,05.

Conforme se incrementa el déficit hidrico durante la fase II del cultivo
del pistacho, se produce un incremento proporcional del peso del fruto del
pistacho. Este incremento ocurre tanto en la parte comestible como en la
cascara del fruto, aunque de manera diferente. Mientras que en la parte
comestible el efecto del RDC provoca un incremento de peso significativo en
ambos tratamientos, en el caso de la cdscara este aumento de peso

solamente ocurre en el tratamiento T2.
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Este comportamiento tiene relacion directa con los resultados
mostrados anteriormente sobre la produccidn de los pistachos, ya que como
hemos mencionado, el RDC no tuvo una incidencia estadisticamente
significativa en la produccion, si se observa una tendencia dependiente entre
el aumento del déficit hidrico y el descenso en la produccién. Por lo que, al
obtener menores producciones, los frutos obtenidos en estas son de mayor
peso ya que el arbol es capaz de destinar a estos frutos un mayor aporte

nutritivo para su desarrollo.

4.3.2. Tamaino

En el caso del tamafo de los frutos, podemos observar en la Tabla 3
que los resultados obtenidos son inversamente proporcionales a los

esperados tras el analisis del peso de los mismos.

Tabla 3. Tamafo largo, alto y ancho (mm), de la parte comestible de los

pistachos sometidos a diferentes tratamientos de RDC.

TAMANO (mm

Largo Alto Ancho

Test ANOVA 1
RIEGO * % * ok k * 5k K

Test de Tukey *

TO 16,64 ab 10,52 a 9,02 a
T1 16,48 b 10,34 b 8,80 b
T2 16,76 a 10,11 c 8,82 b

T xx y **xx diferencias significativas p<0,01 y 0,001 respectivamente.
* Valores seguidos por la misma letra, dentro de la misma columna, no son

estadisticamente diferentes p<0,05.

El empleo de un RDC ha supuesto que el tamafo (alto y ancho) de la

parte comestible de los pistachos obtenidos, sea menor que los pistachos que
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no sufrieron ningun estrés hidrico. En el caso del largo de los pistachos, esta
situacién se dio en menor medida ya que el tratamiento T2 proporciond unos

pistachos iguales que el tratamiento control.

4.3.3. Niumero de pistachos comerciales

El estado de apertura de los pistachos en un factor muy determinante
a la hora de realizar un estudio sobre calidad de pistachos, ya que de él
depende en gran medida su comercializacion basada en la elecciéon de los
consumidores puesto que facilita el consumo y, por consiguiente, la venta de

los mismos.

Como podemos apreciar en la Tabla 4, la aplicacidon de los regimenes
de riego estudiados en este trabajo mostré diferencias estadisticamente
significativas en el nUmero o porcentaje de pistachos abiertos, cerrados y

“otros”.

Tabla 4. Estado de apertura de los pistachos sometidos a diferentes
tratamientos de RDC.

ESTADO

Abiertos Cerrados Otros

Test ANOVA *
RIEGO * * NS

Test de Tukey *

TO 59 a 36b 5
T1 52 b 43 a 5
T2 52 b 44 a 4

T NS, no significativo Fratio (p<0,05). * diferencias significativas p<0,05.
* Valores seguidos por la misma letra, dentro de la misma columna, no son

estadisticamente diferentes p<0,05.

La aplicaciéon del RDC tiene lugar, como ya hemos comentado con
anterioridad, durante la fase fenoldgica II del cultivo en la cual Unicamente

se desarrolla el grosor del endocarpio del fruto. Por ese motivo, en el caso de
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los pistachos sometidos a un déficit hidrico, la cascara es mas fina y menos
dura, permitiendo una mayor flexibilidad y haciéndola por consiguiente,
menos sensible a la rotura cuando se produce el crecimiento del grano en su

interior.

4.4. ANALISIS FISICO-QUIMICOS

4.4.1. Humedad

La realizacidn de la determinacién de la humedad responde a términos
de control, ya que las muestras llevan el mismo proceso de secado en origen
(Ciudad Real), por lo que debemos garantizar que la humedad es la misma
para que los resultados entre tratamientos sean totalmente homogéneos.
Ademads como se comentd en la descripcién del método llevado a cabo para
su determinacion, el valor de la humedad es totalmente necesario para poder
expresar el resultado de otras determinaciones en peso seco, y de esta forma
homogenizar los resultados obtenidos entre la comunidad cientifica. Como se
puede apreciar en la Tabla 5, no se apreciaron diferencias significativas entre

los pistachos sometidos a estudio.

Tabla 5. Humedad (%) de los pistachos sometidos a

diferentes tratamientos de RDC.

HUMEDAD (%)

Test ANOVA *
RIEGO NS

Test de Tukey *

TO 5,02
T1 5,33
T2 5,28

t ** diferencias significativas p<0,01.
* Valores seguidos por la misma letra, dentro de la misma

columna, no son estadisticamente diferentes p<0,05.
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4.4.2. Color

En la Tabla 6 podemos observar los resultados obtenidos tras la
realizacién del andlisis de color de las muestras de pistacho, para cada uno
de los tratamientos estudiados. En el caso de la luminosidad (representada
por el parametro L*) y el tono (representado por el pardmetro H*), la
aplicaciéon de los tratamientos de RDC, tuvo incidencia estadisticamente
significativa sobre las muestras sometidas a estudio. El tratamiento T1
condujo a pistachos con una luminosidad menor que la de los frutos del resto
de tratamientos, la cual se reflejé en un ligero incremento en el tono de las
muestras. En el resto de parametros (a*, b* y C*), la aplicacidon de los

regimenes de RDC no comporté diferencias significativas.

Tabla 6. Coordenadas de color CIEL*a*b* de los pistachos sometidos a diferentes

tratamientos de RDC.

COLOR

L* a* b* Cc* H*

Test ANOVA *
RIEGO F* NS NS NS *

Test de Tukey *

TO 66,03 a -6,45 33,39 34,01 79,07 ab
T1 64,05 b -5,90 33,04 33,58 79,92 a
T2 65,44 a -6,63 33,34 33,99 78,77 b

' NS, no significativo Fratio (p<0,05). * y ** diferencias significativas p<0,05 y 0,01
respectivamente.
* Valores seguidos por la misma letra, dentro de la misma columna, no son

estadisticamente diferentes p<0,05.

Como podemos apreciar, las diferencias existentes entre las muestras
son inferiores a dos unidades. En estudios previos (Galindo et al., 2015;
Navarro et al., 2011), se demostrd que las diferencias inferiores a 2 unidades
son imperceptibles para el ojo humano, por lo que aunque las diferencias

encontradas en estas determinaciones sean estadisticamente significativas,
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estas no suponen un cambio apreciable en el producto final. Por lo que
podemos afirmar que la aplicacion de los tratamientos de riego estudiados en
este trabajo, no tuvo una incidencia “importante” sobre el color de los

pistachos.

Los valores de la coordenada verde-rojo cercanos al -6 son tipicos del

color verde tan caracteristico y atractivo de este tipo de fruto seco.

4.4.3. Acidos grasos

Los resultados obtenidos sobre la composicién de acidos grasos en los

pistachos estudiados se encuentran reflejados en la Tabla 7.

Tabla 7. Perfil (%) de los acidos grasos que contienen los pistachos sometidos a diferentes

tratamientos de RDC.

ACIDOS GRASOS (%

C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C1i8:3 C20:0 C20:1
Test ANOVA *

RIEGO NS NS NS NS NS NS NS NS NS

Test de Tukey *
TO 0,08 12,49 1,05 1,34 52,78 31,23 0,55 0,12 0,32
T1 0,08 12,38 1,10 1,30 53,23 30,85 0,51 0,14 0,34
T2 0,08 12,29 1,04 1,36 52,90 31,29 0,54 0,13 0,36

* NS, no significativo Fratio (p<0,05). * diferencias significativas p<0,05.
* Valores seguidos por la misma letra, dentro de la misma columna, no son estadisticamente

diferentes p<0,05.

Durante el analisis del perfil de acidos grasos se identificaron un total
de 9 acidos grasos distintos, donde:
e 4 de ellos eran saturados: acido miristico (C14:0), acido
palmitico (C16:0), acido estedrico (C18:0), y acido araquidico
(C20:0);
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e 3 eran monoinsaturados: acido palmitoleico (C16:1), acido
oleico (C18:1), y acido eicosenoico (C20:1); y

e 2 de ellos eran poliinsaturados: acido linoleico (C18:2) y acido
a-linolénico (C18:3).

Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que la aplicacion de los
tratamientos de RDC llevados a cabo para la realizaciéon de este trabajo, no
tienen incidencia sobre la composicion de los acidos grasos de los pistachos.
Llegados a este punto es importante recordar que el que en algunos
parametros bajo estudio no se aprecien diferencias estadisticamente
significativas es bueno, pues se esta siendo sostenible (ahorrando agua) y
los frutos obtenidos, pistachos, presentan la misma calidad o composicién

nutricional.

4.4.4. Composicion mineral

El estudio de composicion mineral se llevd a cabo mediante
espectrometria de absorcidn-emisién, y los resultados obtenidos figuran en
la Tabla 8.

Como podemos apreciar, la aplicacion de tratamientos de riego
deficitario controlado sobre los pistachos, tuvo incidencia en la composicion
mineral de los mismos. Los pistachos de los tratamientos T1 y T2,
presentaron mayor contenido en Na, Ca y Cu que los pistachos del
tratamiento control, y ademas, vieron reducido su contenido en K y Mn (en
este Ultimo caso solamente el tratamiento T2). Esto podria estar justificado
por el efecto antagdénico que el Ca y el Na provocan sobre el resto de
minerales; el antagonismo entre el Na y el K es uno de los mas estudiados
en el metabolismo vegetal (Carbonell-Barrachina et al., 1997). La
disminucién del agua de riego, pudo provocar el incremento en las
concentraciones de Ca y Na en el suelo, lo se tradujo en una disminucién de

Ky Mn en el suelo por lo que su asimilacion por la planta se vio influenciada.
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Tabla 8. Contenido mineral de los pistachos sometidos a diferentes tratamientos de RDC.

COMPOSICION MINERAL

Macro-nutrientes (g/kg) Micro-nutrientes (mg/kg)
K Na Mg Ca Zn Cu Mn Fe
Test ANOVA *

Test de Tukey *
TO 9,512a 0,264b 1,105 0,980b 21,6 16,4 c 7,0a 27,3
T1 9,124b 0,280a 1,110 1,063 a 21,8 22,0b 7,1a 30,5
T2 9,050b 0,294a 1,137 1,047 a 22,9 28,3 a 59b 30,9

T NS, no significativo Fratio (p<0,05). *, ** y *** diferencias significativas p<0,05, 0,01 y 0,001
respectivamente.

* Valores seguidos por la misma letra, dentro de la misma columna, no son estadisticamente
diferentes p<0,05.

Es de destacar que los pistachos, independientemente de su modo de
riego, son una buena fuente de potasio (~9 g/kg), hierro (~30 mg/kg), zinc
(~21-22 mg/kg), y cobre (~22 mg/kg).

4.5. ANALISIS FUNCIONAL

4.5.1. Capacidad antioxidante

La Tabla 9 muestra los resultados obtenidos tras la realizaciéon de los
anadlisis de capacidad antioxidante mediante los métodos DPPH®, ABTS* y

FRAP en los pistachos obtenidos mediante diferentes tratamientos de riego.

En el caso del método ABTS*, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes tratamientos estudiados
en este trabajo. No ocurrié lo mismo en los analisis realizados mediante los
otros dos métodos de capacidad antioxidante. En esos casos, se observd un
descenso en la capacidad antioxidante en aquellas muestras que habian sido

sometidas a estrés hidrico durante la fase II de su cultivo, mas concretamente
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en la muestra T2, donde en ambos métodos, el descenso es bastante
acuciado. Esta situacidn es exactamente la contraria a la inicialmente
esperada; nuestra hipoétesis inicial de trabajo era que al estresar a la planta,
esta debia activar mecanismos de defensa y, por tanto, aumentar el
contenido de compuestos bioactivos y su actividad. En este caso, parece que

la actividad antioxidante no sigue la hipétesis inicial de trabajo.

Tabla 9. Capacidad antioxidante (mg equivalentes de acido galico) mediante
diferentes métodos (DPPH®, ABTS* Y FRAP) de los pistachos sometidos a diferentes
tratamientos de RDC.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
DPPH* ABTS"® FRAP

Test ANOVA *
RIEGO HAK NS Hokx

Test de Tukey *

TO 19,19 a 21,54 35,45 a
T1 18,46 a 22,82 32,50 b
T2 10,64 b 20,98 29,63 b

T NS, no significativo Fratio (p<0,05). *** diferencias significativas p<0,001.
* Valores seguidos por la misma letra, dentro de la misma columna, no son

estadisticamente diferentes p<0,05.

El empleo de este tipo de pruebas para la determinaciéon de la
capacidad antioxidante, no solo nos permite comparar resultados entre
diferentes métodos para conocer la influencia que existe al aplicar un riego u
otro, sino que nos sirve también para conocer cual de estos métodos se ajusta
mejor al producto que estamos estudiando. En este caso, para el anadlisis de
pistachos observamos que el método ABTS* ofrece resultados menos
concluyentes que el resto de los métodos. Por otra parte, podemos afirmar
gue para el andlisis de capacidad antioxidante en pistachos, el método mas
recomendado es el DPPH* ya que nos permite observar diferencias
significativas incluso para pequefios cambios; es decir, parece ser un método

conducente a resultados muy reproducibles y repetitivos.
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Por estas razones, podemos afirmar que para el analisis de la capacidad
antioxidante en pistachos, los métodos mdas recomendados en orden de
efectividad serian: DPPH® > FRAP >> ABTS".

4.5.2. Polifenoles totales

Los resultados obtenidos tras el analisis de los polifenoles totales
presentes en las muestras de pistachos sometidas a estudio, quedan

reflejadas en la Tabla 10.

Tabla 10. Contenido de polifenoles totales (mg equivalentes de acido galico)

de los pistachos sometidos a diferentes tratamientos de RDC.

POLIFENOLES TOTALES (mg eq ac. galico)

Test ANOVA *
RIEGO i

Test de Tukey *

TO 1192 b
T1 1283 a
T2 1211 ab

* * diferencias significativas p<0,05.
* Valores seguidos por la misma letra, dentro de la misma columna, no son

estadisticamente diferentes p<0,05.

El empleo de un tratamiento de riego deficitario suave (T1), provoco
un incremento en el contenido total de polifenoles en los pistachos con

respecto al tratamiento control.

Este resultado refuerza la teoria en la que se basa este tipo de trabajos,
por la que se intenta demostrar que mientras que bajo un estrés hidrico
elevado se produce una importante regulacidén estomatica y el CO, se destina

al mantenimiento del metabolismo primario, bajo un déficit moderado/suave

Resultados y discusion |Efecto del riego deficitario controlado en pistachos| 53



se redistribuye el CO. hacia la formacién de metabolitos secundarios en
detrimento del crecimiento. Esto da lugar a frutos con mayor contenido en
compuestos bioactivos en aquellos frutos en los que el déficit hidrico ha sido
controlado (Behboudian et al., 2011). Ademas, las situaciones de estrés
hidrico provocan una acumulacion de sustancias antioxidantes, como
respuesta fisioldgica a la eliminaciéon de radicales libres formados (Grant,
2012).

4.6. ANALISIS SENSORIAL

4.6.1. Estudio descriptivo

El anadlisis sensorial descriptivo llevado a cabo mediante un panel
sensorial entrenado compuesto por 8 jueces, arrojo los resultados que
pueden observarse en la Tabla 11. Se evalud la apariencia (color y tamafio),
el flavor o sabor (fruto seco, pistacho, floral, salado, dulce, amargo,
astringente, amaderado y postgusto) y la textura (dureza, crujibilidad,
desmenuzabilidad y adherencia) de los pistachos obtenidos mediante
diferentes tratamientos de riego.

En este andlisis, se encontraron diferencias significativas en el tamafo,

flavor a pistacho, flavor amaderado y crujibilidad de los pistachos.

La aplicacion de los tratamientos de riego deficitario controlado
llevados a cabo en este trabajo, incrementé significativamente la intensidad
del tamafio de los pistachos. Este resultado, se complementa perfectamente
con el resultado experimental observado tras el analisis fisico o instrumental
del tamafo donde el comportamiento observado fue el mismo. En el caso del
flavor a pistacho y el flavor amaderado, se observé un descenso en la
intensidad de los mismos para el tratamiento de RDC suave (T1). Por ultimo,

se aprecio una diferencia estadisticamente significativa en la crujibilidad de
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los pistachos, siendo aquellos obtenidos mediante un tratamiento de riego

deficitario controlado T2 los que mayor intensidad obtuvieron.

Tabla 11. Andlisis sensorial descriptivo de los pistachos sometidos a diferentes

tratamientos de RDC.

RIEGO
Apariencia
Color NS 3,5 3,2 2,8
Tamafio koK 7,1 b* 7,8 a 7,7 a
Flavor
Fruto seco NS 7,3 6,9 7,4
Pistacho *okx 7,3 a 6,2 b 6,9 a
Floral NS 2,9 1,6 1,7
Salado NS 0,7 0,5 0,4
Dulce NS 2,8 2,6 2,7
Amargo NS 1,0 1,3 1,1
Astringente NS 0,8 0,6 0,8
Amaderado ** 7,4 a £ 9.b 7,4 a
Postgusto NS 5,5 5,8 5,9
Textura
Dureza NS 7,0 7,0 7,8
Crujibilidad * 7,0b 6,7 b 7,8 a
Desmenuzabilidad NS 5,0 5,5 5,4
Adherencia NS 6,7 7,0 6,3

T NS, no significativo Fratio (p<0,05). *, ** y ***_diferencias significativas p<0,05,

0,01 y 0,001 respectivamente.

* Valores seguidos por la misma letra, dentro de la misma fila, no son

estadisticamente diferentes p<0,05.
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Los tratamientos de riego deficitario controlado (RDC) llevados a cabo
en este estudio han demostrado no tener influencia estadistica significativa
sobre la produccion, color, y composicién de acidos grasos de los pistachos.
Por otra parte, si han comportado un incremento de peso en los pistachos

con respecto a aquellos regados de manera convencional.

La aplicacién de los tratamientos de RDC ha supuesto una disminucién
en la capacidad antioxidante de los pistachos, incrementado sin embargo, el

contenido total de polifenoles.

Este estudio ha permitido caracterizar diferentes métodos de
determinacion de la capacidad antioxidante, obteniendo que el mas adecuado
para llevar a cabo en el andlisis de pistachos, de entre los estudiados, es el
método DPPH".

El tratamiento en pistachos mediante RDC ha supuesto un incremento
en la concentracién de calcio, cobre y sodio, pero un descenso en la

concentracién de potasio.

Por todo ello, estamos en condiciones de afirmar que mediante la
realizacion de los tratamientos de RDC desarrollados en este Trabajo Fin de
Master, somos capaces de obtener pistachos de mayor peso, mayor
concentracion de polifenoles y mayor puntuacion en los descriptores basicos
caracteristicos de este producto que los pistachos obtenidos mediante un
riego convencional; sin embargo, se obtuvo un menor numero de pistachos
comerciales. Esto supone poder otorgar un valor anadido al producto final,
ademas de conllevar un coste menor de recursos econémicos (gastos en agua
y energia) y ambientales (ahorro de un recurso natural tan limitado como el

agua) durante su cultivo.
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ANEXO




Analisis Sensorial de PISTACHOS
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