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ESTUDIO SOBRE EL EFECTO DE MELATONINA EN LA CALIDAD POST-COSECHA DE
LIMONES CON HOJA

RESUMEN

Espafia es un gran productor de limén ecoldgico, sin embargo, es preciso reducir las pérdidas
ocasionadas por enfermedades post-cosecha. EIl objetivo de este trabajo es estudiar el efecto post-
cosecha de melatonina en limones con y sin hoja. El tratamiento se realizé con inmersiones durante 15
minutos de 0 mM, 0,01 mM, 0,1 mM y 1 mM. Se almacenaron durante 21 dias a 2 °C méas 2 dias a 20
°C. Se determind la pérdida de peso, la tasa de respiracién, la textura por deformacion, los sélidos
solubles, la acidez titulable, la fuga de electrolitos y el indice de color de citricos. La melatonina mejord
la calidad de los limones sin hoja. La presencia de hoja en los limones produce mayores pérdidas de
peso. El limén con hoja mejord su calidad gracias a la melatonina. La melatonina podria ser un

tratamiento eficaz en mejorar la calidad post-cosecha de los frutos que se comercialicen con hoja.

Palabras claves: Pérdidas de peso, citrico, elicitor, calidad, fuga de electrolitos.

ABSTACT

Spain is a large producer of organic lemons, however, it is necessary to reduce the losses caused by
post-harvest diseases. The aim of this work is to study the post-harvest effect of melatonin on lemons
with and without leaves. The treatment was carried out with 15-minute immersions of 0 mM, 0.01 mM,
0.1 mM and 1 mM. They were stored for 21 days at 2 °C plus 2 days at 20 °C. Weight loss, respiration
rate, deformation texture, soluble solids, titratable acidity, electrolyte leakage and citrus colour index
were determined. Melatonin improved the quality of leafless lemons. The presence of leaf in lemons
resulted in higher weight losses. Leafy lemons improved their quality due to melatonin. Melatonin

could be an effective treatment in improving the post-harvest quality of fruits marketed with leaves.

Key words: Weight loss, citric, elicitor, quality, electrolyte leaka
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1. INTRODUCCION

1.1 LA AGRICULTURA ECOLOGICA EN ESPANA

La produccion ecoldgica es un sistema general de gestion agricola y produccion de alimentos que
combina las mejores practicas en materia de medio ambiente y clima, un elevado nivel de biodiversidad,
la conservacion de los recursos naturales y la aplicacion de normas exigentes sobre bienestar animal y
acerca de la produccion que responde a la demanda, expresada por un creciente ndmero de
consumidores, de productos obtenidos a partir de sustancias y procesos naturales. Desempefiando un
papel social existe la norma sobre el mercado especifico, la cual responde a una demanda de productos
ecologicos por parte de los consumidores y proporciona al publico bienes que contribuyen a la
proteccion del medio ambiente, al bienestar animal y al desarrollo rural, dicha norma esta regulada por
el Reglamento (UE) 2018/848 del parlamento europeo y del consejo de 30 de mayo de 2018 sobre
produccion ecoldgica y etiquetado de los productos ecoldgicos y por el que se deroga el Reglamento
(CE) 834/2007 del Consejo.

La produccion ecoldgica se encuentra regulada en Espafia desde 1989, situandose Esparfia en el segundo
pais europeo en superficie y produccidn ecoldgica y el tercero del mundo (MAPAMA, 2022). El sector
ecoldgico es un mercado emergente en el que hay una gran oportunidad de crecimiento y rentabilidad
a través de la innovacion, la investigacion y la promocién (CAECV, 2022). La evolucién de la
produccion ecoldgica en Espafia mostré un incremento desde 2004 hasta 2010. No obstante, la
velocidad de crecimiento se ralentizé hasta 2015, momento en el que se inicié de nuevo un periodo de
crecimiento hasta 2018 (Figura 1).

En cuanto al cultivo del limén ecoldgico, en 2020 Esparia alcanz6 la produccion de 8300 ha. Respecto
a 2012 ha aumentado un 386 % su produccion realizada en las comunidades autonomas de Andalucia,

Region de Murcia y Comunidad Valenciana (Alimarket, 2022).

|GRAFICO: Evolucion de la superficie de agricola ecolégica (hectareas) |
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Figura 1. Evolucion de la superficie agricola ecolégica (MAPAMA, 2019).
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1.2 IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA EN ESPANA DEL SECTOR DEL LIMON

Espafia es el segundo productor mundial de limén sélo superado por Argentina.
En cuanto a la produccion en fresco, se sitia como el primer pais productor con un 20 % de produccion
mundial (735.000 toneladas). El segundo puesto con un 12 % (240.000 toneladas) es destinado a la
industria como se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Produccién anual del limén en el mundo (Tm) (AILIMPO, 2022).

S £ e O =

Argentina Espafa EE.UU Turquia Italia Africa Sur  Otros’

Fresco Fresco Fresoo Frosco Frosco Fresco Fresoo
302.000 735.000 623.000 725.000 418.000 207.000 650.000
Industria Industria Imdustria Iridusiria Industria Industria Industria
1.086.000 240.000 230.000 33.000 81.000 78.000 240.000

Produccitn Produccién Produccidn Produccién Produccién

Producecidn Prod i
1.388.000 | 975.000 853.000 756.000 499.000 285.000| 890.000

TOTAL Fresco 3.660.000 Industria 1.986.000 Produccién 5.646.000

En Espafia podemos destacar como productor principal la Regién de Murcia con un 55 %, siguiéndole
Comunidad Valenciana con un 30 % y Andalucia con un 15 % (AILIMPO, 2022).

El 56 % de la produccién de limon en Espafia es exportada a otros paises de la Uni6n Europea.
Seguidamente se encuentra la parte destinada al sector de la industria, el 24 %. El resto de la produccion

se destina al mercado interior (13 %) y a la exportacion a paises no comunitarios como se puede apreciar

en la Figura 2.
Industria
24%
Mermas i — Export.
UE
s 56%
Mercado
Interior
13%
Export.
No UE
5%

Figura 2. Destino de produccion del limén en Espafia. (AILIMPO, 2022)

Tal y como se observa en la Figura 3, que representa la produccion respecto al area cosechada entre

2010y 2020, se aprecia la tendencia al alza de produccion en 2014, 2018 y 2020, asociado posiblemente



a condiciones climéticas optimas. En relacion con el area cosechada se puede observar una ligera
disminucién hasta el afio 2014, donde se produce un cambio de tendencia y empieza a aumentar
fuertemente hasta el afio 2020.

Produccion/Rendimiento de Limones y limas en Espafia

2010 - 2020
1,250k 50k
{ ]
. e l/.
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2 . \/.\./< /
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g ] . -/
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<.>—<::\././
500k 35k

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

-e- Esparia -e- FEspafia
Area cosechada Produccién
Limones y limas Limones y limas

Source: FAOSTAT (abr. 20, 2022)

Figura 3. Produccién- Rendimiento de limén y lima en Espafia (2010-2020). Fuente: F.A.O.
2022.

En el caso de la comercializacion, predomina la exportacion, en la campafia 2020/2021 donde se ha

exportado una cantidad similar respecto al afio anterior, presentando ésta resultados récord (Figura 4).

Exportaciones de Limon (t)
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Figura 4. Exportaciones limones Espafia. Campafia 2020/21. Boletin de Comercio Exterior de Citricos (2022).

Las exportaciones a la UE se mantienen en equilibrio respecto a la anterior campafia, entre los paises

lideres destaca Alemania representando el primer destino (32 %) de las exportaciones (Figura 5).



Principales destinos INTRA UE de exportaciones de Limén
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Figura 5. Principales destinos INTRA UE de exportacion de limon. Campafia 2020/21. Boletin de Comercio
Exterior de Citricos (2022).

De 2010 a 2020, el limén convencional ha tenido un precio medio de 0,25 €/ Kg, ligeramente inferior
al limon ecoldgico que presenta una cotizacion media de 0,40 €/ Kg.

La superficie destinada al limén ecol6gico ha aumentado durante los Gltimos afios (Figura 6). Las
comunidades auténomas con mayor produccién son Region de Murcia 36 %, Andalucia 36 % y
Comunidad Valenciana 27 %. (AILIMPO, 2020).

EVOLUCION SUPERFICIE LIMON BIO ESPANA (ha)

Tl
././I |
o/./
=i 11 ' l

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figura 6. Limon ecoldgico producido en Espafia (2012-2020). Fuente: AILIMPO 2022.



1.3 CARACTERISTICA DEL CULTIVO
1.3.1 EL LIMONERO

El limonero (Citrus limon (L.) Burm. f) pertenece a la division Magnoliophyta, clase Magnoliopsoda,
orden Sapindales, familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae, tribu Citreae, subtribu Citrinae, y al
género Citrus, dentro de los citricos verdaderos (Garcia-Lor., 2013).

El limonero es un arbol de grandes hojas lanceoladas cuyo color es verde claro de peciolo corto y
marginado. Durante la fase de desarrollo, los brotes jovenes tienen hojas de color morado durante algun
tiempo. El limbo esconde glandulas que contienen aceites esenciales. Las flores se agrupan en racimos
y los botones florales son de color morado. Presenta caracter reflorescente, este puede ser mas o menos
intenso segun la variedad. El fruto es de forma ovalada. La piel del fruto presenta dos capas: el flavedo
0 capa externa, su color varia de verde a amarillo intenso segin la madurez y contiene glandulas de
aceites esenciales. Dichas glandulas forman una barrera quimica contra insectos y microorganismos. El
albedo o capa interior es blanco y esponjoso, fuente importante de pectinas y glucidos. El espesor del
albedo varia segun la variedad y madurez del fruto. El limén contiene un gran nimero de componentes
quimicos naturales, como acido citrico, acido ascérbico, minerales y flavonoides. Son numerosos los
trabajos de investigacion que establecen gran variedad de acciones biolégicas a los flavonoides, entre
las que se citan actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antialérgicas, antivirales, antimutagénicas

y anticarcinogénicas (Garcia Lidon et al., 2003) (Figura 7, 8, 9, 10, 11).

Figura 9. Flor abierta de limonero. Figura 10. Frutos del limén. Fuente propia
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Figura 11. Partes del limon. Fuente: Propia

Entre los citricos, el limon destaca por su sensibilidad al frio. EI clima mas adecuado para el cultivo del
limonero es de tipo mediterrdneo con periodo libre de heladas. Los periodos de sequia seguidos de
precipitaciones juegan un importante papel en la floracion (Garcia Lidon et al., 2003).

La Figura 12 muestra las principales regiones productoras, las cuales estan situadas en la franja tropical
y subtropical del Sur de California, Florida, Islas del Caribe, Brasil, Argentina, Sudafrica, Madagascar,
norte de Africa, sur de Europa, donde destacan Espafia, Italia y Grecia, este de la India, Sudeste Asiatico

y Sudeste de Australia.

Figura 12. Distribucion de la produccion de limdn en el mundo. Fuente: FAO, 2019

1.3.2 VARIEDADES

Verna y Fino son las variedades de limonero mas cultivadas en Espafia, aunque también podemos

encontrar variedades americanas tales como Eureka y Lisbon, sin embargo, no son tan comunes.
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e \erna:
Arbol de gran tamafio, con pocas espinas y vigoroso.

El fruto presenta color amarillo intenso, corteza gruesa, forma mas ovalada y en su interior

encontramos pocas semillas. Realiza habitualmente dos floraciones al afio, en primavera y

verano. También es posible en otofio posible mediante floracion forzada (Figura 13) (AILIMPO

2022).

Figura 13. Limdn Verna. Fuente: J. Soler, 1999.

e Fino: Arbol de mediano a gran porte y vigoroso. El fruto presenta color amarillo palido, forma

esferoidal u ovoidal, piel fina y mamel6n pequefio y agudo. Realiza 2 floraciones, en primavera

y a finales del verano. Esta ultima no tan intensa como en “Verna” (Figura 14) (AILIMPO,

2022).

Tabla 2. Calendario de recoleccion variedades “fino” y “verna” (MAPAMA, 2022).

Figura 14. Limén Fino. Fuente: J. Soler, 1999

OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY
10[20]30]10]20]30]10]20]30]10]20]30]10]20]30]10]20]30]10]20]30][10]20]30
FINO
| VERNA
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1.3.3 PORTAINJERTO

En Espafa los dos patrones que casi exclusivamente se utilizan para el limonero son el naranjo amargo
y el C. macrophylla.

e Naranjo amargo (C. aurantium): Es utilizado en todas las zonas productoras del mundo.
Presenta buen desarrollo en semillero y vivero. Tolerante con las combinaciones de limonero,
buena afinidad con la variedad “Fino” pero entra tarde en produccion. En cambio, en la variedad
“Verna” no se ve tan favorecida, forma el mirifiaque, acortando la vida e induciendo problemas
de clorosis. Es resistente a los hongos Phytophtora sp. y Armillaria mellea, induciendo una
excelente calidad en la fruta.

e Citrus macrophylla (Alemow): Los cultivares injertados sobre esta variedad producen arboles
grandes, vigorosos y rendimientos altos. Presentan favorable tolerancia en suelos calcareos y
arenosos. Es tolerante frente a la sequia, gracias a su sistema radicular denso y profundo. Los
injertos que crecen sobre él tienden a ser mas sensibles a heladas por lo que es mas favorable
en climas secos y calidos
Actualmente es el patron mas importante para el limonero, en especial para la variedad “fino”.
Tanto en la variedad “fino” como “Verna” presenta altas producciones y rapida entrada en
produccion. (MARM, 2008)

1.3.4 PROCESO DE MADURACION DEL LIMON

El desarrollo y la maduracién del fruto en el arbol da lugar a una serie de cambios fisiol6gicos,
bioguimicos y sensoriales que conducen a parametros de calidad deseables (Toivonen, 2007).

El limdn es clasificado como fruto no climatérico, esto supone que no se producen aumentos en la
respiracion y produccion de etileno durante su maduracion (Azzolini et al., 2005).

Para conocer el indice de madurez de forma precisa se llevan a cabo pardmetros internos de calidad
como la acidez o los sélidos solubles (Diaz-Puertas et al., 2020). El contenido de sélidos solubles totales
afecta al sabor (Gonzélez-Molina et al., 2008). La acidez titulable muestra las caracteristicas de
almacenamiento y calidad de la fruta. Si se reduce pronunciadamente induce una senescencia mas rapida
en la fruta (Shiri et al., 2016).

Los cambios de color en el limon se relacionan a la degradacion de pigmentos clorofilicos en el proceso
de maduracion y la acumulacion de carotenoides en el flavedo. La maduracion produce la degradacion
de clorofilas y la expresion de carotenoides, proporcionando color amarillo caracteristico al limén (Sun
etal., 2019).

Los compuestos fendlicos totales y, junto con el acido ascorbico son responsables de las propiedades

antioxidantes atribuidas al fruto. Ya que, al aumentar el contenido de fenoles totales conlleva a mayores
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propiedades antioxidantes, resultando una mayor tolerancia al estrés y aumentando las posibilidades de
almacenamiento (Serna-Escolano et al., 2019),

1.4 LA POST-COSECHA EN CITRICOS

1.4.1 RECOLECCION, PROCESADO Y DISTRIBUCION DEL FRUTO

La manipulacién de citricos sigue los procedimientos posteriores representados en el diagrama
(Salvador et al., 2012).

Los limones se recolectan cuando el tamafio de la fruta es suficiente para cumplir con los criterios
establecidos en el Reglamento (UE) 543/2011. Esto debe hacerse con cuidado con unas tijeras para
cortar el peddnculo limpiamente sin romper el pediculo (Agusti-Fofria et al., 2000). Seguidamente se
almacenan en una capaza acolchada de 15 kg ya que el dafio de la piel debido a un manejo inadecuado
puede causar algunas alteraciones fisioldgicas que reducen la vida util de la fruta y aumentan el riesgo
de podredumbre dafiada por microorganismos (Li et al., 2011). Una vez llegado a la central
hortofruticola se lavan para eliminar el exceso de tierra, suciedad o piedras. Esta técnica es conocida
como drencher que incluye un tratamiento desinfectante para reducir la carga microbiana superficial
del fruto. Después los frutos son almacenados en camara hasta su utilizacion en la siguiente confeccion
o0 volcados a linea, para ser sometidos a un proceso de lavado, abrillantamiento y secado. Segun su
didmetro, color y desperfectos en la piel el limon es clasificado en un calibrador automatico
organizandolo segun los defectos que presente en calidad extra, categoria I, categoria Il. Finalmente, el
limén puede ser otra vez almacenado en cdmara para ser confeccionado o directamente envasado y

enviado al punto de venta (Figura 15) (Salvador et al.., 2012).
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Figura 15. Diagrama de flujo de manipulacién de citricos. Fuente: Salvador et al., 2012.

1.4.2 DESVERDIZADO

El desverdizado es una técnica de post-cosecha, acelera la desaparicion del color verde de la piel de los
citricos reflejando la coloracion que aportan los pigmentos carotenoides. En caso de sintesis de los
carotenoides, puede acelerar el proceso. La finalidad es poder comercializar el fruto en su momento
6ptimo, aunque no haya alcanzado el grado de coloracion exigido por el consumidor, pero si cumpliendo
con los requisitos de madurez apropiados para su consumo. Esta practica se realiza en camaras con
posibilidad de control de la temperatura y la humedad relativa, dosificacion de etileno, movimiento y
renovacion de aire.

El proceso puede acelerarse cumpliendo ciertas condiciones, estas son tratamientos de etileno a una
concentraciéon de 1 a 5 ppm, temperatura de 20 a 25 °C y humedad relativa del 90 a 95 % (Vazquez et
al., 2020).

No obstante, podran ser desverdizados solamente cuando presenten el estado de madurez adecuado y
los demaés caracteres organolépticos naturales no sufran alteracion (MAPAMA, 1970).



1.4.3 CONSERVACION FRIGORIFICA

La conservacion evita el deterioro y la degradacion interna del producto, debe realizarse
inmediatamente después de la preparacion. Segun las condiciones recomendaciones para mantener la
calidad post-cosecha es una temperatura 6ptima de 12-14 °C segun el cultivar, la etapa de madurez de
madurez en el momento de la cosecha, el area de produccion y la duracion del almacenamiento y el
transporte (puede ser de hasta 6 meses). Ademas de una humedad relativa éptima 90-95 % (Mary Lu
Arpaia et al., 1999).

1.5 PRINCIPALES FISIOPATIAS POST-COSECHA

1.5.1 DANOS POR FRIO

En el limén podemos observar trastornos fisiologicos como lesiones por frio, esto disminuye su calidad
provocando importantes pérdidas econémicas.

Este fruto es muy sensible a la temperatura cuando se almacena a temperaturas por debajo de los 12 °C,
apareciendo sintomas de dafios por frio (Artés, et al., 1981; Guillén-Mird, 1978).

La lesion por frio se caracteriza por una decoloracion localizada en la corteza seguida del colapso del
area afectada, dando lugar a depresiones en la superficie de la fruta. En limones la zona afectada suele
presentar un color marrén, como se puede observar en la Figura 16. Las respuestas primarias a la lesion
por frio podrian ser alteraciones de la estructura y estabilidad de la membrana celular, junto con cambios
en la composicidn y caracteristicas de lipidos y acidos grasos (Lado, et al., 2016; Sevillano, et al., 2009;
Wismer, et al., 1998). Y las respuestas secundarias podrian ser asociadas con el estrés oxidativo en los
citricos (Lafuente, et al., 2004; Sala et al, 1999; Sala, 1998) (Figura 16).

Un método para evaluar dafios por frio consiste en evaluar la posible rotura o desequilibrio de la
membrana celular, con la consiguiente difusion de electrolitos desde el citosol a los espacios
intercelulares. Estos electrolitos se miden con la técnica ‘ion leakage’ que consiste en medir los

electrolitos por conductividad.

Figura 16. Depresiones por frio limon Fuente: Fresh plaza, 2020
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1.5.2 OLEOCELOSIS

La ruptura de las células oleosas debido al estrés fisico en las frutas turgentes provoca la liberacion
del aceite que dafia los tejidos circundantes. Este trastorno es reducido evitando la cosecha de limones

cuando estan muy turgentes y un manejo cuidadoso (Figura 17) (Kader et al., 2011).

‘Oil Spotting

Figura 17. Oleocelosis Fuente: Mary Lu Arpaia et al., 1999

1.5.3 PETECA

La peteca del limon es un desorden fisiolégico post-cosecha cuyos sintomas mas comunes son
picaduras, hundimiento u oscurecimiento de la piel. Ocurre por el colapso de las glandulas sebaceas, el
aceite se filtra hacia el tejido adyacente y provoca una depresion oscurecida. La incidencia aumenta en

condiciones de alta humedad, rocio o lluvia antes de la cosecha (Cronjé, 2015) (Figura 18)

Figura 18. Peteca. Fuente: Freshplaza, 2020
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1.6 PRINCIPALES HONGOS QUE PRODUCEN PODREDUMBRES EN LIMON

Varios hongos que causan enfermedades en el limén proceden de una inoculacion producida en el
campo, aunque también puede ocurrir porque su desarrollo esta asociado con la post-cosecha, siendo
las principales:

-Podredumbre verde: Provocada por Penicillium digitatum, penetra en la cascara del fruto a través de
heridas. Los sintomas comienzan desde un area empapada de agua en la superficie de la fruta seguida

por el crecimiento de un micelio incoloro hasta la esporulacién de color verde.

-Podredumbre azul: Causada por Penicillium italicum, penetra la cascara ilesa y se propaga de un limoén

a los limones adyacentes. Los sintomas son similares al moho verde excepto que las esporas son azules.

-Podredumbre por alternaria: Provocada por Alternaria citri que penetra en los limones a través de sus
botones. Tratamiento precosecha con acido giberélico o tratamiento poscosecha con 2,4-D retrasan la

senescencia de los botones y posterior pudricion por Alternaria (Mary Lu Arpaia et al, 1999).

-Podredumbre acida: Causada por el hongo Geotrichum citri-aurantii, en el comienzo de la infeccion
se puede apreciar una mancha de un color un poco mas claro en la piel de la fruta, que en poco tiempo
se convierten en mohos de tono blanco y beige en la superficie y zonas que han dejado de tener aspecto

consistente para tener liquido (Soto-Mufioz et al, 2020).

1.7 TECNOLOGIAS Y TRATAMIENTOS POST-COSECHA

1.7.1 PLAGUICIDAS TRADICIONALES

Actualmente las enfermedades post-cosecha han sido controladas principalmente por fungicidas
convencionales como imazalil (1Z), orto-fenil fenato de sodio (SOPP), tiabendazol (TBZ) o diferentes

mezclas de estos compuestos.

Los nuevos principios activos como el fludioxonil (FLU), pirimetanil, azoxistrobina (AZX) y
trifloxistrobina estdn mayoritariamente clasificados como fungicidas de “riesgo reducido” por la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Ismail y Zhang, 2004; Smilanick et al., 2006;
Palou et al., 2008)

En cultivos ecoldgicos queda prohibido el uso de fungicidas. Por lo que, en comparacién al limon
convencional, el ecoldgico presenta unos problemas afiadidos hasta su llegada al consumidor final en
condiciones éptimas de calidad. Ya que es méas susceptible a sufrir patologias post-cosecha, como

podredumbres.
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1.7.2 METODOS ALTERNATIVOS POST-COSECHA

La problematica descrita del control quimico convencional, tanto a nivel legal como comercial, social
y técnico, establece un nuevo paradigma para el futuro cercano y hace evidente la necesidad de

encontrar alternativas para el control de enfermedades de post-cosecha de citricos.

Los tratamientos antifungicos de post-cosecha no contaminantes alternativos a los fungicidas quimicos
convencionales pueden ser fisicos, quimicos de bajo riesgo o bioldgicos. Siendo no contaminantes, son
también poco tdxicos y su actividad es mas fungistatica que fungicida siendo su efectividad y
persistencia limitadas. Por ello, su implementacion debe encajarse en una estrategia mas amplia de

control que para minimizar las pérdidas econémicas ocasionadas por las enfermedades (Palou, 2020).

1.8 ELICITORES: MELATONINA

En agricultura ecoldgica, los tratamientos con fungicidas estan prohibidos, por lo que para consolidar
una agricultura mas sostenible y sin efectos adversos a la salud del consumidor han surgido nuevas
alternativas en la produccion alimentaria, como el uso de elicitores. Estas son moléculas que dan lugar
a cambios fisioldgicos en las plantas para activar una serie de mecanismos similares a los que se activan
ante una situacion de estrés fisico, quimico o biético. De este modo la planta se prepara para soportar
dicho estrés. Algunos ejemplos de estos compuestos que estan siendo ampliamente estudiados son:
acido oxalico, acido gamma aminobutirico, jasmonato de metilo, acido salicilico, metil salicilato y
melatonina entre otros. Recientemente se ha estudiado la aplicacion de melatonina para la mejora de la
calidad post-cosecha y fortalecer la resistencia a la senescencia inducida por el estrés oxidativo de
muchos productos horticolas. Sin embargo, los efectos de la melatonina sobre la calidad del

almacenamiento y la senescencia fisioldgica de los citricos atn no estan claros (Ma Qiaoli et al., 2021).

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es un compuesto de indol universal a base de triptéfano
con un peso molecular bajo que se encuentra en todos los organismos vivos, desde bacterias, hongos y

plantas hasta mamiferos.

Varios estudios han sugerido que la melatonina enddgena o exdgena esté involucrada en varios procesos
a lo largo de las fases vegetativas y reproductivas de las plantas, desde la germinacion de semillas,
desarrollo de raices, crecimiento de plantas, floracion y maduracion de frutos hasta la senescencia de
las hojas. Como un importante eliminador de radicales y antioxidante, la melatonina también juega un
papel importante en la respuesta de la planta al estrés bidtico (bacterias, hongos, virus, plagas, etc.) y al
estrés abidtico (sequia, salinidad, temperatura alta o baja, metales pesados, oxidacion (Tiwari et al.,
2020).
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1.9 COMERCIALIZACION DE CITRICOS CON HOJA

Actualmente existen en la comercializacion de algunos citricos la opcion de venta del fruto junto a tallo
y hojas, principalmente en clementinas y naranjas. La presencia de hoja junto al fruto tiene una
connotacion de producto mas natural y fresco. Esta estrategia de marketing ya se lleva a cabo en el sur
de Italia, Reggio Calabria, donde se comercializan limones junto a tallo y hojas. En Espafia este formato
comercial no estd implantado todavia, aunque ya existen comercializadoras interesadas en su
lanzamiento.

No existe suficiente conocimiento del papel que la hoja tiene en el mantenimiento de la calidad durante
la post-cosecha donde posiblemente la savia juegue un papel importante. La savia bruta es una sustancia
liquida creada tras la absorcion de las raices del agua y las sales minerales transportada desde las raices
hasta las hojas por los vasos lefiosos. La savia elaborada es el resultado de la transformacion de la savia
bruta tras el proceso de la fotosintesis transportandose desde las hojas hasta los frutos que funcionan
como sumideros, acumulando agua, sales minerales, azlcares y fitorreguladores.

Se han realizado algunos estudios en pifia llegando a las conclusiones de que la corona juega un papel
importante en el mantenimiento de calidad post-cosecha. Su desprendimiento de la corona de la pifia
después de la cosecha incrementa el pardeamiento interno, las especies reactivas del oxigeno (ROS), el
dafio de la membrana celular, la biosintesis y la oxidacién de compuestos. También se ven afectados
otros factores como la reduccion de translucidez, acidez y solidos solubles totales aumentando estos
dos ultimos. Influyendo estos sucesos directamente en la calidad del fruto (Kana Murai et al., 2021).
Es probable que mantener la hoja junto al fruto durante la post-cosecha en limones tenga un efecto
conservador de la calidad, ademas, la absorcién de compuestos (elicitores) a través de la hoja y
transporte hacia el interior del fruto puede ser una herramienta mas eficiente de realizar tratamientos

post-cosecha.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es el estudio del tratamiento post-cosecha con melatonina en
limones. Para ello se plantean los siguientes objetivos parciales:

-Conocer el efecto de diferentes dosis de melatonina aplicadas en bafios por inmersién en limones tras
su recoleccion.

-Conocer el efecto de la presencia de hoja junto al limoén en la calidad post-cosecha y vida Util.

-Conocer el efecto de la presencia de hoja en la eficacia del tratamiento con melatonina.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL Y DISENO EXPERIMENTAL

Los ensayos se llevaron a cabo con limon ecolégico de la variedad ‘Fino’ sobre patrén naranjo amargo,
cultivados en una explotacion comercial ubicada en La Matanza de Orihuela, poligono 25 parcela 8
(38°08'11"N 1°00'38"0, Alicante, Espafia) (Figura 19 y 20). Los campos estan situados en una zona
con clima mediterrdneo, caracterizado por una temperatura media anual de 18,2 °C y unas
precipitaciones de 283mm. Los limoneros fueron cultivados siguiendo la normativa de la Agricultura
Ecoldgica vigente, utilizando un marco de plantacion de 6 x 5 m y 20 afios.

Figura 20. Ubicacion geografica finca. Fuente: Google mapas
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La recoleccion se realizo el 16 de noviembre de 2021. Se seleccionaron 30 arboles en buen estado
vegetativo, a cada uno de los cuales se les recolect6 10 frutos, 5 de ellos con una parte de tallo y un par
de hojas y los otros 5 cortados por el pedinculo de modo estandar a la comercializacion cotidiana como
se aprecia en la Figura 21 y 22. Por tanto, se recolectaron 300 limones (10 por arbol), de calidad
comercial, sin dafios fisicos y homogéneos en tamafio y color, con un calibre entre 70 y 90 mm, 150

limones con hoja y otros 150 sin hoja.

Figura 21. Fruto hoja. Fuente: Propia Figura 22. Fruto sin hoja: Fuerte: Propia

Los limones recolectados se transportaron inmediatamente al laboratorio del grupo de Post-cosecha de
Frutas y Hortalizas de la UMH en el Campus de Desamparados, edificio Oriol.

Se prepararon 10 lotes de 30 frutos, 5 lotes con hojas y otros 5 sin hojas (Figura 23 y 24). Todos los
frutos fueron identificados y pesados. Se utilizé un lote de 30 frutos con hoja y otro sin hoja para las
determinaciones del dia 0.

Figura 23. 4 lotes limones sin hoja que se ha realizado tratamiento, 120. Fuente: Propia
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Figura 24. 4 lotes limones con hoja que se ha realizado tratamiento, 120. Fuente: Propia

Al resto de los limones se les realizd un tratamiento con melatonina a las concentraciones 0 mM
(control), 0,01 mM, 0,1 mM y 1 mM en limones con hoja y sin hoja, mediante una inmersion durante
15 minutos. Después de la inmersidn los frutos son secados al aire antes de introducirlos en la camara
frigorifica e iniciar su conservacion post-cosecha (Figura 25). El almacenamiento frigorifico se
prolongd durante 3 semanas a 2 °C (21 dias) més 2 dias a 20 °C.

Figura 25. Diferentes tratamientos para la inmersion del limon. Fuente: Propia

Se realizaron las siguientes determinaciones analiticas: tasa de respiracion, pérdidas de peso, indice de

color de citricos, textura por deformacion, contenido en sélidos solubles totales (SST), acidez titulable
(AT) y fuga de electrolitos.
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3.2 METODOS ANALITICOS

3.2.1 PERDIDAS DE PESO

La determinacion de peso de realiz6 mediante una balanza Radwag WLC 2/A2 (Radwag wagi
Elektronicze), se usaron 2 cifras decimales de precision y se expresé en gramos. El dia de la recoleccion
(Dia 0) se pesaron todos los frutos de los lotes y volvieron a pesarse el dia de muestreo.

Tras obtener el porcentaje de pérdida de peso de cada lote con respecto a su peso inicial, los resultados

son la media + ES de 30 frutos por cada lote.

3.2.2 TASA DE RESPIRACION

Para determinar la tasa de respiracion se utiliz6 el sistema propuesto por Kader (1995). Consiste en
encerrar un recipiente hermético un producto durante un tiempo determinado. Para realizar estas
medidas se coloco cada fruto individualmente hasta los 30 en un frasco de vidrio de 0,5 L durante 60
minutos. La tapadera incorporaba un septum (valvula de material elastico) que permitia tomar una
muestra del aire de cabeza con jeringas de 1 mL. Mediante un cromatografo de gases Shimadzu 14B-
GC acoplado a un detector de conductividad térmica (TCD) y una columna CTR | (ALLTECH) se
determind la produccién de CO,. Las condiciones de trabajo fueron: el horno se encontraba a una
temperatura de 35 °C, el inyector se encontraba a una temperatura de 120 °C, temperatura del detector
120 °C y el flujo de la fase movil (Helio) de 65 mL/min.

Antes de la inyeccién de la muestra tomada en el frasco hermético, se calibré con una muestra de aire
atmosférica a concentracion de CO, de 0,036 %. El cromatdgrafo estaba asociado a un equipo
informatico que registra e integra el area del pico, permitiendo la cuantificacion. A la hora de calcular
el CO, producido se utilizo el peso del fruto, el volumen del recipiente y el tiempo que permanecia en

el recipiente mediante la siguiente formula:

mg CO,_(V—P) x (0,687 x Acpz X 60
kgxh ApatronX PxT

Una vez realizado, se compard el &rea de integracion del pico de la muestra con la de patrones de
concentracién conocidos. Los resultados para la tasa de respiracion fueron la media + ES de 30 frutos

de cada lote. Se expresaron como mg de CO,kg~*h™1.

3.2.3 TEXTURA POR DEFORMACION

Mediante el texturometro TA-XT2i (Stable Microsystems, Godalming, UK) se determiné la firmeza
individualmente en cada uno de los frutos de cada réplica, el texturometro se encontraba acoplado a una

sonda que presentaba una placa con un disco de acero plano. Este instrumento es valido para hacer
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ensayos de traccion, compresion y flexion con una fuerza maxima de 25 N y una precision media de
0,5a1%.

Para determinar la firmeza del fruto, el disco de acero de la sonda aplica una fuerza constante sobre la
superficie del fruto hasta producirle una deformacion del 5 % respecto a su didmetro ecuatorial Los
resultados se expresan en N mm™1. Los datos son el resultado de la media + ES de 30 frutos de cada

lote.

3.2.4 CONTENIDO EN SOLIDOS SOLUBES TOTALES (SST)

Los sélidos solubles totales (SST) se midieron mediante el refractometro por duplicado del zumo recién
exprimido y filtrado a través de una gasa. Para ello se emple6 el refractometro digital Hanna HI96801
(Hanna Instruments, Rhode Island, EEUU), calibrado previamente con agua destilada y realizando
lecturas a 20 °C. Esta técnica se basa en los distintos indices de refraccion que presentan dos medios
con unas sustancias disueltas diferentes, el zumo y el agua destilada. Los resultados se expresaron como
g equivalentes de sacarosa en 100 g~'de peso fresco. Los datos son el resultado de la media + ES de

30 frutos de cada lote.

3.25 ACIDEZ TITULABLE (AT)

La acidez total (AT) se determiné por duplicado en zumo de limén mediante la valoracion
potenciométrica automatica con el equipo 785 DMP Tritino (Metrohm), cuya sensibilidad es de + 0,01
pH. 0,5 mL de zumo diluido fueron valorados en 25 mL de agua destilada, mientras se afiadia NAOH
0,1 N hasra alcanzar el pH=8,1 (AOAC, 1990). Los resultados se expresaron como g equivalentes de
acido citrico en 100 g~ de peso fresco. Los datos son el resultado de la media + ES de 30 frutos de

cada lote.

3.2.6 FUGA DE ELECTROLITOS

A cada uno de los limones se les realizd 2 incisiones de caracter circular en la piel con un tubo
denominado “sacabocados”, tomando Ginicamente flavedo y albedo, no la pulpa del fruto. Cada réplica
consta de 10 frutos, el total de muestras por réplica es de 20. Estas 20 muestras de tejido son lavadas
por triplicado en agua ultrapura durante 3 minutos. Después del lavado se introducen en frascos de
vidrio de 100 ml con 50 ml de agua ultrapura Mili-Q en su interior y se ponen en agitacion durante 30
minutos. Tras este tiempo, se mide la conductividad, posteriormente se congelan los frascos y su
contenido. A las 24 horas se descongelan los botes lentamente y se autoclavan 15 minutos a 121 °C.

Una vez frios se vuelve a medir la conductividad.
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Conductividad inicial X 100
conductividad total

3.2.7 INDICE DE COLOR DE CITRICOS

El color externo se calcul6 en 3 puntos equidistantes del perimetro ecuatorial del fruto utilizando un
colorimetro triestimulo Minolta (CRC 200, Minolta Camera Co., Japon), usando el sistema de
coordenadas CIELab (L*, a* y b*). Es el sistema de medida que méas se acerca a la percepcion humana
del color y cuyo analisis permite distinguir la luminosidad que ronda entre 100 para el blanco y 0 para
el negro, y la cromaticidad (tono y croma), que se indica con por los pardmetros a* y b* conjuntamente.

Los resultados se expresan con el indice de color de citricos utilizando la siguiente formula:

B 10000 x a
" Lxb
Los datos son el resultado de la media = ES de 30 frutos de cada lote.

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el software IBM SPSS Statistics version
20. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) unidireccional para identificar diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) mediante una comparacion de medias para los distintos
subconjuntos o tratamientos, utilizando el test Tukey. Ademas, se llevaron a cabo los analisis de

correlacién de Pearson para estudiar la relacion entre las distintas variables estudiadas.
4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 PERDIDAS DE PESO

La pérdida de peso de frutas y hortalizas a lo largo de su almacenamiento se debe principalmente a la
disminucién de agua durante la transpiracion, siendo una de las causas principales del deterioro de
limones que da lugar a pérdidas de calidad. Una vez recolectado el limén contindan los procesos de
transpiracion donde el agua en estado de vapor atraviesa los estomas y la epidermis provocando la
pérdida del peso del fruto (Valero y Serrano 2010).

La evolucion de las pérdidas de peso en limones sin hoja durante 21 dias de almacenamiento refrigerado
y 2 dias a 20 °C se muestra en la Figura 26. En cuanto a las muestras de limones sin hojas con
melatonina, no se observaron diferencias significativas entre ellas ni entre la muestra control. La pérdida

de peso fue del 5 % aproximadamente en todas las muestras, sin diferencias significativas entre ellas.
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LIMON SIN HOJAS
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Figura 26. Evolucion de pérdidas de peso en limones sin hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1 y 1 mM)
almacenados 21 diasa 2 °C y 2 dias a 20 °C.

En cambio, la evolucion de pérdidas de peso en limones con hoja mostré un comportamiento distinto
(Figura 27). En limones control la pérdida de peso fue de 6,19+0,30 % siendo casi 1% mayor que
respecto al limén sin hoja. Sin embargo, en limones tratados se observo una menor pérdida de peso
respecto a los controles, siendo esta menor en las concentraciones mas altas, por tanto, se registré un
efecto dosis dependiente de la melatonina. Los limones tratados a 1 mM de melatonina presentaron

pérdidas de peso de 4,96+0,28 %, este valor fue muy similar al alcanzado por los limones sin hoja.
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LIMON CON HOJAS
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Figura 27. Evolucion de pérdidas de peso en limones con hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1 y 1 mM)
almacenados 21 diasa 2 °C y 2 dias a 20 °C.

Al comparar los dos métodos de conservacion (sin y con hoja) se ha observado que, los limones sin
hoja presentaban menores pérdidas de peso que cuando el fruto mantenia la hoja. Esto podria ser por la
mayor superficie de la hoja que promueve una mayor transpiraciéon. Los resultados muestran que el
tratamiento con melatonina no afecta a los limones sin hoja, sin embargo, si que tiene un efecto
beneficioso en limones con hoja. Siendo este efecto mayor cuanto mas alta es la dosis de melatonina.
Por lo tanto, la presencia de hoja parece permitir una mejor absorcion del tratamiento de melatonina.

En cambio, en otro experimento Ma et al., (2021) estudi6 la aplicacion de melatonina post-cosecha en
naranja sin hoja (5 minutos de inmersion 0,2 mM) y llegé a la conclusion de que este tratamiento causd
una disminucion significativa en la pérdida de peso respecto al control. También se han encontrado
resultados similares en mandarina, fresa (5 minutos a las mismas concentraciones que nuestro
experimento), cereza dulce y otras frutas y verduras 'Kinnow' (Bal, 2020; Liu et al., 2018; Miranda et
al., 2020; Wang et al., 2019). Todos estos investigadores han obtenido resultados favorables en reducir
la pérdida de peso de sus frutos sin hoja gracias a los tratamientos con melatonina. Sin embargo, en
nuestro experimento con limones ha sido necesaria la presencia de hoja para que este efecto fuese

observable. Estas investigaciones indican un tiempo de inmersion mucho menor que el aplicado en
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nuestro experimento y ellos han obtenido resultados favorables. Es posible, que la capa externa de los
limones, flavedo y albedo, presente una barrera que impida la rapida asimilacion de la melatonina, y
por tanto sea necesario un mayor tiempo de inmersion y por ello cuando se realizaron los tratamientos
con hoja, se favorecio la absorcién de melatonina a través de esta. Seria recomendable profundizar en
el estudio de la eficacia de los tiempos de inmersién y las concentraciones para optimizar los

tratamientos con este tipo de frutos.

4.2 TASA DE RESPIRACION

La respiracidn de los frutos consiste en una serie de reacciones catalizadas por enzimas, cuya velocidad
estd relacionada con la temperatura. En frutas y hortalizas, aunque se interrumpa su actividad
fotosintética respiran tras su recoleccion. Para obtener energia, los azlcares procedentes de la
degradacion del almidon se oxidan dando lugar a H,0 y CO, (Valero y Serrano, 2010).

La evolucion de la tasa de respiracion en limones sin hoja durante 21 dias de almacenamiento
refrigerado y 2 dias a 20 °C se muestra en la Figura 28. La tasa de respiracion aumenta a lo largo del
almacenamiento. A los 23 dias, los limones sin hoja control muestran una tasa de respiracion de
14,65+0,30 mg kg~'h~', respecto a 8,79+0,74 mg kg~ 'h~'del dia 0. Los limones sin hoja tratados con
melatonina tendieron a tener una menor tasa de respiracion, a excepcion de los tratados con 0,01 mM
con resultados ligeramente superiores al control con 14,83+0,42 mg kg~'h™!. Este resultado da a
entender que la dosis mas baja de 0,01 mM no llega a tener efecto en este parametro fisioldgico. Las
dosis mas altas de melatonina, especialmente 0,1 (13,55+0,35 mg kg~*h~! si que ofrecen diferencias

significativas respecto al control.
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Figura 28. Evolucion de tasa de respiracion en limones sin hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1 y 1 mM)

almacenados 21 diasa 2 °C y 2 dias a 20 °C.

Sin embargo, la evolucion de la tasa de respiracion en limones después de 21 dias refrigerados a 2 °C y 2 dias a
20 °C de almacenamiento en frutos con hoja mostr6 un comportamiento similar respecto al otro método de
conservacion (Figura 29). La tasa de respiracion aument6 respecto al dia de recoleccion (Dia 0). A los 23 dias,
los limones con hoja control mostraron una tasa de respiracion de 13,46+0,34 mg kg~1h~'siendo alrededor de 1
% menor que respecto al limon sin hoja. Los limones con hoja tratados con melatonina tendieron a aumentar su
tasa de respiracion, a excepcion de los tratados con 0,1 con resultados ligeramente inferiores al control con
12,40+0,22 mg kg~*h™L.
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Figura 29. Evolucion de tasa de respiracion en limones con hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1 y 1 mM)

almacenados 21 diasa 2 °C y 2 dias a 20 °C.

Tanto con hoja o sin hoja la tasa de respiracion aumenta respecto al dia 0. Siendo ligeramente menor
en presencia de hoja. Sin embargo, en relacién con los tratamientos con melatonina cuando no hay hoja
se produce una ligera disminucion de la tasa respiratoria, y con hoja ocurre lo contrario, se muestra un
ligero aumento de la respiracidn, excepto en la dosis intermedia. En el experimento de naranjas citado
anteriormente (Ma et al., 2021), se obtuvieron resultados similares a los limones sin hoja. En ese trabajo
se llega a la conclusion que la melatonina retrasa notablemente la senescencia fisiologica a través de
una reduccion de la respiracion post-cosecha. También se han encontrado resultados similares en fresas
(Liu C et al., 2018). No queda clara la causa por la cual la melatonina en limones con hoja tiene un
efecto en aumentar la tasa respiratoria de los limones. Podria deberse a que la mayor cantidad de
melatonina absorbida por la hoja prolongue la vida Gtil de la hoja y facilite una mayor eficacia

fisiologica del proceso respiratorio de la hoja.

4.3 TEXTURA POR DEFORMACION

Por otra parte, la textura de las frutas y hortalizas se modifica a lo largo del almacenamiento post-

cosecha. Estos cambios en la textura estan relacionados con la turgencia de los tejidos y, por tanto, con
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la actividad hidrolitica de enzimas que se encargan de degradar pectinas, celulosas y hemicelulosas de
la pared celular (Paniagua et al., 2014).

Tal y como se observa en la Figura 30, que representa la textura por deformacién de los limones sin
hoja control y tratados con melatonina en el dia 0 y 23, se ha apreciado un importante ablandamiento
durante el almacenamiento. Desde 13,36+0,55 N nm-1 hasta 7,77+0,35 N nm-1 en los controles pasados
23 dias. El tratamiento con melatonina parece aumentar ligeramente la firmeza con las mayores dosis.

Sin embargo, estas diferencias no son significativas.
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Figura 30. Evolucidn de textura por deformacion en limones sin hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1y 1
mM) almacenados 21 dias a 2 °C y 2 dias a 20 °C.

Por el contrario, los limones almacenados con hoja han mostrado diferentes cambios en la textura de
deformacién en comparacion a los sin hoja (Figura 31). En ambos ocurren pérdidas de firmeza respecto
al dia 0. Después de 21 dias a 2 °C y 2 dias a 20 °C almacenados los limones con hoja, el control
mostraba resultados de 7,24+0,33 N nm-1 similar a los frutos tratados sin hoja. Sin embargo, los tratados
con melatonina tendieron a la linealidad ascendente desde los que presentan melatonina a 0,01 mM
mostrando datos de 8,21+0,39 N nm-1 hasta los tratados con melatonina a 1 mM alcanzando resultados
de 8,89+0,37 N nm-1 (existiendo un efecto dosis-dependiente de la melatonina). Los resultados en

limones con hoja con melatonina fueron ligeramente superiores a los tratados sin hoja.
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Figura 31. Evolucion de textura por deformacion en limones con hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1y 1
mM) almacenados 21 dias a 2 °C y 2 dias a 20 °C.

Al comparar los dos métodos de conservacion se refleja que tanto sin hoja como con hoja hay un
importante ablandamiento respecto al dia 0 presentando ambos controles resultados similares.

No obstante, al observar respecto a los tratados con melatonina, en limén sin hoja su aplicaciéon no
influye. Sin embargo, en limones con hoja conforme aumenta la concentraciéon de melatonina presenta
un ablandamiento menor.

En otro estudio como el de Sun et al (2015), ha contemplado que la aplicacion de melatonina exégena
en tomates inmaduros mediante inmersion a concentraciones menores aceler6 el ablandamiento. De
igual modo, Ma et al., (2021) obtuvo resultados similares al limoén sin hojas en su estudio realizado en
naranjas. Donde aplico un tratamiento con melatonina a concentraciones parecidas a las efectuadas en
este estudio. Se mantenia significativamente la firmeza durante el almacenamiento de naranjas.

Por lo que se podria concluir que la diferencia de respuesta a los tratamientos con melatonina podria

estar conectado con el estado de inmadurez.
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4.4 SOLIDOS SOLUBLES

La cantidad de sélidos solubles y acidez titulable son pardmetros clave para evaluar la cantidad de
zumo del limén. El contenido de SST se asocia con la calidad de consumo de fruta madura, ya que
afecta al sabor. Se usa como indice de madurez en las mediciones de calidad (Gonzéalez-Molina et al,
2010).

La evolucién de las pérdidas de solidos solubles totales en limones sin hoja durante 21 dias de
almacenamiento refrigerado y 2 dias a 20 °C se muestra en la Figura 32. El dia 0 mostraba una cantidad
de solidos solubles de 8,45+0,03 %, después del almacenamiento todos los limones tuvieron una
concentracién muy similar en torno al 8,6 %. Por lo tanto, la melatonina no ejercié un efecto en cambiar

la cantidad de melatonina en el fruto.
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Figura 32. Evolucion de solidos solubles totales en limones sin hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1y 1
mM) almacenados 21 dias a 2 °C y 2 dias a 20°C.

No obstante, los limones almacenados con hoja mostraron resultados similares respecto a los

almacenados sin hoja. La evolucion de sélidos solubles totales durante 23 dias de almacenamiento en

limones con hoja se muestra en la Figura 33. En cuanto a las muestras de limones con hojas con
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melatonina, no se observaron diferencias significativas entre ellas ni entre la muestra control. El

contenido de solidos solubles es del 8,5 % aproximadamente en todas las muestras.
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Figura 33. Evolucion de solidos solubles totales en limones con hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1y 1
mM) almacenados 21 dias a2 °C y 2 dias a 20 °C.

Los limones con hoja y sin hoja presentan resultados similares, donde respecto al dia 0 no hay cambios
sustanciales en la cantidad de solidos solubles. La melatonina no afecta a los azlcares que es el
componente mayoritario que influye en el contenido total de sélidos solubles. Sin embargo, en otro
estudio de tratamiento post-cosecha con melatonina en naranja si se alterd los contenidos en solidos
solubles, mostrando un aumento significativo durante el almacenamiento (Ma et al., 2021).
Investigaciones previas han demostrado que la melatonina exdgena podria suprimir eficazmente el
contenido de sélidos solubles, mostrando una acumulacién més baja respecto a los no tratados con
melatonina en post-cosecha de frutos como mango, baya, cereza dulce y otros (Liu et al., 2018; Miranda
et al., 2020; Tang et al., 2020; Wang et al., 2019). Por lo que se deducira que la melatonina afecta en

los solidos solubles dependiendo del fruto.
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4.5 ACIDEZ TITULABLE

La AT junto a los SST juegan un papel importante a la hora de determinar la calidad del zumo de un
fruto. La evolucién de AT durante los 23 dias de almacenamiento en limones sin hoja se muestra en la
Figura 34.

Al inicio del ensayo, la AT de los limones sin hoja presenté valores de 7,05+0,09 g equiv. acido citrico
100-1 g p.f.. Pasados 23 dias, sufren un ligero descenso. El limoén control sin hoja mostré resultados de
6,26+0,17 g eq.. En comparacion con el control, los tratados con melatonina obtuvieron resultados
superiores, pero sin presentar diferencias significativas entre tratamientos. Por lo que la melatonina
tiene un efecto en mantener los &cidos organicos, concretamente en este caso de limones, el acido

citrico.
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Figura 34. Evolucion de acidez titulable en limones sin hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1y 1 mM)
almacenados 21 diasa 2 °C y 2 dias a 20 °C.
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En limones con hoja ocurre algo similar a los limones sin hoja. Tras los 23 dias de almacenamiento, los
frutos sufrieron un leve descenso respecto a su AT (Figura 35). La muestra del limon control con hoja,
registré un resultado de 6,42+0,09 g eq., siendo éste ligeramente superior a los limones control sin hoja.
Por otro lado, los limones tratados con melatonina disminuyen su AT, a excepcion de los frutos tratados
a 1mM que obtuvieron mayor AT 6,63+0,11 g eq. Esta concentracién mayor de melatonina parece tener
un claro efecto en la conservacion del &cido citrico, y por ello se deduce que en mantener las sustancias

de reserva y por tanto en retrasar los procesos de maduracidn y senescencia.
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Figura 35. Evolucion de acidez titulable en limones con hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1y 1 mM)
almacenados 21 diasa 2 °C y 2 dias a 20 °C.

Tanto los limones sin hoja como con hoja, descienden su AT 23 dias después de la conservacion post-
cosecha, ya que los &cidos orgénicos son sustratos para las reacciones enzimaticas de la respiracion
(Yaman et al, 2002). Los controles con y sin hoja presentan resultados muy similares. Como ya se ha
observado en fresas (experimento similar al nuestro donde aplicaban melatonina a concentraciones
similares), la AT disminuyé rapidamente durante su almacenamiento tanto en fruta tratada como no
tratada (como ocurre en limon). En la aplicacion de melatonina en guayabas (Chen et al., 2022) o en
cerezas ‘Prime Giant” en precosecha (D. Cortés-Montafia et al., 2022), la AT en ambos frutos fue

ligeramente superior en tratadas con melatonina que, en no tratadas con melatonina durante su
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almacenamiento, igual que lo observado en limén sin hoja. Esto podria ser un reflejo de un menor

metabolismo de degradacién de los acidos orgénicos de los limones con la aplicacion de melatonina.

4.6 FUGA DE ELECTROLITOS

La fuga de electrolitos se encuentra entre los primeros eventos de activacion de defensas en las plantas
(Dixon et al., 1994).

Al estudiar la fuga de electrolitos en limones sin hoja comprobamos que el control presenté un valor de
15,54+0,69 %. Y en comparacién del control con los limones tratados a 0,0,1; 0,1 y 1 mM no hubo

diferencias significativas (Figura 36).
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Figura 36. Evolucion de fuga de electrolitos en limones sin hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1y 1 mM)

almacenados 21 dias a 2°C y 2 dias a 20°C.

Sin embargo, en la fuga de electrolitos de limones con hoja si hubo diferencias, el control mostro valores
de 12,99+0,67 %. En cambio, los limones con hoja tratados con melatonina presentaron resultados
menores, disminuyendo notablemente los resultados de fuga de electrolitos conforme aumento la
concentracion de melatonina. Hasta alcanzar resultados de 10,24+0,26 % en los limones tratados con

melatonina de 1 mM (Figura 37).
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Figura 37. Evolucion de fuga de electrolitos en limones con hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1y 1 mM)

almacenados 21 diasa 2 °C y 2 dias a 20 °C.

Los resultados de fuga de electrolitos en limones con hoja y sin hoja se observaron valores similares.
Liu et al (2017), en un estudio sobre como la corona juega un papel importante en el mantenimiento de
la calidad de la pifia cosechada, se aprecié que la corona ofrecia una mayor proteccién frente a los dafios
por frio gracias a permanecer la corona junto al fruto. Esto puede ser debido al mayor aporte de
compuestos metabolicos desde la hoja de la pifia que desde la del limén, posiblemente por la
composicion diferente de ambos tejidos.

En los limones sin hoja no se aprecié efecto de la melatonina en reducir la fuga de electrolitos, sin
embargo, con la presencia de la hoja, se obtuvieron reducciones significativas en la fuga de electrolitos,
mostrando un efecto dosis dependiente. Otros estudios han demostrado que la melatonina es capaz de
reducir la peroxidacion lipidica de las membranas mejorando la integridad celular y la capacidad en
melocotdn y col de mantener un equilibrio en la célula del metabolismo oxidativo (Gao et al., 2016;
Zhang et al., 2016). Por ejemplo, sobre la aplicacion de melatonina post-cosecha en melocotén, el
tratamiento de melatonina redujo y retrasé la acumulacion de especies reactivas de oxigeno al igual que

ocurre en limones con hoja (Gao et al., 2016)
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4.7 INDICE DE COLOR

El color de la fruta de los citricos depende de los principales grupos de pigmentos naturales, llamados
clorofilas, carotenos y antocianinas (Artés et al., 2002).

Los carotenos son los que otorgan el color amarillo caracteristico en el limén, aunque también influye
la clorofila que ofrece pigmentos de color verde. Los cambios de color en los citricos son atribuidos a
la degradacion de los pigmentos de clorofila y a la acumulacién de carotenoides en el flavedo en el
proceso de maduracion, relacionado con cambios de color del fruto de verde a amarillo (Richardson et
al., 1995; Alés et al., 2006) (Conesa et al., 2019). Los limones utilizados en el ensayo presentaban
una coloracién verde, aungue se encontraban aptos para la comercializacién.

El indice de color en limones después de 21 dias a 2 °C y 2 dias a 20 °C de almacenamiento en frutos
sin hoja aumenta respecto al dia de recoleccién, Dia 0. A los 23 dias, los limones sin hoja control
mostraron un indice de color de -2,71+0,20. Conforme aumenté la concentracion de melatonina,
presento el indice de color valores menores hasta alcanzar resultados de -2,91+0,22 a concentracion de
1mM de melatonina. A excepcion de los tratados a 0,1 mM, que presentaron valores de -2,69+0,15, mas

similares al control. Sin embargo, todos estos resultados no fueron estadisticamente significativos.
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Figura 38. Evolucion de indice de color en limones sin hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1y 1 mM)
almacenados 21 diasa 2 °C y 2 dias a 20 °C.
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La evolucion de indice de color en limones después de 21 dias a2 °C y 2 dias a 20 °C de almacenamiento
en frutos con hoja mostré un comportamiento similar respecto al otro método de conservacion (Figura
39). Aunque también aumentaron los valores del indice de color respecto al dia de recoleccion (Dia 0),
los limones con hoja presentaron valores inferiores a los 23 dias si se comparan con los limones sin

hoja.

Si se observa el efecto de la melatonina, a los 23 dias de almacenamiento existe un efecto en mantener
el indice de color més cercano al dia 0 en los frutos tratados que en los controles (-3,15+0,31 en limones
con hoja control hasta -3,82+0,29 en limones con hoja con tratamiento 1 mM). Este Gltimo resultado es
muy similar al valor de los limones el dia 0. Por lo que, la melatonina a la concentracion de 1 mM esté
teniendo un efecto en retrasar la degradacion de las clorofilas y la presencia de carotenoides en el

flavedo de los limones.
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Figura 39. Evolucion de indice de color en limones con hoja tratados con melatonina (0; 0,01; 0,1y 1 mM)
almacenados 21 diasa 2 °C y 2 dias a 20 °C.

Los limones sin hoja presentan indices de color mayores a los limones con hoja. Aunque en ambos

casos se constata el efecto de la melatonina en retrasar los cambios de color. Se ha referenciado que la
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melatonina disminuye notablemente la degradacion de la clorofila y aumenta la biosintesis de
carotenoides (incluidos a, B-caroteno y licopeno) a niveles transcriptémicos y metabolicos en brocoli,
tomate y col (Miao et al., 2020; Sun et al., 2020;Tan et al., 2020). En otro estudio de tratamiento de
melatonina post-cosecha en naranjas acontecio algo similar al proceso que estamos estudiando en este
caso, el color de la fruta de control exhibi6 un fuerte aumento en su almacenamiento. Sin embargo, las
naranjas tratadas con melatonina a una concentracion similar a la nuestra, aceleré y mejord
notablemente este cambio de color asemejandose los valores mas al dia de recoleccion (Ma et al., 2021).

También ocurre en fresa y cereza dulce (Liu et al., 2018) y Wang et al., 2019).

4.8 ANALISIS ESTADISTICO

A lo largo del capitulo 4. RESULTADOS se ha indicado qué datos mostraron diferencias significativas
(p<0,05). Ademas, en la siguiente tabla 3, se muestran las correlaciones entre las variables analizadas
en este estudio.

Como principales resultados de correlaciones se puede indicar que la fuga de electrolitos, pardmetro
que sirve para estimar el dafio por frio, obtuvo correlacién significativa al nivel 0,01 con la pérdida de
peso (0.757) y con larespiracion (0,616), asi mismo también hubo una correlacion significativa negativa

con los parametros firmeza (-0,694) y acidez (-0,404).

Tabla 3. Resultados analisis estadistico correlaciones de Pearson.

Correlaciones

PESO | FIRMEZA | COLOR FUGA RESPIRAC SST ACIDEZ
Correlacién de Pearson 1 -,606" 185" 757" 549" 110 312"
PESO Sig. (bilateral) ,000 ,002 ,000 ,000 427 ,022
N 270 270 269 54 54 54 54
Correlacion de Pearson -,606" 1 -2307 -,694" -,488" -,225 ,095
FIRMEZA Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,101 494
N 270 270 269 54 54 54 54
Correlacién de Pearson ,185” -,230" 1 ,147 ,228 ,093 -,031
COLOR Sig. (bilateral) ,002 ,000 ,289 ,097 506 822
N 269 269 269 54 54 54 54
Correlacién de Pearson 757" -,694" 147 1 616" ,032 -,404"
FUGA Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,289 ,000 817 ,002
N 54 54 54 54 54 54 54
Correlacion de Pearson 549" -,488" ,228 616" 1 ,196 -323"
RESPIRAC  Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,097 ,000 156 017
N 54 54 54 54 54 54 54
Correlacion de Pearson , 110 -,225 ,093 ,032 ,196 1 ,260
SST Sig. (bilateral) 427 101 506 817 ,156 ,058
N 54 54 54 54 54 54 54
Correlacién de Pearson -312" ,095 -,031 -,404" -,323" 260 1
ACIDEZ Sig. (bilateral) 022 494 822 ,002 ,017 ,058
N 54 54 54 54 54 54 54

**. La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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5. CONCLUSIONES

Los tratamientos de melatonina por inmersion mejoraron la calidad post-cosecha de los limones
sin hoja, reduciendo tasa respiratoria, manteniendo acidez y retrasando los cambios de color.
Por otro lado, no se vieron afectadas pérdidas de peso, firmeza, sélidos solubles y fuga de
electrolitos.

Los limones con hojas aumentaron las pérdidas de peso respecto a los frutos sin hoja durante la
conservacion post-cosecha. Sin embargo, se redujo la tasa respiratoria y la firmeza. No se
encontraron diferencias significativas en el resto de parametros: sélidos solubles, acidez, color
y fuga de electrolitos.

La presencia de hoja en el fruto tuvo efecto en la eficacia de los tratamientos de melatonina por
inmersion. Se redujo la pérdida de peso y la fuga de electrolitos, aumentd la tasa respiratoria y
se retrasé el ablandamiento y los cambios de color.

Es preciso optimizar la dosis y tiempo de inmersion en los tratamientos de melatonina para
mejorar su eficacia.

La hoja facilita la absorcion de la melatonina y su efecto en el fruto. Por tanto, la melatonina
puede ser un tratamiento eficaz en mejorar la calidad post-cosecha de los frutos que se

comercialicen con hoja.
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