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RESUMEN (minimo 10 lineas):

El estudio en campo del limoén (Citrus limon (L.) Burm. f.) hasta su recoleccién nos
permite obtener informacion de momentos clave durante su desarrollo, pudiendo
clasificar el cultivo segun sus necesidades, optimizando el uso de insumos y mejorando
la calidad de la fruta recolectada, como el consumidor reclama. En este trabajo se ha
llevado a cabo el seguimiento de los procesos de maduracion y desarrollo del limén.
Para ello, se seleccionaron tres variedades de una misma finca segun el momento de su
recoleccion: ‘Fino’ y ‘Eureka’ sobre patron Citrus macrophylla y ‘Verna’ sobre patron
Citrus aurantium, teniendo una cosecha temprana, intermedia y tardia, respectivamente.
El tamafo, peso y color de los frutos aumentaron durante todo el muestreo hasta la
recoleccion siguiendo un proceso normal de desarrollo, observandose, evidentemente,
un incremento mas lento en la variedad ‘Verna’. La firmeza disminuyo con el tiempo en
todas las variedades salvo en la ‘Verna’, la cual experimentd un incremento inicial
coincidiendo con las etapas tempranas del desarrollo del fruto, seguido de una bajada
progresiva hasta su recoleccion, como el resto de las variedades. Los sélidos solubles
totales (SST) y la acidez titulable (AT) mostraron una tendencia decreciente en todas las
variedades durante su desarrollo, salvo en la variedad ‘Verna’. Tanto el contenido en
fenoles totales (CFT) como la actividad antioxidante total (AAT) fueron disminuyendo
conforme avanzaba el desarrollo del fruto, sin embargo, el contenido en fenoles totales
del zumo en la variedad ‘Verna’ fue mayor que en ‘Fino’ y ‘Eureka’. Ademads, la AAT
de “Verna’ y ‘Eureka’ fue mayor que la de ‘Fino’ durante todo el muestreo. Este estudio
muestra como los pardmetros de calidad varian en las diferentes etapas de crecimiento
del fruto en el arbol y entre variedades, lo que podria servir para la aplicacion de
tratamientos en momentos clave del desarrollo y establecer el momento justo para la
recoleccion.



ABSTRACT (10 lines or more):

The field study of the lemon (Citrus limon (L.) Burm. f.) until its harvest allows us to
obtain information on key moments during its development, thus being able to classify
the crop according to its needs, optimizing the use of inputs and improving the quality
of the collected fruit, as the consumer claims. In this work, the monitoring of the
ripening and development processes of the lemon has been carried out. For this purpose,
three varieties were selected from the same farm according to the time of collection:
‘Fino’ and ‘Eureka’ on the Citrus macrophylla rootstock and ‘Verna’ on the Citrus
aurantium rootstock, having an early, intermediate and late harvest, respectively. The
size, weight and color of the fruits increased throughout the sampling until harvest,
following a normal development process, evidently observing a slower increase in the
'Verna' variety. Firmness decreased over time in all varieties except the ‘Verna’, which
experienced an initial increase coinciding with the early stages of fruit development,
followed by a gradual decline until harvest, like the rest of the varieties. Total soluble
solids (SST) and titratable acidity (AT) showed a decreasing trend in all varieties during
their development, except for the ‘Verna’ variety. Both the content in total phenols
(CFT) and the total antioxidant activity (AAT) were decreasing as the development of
the fruit progressed, however, the content in total phenols of the juice in the 'Verna'
variety was higher than in 'Fino' and 'Eureka'. Furthermore, the AAT of ‘Verna’ and
‘Eureka’ was higher than that of ‘Fino’ throughout the sampling. This study shows how
the quality parameters vary in the different stages of fruit growth on the tree and
between varieties, which could be used for treatment applications at key moments of
development and establish the right moment for harvesting.
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Carbonell-Barrachina
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Sesién 5 Instalaciones Industriales y Agricolas.
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16:45-17:00 Estudio de variables de influencia en el ensayo de Limitacién de

S5-01 Velocidad para Ciclomotor de 2 ruedas (L1/Lle) en condiciones
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17:30-17:45 Plataforma integral para el control de explotaciones agricolas
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de la programacién de riego.

M. Soler-Méndez, L. Avila-Ddvila, D. Parras-Burgos, D. Intrigliolo-

Molina y J. M. Molina-Martinez
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L. Avila-Ddvila, M. Soler-Méndez, D. Escarabajal-Henarejos y J.M.

Molina-Martinez
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18:15-19:30 Presentaciones Orales
18:15-18:30 Estrategias de medios de vida de las explotaciones ganaderas
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A. Lecequi, A.M. Olaizola, F. Lopez-i-Gelats, B. Vidal y E. Varela
18:30-18:45 Caracterizacion edafoldgica de los suelos de la Denominacion de
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R. Castejon, E. Martinez-Sabater, M. A. Molina y C. Paredes
18:45-19:00 Caracterizacion de la fibra dietética de frambuesa.
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Sdnchez-Bravo, L. Lipan, Marina Cano-Lamadrid, Luis Noguera-
Artiaga, F. Herndndez, A. A. Carbonell-Barrachina
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Gomez

19:45-20:00 La gestidn sostenible de los agroecosistemas: ¢Qué y quiénes?

58-02 J. A. Zabala

20:00-20:15 Evaluacién de medidas de seguridad en el suministro de agua de
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A. Trujillo-Reyes, C. Paredes y F.G. Fermoso

9:15-9:30 Situacion del sector agricola y ganadero en pequefias poblaciones

S9-02 de la provincia de Chimborazo (Ecuador). El caso de la parroquia
de San Andrés.
V.H. Valverde, I. Gavilanes-Teran, L. Carrera-Beltran, S. Buri-
Tanguila, K. Salazar-Garcia, A.A. Carbonell-Barrachina y C.
Paredes.

9:30-9:45 Andlisis y evaluacién actual del abono tipo bocashi como
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J. Moneva y C. Paredes




9:45-10:00 Elaboracién de abono orgdnico con residuos domésticos de

S9-04 alimentos separados en sitio y tratados con microorganismos
efectivos EM1°®,
G.l. Diaz Tolentino y M.J. Ldpez

10:00-10:15 Elaboracién de cerveza artesana de naranja con subproductos de

S9-05 la industria.
N. Sirvent-Pérez, M.J. Giménez, P.J. Zapata

Sesién 10 Procesado e Innovacién en Productos de Origen Animal.
Moderador: Dr. José Angel Pérez Alvarez (Universidad Miguel
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10:15-10:30 Presentaciones Orales

10:15-10:30 Métodos experimentales para inactivacion de anisakis en

S$10-01 subproductos de pescado.
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10:30-10:40 Presentacion en Poster

S10-P1 Caracterizacion quimica y fisico-quimica de aceites extraidos de
diferentes insectos comestibles.
C.M. Botella-Martinez, J. Ferndndez-Lépez, J.A. Pérez-Alvarez y M.
Viuda-Martos

S10-P2 Incorporacion de fracciones ricas en fibra de quinoa a modelos
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J.M. Lorente, C. Manzanera, J.M. Valverde, M. Serrano y M.T.
Pretel.
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S. Pardo-Pina, R. Diaz-Puertas, A. Diaz, V. Serna-Escolano y P.J.

Zapata
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ensalada de iv gama “gourmet” (candnigos, escarola y Radicchio)
en los refrigeradores domésticos.
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Pretel.
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Estudio de los cambios fisioldgicos durante la maduracion de las
variedades de limon ‘Eureka’, ‘Fino’ y ‘Verna’
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Resumen

El estudio en campo del limén (Citrus limon (L.) Burm. f.) hasta su recoleccion nos permite obtener informacion
de momentos clave durante su desarrollo, pudiendo clasificar el cultivo segin sus necesidades, optimizando el
uso de insumos y mejorando la calidad de la fruta recolectada, como el consumidor reclama. En este trabajo se
ha llevado a cabo el seguimiento de los procesos de maduracién y desarrollo del limén. Para ello, se
seleccionaron tres variedades de una misma finca segiin el momento de su recoleccion: ‘Fino’ y ‘Eureka’ sobre
patrén Citrus macrophylla y ‘Verna’ sobre patron Citrus aurantium, teniendo una cosecha temprana, intermedia
y tardia, respectivamente. El tamafio, peso y color de los frutos aumentaron durante todo el muestreo hasta la
recoleccion siguiendo un proceso normal de desarrollo, observandose, evidentemente, un incremento méas lento
en la variedad ‘Verna’. La firmeza disminuy6 con el tiempo en todas las variedades salvo en la ‘Verna’, la cual
experimentd un incremento inicial coincidiendo con las etapas tempranas del desarrollo del fruto, seguido de una
bajada progresiva hasta su recoleccion, como el resto de las variedades. Los solidos solubles totales (SST) vy la
acidez titulable (AT) mostraron una tendencia decreciente en todas las variedades durante su desarrollo, salvo en
la variedad “Verna’. Tanto el contenido en fenoles totales (CFT) como la actividad antioxidante total (AAT)
fueron disminuyendo conforme avanzaba el desarrollo del fruto, sin embargo, el contenido en fenoles totales del
zumo en la variedad ‘Verna’ fue mayor que en ‘Fino’ y ‘Eureka’. Ademads, la AAT de ‘Verna’ y ‘Eureka’ fue
mayor que la de ‘Fino’ durante todo el muestreo. Este estudio muestra como los parametros de calidad varian en
las diferentes etapas de crecimiento del fruto en el arbol y entre variedades, lo que podria servir para la
aplicacion de tratamientos en momentos clave del desarrollo y establecer el momento justo para la recoleccion.

Palabras clave: color, actividad antioxidante total, fenoles totales, firmeza, acidez.

Study of the physiological changes during the ripening of the lemon
varieties ‘Eureka’, ‘Fino’ and ‘Verna’

Abstract

The field study of the lemon (Citrus limon (L.) Burm. f.) until its harvest allows us to obtain information on key
moments during its development, thus being able to classify the crop according to its needs, optimizing the use
of inputs and improving the quality of the harvested fruit, as the consumer claims. In this work, the monitoring
of the ripening and development processes of the lemon has been carried out. For this purpose, three varieties
were selected from the same farm according to the moment of harvesting: ‘Fino’ and ‘Eureka’ on the Citrus
macrophylla rootstock and ‘Verna’ on the Citrus aurantium rootstock, having an early, intermediate and late
harvest, respectively. The size, weight and color of the fruits increased throughout the sampling until harvest,
following a normal development process, evidently observing a slower increase in “Verna’. Firmness decreased
over time in all varieties except the ‘Verna’ one, which experienced an initial increase coinciding with the early
stages of fruit development, followed by a gradual decline until harvest, like the rest of the varieties. Total
soluble solids (TSS) and titratable acidity (TA) showed a decreasing trend in all varieties during their
development, except for the ‘Verna’ variety. Both the total phenolic content (TPC) and the total antioxidant
activity (TAA) decreased as the development of the fruit progressed, however, the TPC of the juice in “Verna’
was higher than in ‘Fino” and ‘Eureka’. Furthermore, the TAA of “Verna’ and ‘Eureka’ was higher than that of
‘Fino’ throughout the sampling. This study shows how the quality parameters vary in the different stages of fruit
growth on the tree and between varieties, which could be used for treatment applications at key moments of
development and establish the right moment for harvesting.

Palabras clave: color, total antioxidant activity, total phenols, firmness, acidity.



Introduccion

El limén (Citrus limon (L.) Burm. f) es el tercer citrico mas importante del mundo, después de la
naranja y la mandarina. En 2018 se produjeron mas de 19 millones de toneladas de limoén en todo el
mundo y Espafia fue el séptimo pais productor méas importante, con mas de un millén de toneladas
(FAOSTAT, 2018). Murcia es la comunidad autébnoma espafiola que méas limones obtiene al afo,
siendo la produccién de 652 miles de toneladas en 2018, es decir, alrededor del 60 % de la produccion
espafiola. Las variedades autoctonas ‘Fino’ y ‘Verna’ representan méas del 95 % de la produccion de
limén en Murcia y se cosechan en otofio-invierno y en primavera-verano, respectivamente. Otras
variedades como ‘Eureka’ son de gran importancia a nivel mundial (Garcia-Lidon et al., 2003) aunque
son minoritarias en Espafia, por lo que pueden agruparse con ‘Fino’ debido a su similitud productiva y
de temporada de cosecha ya que, aunque también es de recoleccion temprana, es posterior a la
variedad ‘Fino’. Los arboles de citricos se obtienen normalmente mediante sistemas de propagacion de
portainjertos, técnica agronémica utilizada para mejorar la produccion y/o calidad del fruto (Gil-
Izquierdo et al., 2004). Actualmente, los patrones mayoritarios para limonero son el naranjo amargo
(Citrus aurantium L.) y Citrus macrophyla (Garcia-Garcia, 2014).

El desarrollo y la maduracién del fruto en el arbol implica una serie de cambios fisiolégicos,
bioquimicos y sensoriales que conducen a la formacion de una fruta madura comestible con
parametros de calidad deseables (Toivonen, 2007). Generalmente, estos cambios incluyen aumentos
en el tamafio de los frutos, alteraciones en el color, en las tasas de respiracion y en la produccion de
etileno, ablandamiento o alteraciones en el metabolismo de los azucares, entre muchos otros. En
citricos, los parametros internos de calidad como la acidez o los sélidos solubles son utilizados para
conocer el indice de madurez de forma precisa. El limon es un fruto especialmente atractivo por las
propiedades antioxidantes de sus componentes, como la vitamina C y los flavonoides (Del Rio et al.,
2004). Estas propiedades se han relacionado no solo con la prevencion de enfermedades (Lin et al.,
2007), sino con una mayor vida Gtil de almacenamiento (Serna-Escolano et al., 2019). No obstante,
estos compuestos bioactivos pueden verse afectados cuantitativa y cualitativamente por numerosos
factores, como las practicas de cultivo, el ambiente de crecimiento, el genotipo y el grado de
maduracion del fruto (Mcharek y Hanchi, 2017). En consecuencia, es importante estudiar los cambios
producidos durante las etapas de maduracién, ya que pueden afectar a la actividad bioldgica y a la
aptitud para la conservacion que posee el limon. De este modo, se podria determinar el momento clave
para la recoleccidn, en el que cada variedad posee propiedades funcionales 6ptimas.

El objetivo del presente trabajo es el seguimiento de los procesos de maduracion y desarrollo de las
variedades de limon ‘Fino’, ‘Eureka’ y “Verna’ con el fin de describir los cambios producidos en los
parametros de calidad y compuestos bioactivos mas relevantes, permitiendo clasificar los cultivos
segun sus necesidades, optimizar el uso de insumos y mejorar la calidad de la fruta recolectada.

Materiales y métodos

Los limones (Citrus limon (L.) Burm. f.) se recolectaron semanalmente de limoneros localizados en un
campo comercial (37° 5' 47" N, 1° 2'57" O) situado en Librilla (Murcia, Espafia), con suelo de tipo
fluvisol éutrico. Se utilizaron tres variedades de limon: ‘Fino’ y ‘Eureka’ sobre patrén Citrus
macrophylla y ‘Verna’ sobre patrén Citrus aurantium. Los limoneros tenian entre 8 y 12 afios. Las
variedades se encontraban en diferentes parcelas de la misma finca, plantadas en un marco de 4 x 5 m,
situadas un terreno con condiciones similares. Semanalmente se recogieron 60 limones de cada
variedad de arboles al azar, evitando siempre el efecto borde. Para ello se establecieron 4 bloques al
azar distribuidos a lo largo de la parcela.

El experimento se llevé a cabo desde el 29 de julio de 2019 (dia 0 de muestreo) hasta la recoleccion
siguiendo los criterios comerciales de las diferentes variedades, lo que se puede observar en la Tabla 1.
En el caso de ‘Fino’ se realizé una primera recoleccion el 2 de octubre de 2019 y, posteriormente, una
segunda recoleccion el 7 de diciembre de 2019, momento en el que finaliz6 su muestreo. En las



variedades ‘Eureka’ (4 de noviembre de 2019) y ‘Verna’ (1 de junio de 2020) se realiz6 una sola
recoleccion.

Tabla 1. Cronograma de recoleccion y dias de muestreo de las variedades ‘Fino’, ‘Eureka’y ‘Verna’.

Jul- | Ago- | Sep- | Oct- | Nov- | Dic- | Ene- | Feb- | Mar- | Abr- | May-
19 19 19 19 19 19 20 20 20 20 20

Fino 1°" corte 2° corte
Eureka Unica recoleccién |
Verna Unica recoleccion
Dias de

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 280

muestreo

Determinacion de peso y volumen

El peso (g) y el volumen (mm?®) se determinaron en la fruta recién recolectada empleando una bascula
y un pie de rey. El volumen de los limones se calculd por aproximacién al volumen de un elipsoide
segun la Ecuacion (1).

V(mm®)=Im-a-b-c 1)
Determinacion de color

La caracterizacion colorimétrica se realizé en tres puntos del perimetro ecuatorial de la fruta recién
recolectada. Los parametros de color (L*, a*, b*, C*, H*) se determinaron con un colorimetro Minolta
(CRC200; Minolta, Osaka, Japan). Para este trabajo solo se analiz6 el parametro a* del color.

Determinacion de la firmeza

La firmeza se determind en los frutos recién recolectados mediante un Analizador de Textura TX-
XT2i (Stable Microsystems, Godalming, UK) acoplado a una placa de acero plana, que aplica una
fuerza que causa una deformacion del 5 % del diametro de la fruta, expresada como N mm-™.

Determinacion de sélidos solubles totales y acidez titulable

Los sdlidos solubles totales se determinaron en los frutos frescos utilizando un refractometro digital
Atago PR-101 (Atago Co. Ltd., Tokyo, Japan) y se expresaron en porcentaje.

La acidez titulable se determind en cada muestra por titulacion de 0,5 ml de zumo diluido en 5 ml de
agua destilada con NaOH 0,1 mol L hasta pH 8,1 usando un titulador automatico (785 DMP Titrino;
Metrohm, Herisau, Suiza) y los resultados se expresaron como porcentaje de acido citrico.

Caracterizacion de gases

La produccion de etileno y la tasa de respiracion se determinaron usando un sistema estatico,
colocando cada fruta en un frasco de vidrio de 0,5 L herméticamente sellado durante 1 h. La
produccion de etileno se cuantificé usando un cromatégrafo de gases Shimadzu™ GC-2010 (Kyoto,
Japoén) siguiendo el protocolo descrito por Guillén et al. (2013) y se expresé como nmol kg* ht. La
tasa de respiracion se cuantificoé mediante un cromatégrafo de gases Shimadzu™ 14A (Kyoto, Japon)
con un detector de conductividad térmica (Guillén et al., 2013) y se expres6 como mg CO; kgt h.

Determinacion de fenoles totales y actividad antioxidante total

La extraccion fendlica en flavedo se llevo a cabo homogeneizando 2 g de las muestras con 5 ml de
tampon fosfato 50 mM y 3 ml de acetato de etilo. EI homogeneizado se centrifug6 a 10.000 rpm a 4 °C
durante 20 minutos y el contenido en fenoles totales (CFT) se cuantificé usando el reactivo Folin-
Ciocalteu y midiendo absorbancia a 760 nm, siguiendo el protocolo descrito por Sayyari et al. (2011).
El CFT en zumo se cuantific6 del mismo modo utilizando 25 ul de zumo. Los resultados se expresaron
como mg de equivalente de &cido gélico por 100 g de peso fresco. La actividad antioxidante total
(AAT) se cuantificé de acuerdo al protocolo descrito por Sayyari et al. (2011). Se homogeneizaron 2




g de las muestras con 5 ml de tampén fosfato 50 mM y 3 ml de acetato de etilo y se la mezcla se
centrifug6 a 10.000 rpm a 4 °C durante 20 minutos. Las fracciones superior e inferior se emplearon
para cuantificar la AAT en la fase lipofilica e hidrofilica, respectivamente. En ambos casos, la AAT se
determind utilizando el sistema enzimatico consistente en el croméforo compuesto por la sal de
diamonio 2,2'-azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolinaé-sulfénico) (ABTS), la enzima peroxidasa de
rabano picante (HRP) y su sustrato oxidante (peroxido de hidrégeno), en el que se generan radicales
ABTS * *, y controlando la reaccion a 730 nm. La disminucién de la absorbancia después de afadir el
extracto fue proporcional a la AAT de la muestra. Los resultados se expresaron como mg de
equivalentes de Trolox por 100 g de peso fresco. La actividad antioxidante total se corresponde con la
suma de las actividades antioxidantes de la fase lipofilica e hidrofilica.

Procesado de datos y analisis estadistico

Se utilizd el software SPSS Statics v27 para analizar los datos experimentales de cada parametro
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de dos variables (dias de muestreo y variedad) y la
interaccion de las mismas. En la Tabla 2 se muestran los resultados del valor F y del nivel de
significancia obtenidos mediante esta prueba. Se realizd un test de Tukey para las comparaciones por
pares (datos no presentados).

Resultados y discusion
Analisis estadistico

En la Tabla 2 se muestra el valor F y el nivel de significancia del ANOVA realizado para cada
parametro estudiado con las variables “variedad”, “dia” y con la interaccion de estas dos variables.

Tabla 2. Valor F y significancia de las variables “variedad”, “dia” y la interaccion de “variedad” y “dia”
para cada uno de los pardmetros estudiados. NS: no significativo; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.

Variedad Dia Variedad x Dia
Peso 900,93 *** 218,50 *** 6,30 ***
Volumen 957,94 *** 251,36 *** 14,07 ***
Color 62,08 *** 405,79 *** 40,51 ***
CO2 223,37 *** 114,25 *** 15,09 ***
Etileno 49,24 *** 8,06 *** 6,25 ***
Firmeza 267,90 *** 26,32 *** 12,21 ***
SST 1160,43 *** 367,08 *** 50,86 ***
AT 29,97 *** 20,52 *** 4,22 ***
AAT 45,39 *** 64,54 *** 4,78 ***
CFT Flavedo 140,53 *** 68,63 *** 6,94 ***
CFT Zumo 1585,35 *** 281,22 *** 21,43 ***

Como se puede observar en la Tabla 2, se obtuvieron diferencias significativas (p<0,001, ***) en
todos los pardmetros entre las variedades y el dia de muestreo, asi como para la interaccion de
variedad y dia, lo que nos mostré la importancia de los cambios producidos en las tres variedades en
los diferentes momentos del desarrollo y maduracién del fruto.

Peso y volumen
En la Figura 1 puede observarse un aumento tanto del peso como del volumen de las muestras con el

tiempo en todas las variedades estudiadas. Todas las variedades mostraron diferencias significativas
entre ellas y entre dias de muestreo, asi como entre la interaccion de estas variables (Tabla 2).
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Figura 1. Evolucion del peso (arriba) y volumen (abajo) de las variedades ‘Fino’ (e), ‘Eureka’ (o) y
‘Verna’ (V) durante el periodo de muestreo.

Las diferentes variedades mostraron un incremento de su tamafio y volumen desde los primeros
ensayos hasta el momento de la recoleccion siguiendo un proceso normal de desarrollo, observandose,
ademas, una estrecha relacion entre ambos parametros. La curva de crecimiento de frutos con
abundantes semillas como el limon esta representada por una curva sigmoidal (Valero y Serrano,
2013). Este comportamiento puede observarse en el desarrollo de la variedad ‘Eureka’ en la Figura 1.
Sin embargo, el crecimiento de la variedad ‘Fino’ esta representado por una curva similar a una doble
sigmoide, ya que se puede apreciar un subsecuente crecimiento pronunciado alrededor del dia 90 de
muestreo (Guardiola y Garcia-Luis, 2000). En muchos citricos se ha observado una relacion inversa
entre el nimero de frutos en el &rbol y su tamafo, lo que podria deberse a la disponibilidad de
carbohidratos. Esto podria explicar el crecimiento de la variedad ‘Fino’, ya que se llevaron a cabo dos
recolecciones, produciéndose la primera de ellas alrededor del dia 70 de muestreo. La variedad
‘“Verna’, por otro lado, es una variedad tardia, por lo que su crecimiento se vio retrasado en
comparacion con las otras variedades y, ademas, su ciclo de desarrollo fue mas largo y permitié
observar diferentes fases de crecimiento. Los citricos son sensibles a los cambios ambientales a lo
largo de todo el afio (Alae-Carew et al., 2020) y esto podria explicar las diferentes fases de
crecimiento acentuado (por ejemplo, en los dias 50, 200 y 250 de muestreo) en la variedad ‘Verna’.

Color



La coordenada de color analizada en el presente estudio fue a* (‘+’ = rojo; ‘=" = verde), ya que
diversos estudios demuestran que es la coordenada colorimétrica que mas se correlaciona con el
cambio de color producido durante la maduracién del limén (Conesa et al., 2015). La Figura 2 muestra
un aumento pronunciado en las tres variedades estudiadas durante el muestreo, aunque la variedad
‘Verna’ muestra este crecimiento posterior a las otras dos variedades. Se encontraron diferencias
significativas en el desarrollo del color entre variedades, entre dias y entre variedades y dias (Tabla 2).
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Figura 2. Evolucion de la coordenada a* del color de las variedades ‘Fino’ (e), ‘Eureka’ (o) y “‘Verna’ (V)
durante el periodo de muestreo.

Los cambios de color en el limdn se asocian a la degradacion de pigmentos clorofilicos en el proceso
de maduracion y a la acumulacion de carotenoides en el flavedo. Los carotenoides coexisten con las
clorofilas en las etapas tempranas del desarrollo, por lo que quedan enmascarados por estas Ultimas.
La maduracion conlleva la degradacion de clorofilas y, por tanto, la expresién de carotenoides, que
proporcionan un color amarillo caracteristico al limén (Sun et al., 2019). Este hecho puede observarse
en la Figura 2 entre los dias 100 y 150 de muestreo, donde la coordenada a* del color crece
drasticamente, manifestando el cambio de color de verde a amarillo caracteristico del limén. La
degradacion de clorofilas se produce normalmente cuando la temperatura atmosférica cae por debajo
de 13 °C (Manera et al., 2012). Sin embargo, se han encontrado diferencias entre distintas variedades
de limén, ya que ‘Verna’ necesita temperaturas mas bajas para el viraje del color que ‘Fino’ o
‘Eureka’. Este hecho es consistente con los resultados obtenidos, ya que en la Figura 2 puede
apreciarse que el cambio repentino de color en las variedades ‘Fino’ y ‘Eureka’ se produce entorno al
dia 100 de muestreo, alrededor de 40 dias antes que en la variedad ‘Verna’. El aumento drastico de la
coordenada a* del color en las variedades ‘Fino’ y ‘Eureka’ se produjo cuando la temperatura media
fue de 13,0 °C y el de la variedad ‘Verna’ a finales de diciembre, cuando la temperatura media fue de
11,6 °C (AEMET, 2019). La bibliografia apunta a que la temperatura no afecta al color hasta que no
cae por debajo de los 13 °C (Brotons et al., 2013). Este hecho es consistente con los resultados
obtenidos, ya que en la Figura 2 puede observarse una fase de meseta desde el dia 0 hasta el dia 100 de
muestreo, donde la coordenada a* del color no experiment6é un crecimiento notable. EI cambio de
color que se produjo a partir del dia 100 de muestreo (principios de noviembre) coincidié con una
temperatura media mensual de 13 °C. Ademas de la temperatura y la variedad, el cambio de color en el
limén puede verse afectado por otros parametros como la humedad, la luz, el tipo de suelo, la
fertilizacion, o el portainjerto, entre otros (Garcia-Liddn et al., 2003).

Como puede observarse en la Figura 2, los limones de las variedades ‘Eureka’ y ‘Fino’ no se
recolectaron completamente amarillos, aunque el cambio de color en el fruto ya habia comenzado, por
lo que para su comercializacion es necesario llevar a cabo el desverdizado.



Tasa de respiracion y produccion de etileno

La Figura 3 muestra la evolucion de las tasas de respiracion y produccion de etileno de las variedades
estudiadas. Pudo observarse una tendencia decreciente en la tasa de respiracion en todas las variedades
durante el periodo estudiado. No obstante, se observaron picos donde la tasa de respiracion se vio
incrementada en la variedad ‘Verna’. Por otro lado, la produccion de etileno, en general, fue basal en
todas las variedades, con valores inferiores a 1 nmol kg h™t. En este caso también pueden apreciarse
picos donde la produccion de etileno se ve incrementada en las tres variedades. Las tres variedades
mostraron diferencias significativas en estos dos pardmetros entre ellas, entre dias de muestreo y en la
interaccion “variedad” y “dia” (Tabla 2).
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Figura 3. Evolucion de la tasa de respiracion (arriba) y produccion de etileno (abajo) de las variedades
‘Fino’ (e), ‘Eureka’ () y ‘Verna’ (V) durante el periodo de muestreo.

El limon es clasificado como un fruto no climatérico, lo que supone que no se producen aumentos en
la respiracion ni en la produccion de etileno durante la maduracion, sino que experimentan una
disminucién gradual (Azzolini et al., 2005). Ademas, la tasa de respiracion es mayor en los limones
verdes y disminuye progresivamente conforme aumenta el tamafio del limon durante el desarrollo
(Iglesias et al., 2007). Los resultados obtenidos en este estudio fueron, por tanto, coherentes con la
bibliografia, ya que en todas las variedades se observo este descenso en las tasas de respiracion hasta
el dia 80 de muestreo aproximadamente, cuando se alcanzaron niveles de CO, muy bajos (alrededor de
10 mg kg™ h'1). Por otra parte, en la Figura 3 pudieron observarse picos donde la tasa de respiracion
aumento en la variedad ‘Verna’. Algunos estudios han mostrado que las tasas en la respiracion pueden
verse ligeramente aumentadas durante la maduracion debido a los cambios producidos en el fruto,
como el cambio de color (Eaks, 1970), este mismo efecto podria relacionarse con el pico obtenido
alrededor del dia 120 de muestreo en nuestro experimento.



En frutos no climatéricos la produccion de etileno se mantiene muy baja durante la maduracion (Katz
et al., 2004), aunque algunos estudios han indicado que el etileno también puede estar involucrado en
la maduracion de la fruta no climatérica (Gao et al., 2020). Esto puede apreciarse en la Figura 3, ya
que, durante todo el experimento, la produccion de etileno no aument6 por encima de 4 nmol kg* h?
en ninguna variedad. No obstante, se observaron picos de produccion de etileno, que coincidieron o se
produjeron posteriormente a la aparicion de los picos en las tasas de respiracion. La produccién de
etileno puede verse aumentada durante la formacién de semillas (Matilla, 2000), lo que podria explicar
el pico que se obtuvo alrededor del dia 20 de muestreo en las variedades ‘Eureka’ y ‘Verna’. Ademas,
los picos obtenidos alrededor del dia 110 en la variedad ‘Eureka’ y del dia 140 en la variedad ‘Verna’
podrian deberse al cambio de color del fruto, hecho que se correlaciona con lo observado en la Figura
2. Por otro lado, el etileno es también una hormona reguladora de la respuesta a estrés bidtico y
abidtico, como la sequia, inundaciones, heridas, enfriamiento, infeccion por patégenos e inductores
guimicos (Khan et al., 2017). Por tanto, los picos de produccion de etileno obtenidos a lo largo del
muestreo podrian haberse producido bien por algin proceso relacionado con el desarrollo del fruto o
por algln tipo de estrés como los citados anteriormente.

Firmeza

En la Figura 4 se puede observar el descenso en la firmeza producido en las variedades ‘Fino’ y
‘Eureka’. Por el contrario, en la variedad ‘Verna’ se aprecid un incremento inicial, seguido de una
bajada progresiva hasta el momento de su recoleccién. En la Tabla 2 se contemplan diferencias
significativas en la firmeza entre las diferentes variedades, entre dias de muestreo y entre la
interaccion “variedad” y “dia”.
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Figura 4. Evolucion de la firmeza de las variedades ‘Fino’ (o), ‘Eureka’ (¢) y ‘Verna’ (V) durante el
periodo de muestreo.

El primer periodo del desarrollo de los citricos se caracteriza por poseer unas tasas de crecimiento
lentas pero una alta division celular (Tadeo et al., 2008), lo que puede explicar el incremento inicial en
la firmeza de la variedad ‘Verna’. Es probable que las variedades ‘Fino’ y ‘Eureka’ sufrieran un
aumento de la firmeza similar durante las primeras etapas del desarrollo, pero no pudo observarse este
fenémeno ya que su ciclo de desarrollo se encontraba mas avanzado que el de la variedad ‘Verna’ en
el comienzo del muestreo. Por otro lado, uno de los cambios mas comunes durante la maduracidn final
del limén antes de la recoleccién es el ablandamiento del fruto, que implica numerosos procesos
metabdlicos como la acumulacion de solutos osmoéticos en el apoplasto, cambios fisiolgicos en la
composicién de la membrana, modificaciones en las relaciones entre el simplasto/apoplasto, la



degradacion del almidon y cambios en la estructura de la pared celular (Valero y Serrano, 2010). Este
ablandamiento pudo apreciarse en las variedades ‘Fino’ y ‘Eureka’ desde el comienzo del muestreo y
en la variedad ‘Verna’ a partir del dia 80 de muestreo.

Solidos solubles totales y acidez titulable

La Figura 5 muestra la evolucién decreciente para todas las variedades de los sélidos solubles totales
(SST) y de la acidez titulable (AT). El contenido en SST presentd un decrecimiento paulatino en las
variedades ‘Fino’ y ‘Eureka’ durante el periodo de muestreo. Sin embargo, en la variedad ‘Verna’ se
aprecid una primera etapa de descenso gradual seguida de una bajada abrupta en el contenido de SST.
Tanto la AT como los SST mostraron diferencias significativas entre variedades, entre dias de
muestreo y en la interaccion “variedad” y “dia” (Tabla 2).
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Figura 5. Evolucién de los s6lidos solubles totales (arriba) y la acidez titulable (abajo) de las variedades
‘Fino’ (e), ‘Eureka’ (o) y ‘Verna’ (V) durante el periodo de muestreo.

El contenido en SST se asocia con la calidad de consumo de la fruta madura, ya que afecta al sabor y a
la palatabilidad, y se utiliza como indice de madurez en las mediciones de calidad (Gonzalez-Molina
et al., 2008). Durante todo el muestreo el contenido en SST descendi6 en todas las variedades
estudiadas. Estudios muestran que durante el desarrollo de las variedades acidas del limon se produce
un aumento de los azlcares (principalmente fructosa, glucosa y sacarosa) en las etapas iniciales,
seguido de un descenso durante el desarrollo (Albertini et al., 2006), lo que se correlaciona con los
resultados obtenidos. El contenido en SST en los frutos esté influenciado por muchos factores, entre
ellos factores ambientales como la irrigacion (Barry y Castle, 2004) o factores genéticos (Perez-Perez
et al., 2005), los cuales pudieron impactar en el contenido en SST de las variedades estudiadas.



La AT es un factor importante que se refleja en las caracteristicas de almacenamiento y calidad de la
fruta. Una reduccién pronunciada de AT induce una senescencia mas rapida en la fruta (Shiri et al.,
2016), por lo que conocer el comportamiento de este parametro es fundamental para garantizar una
vida util éptima. Durante la maduracion de los citricos se produce un descenso de la AT debido a la
utilizacion de acidos orgénicos individuales en la respiracion (Multari et al., 2020). Otros autores
relacionan este descenso en la acidez titulable con los niveles decrecientes de acido citrico, acido
malico y &cido fumarico durante la maduracion (Sun et al., 2019). Este hecho puede observarse en la
Figura 5, donde se observa un descenso en la AT en todas las variedades, siendo mas pronunciado
cerca del momento de la recoleccion. En la variedad ‘Fino’ puede observarse una gran diferencia en la
AT de los frutos de la primera recoleccion (alrededor del dia 90 de muestreo) y de la segunda
recoleccion (alrededor del dia 140 de muestreo). Ademas, en la variedad “Verna’ se observo un brusco
descenso cerca del momento de la recoleccion, lo que podria ser importante para determinar la vida
atil postcosecha del fruto.

Contenido en fenoles totales

La Figura 6 muestra la disminucion del contenido en fenoles totales (CFT) conforme avanza el
desarrollo del fruto. Puede observarse que el CFT del zumo en la variedad ‘Verna’ fue mayor que en
‘Fino’ y ‘Eureka’ durante el periodo de muestreo. También puede apreciarse que el CFT es superior en
flavedo que en zumo en todas las variedades estudiadas. Se encontraron diferencias significativas en el
CFT entre las variedades, entre dias de muestreo y entre la interaccion de “variedad” y “dia” (Tabla 2).

—@— Fino

550 1 —e— Eureka
—w— Verna
500

450 -

Fenoles totales flavedo (mg/100 g)

—&— Fino
—@— Eureka

240 7 Verna

210 o

180 -+

150 -+

120 +

90 ~

Fenoles totales zumo (mg/100 g)

60 -

30 T T T T T
0 50 100 150 200 250

Dias de muestreo

Figura 6. Evolucion del contenido en fenoles totales (CFT) en flavedo (arriba) y zumo (abajo) de las
variedades ‘Fino’ (e), ‘Eureka’ (e) y ‘Verna’ (V) durante el periodo de muestreo.
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El CFT en citricos ha sido estudiado por otros autores (Mcharek y Hanchi, 2017; Multari et al., 2020),
donde se ha observado una tendencia decreciente similar a la de este estudio. EI CFT maximo fue
obtenido al comienzo del muestreo, cuando los frutos se encontraban en un estadio mas inmaduro y
fue disminuyendo con la maduracion. Algunos estudios sugieren que la oxidacién de los polifenoles
por parte de la polifenoloxidasa durante la maduracion es la causante de este descenso en el CFT (Del
Rio et al., 2004). Por otro lado, algunos autores también han observado un CFT mayor en flavedo que
en zumo (Nawaz et al., 2019). Este hecho ha sido atribuido al papel protector que poseen los
compuestos fendlicos ante el estrés bidtico y abidtico (Bhattacharya et al., 2010), como radiaciones
UV, patogenos y predadores (Ignat et al., 2011). Por tanto, es posible que el flavedo, que estd mas
expuesto a estos dafios, acumule compuestos fendlicos como mecanismo de defensa (Multari et al.,
2020). Es importante recalcar que la acumulacion de fitoquimicos se encuentra influenciada ademas
por factores como el genotipo y las condiciones ambientales, lo que puede afectar a la variabilidad
entre variedades.

En el limon, los flavonoides representan el 90 % de los compuestos fendlicos totales y, junto con el
acido ascorbico, son los principales responsables de las propiedades antioxidantes atribuidas al limén
(Serna-Escolano et al., 2019). Por tanto, escoger el momento éptimo de la recoleccion es importante
para determinar la vida util del limén, ya que un CFT mas alto supone unas mayores propiedades
antioxidantes, confiriendo una mayor tolerancia al estrés y aumentando las posibilidades de
almacenamiento.

Actividad antioxidante total

En la Figura 7 puede observarse el descenso de la actividad antioxidante total (AAT) de todas las
variedades estudiadas durante el periodo de muestreo. Asimismo, se aprecia que el nivel de AAT de la
variedad ‘Fino’ es menor que el de ‘Eureka’ y ‘Verna’. La Tabla 2 muestra que existen diferencias
significativas en la AAT entre variedades, dias de muestreo e interaccion “variedad” y “dia”.
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Figura 7. Evolucion de la actividad antioxidante total (AAT) de las variedades ‘Fino’ (e), ‘Eureka’ (o) y
‘Verna’ (V) durante el periodo de muestreo.

Las frutas y vegetales contienen una amplia gama de compuestos que exhiben actividad antioxidante,
siendo algunos de los mas comunes los compuestos fenolicos como las antocianinas, carotenoides,
vitaminas (C y E) y glucosinolatos (Valero y Serrano, 2013). Otros autores (Xu et al., 2008; Dong et
al., 2019) han encontrado una estrecha correlacién entre la AAT y el CFT, confirmando las relaciones
entre los compuestos fendlicos de tejidos vegetales y su capacidad para eliminar los radicales libres.
La actividad antioxidante de los citricos es un efecto complejo, que depende principalmente de la
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composicion, la cantidad y la interaccion de los fenoles individuales (Xi et al., 2017). Los resultados
obtenidos en este trabajo concuerdan con resultados anteriores, ya que se produjo un descenso tanto
del CFT como de la AAT durante la maduracion de los frutos. Las diferencias en la AAT entre las
variedades estudiadas podrian atribuirse a la variabilidad en la composicion y cantidad de compuestos
con capacidad antioxidante.

Conclusiones

En conclusion, las variedades ‘Fino’, ‘Eureka’ y ‘Verna’ han mostrado un comportamiento muy
diferente en los parametros estudiados durante el desarrollo y maduracion del fruto. Se han encontrado
mayores diferencias en la variedad ‘Verna’ con respecto a las otras dos variedades, debido a su
caracter tardio. El andlisis de los parametros estudiados es importante para la determinacion del
momento 6éptimo de recoleccion, ya que factores como la calidad del limén y el periodo de
almacenamiento pueden verse influidos por el contenido en fenoles totales, capacidad antioxidante,
solidos solubles totales o acidez titulable del fruto, entre otros. Los resultados obtenidos en el presente
estudio permiten conocer mas profundamente el comportamiento de estas variedades de limén,
repercutiendo en la mejora de las condiciones de cultivo y tratamientos para obtener frutos con
caracteristicas 6ptimas de calidad y almacenamiento postcosecha.
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