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El viaje milenario de la granada...
de fruto sagrado a tesoro de Elche...

En la antigua Grecia, la granada no solo era
apreciada por su sabor y beneficios nutricionales,
sino que estaba profundamente entrelazada con
las creencias mitologicas y religiosas de la
época. El fruto de la granada simbolizaba la vida,
la fertilidad y la regeneracion. Uno de los mitos
mas conocidos asociados a la granada es el de
Perséfone, hija de Deméter, la diosa de la

agricultura y la cosecha. En este mito, Hades,

dios del inframundo, secuestré a Perséfone para

hacerla su reina. Durante su estancia en el

inframundo, Perséfone comio seis arilos de granada, lo que la até a pasar seis meses del
afno en el inframundo y los otros seis en la Tierra con su madre. Este mito era utilizado
para explicar el ciclo de las estaciones: durante los meses en los que Perséfone esta en
el inframundo, su madre, en sefal de duelo, provoca el invierno al detener el crecimiento
de los cultivos, mientras que su regreso marca el comienzo de la primavera y la
renovacion de la vida. Ademéas del mito de Perséfone, la granada jugaba un papel
importante en los rituales funerarios griegos. Era costumbre ofrecer granadas en las
tumbas para simbolizar la vida después de la muerte, ya que los griegos creian que el
fruto tenia el poder de garantizar una buena fortuna en el mas alla. También se incluia en
las ceremonias matrimoniales como simbolo de fertilidad y buena fortuna, debido a la

abundancia de semillas que contenia cada fruto.

En la antigua Roma, la granada era conocida como malum punicum, 0 "manzana
punica”, en referencia a su origen en la region de Cartago. Al igual que los griegos, los

romanos consideraban la granada un simbolo de abundancia, fertilidad y longevidad, y



estaba presente en diversas facetas de la vida
cotidiana, desde la medicina hasta el arte y la
religion. Uno de los aspectos mas interesantes
de la granada en la antigua Roma era su uso
medicinal. Los médicos romanos valoraban las
propiedades curativas del fruto, especialmente
sus efectos astringentes. El zumo de granada
se utilizaba para tratar problemas digestivos y
como remedio para las inflamaciones.

Asimismo, las cascaras secas se molian y se

empleaban en pomadas y unglientos para
curar heridas y combatir infecciones y en el ambito cosmético, las mujeres romanas
usaban extracto de granada para embellecer su piel. La granada también tenia un fuerte
componente simbdlico en la vida publica romana. El fruto se asociaba con Juno, la diosa
del matrimonio, y se le ofrecian granadas en templos para pedir proteccion sobre las
uniones conyugales. Los frescos y mosaicos de las villas romanas a menudo
representaban granadas entre motivos de jardines, destacando la importancia de este
fruto en la iconografia romana como simbolo de riqueza y prosperidad. También aparecia
en los ritos, especialmente en bodas y celebraciones familiares, como una forma de

asegurar la continuidad de la vida y la procreacion.

Hoy dia, la granada ha ganado una notable popularidad en todo el mundo, no solo por su
sabor unico, sino por su amplia gama de beneficios para la salud gracias a sus
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antienvejecimiento, convirtiéndola en un
alimento clave dentro de las dietas saludables y preventivas. En el ambito cultural,
contina siendo un simbolo emblematico en diversas tradiciones contemporaneas. En
Iran, ocupa un lugar especial en las bodas tradicionales. Es costumbre que las parejas
recién casadas compartan este fruto como un simbolo de fertilidad y amor eterno. En
Turquia, por otro lado, romper una granada durante el Afilo Nuevo es una practica
profundamente arraigada. Se cree que la cantidad de semillas que se dispersan simboliza
la abundancia, la salud y la prosperidad que el hogar recibira en el afio entrante. En India,
la granada se integra en rituales religiosos y familiares como una ofrenda a las deidades,

ya gue se le atribuye un fuerte vinculo con la fertilidad, la longevidad y la pureza.



La Granada Mollar de Elche: Un tesoro de la huerta valenciana.

En Espafa, la variedad de granada Mollar de Elche destaca por su sabor dulce, y su
corteza y arilos de color rosa suave. Esta variedad, cultivada en la region de Elche,
cuenta con la Denominacién de Origen Protegida (DOP) desde 2016, lo que resalta su
importancia no solo como producto agricola, sino también como simbolo cultural de la
zona.

El cultivo de la granada Mollar tiene una historia que se remonta a siglos, y su vinculo con
la region alicantina ha sido inquebrantable. El clima célido y seco de la zona, combinado
con los suelos fértiles, crea el entorno ideal para el cultivo de este fruto. Ademas, la
cosecha de la granada Mollar se ha convertido en una parte esencial de la vida en Elche,
con festividades locales que celebran su
recoleccion cada afio. Entre estas tradiciones
destaca el Misteri d’Elx, una obra sacra que
data de la Edad Media y que ha sido
declarada Patrimonio de la Humanidad por la
UNESCO. EIl Misteri d’Elx tiene una conexion
simbdlica con la granada ya que se emplea
un mecanismo llamado "Mangrana” durante la
representacion. Este dispositivo, con forma de

esfera granate y dorada, evoca visualmente la

fruta de la granada y refuerza un vinculo
cultural entre esta obra sacra y el fruto
emblematico de Elche, la granada Mollar. La Mangrana, al descender desde la cupula
para saludar a la Virgen Maria y entregarle una palma dorada, se convierte en un simbolo
gue entrelaza elementos religiosos y culturales, destacando la identidad local de Elche
tanto en el ambito espiritual como en el agricola. La granada Mollar de Elche, con su
calidad excepcional y su reconocimiento a nivel nacional e internacional, no solo
representa una fuente de ingresos para la zona, sino también una conexion con las raices

histéricas y culturales de Elche.
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ESTRUCTURA DE LA TESIS DOCTORAL

Esta Tesis Doctoral ha sido organizada conforme a la normativa de la Universidad Miguel
Herndndez para la presentacion de Tesis Doctorales en formato de Compendio de

Publicaciones y se presenta de la siguiente manera:

Resumen / Abstract: Se ha expuesto un resumen conciso de los resultados mas

relevantes de la presente investigacion doctoral.

Introduccion: Esta Tesis Doctoral analiza en profundidad el cultivo del granado,
abordando su origen, distribucién geografica y caracteristicas morfologicas. Se ha
estudiado la relevancia de las variedades comerciales mas importantes y los factores que
influyen en su calidad y composicion quimica. Se contextualiza la importancia de la
granada en los mercados nacionales e internacionales, subrayando su valor
socioeconOmico y su potencial funcional en la mejora de la salud y la nutricion. Ademas,
se han investigado los cambios fisioldégicos durante la maduracion y la poscosecha, asi
como los tratamientos innovadores con elicitores y estrategias de conservacion como el

envasado en atmosferas modificadas.

Objetivos: En este apartado se han definido tanto el objetivo general como los objetivos

especificos de la investigacion.

Materiales y Métodos: Se ha descrito de forma resumida el material vegetal utilizado, el
disefio experimental correspondiente a los tratamientos analizados, asi como los métodos
analiticos empleados para la realizacién de los experimentos que forman parte de esta

Tesis Doctoral.

Resultados (Publicaciones): Se incluyen las 6 publicaciones utilizadas en esta Tesis
Doctoral en el siguiente orden.

« Lorente-Mento, J. M., Carrién-Antoli, A., Guillén, F., Serrano, M., Valero, D., &
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composition, and chilling injury sensitivity on six pomegranate cultivars stored at 2
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« Lorente-Mento, J. M., Valero, D., Martinez-Romero, D., Badiche, F., Serrano, M., &

Guillén, F. (2023). Preharvest multiple applications of GABA improve quality traits and
antioxidant compounds of pomegranate fruit during storage. Horticulturae, 9(5), 534.
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« Lorente-Mento, J. M., Serrano, M., Martinez-Romero, D., Ruiz-Aracil, M. C., Valero,

D., & Guillén, F. (2024). The simultaneous use of 1-methylcyclopropene and methyl
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Discusion de resultados: En este apartado se exponen, analizan y discuten los

resultados clave obtenidos a lo largo de esta investigacion.

Conclusiones: Se han descrito las principales conclusiones alcanzadas en el desarrollo

de esta Tesis Doctoral.

Futuras lineas de investigaciéon: se detallan las posibles estrategias de conservacion
para mejorar la calidad poscosecha de las granadas, adaptandolas a las demandas del

mercado y a la sostenibilidad ambiental.

Bibliografia: se ha incluido la bibliografia utilizada en la redaccién y justificacion de la

presente Tesis Doctoral.
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RESUMEN

La presente tesis doctoral se centra en desarrollar y evaluar estrategias para mejorar el
color de la granada cv. “Mollar de Elche” y reducir los dafios por frio durante el
almacenamiento potcosecha, dos factores clave que influyen en la calidad y
comercializacion de este fruto. En este contexto, resulta importante realizar una
caracterizacién entre diferentes variedades de granada. Este analisis comparativo es
fundamental para identificar las variedades que presentan una mayor resistencia al frio y
las que muestran un mejor comportamiento en términos de calidad visual, especialmente

en el color.

La decisién de incluir varias variedades, como Wonderful, Kingdom, Bigful, Acco, Purple
Queen y Mollar de Elche, permite observar de manera detallada como cada cultivar
responde a las bajas temperaturas y al dafo por frio, lo que contribuye a entender mejor
las diferencias intrinsecas entre ellos. Este enfoque proporciona un marco de referencia
para seleccionar las variedades mas prometedoras en términos de conservacion
poscosecha, lo que posteriormente permite enfocar las estrategias de mejora
especificamente en la granada Mollar de Elche, buscando potenciar su resistencia al frio
y mejorar su color, aspectos esenciales para su comercializacién y aceptacion por parte

de los consumidores.

La conservacidon poscosecha de la granada presenta diversos desafios, especialmente
debido a su sensibilidad a las temperaturas subdptimas que pueden desencadenar
dafios por frio y afectar negativamente la calidad del fruto. Los estudios que se
presentan permiten desarrollar un conjunto de estrategias para abordar estos problemas,
enfocandose en como las diferentes variedades de granada responden a las bajas
temperaturas, asi como en la aplicacion de tratamientos innovadores que mejoran la
resistencia del fruto y prolongan su vida Uutil. Estas estrategias incluyen el uso en
precosecha de melatonina y acido y-aminobutirico (GABA), asi como en poscosecha de
1-MCP, jasmonato de metilo (JaMe) y el envasado con peliculas biodegradables,
destacando la importancia de preservar la calidad del fruto desde la cosecha hasta su

almacenamiento prolongado.



En este contexo, se estudiaron seis variedades de granada y se evalu6 su respuesta a
los dafos por frio durante el almacenamiento a bajas temperaturas. Las variedades
evaluadas fueron Wonderful, Kingdom, Bigful, Acco, Purple Queen y Mollar de Elche. El
experimento consistié en almacenar las granadas a temperaturas inferiores a 5 °C vy
posteriormente exponerlas a 20 °C durante dos dias para simular las condiciones
comerciales de almacenamiento. Los resultados mostraron una gran variabilidad en la
sensibilidad a los dafios por frio entre los cultivares. La granada cv. “Kingdom” fue la
mas sensible, mientras que la variedad Mollar de Elche demostrd ser la mas resistente al
frio, lo que subraya la importancia de seleccionar cultivares adecuados para el
almacenamiento prolongado. En el estudio también destacé que la composicién de los
solutos en los arilos y la piel, como las antocianinas y los acidos organicos (citrico,
oxalico, entre otros), esta estrechamente relacionada con la sensibilidad a los dafios por
frio. Ademas, una alta proporcién de calcio respecto a potasio en la corteza del fruto se
correlacion6 con una mayor resistencia al frio, sugiriendo que una gestion adecuada de
estos minerales durante el cultivo podria ser una herramienta clave para reducir los

danos producidos por las bajas temperaturas.

La aplicacion de tratamientos como la melatonina en precosecha, es otra estrategia
prometedora para mejorar la conservacion del fruto. Los resultados mostraron que la
melatonina no solo aumenta los compuestos bioactivos, como las antocianinas y los
fenoles, en los frutos cosechados, sino que también retrasa la pérdida de firmeza y la
disminucion de la acidez durante el almacenamiento. Estos efectos se traducen en una
vida util mas prolongada y una mejor calidad del fruto, tanto en términos organolépticos
como nutricionales, lo que hace que este tratamiento sea una herramienta eficaz para

preservar la calidad del fruto por mas tiempo.

El acido y-aminobutirico (GABA), empleado en precosecha, se destacoé como un
tratamiento eficaz para aumentar el rendimiento de los frutos, reflejado en un mayor
peso, y mejorar sus caracteristicas organolépticas, factores esenciales para su
comercializaciéon. Su aplicaciéon en diferentes dosis incrementd significativamente la
intensidad del color rojo en los arilos y la corteza, un atributo clave para la aceptacion de
los consumidores. Ademas, mejord los niveles de compuestos antioxidantes, como las
antocianinas y los fenoles totales, lo que contribuye tanto a su calidad visual como a su
valor nutricional. Los frutos tratados con GABA mostraron una mayor firmeza, un

proceso de maduracion mas lento y una mejor calidad visual en términos de color
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durante mas dias de conservacion, consoliddndose como una herramienta valiosa para

optimizar la calidad del fruto.

Otra de las estrategias llevadas a cabo fue la combinacién de 1-MCP y metil jasmonato
(MeJA) en poscosecha, donde ha demostrado ser efectiva para preservar la calidad del
fruto. Estos tratamientos, cuando se aplican juntos, mostraron un efecto sinérgico,
manteniendo la firmeza del fruto, reduciendo la pérdida de peso y mejorando el contenido
de polifenoles y antocianinas. Ademas, la combinacién de 1-MCP y MeJA retrasa el
proceso de maduracion del fruto, lo que prolonga su vida til y mejora su calidad visual y
nutricional durante el almacenamiento. Esta estrategia resulta particularmente
prometedora ya que ofrece una solucién eficaz para mitigar los dafios poscosecha y

mantener la calidad del fruto por mas tiempo.

Finalmente, también se abordd una solucion sostenible mediante el uso de envolturas
plasticas biodegradables en el envasado de los frutos en poscosecha. El estudio mostré
gue las envolturas de PBAT-PLA (Nature Fresh®) constituyen una alternativa viable a los
materiales plasticos convencionales (LLDPE) para mantener la calidad del fruto durante el
almacenamiento. Aunque los frutos envasados con PBAT-PLA presentaron una mayor
pérdida de peso en comparacién con los materiales tradicionales, no se observd un
impacto significativo en la calidad visual ni en los atributos esenciales del fruto, como el
color y los compuestos antioxidantes. Este enfoque no solo permite preservar la calidad
del fruto, sino que también contribuye a minimizar el impacto ambiental, alineandose con
las tendencias globales hacia la sostenibilidad en el sector agricola. Dicha estrategia se
vincula estrechamente con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda
2030, especificamente el ODS 12, relativo a la produccién y el consumo sostenibles, y el
ODS 13, centrado en la accion climatica. La implementacion de materiales
biodegradables en el &mbito poscosecha no solo contribuye a la mitigacion de la
contaminacion plastica, sino que también favorece la transicidon hacia sistemas agricolas
mas sostenibles y resilientes, con un enfoque integral en la proteccion del medio

ambiente y el cumplimiento de metas globales en materia de sostenibilidad.



ABSTRACT

This doctoral thesis focuses on developing and evaluating strategies to enhance the
color of the “Mollar de Elche” pomegranate cultivar and reduce chilling injuries during
postharvest storage, two key factors that significantly influence the quality and
marketability of this fruit. In this context, it is crucial to conduct a characterization of
different pomegranate varieties. This comparative analysis is essential for identifying the
varieties that exhibit greater resistance to chilling and those that perform better in terms

of visual quality, particularly color.

The decision to include multiple varieties, such as Wonderful, Kingdom, Bigful, Acco,
Purple Queen, and Mollar de Elche, allows for a detailed observation of how each cultivar
responds to low temperatures and chilling injuries, contributing to a better understanding
of their intrinsic differences. This approach provides a reference framework for selecting
the most promising varieties in terms of postharvest preservation, which subsequently
enables targeted improvement strategies to focus specifically on the Mollar de Elche
pomegranate. The aim is to enhance its resistance to chilling and improve its color, both

of which are critical for its marketability and consumer acceptance.

The postharvest preservation of pomegranates presents various challenges, particularly
due to their sensitivity to suboptimal temperatures, which can trigger chilling injuries and
negatively impact fruit quality. The studies presented facilitate the development of a set
of strategies to address these issues, focusing on how different pomegranate varieties
respond to low temperatures and the application of innovative treatments that enhance
fruit resistance and extend its shelf life. These strategies include the preharvest use of
melatonin and y-aminobutyric acid (GABA), as well as the postharvest application of 1-
MCP, methyl jasmonate (JaMe), and biodegradable fiims, emphasizing the importance of

preserving fruit quality from harvest to prolonged storage.

In this context, six pomegranate varieties were studied to evaluate their response to
chilling injuries during storage at low temperatures. The varieties assessed were
Wonderful, Kingdom, Bigful, Acco, Purple Queen, and Mollar de Elche. The experiment
involved storing the pomegranates at temperatures below 5°C, followed by exposure to

20°C for two days to simulate commercial storage conditions. The results revealed
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significant variability in sensitivity to chilling injuries among the cultivars. The “Kingdom”
pomegranate proved to be the most sensitive, while the Mollar de Elche variety
demonstrated the highest resistance to cold, highlighting the importance of selecting
suitable cultivars for prolonged storage. The study also emphasized that the composition
of solutes in the arils and peel, such as anthocyanins and organic acids (e.g., citric and
oxalic acids), is closely related to sensitivity to chilling injuries. Furthermore, a higher
calcium-to-potassium ratio in the fruit peel was correlated with greater cold resistance,
suggesting that proper management of these minerals during cultivation could serve as a

key strategy to mitigate damage caused by low temperatures.

The application of treatments such as melatonin during preharvest is another promising
strategy for improving fruit preservation. The results demonstrated that melatonin not
only enhances bioactive compounds, such as anthocyanins and phenols, in harvested
fruits but also delays the loss of firmness and the reduction in acidity during storage.
These effects translate into a longer shelf life and improved fruit quality, both in
organoleptic and nutritional terms, making this treatment an effective tool for maintaining

fruit quality over extended periods.

y-Aminobutyric acid (GABA), applied during preharvest, proved to be an effective
treatment for increasing fruit yield, as reflected in greater fruit weight, and enhancing
organoleptic characteristics, both essential factors for marketability. Its application at
different doses significantly intensified the red coloration of the arils and peel, a key
attribute for consumer acceptance. Furthermore, it improved the levels of antioxidant
compounds such as anthocyanins and total phenols, contributing to both the fruit's
visual quality and nutritional value. GABA-treated fruits exhibited greater firmness, a
slower ripening process, and superior visual quality in terms of color over extended

storage periods, establishing it as a valuable tool for optimizing fruit quality.

Another strategy implemented was the postharvest combination of 1-MCP and methyl
jasmonate (MeJA), which has proven effective in preserving fruit quality. When applied
together, these treatments exhibited a synergistic effect, maintaining fruit firmness,
reducing weight loss, and enhancing the content of polyphenols and anthocyanins.
Moreover, the combination of 1-MCP and MeJA delayed the fruit ripening process,
thereby extending its shelf life and improving its visual and nutritional quality during
storage. This strategy is particularly promising as it provides an effective solution to

mitigate postharvest damage and maintain fruit quality for longer periods.



Finally, a sustainable solution was also addressed through the use of biodegradable
plastic wraps for postharvest fruit packaging. The study demonstrated that PBAT-PLA
wraps (Nature Fresh®) represent a viable alternative to conventional plastic materials
(LLDPE) for maintaining fruit quality during storage. Although fruits packaged with PBAT-
PLA exhibited slightly greater weight loss compared to traditional materials, no significant
impact was observed on visual quality or essential fruit attributes, such as color and
antioxidant compounds. This approach not only helps preserve fruit quality but also
minimizes environmental impact, aligning with global trends toward sustainability in the
agricultural sector. This strategy is closely linked to the United Nations Sustainable
Development Goals (SDGs) of the 2030 Agenda, specifically SDG 12, which promotes
responsible production and consumption, and SDG 13, which focuses on climate action.
The implementation of biodegradable materials in the postharvest sector not only
contributes to reducing plastic pollution but also facilitates the transition toward more
sustainable and resilient agricultural systems, with an integrated focus on environmental

protection and achieving global sustainability goals.



LISTADO DE ABREVIATURAS Y SIGLAS

En el desarrollo de la presente Tesis Doctoral se hace uso de diversas abreviaturas y
siglas para facilitar la redaccidon y comprension del contenido. A continuacion, se
presenta un listado detallado de las abreviaturas empleadas, acompanadas de su
correspondiente significado, con el propdsito de asegurar una lectura fluida y una

interpretacion precisa de los términos que aparecen a lo largo de este documento.

ACC-oxidasa

ACC-sintasa

Abreviatura Significado
AAT-H Actividad Total Antioxidante Hidrofilica, medida de la capacidad antioxidante de los
) compuestos hidrofilicos presentes en una muestra.
ABTS 2,2-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), compuesto quimico utilizado comiinmente
en ensayos de capacidad antioxidante.
ACC 1-Aminociclopropano-1-Carboxilico, compuesto precursor clave en la biosintesis del etileno

en plantas.

1-Aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa, enzima que cataliza la conversion de ACC en
etileno.

1-Aminociclopropano-1-carboxilato sintasa, enzima clave en la biosintesis del etileno en
plantas.

Acido Jasménico, fitohormona vegetal que regula diversos procesos fisiolégicos, como la

A . ¢
J defensa frente a patogenos, la respuesta al estrés, la senescencia y la maduracion de frutos.
ANOVA Andlisis de Varianza (Analysis of Variance), técnica estadistica utilizada para comparar las
medias de dos o mds grupos y determinar si existen diferencias significativas entre ellas.
arctg Funcion arctangente, calcula el dngulo cuyo valor de tangente es el niimero dado.
Arab Organization for Agricultural Development (Organizacién Arabe para el Desarrollo
AOAD Agricola), organizacion regional drabe que se dedica a la mejora del sector agricola en los
paises drabes.
Aleno Oxido Sintasas, enzimas clave en la via de biostntesis del dcido jasmoénico, que
AOS catalizan la conversion de 12,13-epoxidos derivados de lipoxigenasas en aleno dxidos,
precursores esenciales para la formacion de jasmonatos en plantas.
APX Ascorbato peroxidasa, enzima antioxidante que cataliza la reduccion del perdxido de
hidrégeno (H202) utilizando dcido ascérbico (vitamina C) como donante de electrones.
Acido Salicilico, fitohormona vegetal implicada en la requlacién de respuestas de defensa
AS frente a patégenos, induccién de resistencia sistémica adquirida y mediacion de procesos
como el crecimiento y la floracion en plantas.
ASMT Acetil Serotonina O-Metiltransferasa, enzima que cataliza la metilacion de la N-

acetilserotonina para formar melatonina.
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Acidez Titulable, pardmetro que mide la cantidad total de dcidos presentes en una muestra.

Nombre de la empresa, Atago Company Limited, fabricante especializado en instrumentos
dpticos de medicion como refractémetros, polarimetros y otros equipos cientificos.

Acido Tiobarbitiirico, compuesto quimico utilizado en el ensayo de TBARS (Sustancias
Reactivas al Acido Tiobarbitiirico) para medir productos de la peroxidacion lipidica, como el
malondialdehido (MDA).

Adenosin Trifosfato, molécula esencial que actiia como la principal fuente de energia quimica
en las células.

Grados Celsius, unidad de medida de temperatura en la escala Celsius, donde 0 °C
corresponde al punto de congelacion del agua y 100 °C al punto de ebullicién al nivel del
mar.

Calcio, elemento quimico

Catalasa, enzima antioxidante que cataliza la descomposicién del peréxido de hidrégeno
(H202) en agua (H20) y oxigeno molecular (O:z), protegiendo a las células del estrés
oxidativo.

Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos, también conocido como Ciclo de Krebs o Ciclo del Acido
Citrico, es una via metabolica central en las células aerébicas.

California Department of Food and Agriculture (Departamento de Alimentos y Agricultura
de California), agencia del gobierno estatal encargada de regqular y supervisar la produccion
agricola, la segquridad alimentaria, la sanidad animal y vegetal.

Acido Cindmico-4-Hidroxilasa, enzima del metabolismo secundario de las plantas que
cataliza la hidroxilacién del dcido cindmico en dcido p-cumdrico.

Chalcona sintasa, enzima clave en la biosintesis de flavonoides en plantas.

Espacio de color definido por la Comisién Internacional de lluminacion (CIE), utilizado para
describir los colores de forma numérica. El modelo incluye tres componentes: L
(luminosidad, de 0 a 100), a (eje de verde a rojo) y b (eje de azul a amarillo), proporcionando
una representacion uniforme y perceptual del color.

Centimetros ciibicos, unidad de volumen.

Diéxido de carbono, compuesto quimico formado por un dtomo de carbono y dos de oxigeno.

Acido Cafeico 3-O-Metiltransferasa, enzima que cataliza la metilacién del dcido cafeico para
formar dcido feriilico.

Cobre, elemento quimico.

Cultivar, término utilizado para describir una variedad especifica cultivada de una especie
vegetal, como en el caso de "Granada cv. 'Mollar de Elche’”

C1 representa la conductividad eléctrica inicial, y C2 la conductividad eléctrica final,

Dia, unidad de tiempo.

Dihidroflavonol 4-reductasa, enzima clave en la biosintesis de antocianinas, los pigmentos
responsables del color en muchas flores, frutas y plantas.
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Dehidroascorbato reductasa, enzima que juega un papel clave en la regeneracion del dcido
ascérbico (vitamina C) en las células.

Denominacién de Origen Protegida, certificacion que garantiza el origen geogrdfico y la
calidad especifica de un producto, vinculado a las caracteristicas del medio donde se produce
y a los métodos tradicionales empleados.

Enhanced Disease Susceptibility 5, gen que codifica una proteina transportadora
involucrada en la biosintesis y transporte del dcido salicilico (AS) en plantas.

Expresion latina que significa "y otros”. Se utiliza en citas académicas para referirse a
miiltiples autores de un documento cuando no se listan todos los nombres.

Hierro, elemnto quimico.

Aceleracion relativa a la gravedad terrestre, utilizada como unidad para describir la fuerza
centrifuga aplicada durante la centrifugacion.

Indica la ubicacion de la empresa: Filadelfia, ciudad del estado de Pensilvania (PA), en los
Estados Unidos de América (USA).

g: Gramos, unidad de masa del Sistema Internacional (SI). Indica la cantidad de sustancia
medida.

L: Litro, unidad de volumen también aceptada en el SI. Representa el volumen de la solucién
en la que se encuentra disuelta la sustancia.

Acido y-Aminobutirico, aminodcido no proteico que actiia como un neurotransmisor
inhibitorio en animales y como una molécula sefial en plantas, regulando procesos como la
respuesta al estrés, el crecimiento y el metabolismo celular.

GABA Transaminasa, enzima que cataliza la transaminacion del dcido y-aminobutirico
(GABA) para formar semialdehido succinico (SSA).

Flavonoide-3-O-glucosiltransferasa, enzima que cataliza la transferencia de un grupo
glucosa al flavonoide en la posicion 3 del anillo C, formando un flavonoide glucésido.

Glutation Peroxidasa, enzima antioxidante que cataliza la reduccion del peréxido de
hidrégeno (H20:) y otros perdxidos orgdnicos a agua (H20) y alcoholes, utilizando glutation
como donante de electrones, protegiendo las células del dafio oxidativo.

Acido nitrico, compuesto quimico inorgdnico fuerte compuesto por hidrégeno (H), nitrégeno
(N) y oxigeno (O).

Agua, compuesto quimico formado por dos dtomos de hidrégeno y uno de oxigeno. Es
esencial para la vida, actiia como solvente universal y constituye una parte fundamental de
los sistemas bioldgicos y ecoldgicos.

Peroxido de Hidrégeno, molécula reactiva de oxigeno (ROS) que se produce en organismos
vivos como parte de procesos metabolicos y de respuesta al estrés.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (High-Performance Liquid Chromatography),
una técnica analitica utilizada para separar, identificar y cuantificar componentes en una
mezcla.

Humedad Relativa, medida que indica la cantidad de vapor de agua presente en el aire como
un porcentaje del mdximo que podria contener a una temperatura especifica.

Pardmetro derivado del espacio de color CIE Lab que representa el tono o matiz de un color.
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Isocorismato Sintasa, enzima clave en la biosintesis del dcido salicilico en plantas. Cataliza la
conversion de corismato en isocorismato, que luego se convierte en dcido salicilico.

Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry), una técnica analitica avanzada utilizada para la deteccion y
cuantificacion de elementos en muestras a niveles de trazas y ultratrazas.

Isocorismato-9-Glutamato, derivado del isocorismato formado por la conjugacion con
glutamato. Es un intermediario en la via de biosintesis del dcido salicilico, que desemperia un
papel crucial en la sefializacion de defensa de las plantas frente a estrés biético.

Indice de Madurez, pardmetro utilizado para evaluar el estado de maduracion de frutos o
productos agricolas.

Abreviatura de "Incorporated”, utilizada en los nombres de empresas registradas en Estados
Unidos para indicar que es una corporacion.

Potasio, un macronutriente que mejora la resistencia de las plantas al estrés, requla la
apertura de estomas y contribuye al transporte de agua, nutrientes y aziicares.

Jasmonato de Metilo, molécula derivada del dcido jasménico que actiia como una
fitohormona en plantas, regqulando respuestas al estrés bidtico y abibtico, asi como procesos
de desarrollo como la senescencia, la germinacion y la defensa contra patégenos.

Proteinas Jasmonate ZIM-domain, familia de proteinas que actiian como represores en la
sefializacion del dcido jasmoénico.

O-Metiltransferasa, una enzima involucrada en la biosintesis de jasmonato de metilo (JaMe),
catalizando la transferencia de un grupo metilo al dcido jasménico, contribuyendo a la
regulacion de respuestas al estrés y procesos de desarrollo en plantas.

Kilogramos por hectdrea, unidad de medida que representa la cantidad de una sustancia
(generalmente fertilizantes, pesticidas o cosechas) aplicada o producida en una superficie de
una hectdrea.

Kilopascal, unidad de presion en el Sistema Internacional (SI). Un kilopascal equivale a
1.000 pascales (Pa), donde 1 Pascal se define como 1 newton por metro cuadrado

Abreviatura de Carl Linnaeus (Carlos Linneo), cientifico sueco considerado el padre de la
taxonomia moderna.

Litros por hora, unidad de medida que indica la cantidad de liquido que fluye o se consume
en una hora.

Polietileno Lineal de Baja Densidad, un polimero termopldstico con una estructura lineal y
algunas ramificaciones, conocido por su flexibilidad, resistencia y uso en aplicaciones como
peliculas pldsticas, envases y revestimientos.

Lipoxigenasas, grupo de enzimas que catalizan la oxidacion de dcidos grasos poliinsaturados
en hidroperdxidos, participando en la biosintesis de compuestos como el dcido jasmoénico y en
respuestas al estrés en plantas y animales.

Metro cuadrado, unidad de medida de drea en el Sistema Internacional (SI). Representa el
drea de un cuadrado con lados de un metro de longitud.

Ministry of Agriculture, Irrigation and Livestock (Ministerio de Agricultura, Irrigacion y
Ganaderia) de Afganistdn.

Manganeso, elemento quimico.
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Multidrug And Toxic Compound Extrusion, una familia de proteinas transportadoras que
participan en la expulsion de compuestos toxicos y metabolitos secundarios en células
vegetales y animales.

Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion de Espaiia, organismo responsable de
disefiar, coordinar y supervisar las politicas relacionadas con el sector agrario, pesquero y
alimentario, promoviendo el desarrollo sostenible y competitivo de estos sectores.

Malondialdehido, compuesto orgdnico que se genera como subproducto de la peroxidacién de
lipidos en las membranas celulares.

miligramo, unidad de masa equivalente a una milésima parte de un gramo
Minuto, unidad de tiempo equivalente a 60 segundos.

Milimolar, unidad de concentracion que indica milimoles de soluto por litro de solucion.

Factor de transcripcién clave en la sefializacion del dcido jasménico. MYC2 pertenece a la
familia de factores bHLH (basic Helix-Loop-Helix) y requla la expresion de genes
involucrados en la defensa contra patégenos, la respuesta al estrés abidtico y el desarrollo de
plantas.

Normalidad, unidad de concentraciéon quimica que indica el niimero de equivalentes de
soluto por litro de solucion.

Talla de la muestra (niimero de réplicas), indica la cantidad de observaciones, experimentos,
o repeticiones realizadas para un andlisis o estudio.

Sodio, elemento quimico.

Carbonato de sodio, compuesto quimico inorgdnico formado por sodio (Na) y carbonato
(COs).

Nicotinamida Adenina Dinucleétido (en su forma reducida), una coenzima fundamental en
el metabolismo celular.

Fluoruro de sodio, compuesto quimico inorgdnico formado por sodio (Na) y fliior (F).

Hidréxido de sodio, compuesto quimico inorgdnico compuesto por sodio (Na), oxigeno (O) e
hidrégeno (H).

National Horticultural Board (Junta Nacional de Horticultura) de la India, agencia del
Gobierno de la India que promueve el desarrollo de la horticultura en el pars.

Nanolitros por litro, una unidad de concentracién que indica la cantidad de nanolitros de
una sustancia presente en un litro de solucion o gas.

Nandmetro, unidad de longitud en el Sistema Internacional (SI) equivalente a 10-° metros.
Se utiliza comunmente para medir longitudes de onda de luz, dimensiones de particulas
a escala nanomeétrica y otras estructuras extremadamente pequefias.

Nanomol, unidad de cantidad de sustancia en el Sistema Internacional (SI), equivalente a
10-9 moles.

Oxigeno molecular, compuesto formado por dos dtomos de oxigeno unidos covalentemente.

Objetivos de Desarrollo Sostenible, un conjunto de 17 objetivos adoptados por las Naciones
Unidas en 2015 como parte de la Agenda 2030
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Fésforo, un macronutriente que contribuye al desarrollo de raices, la floracion y la formacion
de frutos. Es vital en la transferencia de energia a través de compuestos como el ATP.

Pascal, unidad que mide la inversa de la presion en el Sistema Internacional (SI). Se utiliza
comiinmente en fisica y quimica para describir propiedades relacionadas con la resistencia o
respuesta a la presion, como la compresibilidad o la permeabilidad.

Fenilalanina Amonio Liasa, enzima clave en el metabolismo de las plantas que cataliza la
conversion de fenilalanina en dcido cindmico, un paso inicial en la biosintesis de compuestos
fenélicos como ligninas, flavonoides y fitoalexinas, esenciales para la defensa y el desarrollo
estructural en plantas.

Poli(Butilén Adipato-co-Tereftalato), polimero biodegradable de base petroquimica con
propiedades de flexibilidad y resistencia, empleado en la fabricacion de materiales
compostables y biopldsticos.

Acido Polildctico, polimero biodegradable derivado de recursos renovables como el almidén
de maiz o la cafia de aziicar, utilizado en aplicaciones de envases y biopldsticos.

Peroxidasa, enzima antioxidante que cataliza la descomposicién del peréxido de hidrégeno
(H20:) y otros peréxidos orgdnicos, transformdndolos en agua (H20) y oxigeno molecular
(O2).

Peroxidasa, enzima que cataliza la oxidacion de diversos sustratos utilizando perdxido de
hidrégeno (H20:) como oxidante, desemperiando un papel importante en la defensa contra el
estrés oxidativo y en procesos metabélicos en plantas y otros organismos.

Polifenol oxidasa, enzima que cataliza la oxidacién de polifenoles a quinonas, compuestos que
pueden reaccionar con otros compuestos y formar productos pigmentados, como los
marrones, en frutas y vegetales.

Fluoruro de Polivinilideno (Polyvinylidene Fluoride), polimero termopldstico altamente
resistente a productos quimicos, rayos UV y temperaturas extremas. S

Reglamento (Unién Europea) 2016/83, normativa adoptada por el Parlamento Europeo y el
Consejo de la Union Europea que regula aspectos especificos relacionados con la produccion,
etiquetado, calidad, o comercializacion de productos en el dmbito de la Unién Europea.

El valor de v representa el coeficiente de correlacion en un andlisis estadistico, que mide la
fuerza y direccion de la relacion lineal entre dos variables.

Especies Reactivas de Oxigeno, grupo de moléculas y iones derivados del oxigeno que son
altamente reactivas debido a la presencia de electrones desapareados.

Complejo proteico formado por SCF (Skp, Cullin, F-box), la proteina receptora COI1
(Coronatine-Insensitive 1) y las proteinas JAZ (Jasmonate ZIM-domain). Este complejo es
clave en la sefializacién del dcido jasménico, requlando la degradacion de los represores JAZ
para activar las respuestas transcripcionales frente al estrés y desarrollo en plantas.

Error estdndar (Standard Error), medida estadistica que indica la precision con la que una
muestra representa a la poblacion.

Serotonina N-Acetiltransferasa, enzima que cataliza la transferencia de un grupo acetilo de
la acetil-CoA a la serotonina, formando N-acetilserotonina.

Superéxido Dismutasa, enzima antioxidante que cataliza la dismutacion del radical
superdxido (Oz7) en oxigeno molecular (O2) y perdxido de hidrogeno (H20:), protegiendo a
las células del datio oxidativo
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Semialdehido Succinico, intermediario metabdlico en la degradacion del GABA (dcido y-
aminobutirico) a través de la via del semialdehido succinico.

Succinico Semialdehido Deshidrogenasa, enzima que cataliza la oxidacion del semialdehido
succinico (SSA) a succinato.

State Statistical Committee of the Republic of Azerbaijan (Comité Estatal de Estadistica de
la Repiiblica de Azerbaiydn), el organismo gubernamental encargado de recopilar, procesar y
publicar estadisticas oficiales en Azerbaiydn

Solidos Solubles Totales, medida que indica la concentracién de aziicares, dcidos y otros
compuestos solubles presentes en una solucion, comiinmente evaluados en productos
agricolas.

Toneladas, unidad de medida de masa equivalente a 1.000 kilogramos, utilizada comiinmente
para expresar grandes cantidades de peso o produccion.

Una distribucién de probabilidad utilizada en estadistica para realizar pruebas de hipétesis,
especialmente cuando el tamaiio de la muestra es pequerio ylo la desviacion estdndar de la
poblacion es desconocida.

Acido Trans-Cindmico, compuesto orgdnico derivado de la fenilalanina a través de la
actividad de la enzima Fenilalanina Amonio Liasa (PAL). Es un intermediario clave en la
biosintesis de compuestos fendlicos, como flavonoides y ligninas, que son esenciales para la
defensa, estructura y pigmentacion de las plantas.

Acido Tricloroacético, compuesto quimico orgdnico utilizado comiinmente como agente
precipitante de protefnas en andlisis bioquimicos.

L-Triptéfano Descarboxilasa, enzima que cataliza la conversion del L-triptéfano en
triptamina mediante la eliminacién de un grupo carboxilo. Es un paso clave en la biosintesis
de alcaloides indélicos y otras moléculas bioactivas en plantas.

Turkish Statistical Institute (Instituto Estadistico de Turquia), la entidad oficial encargada
de recopilar, procesar y publicar estadisticas oficiales en Turquia.

Putativo Triptéfano Hidroxilasa, enzima que se hipotetiza cataliza la hidroxilacion del L-
triptéfano para formar 5-hidroxitriptéfano, un precursor clave en la biosintesis de serotonina
y otros metabolitos inddlicos en plantas y animales.

Modelo de analizador de textura desarrollado por Stable Micro Systems. Es un equipo
utilizado para evaluar propiedades texturales de materiales y alimentos, como firmeza,
elasticidad, cohesion y dureza, mediante pruebas de compresion, tension y otras técnicas
mecdnicas.

Fases de desarrollo definidas como 30 (T1), 60 (12), 90 (T3), 105 (T4) y 120 (T5) dias
después de la floracion.

Triptamina 5-Hidroxilasa, enzima clave que cataliza la hidroxilacion de la triptamina en 5-
hidroxitriptamina (serotonina). Es fundamental en la biosintesis de serotonina en plantas y
otros organismos, contribuyendo a procesos de defensa y sefializacion.

Antocianidina 3-O-glucosiltransferasa, enzima que cataliza la transferencia de un grupo
glucosa a las antocianidinas, formando antocianinas glucésidas.

Coordenada X del sistema de coordenadas Universal Transversal de Mercator (UTM), que
representa la posicion este-oeste en metros desde el meridiano central de la zona UTM
correspondiente.
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Coordenada Y del sistema de coordenadas UTM, que representa la posicion norte-sur en
metros desde el ecuador.

Ultravioleta, tipo de radiacion electromagnética con longitudes de onda mds cortas que la luz
visible (10-400 nm), utilizada en procesos como la esterilizacion, andlisis quimico y que
puede causar efectos biologicos como el darfio celular y la sintesis de vitamina D.

Zinc, elemento quimico.

Férmula para calcular la concentracion o cantidad de un compuesto en una muestra. Ab es
la absorbancia, D el factor de dilucién, V el volumen del extracto, W el peso de la muestra en
gramos, 100 y 23,900 son factores de conversion, y 449,2 es una constante relacionada con el
compuesto o longitud de onda especifica.

Micromol, unidad de cantidad de sustancia que equivale a 10-6 moles.

1-Metilciclopropeno, compuesto gaseoso utilizado como regulador del crecimiento en
productos agricolas para inhibir la accién del etileno, prolongando la vida 1itil y frescura de
frutas, verduras y flores.

Ligasa de 4-coumaroyl-CoA, enzima clave en la biosintesis de compuestos fenédlicos y
ligninas en plantas

Suma (sumatoria), operador matemdtico que indica la suma de una serie de términos.
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1. INTRODUCCION
1.1 Origen, distribucion geograficay morfologia del granado

El granado (Punica granatum L.,) perteneciente a la familia Punicaceae, es una especie
originaria de Iran y el norte de la India, pero debido a su facil capacidad de adaptacion a
diferentes condiciones climaticas se ha extendido y cultivado en otros paises y regiones a
lo largo de los afios (Meerts et al., 2009). Actualmente, el granado se cultiva en diferentes
paises de la cuenca mediterranea (Egipto, Israel, Turquia, Espafia, Italia, etc.), en Asia
(Iran, Irak, Afganistan, China etc.), en Estados Unidos, Sudafrica, Argentina y Brasil
(Fadavi et al., 2005; Hummer et al., 2011). Las condiciones 6ptimas para el crecimiento
del granado se dan en climas de tipo mediterraneo, donde se incluyen una alta exposicion
a la luz solar, inviernos suaves y veranos secos Yy calurosos sin lluvia durante las Ultimas
etapas del desarrollo del fruto. La posibilidad de cultivarse en zonas aridas y con bajos
requerimientos hidricos y su capacidad de desarrollarse en condiciones en las que otros
frutales no lo harian, hace que presente unas excepcionales expectativas de cultivo

debido a su rentabilidad (Melgarejo y Salazar, 2003).

Las dos especies de granado son: Punica granatum L. (frutos comestibles) y Punica nana
L. (frutos no comestibles y de uso ornamental) (Melgarejo et al., 2010). EIl arbol del
granado puede medir entre 5 y 10 metros de altura, con abundantes ramas, y flores de
color rojo, con 5-8 pétalos (Melgarejo et al., 2022). La floraciéon del granado comienza en
los meses de abril y mayo y puede durar hasta octubre y noviembre, dependiendo de la
variedad. El desarrollo del fruto puede durar entre 5 a 7 meses a partir del momento de la
floracion (Jurenka, 2008). Para ello, se requieren unas determinadas condiciones de
luminosidad, temperatura y humedad, y ademas al ser un fruto no climatérico no continta
su maduracién una vez recolectado (Bartual-Martos, 2014). La granada es una baya de
forma esférica que presenta un color que varia desde el amarillo al rojo. Dependiendo de
la variedad, presenta un diametro de 6-12 cm y sus semillas se encuentran rodeadas de
una pulpa (arilos) que es la parte comestible de la granada (Melgarejo et al., 2022)
(Figura 1).
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Figura 1: Cultivo de la granada cv. “Mollar de Elche” (A) y partes del interior del fruto (B). Muestra:
granada cv. “Mollar de Elche” Fuente: Elaboracion propia (A) e Imagen adaptada de Melgarejo et al.,
2022 (B).

1.2 Variedades de granadas y clasificacion

La granada ha cobrado especial interés en los ultimos afios debido principalmente a sus
propiedades organolépticas y funcionales (Li et al., 2006). Actualmente se han descrito
mas de 500 variedades de granada en todo el mundo, las cuales dependen de su lugar
de origen. Entre los paises productores de granada destaca la India con variedades como
Dholka y Ganesh; Turquia, importante pais productor como los cultivares Hizcanar,
Kandhari y Provence; Estados Unidos donde destacan los cultivares Wonderful y Paper
Shell y Espafa con las variedades Mollar de Elche, Blanca, Valenciana y Tendral (Stover
y Mercure, 2007).

Las variedades de granadas se pueden clasificar por su contenido de acidos (Melgarejo
et al.,, 2010). En las variedades mas &cidas la concentracion de acido citrico es mayor
gue la concentracion de acido malico y en las variedades mas dulces la concentracion de
estos dos acidos es similar (Mena et al., 2011). En términos generales, los frutos que
presentan una coloracién externa mas roja son mas acidos, mientras que las variedades
con tonalidades mas rosadas son mas dulces. Por lo tanto, en las variedades espafiolas
se ha establecido una clasificacidn que se basa en el indice de madurez (IM), y es la
relacion entre el contenido de sélidos solubles totales (SST) y la acidez titulable (TA)
(Martinez et al., 2006) (Tabla 1).
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Tabla 1: Clasificacion de las diferentes variedades de granada en Espafia. Fuente: Melgarejo et al. (2010).

Acidez titulable ,
Variedad L. L Indice de madurez
(% acido citrico)

Acidas 2,3-2,7 5-7
Acidas - dulces 0,5-1 17 - 24
Dulces 0,15-0,5 31-98

La granada cv. “Valenciana”, “Acco”, “Kingdom”, “Bigful”, “Wonderful”, “Purple Queen” y
“Mollar de Elche” son las variedades que presentan un mayor interés comercial, esta

tltima es la mas cultivada y comercializada en Espafia y en Europa.
1.3 Produccién y exportacién de granada en el mundo

Analizar y obtener informacion acerca de la produccion mundial de granada es una tarea
bastante compleja ya que no se dispone de resultados actualizados acerca de la
superficie de cultivo y produccion de los principales paises productores en el mundo
(Ergun, 2012). No obstante, los resultados se obtienen de distintas agencias estadisticas

de agricultura, informes de noticias y asociaciones de productores y/o exportadores.

La superficie mundial que se dedica al cultivo de la granada es aproximadamente de
836.000 hectareas con una produccién de 8,1 millones de toneladas. India es el mayor
productor del mundo, con cerca de 3 millones de toneladas producidas en 262.000
hectareas. La produccion mundial ha aumentado un 5 % en la dltima década debido
principalmente a la demanda tanto para el consumo local como para su exportacion
(NHB, 2020). China, seguido de Iran, son el segundo y tercer pais productor de granada,
con 1,2 millones y 915.000 toneladas, respectivamente (Financial Tribune, 2016; Yuan y
Zhao, 2019). La India, China e Irdn son, por tanto, los 3 mayores productores de granada,
con una produccién mundial del 70 % en una superficie de 476.000 hectareas y con un
rendimiento de 10,8 toneladas/hectarea. Otros importantes paises productores de

granada son Turquia, Egipto y Estados Unidos (Figura 2).

e — ()
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Pais Ano Hectareas Produccicn Fuente
total (t)
India 2019 262000 3034000 (NHB, 2020)
China 2019 120000 1697100 (Yuan y Zhao, 2019)
Irén 2019 94000 915000 (Financial Tribune, 2019)
Turquia 2019 28587 559171 (TurkStat, 2019)
Egipto 2019 33096 380000 (AOAD, 2019)
Estados Unidos 2018 8606 218052 (CFDA, 2020)
Afganistan 2019 18018 194386 (MAIL, 2019)
Azerbayan 2019 22948 181060 (SSCRA,2019)
Marruecos 2017 12300 115000 (Article19, 2018)
Tlnez 2019 13257 98045 (Agriadata.tn, 2019)
Algeria 2017 91900 84870 (AOAD, 2018)
Iraq 2017 5970 82370 (AOAD, 2018)
(Espaﬁa 2019 5920 721 19 (MAPA, 2019)
Siria 2017 5450 69820 (AOAD, 2018)

Figura 2: Principales paises productores de granada en el mundo. Afio de produccion, hectareas,
produccion total y fuente. Los resultados se expresan en toneladas (t). Fuentes: elaboracion propia.

Por otro lado, Turquia fue el principal pais exportador de granada en el afio 2019 con
cerca de 155.000 toneladas, lo cual lo convierte en el mayor exportador, representando el
23 % de las exportaciones mundiales, seguido de Egipto con un 19 % y la India con un 10

% (ITC, 2020). Las exportaciones mundiales de granada pasaron de 450.000 toneladas
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en el afio 2012 a 668.000 toneladas en el afio 2019. Aunque China e Iran son los
mayores productores de granada en el mundo (Figura 3A) sus exportaciones a otros
paises son notablemente inferiores en comparacion con otros paises, como pueden ser
Turquia e Iran. China se encuentra en la octava posicion como pais exportador, con un
total de 12.600 toneladas, lo que supone un 0,7 % de su produccién total, y en caso de
Iran esta cuota fue ligeramente superior, de 1,2 % (Figura 3B). La gran demanda en
China influye sobre la exportacion de granadas, ya que los mercados locales tienen
preferencia sobre los mercados internacionales. En el caso de Iran, la produccion también
se destina al mercado nacional, debido a los problemas de mercancias como

consecuencia de las sanciones econdmicas (Kahramanoglu, 2019).
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Figura 3: Produccion total de granada en el afio 2019 en India, China, Iran, Turquia y Egipto (A) y
produccion destinada a exportacion (B). Los resultados expresados en toneladas (t).
Fuente: MAPA (2023).

1.4 Produccion y superficie cultivada de granada en Espafa

En Espafa, la produccion total de granada fue de 84.477 toneladas en el afio 2021
siendo la Comunidad Valenciana la regiéon de mayor produccion (69,80 %) (Figura 4B),
seguido de la Region de Murcia, Andalucia y Catalufia con un 11,92, 8,59 y 1,99 %,
respectivamente (Figura 4C). Ademas, la superficie dedicada al cultivo del granado ha
pasado de 2.386 hectareas en el afio 2010 a 5.619 hectareas en el afio 2021, lo que
supone un incremento del 135,50 % (Figura 4A). La provincia de Alicante es donde se
centra mayormente el cultivo del granado, especialmente en Elche, Albatera y Alicante, lo
gue pone de manifiesto su valor socioecondmico en estas localidades. Entre las

diferentes variedades de granada en Espafa, la mas cultivada es la Mollar de Elche que
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se encuentra salvaguardada por una Denominacion de Origen Protegida (DOP) desde el
afio 2016 [R (UE) 2016/83].
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Figura 4: Superficie dedicada al cultivo del granado expresado en hectareas (A), produccion total de
granadas (B) y principales Comunidades Autonomas productoras de granada expresado en porcentaje
(C) en Espafia. Los resultados de superficie y produccion corresponden desde el afio 2010 al 2021 y el

1.5 Granada cv. “Mollar de Elche” [R (UE) 2016/83]

El producto que se encuentra amparado por la Denominacion de Origen Protegida
Granada cv. “Mollar de Elche” o Granada de Elche es el fruto de la especie Punica
granatum L., procedente de la variedad Mollar, de las categorias Extra y Primera que se
encuentran definidas en la Norma del Codex para la granada. Se caracteriza por su
equilibrio entre acidez y azucares y por tener un color externo que oscila del amarillo
crema al rojo (Figura 5). La floracién del granado comienza en los meses de marzo y abril

y la recoleccién de la granada se realiza entre los meses de septiembre y noviembre.
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Las caracteristicas del fruto maduro son las siguientes:

« Forma del fruto: redonda, dividida en l6bulos interiormente y corteza fina, lisa y brillante.

« Color: de crema a rojo intenso en el exterior. Las semillas estan recubiertas de una
pulpa cuyo color oscila entre el rojo intenso y el rojo.

e Grados Brix: minimo de 14°.

e pH: minimo 3,30 y maximo 4,40

Los arilos presentan un sabor dulce, y su pifidn se caracteriza por ser blando, a diferencia
de otras variedades. La zona de produccion agricola de la granada cv. “Mollar de Elche”
se constituye por los términos municipales pertenecientes a las comarcas de Bajo
Vinalopo, Alacanti y Bajo Segura, situadas en la provincia de Alicante (Comunidad
Valenciana). Esta localizacion presenta rasgos diferenciadores en cuanto a climatologia
respecto a otras zonas del Mediterraneo espafiol. Especialmente destacan las escasas
precipitaciones, elevados niveles de radiacion solar y el bajo porcentaje de dias nublados
entre los meses de junio a septiembre. Estos factores son determinantes ya que pueden
afectar al color externo de la granada y de los arilos, al sabor y a la composicion de los

antocianos.

WHEEDE ‘@‘

Figura 5: Etapas de desarrollo de la granada Mollar de Elche. Fuente: elaboracion propia.

1.6 Composicién de la granada

Factores como la variedad, zona de cultivo, condiciones meteoroldgicas, grado de
madurez, etc. pueden afectar a la composicion quimica de la granada (Mirdehghan y
Rahemi, 2007). Solamente un 50 % del fruto del granado es comestible, donde se
incluyen los arilos que representan un 40 % y las semillas un 10 %. Ademas, el zumo que
se obtiene de los arilos contiene un 85 % de agua, 10 % de azucares totales y otros
compuestos organicos, entre los que destacan las pectinas y compuestos fendlicos

(Viuda-Martos et al., 2010). Diversos estudios han demostrado que la variedad de
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granada y el estado de madurez puede influir sobre la actividad antioxidante y otros
parametros fisicoquimicos como los solidos solubles totales, el pH, la acidez titulable,
acidos organicos y la composicion fendlica (Poyrazoglu et al., 2002; Opara et al., 2009;
Pareek et al., 2015).

1.6.1 Sdlidos solubles totales, ph y acidez titulable

Los solidos solubles totales (SST), el pH y la acidez titulable (AT) son atributos muy
importantes de calidad en la granada (Shwartz et al., 2009; Pareek et al., 2015; Garcia-
Pastor et al., 2020a). El pH aumenta durante la maduracién del fruto, y por el contrario, la
AT disminuye con el avance de la maduracion de la fruta. Esta disminucion de los niveles
de AT durante el desarrollo del fruto coincide, ademéas, con el aumento de la
concentracion de azlcar, y es un proceso que ocurre durante la maduracion de la
granada (Kulkarni y Aradhya, 2005). La relacion sélidos solubles totales / acidez total
(SST/AT), también denominada indice de madurez, se utiliza para clasificar la granada en
acidas, semiacidas y dulces (Martinez et al., 2006). El indice de madurez es uno de los

indicadores mas fiables de la madurez del fruto de la granada (Fawole y Opara, 2013a).

1.6.2 Acidos organicos

El contenido en acidos organicos en la granada depende principalmente del tipo de
cultivar (Legua et al., 2000). La composicion y concentracion de los acidos organicos
influyen sobre los atributos sensoriales del consumidor (Carbonell-Barrachina et al.,
2012). Los principales acidos organicos presentes en la fruta de la granada son el acido
citrico, malico y oxalico, mientras que el &cido tartarico, succinico y quinico se encuentran
en cantidades inferiores. Durante la maduracion de los frutos se produce una disminucion
significativa del contenido de acidos organicos, ello se debe a que son utilizados como

sustrato durante los procesos de respiracion del fruto (Moing et al., 2001).

1.6.3 AzUcares

Los azlcares mas abundantes en la fruta de la granada son la glucosa y la fructosa y su

concentracion oscila entre 50-100 g L1y 45-85 g L%, respectivamente (Guia de
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Referencia AIJN 2012). Ademas, la relacion glucosa/fructosa se sitla entre 0,7 y 1,0
(Mena et al., 2011; Melgarejo et al., 2000). La sacarosa no esta presente en todas las
variedades y su contenido es muy bajo, especialmente en los frutos semiacidos. Durante
el proceso de maduracion de la granada se produce un aumento en el contenido total de
azucares, esto se debe a la hidrdlisis del almidén en las primeras etapas de desarrollo de
la fruta (Shwartz et al., 2009). Como resultado, aumenta la cantidad de los dos azucares
principales, glucosa y fructosa, y también afecta al contenido de sélidos solubles totales

gue aumentan durante las etapas de maduracion.

1.6.4 Vitaminas vy minerales

El zumo de los arilos de la granada puede contener vitamina C en concentraciones que
pueden variar entre 8 y 40 miligramos (mg) por cada 100 mililitros (mL) de zumo y
vitamina K en pequeias concentraciones (0,1 - 0,6 microgramos por cada 100 mL)
(USDA, Acceso: Mayo 2023). Es importante destacar que estos resultados son
estimaciones generales y su concentracion puede depender de diferentes factores como
la variedad, el grado de madurez, los métodos de cultivo, entre otros. Por otro lado, el
potasio es el mineral predominante en el zumo de la granada seguido del calcio y el
magnesio, con unas concentraciones aproximadas de 275, 8 y 3 mg, por cada 100 mL de
zumo, respectivamente (Mataix et al., 2009). Con la maduracién del fruto se produce una

importante disminucion de los elementos minerales (Fawole y Opara, 2013a).
1.7 Propiedades funcionales en la granada

En los dltimos afios, ha aumentado de forma considerable el nimero de estudios que
describen las propiedades beneficiosas de la granada (Panth et al., 2017). Debido
principalmente a su contenido fendlico (Figura 6), se ha demostrado que posee
propiedades anticancerigenas, antihipertensivas y antioxidantes (Hong et al., 2008; Basu
y Penugoda, 2009; Zhang et al., 2023). Los compuestos fendlicos estan formados por
anillos aromaticos y dobles enlaces conjugados a partir de los cuales ejercen su accion
antioxidante (Arranz et al., 2010). Estan implicados en la capacidad de antiproliferacién
de diferentes tipos de células cancerigenas que se asocian a diversos tipos de cancer,

como puede ser, el de colon o préstata (Sun et al., 2002). Los polifenoles son compuestos
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presentes en los alimentos de origen vegetal, y son la principal fuente de antioxidantes en
la dieta. EI consumo de productos vegetales aporta un alto contenido en fitoquimicos y
otros micronutrientes (Opara et al., 2009). Estudios llevados a cabo en animales
demuestran la capacidad de proteccion de los polifenoles frente a enfermedades
degenerativas (Scalbert et al., 2005). Algunos compuestos fenélicos poseen mayor efecto
antioxidante que la propia vitamina C y E, y ademas presentan una mayor
biodisponibilidad (Cao et al., 1998; Mazza et al., 2002). En la actualidad, se conocen mas
de 10.000 estructuras fendlicas, de las cuales se han identificados al menos 4.000
flavonoides (Kennedy y Wightman, 2011). La diversidad y amplia distribucién de los
polifenoles en las plantas permite categorizar estos compuestos en diferentes formas
(Tsao, 2010). La granada es un fruto que presenta una gran cantidad de compuestos
fendlicos (Faria y Calhau, 2011), los cuales son responsables de su capacidad
antioxidante. Algunos ejemplos son: las punicalaginas, las antocianinas y el acido elagico
(Gil et al., 2000).

1.7.1 Punicalaginas

La punicalagina es uno de los mayores polifenoles que se conoce, con una masa
molecular de 1084,7 g/mol, y se caracteriza por presentar una alta actividad antioxidante
(Houston et al., 2017). La punicalagina, también conocida como 2, 3-(S)-
hexahidroxidifenoil-4, 6-(S, S)-galagil-D-glucosa, pertenece a la familia de los elagitaninos
y se encuentra presente en la granada en formas alfa y beta, que son solubles en agua y
poseen una alta biodisponibilidad (Jacob et al., 2019). Este polifenol es objeto de
numerosos estudios cientificos debido principalmente a sus propiedades beneficiosas
para la salud. Se ha demostrado que posee actividad antioxidante, lo que es capaz de
neutralizar los radicales libres en el cuerpo (Seeram et al., 2005). Los radicales libres son
moléculas que pueden causar dafio celular y contribuir al envejecimiento y a numerosas
enfermedades cronicas (Vuci¢ et al., 2019). La punicalagina también presenta
propiedades antiinflamatorias y ha demostrado efectos preventivos frente a diversas
enfermedades cronicas, como la diabetes, la obesidad y ciertos tipos de cancer. Diversos
estudios han demostrado que este compuesto es capaz de inhibir la proliferacién de

células cancerosas y promover la apoptosis (Larrosa et al., 2006).
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1.7.2 Antocianinas

La granada es un fruto rico en pigmentos antocianicos (Hernandez et al., 1999),
pigmentos naturales que pertenecen a la clase de compuestos flavonoides. Estos
compuestos son conocidos por proporcionar color rojo intenso a diferentes frutos,
hortalizas y flores. Este color rojo depende de la concentracion de la antocianina y de su
estructura quimica (Holcroft y Kader 1999). Las principales antocianinas presentes en el
fruto de la granada son: delfinidina 3-glucésido y 3,5-diglucésido, cianidina 3-glucoésido y
3,5-diglucésido, pelargonidina 3-glucésido y 3,5-diglucésido (Gil et al., 1995; Hernandez
et al., 1999). Ademéas de proporcionar color a los frutos, las antocianinas poseen
propiedades antioxidantes ya que neutralizan los radicales libres y protegen contra el
dafio oxidativo (Kim et al., 2003; Tsuda et al., 2003). Su capacidad antioxidante se debe
fundamentalmente a su estructura quimica, que les permite donar electrones o
hidrégenos a los radicales libres, estabilizandolos y evitando asi el dafio celular (Hu et al.,
2016).

1.7.3 Acido elégico

El 4cido elagico es un compuesto fendlico que se encuentra presente en numerosas
frutas y vegetales, como las granadas, las fresas, las frambuesas, entre ellos (Clifford y
Scalbert, 2000). Forma parte de la familia de los elagitaninos, que se caracterizan por
poseer una estructura quimica compleja. El acido elagico se forma por la hidrolisis de los
elagitaninos que puede ocurrir por diferentes factores, mecanismos y condiciones, como
la concentracion del compuesto, tiempo de reaccion y las condiciones del pH (Faria et al.,
2006). Un estudio llevado a cabo por Gonzalez-Barrio et al. (2010) investigé la hidrolisis
guimica de los elagitaninos utilizando acido clorhidrico como agente de hidrélisis. Durante
la reaccion, los elagitaninos se descompusieron y liberaron acido elagico, entre otros
compuestos. Al igual que las punicalaginas y antocianinas, el acido elagico puede
presentar efectos beneficiosos para la salud, ya que tiene actividad antioxidante y
antiinflamatoria (Lu, et al., 2008; El-Shitany et al., 2014). Puede prevenir la aparicion de
cancer en diferentes tipos de células cancerosas, como el cancer de mama (Prasad y

Aggarwal, 2014), o el cancer de piel (Afaq et al., 2003).
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Figura 6: Principales compuestos fendlicos en la fruta de la granada. Fuente: Imagen adaptada de Viuda-
Martos et al., 2010; Al-Muammar y Khan 2012; Rothwell et al., 2013; Viladomiu et al., 2013; Zarfeshany et
al., 2012 y Zhao et al., 2014.
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1.8 Maduracién de la granada en el arbol

De acuerdo con los mecanismos fisioldgicos implicados en la maduracién de los frutos,
estos se clasifican en dos grupos principales: climatéricos y no climatéricos. Las frutas
climatéricas se caracterizan por un aumento significativo en la respiracion y la produccion
de etileno, lo que activa su maduracién incluso después de ser recolectadas. En
contraste, las frutas no climatéricas, como la granada, no experimentan este incremento
en etileno ni en la respiraciéon durante su proceso de maduracién (Giovannoni, 2001;
Cherian et al., 2014; Giovannoni et al., 2017; Fenn y Giovannoni, 2021; Kou et al., 2021,
Li et al., 2021a). A diferencia de las frutas climatéricas, que pueden continuar madurando
con la aplicacion de etileno exdgeno, la granada solo madura en el arbol (Fray y Grierson,

1993; Alexander y Grierson, 2002; Barry y Giovannoni, 2007; Gapper et al., 2013).

La maduracién de la granada implica una serie de cambios fisiolégicos y bioquimicos
(Mubarok et al., 2019a; Mubarok et al., 2019b), como el aumento de azucares (fructosa y
glucosa), cuya concentracion al momento de la cosecha oscila entre el 3 % y el 8 %, y
una reduccion en la acidez que varia entre el 0,2 % y el 2,5 %, dependiendo de la
variedad (Melgarejo et al., 2000; Poyrazoglu et al., 2002; Mirdehghan y Rahemi, 2007;
Ozgen et al., 2008). Los acidos predominantes, malico y citrico, contribuyen al equilibrio
de dulzor y acidez en el fruto maduro (Famiani et al., 2015). Por otro lado, las vitaminas
también experimentan diversos cambios a lo largo de su desarrollo (Usanmaz, 2014). En
particular, la vitamina C (acido ascoérbico) tiende a disminuir durante las primeras fases de
maduracion del fruto, alcanzando concentraciones finales que oscilan entre 10 y 36 mg
por cada 100 gramos tras la recoleccion (Kulkarni y Aradhya, 2005; Sayyari et al., 2010).
Durante la maduracion también se produce un aumento del color de los arilos debido
principalmente a la acumulacién de las antocianinas (Fawole y Opara, 2013a; Wu y Tian,
2017). En variedades mas acidas, las antocianinas mayoritarias son la cianidina 3,5-
diglucésido y cianidina 3-glucésido, mientras que en variedades menos Aacidas las
mayoritarias son la cianidina 3-glucosido seguida de la delfinidina 3-glucésido (Miguel et
al., 2004; Kulkarni y Aradhya, 2005; D’Aquino et al., 2010). La concentracion de
antocianinas en el fruto maduro depende principalmente de la variedad, y su

concentracion oscila entre valores de 10-200 mg/100 g de peso fresco del fruto
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(Mirdehghan y Rahemi, 2007; Ozgen et al., 2008; Sayyari et al., 2010; 2011). A medida
gue se va desarrollando el fruto también se producen cambios en la concentracion de los
polifenoles, ya que disminuyen de forma significativa durante las primeras etapas de
desarrollo del fruto. Una vez recolectados, la concentracion del contenido fendlico se situa
entre 90-120 mg/100 g de peso fresco del fruto, dependiendo de la variedad (Kulkarni y
Aradhya, 2005; Mirdehghan y Rahemi, 2007; Ozgen et al., 2008; Sayyari et al., 2010). No
obstante, es importante considerar que la concentracion de polifenoles es notablemente

superior en la corteza en comparacion con los arilos (Li et al., 2006).
1.9 Cambios durante la postrecoleccion

La granada, al igual que el resto de los frutos, cuando es recolectada, continta su
actividad metabdlica, lo que da lugar a diversas alteraciones que provocan la disminucion
de su calidad en un corto periodo de tiempo (Pott et al, 2020). La deshidratacion,
aumento de la tasa respiratoria, dafios por frio y la sobremaduracién son las principales
alteraciones que se producen cuando el fruto es recolectado (Mirdehghan et al., 2019).
Ademas, los posibles dafios mecanicos durante la recoleccion y/o manipulacion pueden
originar fisuras en la corteza del fruto, provocando un aumento de la deshidratacion,

pardeamiento y entrada de microorganismos (Heber et al., 2006).

La deshidratacion se debe principalmente al proceso de transpiracion, la cual se define
como la pérdida de agua en estado de vapor por la superficie de los érganos vegetales y
gue depende principalmente de la estructura de la epidermis y del espesor de la cuticula
(Fonseca et al., 2002). La temperatura y la humedad relativa pueden afectar directamente
al proceso de deshidratacion (Fonseca et al., 2002; Caleb et al., 2012a). Por lo tanto, para
reducirla se debe disminuir la temperatura y aumentar la humedad relativa (Mahajan et
al., 2008, Caleb et al., 2012a). La granada es sensible a los dafios por frio, cuando es
almacenada a temperaturas inferiores a 5 °C, los cuales se manifiestan mediante
pardeamiento y depresiones en la corteza (Elyatem y Kader, 1984), contribuyendo asi a la
pérdida de calidad del fruto. Durante la conservacion en frio, también se producen una
serie de alteraciones en la composicion lipidica de las membranas celulares, con una

reduccion significativa de la concentracion de acidos grasos, tanto de los saturados como
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de los insaturados. Esta disminucion origina el incremento en la fuga de electrolitos,
debido a los dafios provocados en la permeabilidad de la membrana (Mirdehghan et al.,
2019).

Por otro lado, durante la conservacion postrecoleccién de la granada, se produce una
disminucion significativa de la acidez, debido a la disminucion de los acidos mayoritarios,
gue afecta significativamente al sabor. Ademas, la firmeza del fruto se reduce y aumenta
el indice de madurez (Kader et al., 1984; Gil et al., 1996; Fawole et al., 2012). En cuanto
a los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante de los arilos de la granada cv.
“Mollar de Elche” también se producen cambios cuando el fruto es recolectado en un
estado de madurez avanzado y se almacena durante largos periodos de tiempo a
temperaturas inferiores a 5 °C (Sayyari et al., 2010; 2011). Ello da lugar a una disminucion
en la concentracion de los polifenoles totales y del contenido del acido ascérbico,
provocando con ello una disminucion de la actividad antioxidante y, por lo tanto, pérdidas
en las propiedades funcionales del fruto. No obstante, estudios llevados a cabo con
granada cv. “Mollar de Elche” recolectada en un estado de madurez mas temprano, se ha
comprobado que aumentd el contenido de polifenoles, antocianinas y actividad
antioxidante (Mirdehghan et al., 2019). Por lo tanto, el estado de madurez, la variedad y el
tiempo de conservaciéon son factores que influyen directamente sobre la evolucion de los

compuestos bioactivos de la granada (Fawole et al., 2012).
1.10 Estrategias de conservacion de la granada

Como se ha comentado en el apartado anterior, la granada presenta pérdidas de calidad
cuando es recolectada. No obstante, existen diferentes estrategias de conservacion que
ayudan a mantener las propiedades organolépticas y funcionales del fruto entre los que

destacan:

1.10.1 Temperatura y humedad relativa

La temperatura es el factor mas importante para controlar la respiracion, transpiracion y el
desarrollo de microorganismos. La conservacion en frio desempefia un papel crucial

como estrategia de conservacion de los frutos, ya que permite prolongar su vida util y
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mantener su calidad (Rapisarda et al., 2008). Las temperaturas inferiores a 10 °C
retrasan los procesos de maduracion y deterioro, ademas de controlar el crecimiento
microbiano. El frio es capaz de reducir la actividad metabdlica en las frutas, aumentando
el tiempo de conservacion. Ademas, el frio actia como inhibidor del crecimiento
microbiano ya que las bajas temperaturas disminuyen la actividad enzimética y
metabdlica de los microorganismos, prolongando la vida util de los frutos. En la granada,
temperaturas entre 5-7 °C pueden alargar la vida comercial del fruto durante 2-3 meses
(Kader et al., 1984; Sayyari et al., 2011). No obstante, las temperaturas inferiores a 5 °C
pueden causar dafios por frio, lo que provoca pardeamientos tanto en la corteza como en
los arilos, ademas de hendiduras en la corteza y la aparicion de podredumbres (Elyatem y
Kader, 1984), reduciendo asi la aceptabilidad del fruto. Diferentes estudios han descrito
gue las variedades de granadas menos acidas, como la granada cv. “Mollar de Elche”,
son mas susceptibles a sufrir dafios por frio en comparacion con las variedades mas
acidas (Wonderfu), y es por ello, que estas primeras se deben almacenar a una
temperatura de 10 °C (Kader et al., 1984). En otro estudio, se ha descrito una
considerable reduccion de los dafios por frio cuando granadas almacenadas a
temperaturas por debajo de los 5 °C fueron sometidas a temperaturas de 20 °C durante
24 horas cada seis dias de almacenamiento en frio (Artés et al., 1998), aunque el ataque
fungico no se inhibié completamente. La humedad relativa es otro factor importante y su
principal objetivo es reducir la pérdida de peso sin aumentar el desarrollo de
microorganismos y podredumbres. La humedad relativa, en la conservaciéon de la

granada se debe situar en torno al 90-95 % (Artés et al., 2000).

1.10.2 Envasado en atmésfera modificada

El envasado en atmosfera modificada es una técnica utilizada en la industria alimentaria
para mantener la calidad de los frutos (Lufu et al., 2018; Artés et al., 2000). Consiste en
modificar la composicién de los gases en el interior de los envases con el objetivo de
reducir el crecimiento de microorganismos y retrasar los procesos de deterioro (Caleb et
al., 2012b). Algunos de los beneficios del envasado de las granadas en atmésfera
modificada son: reduccion de la pérdida de peso, retraso en el proceso de maduracion y

preservar el color natural de la granada, asi como su textura y sabor (Artés et al., 2000;
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Lufu et al., 2020a). Para prolongar el almacenamiento y la vida util de la fruta, los
polimeros que se utilizan para el envasado de la granada estan disefiados para reducir la
pérdida de agua, tasa de respiracién y la proliferacibn microbiana (Artés et al., 2000;
Caleb et al., 2012b). En un estudio llevado a cabo por Lufu et al. (2018) consiguieron
reducir la pérdida de peso y el desarrollo de microorganismos de la granada Wonderful
durante su almacenamiento en frio a 5 °C con el uso de polimeros micro y
macroperforados de 2 milimetros Xtend®. Del mismo modo Selcuk y Erkan (2015)
describieron que las granadas de la variedad Hicaznar envasadas en film Xtend® y
ZOEpac® presentaron una menor pérdida de peso y desarrollo de podredumbres durante
120 dias de almacenamiento en frio a 6 °C. En general, el uso de polimeros para el
envasado de la granada presenta excelentes prestaciones mecdanicas, como la
resistencia a la traccion y a los desgarres y, ademas, a la permeabilidad de los gases
(Siracusa et al., 2008; Caleb et al., 2012b). Sin embargo, los nuevos estilos de vida y
tendencias de consumo que muestran la preferencia de los consumidores por envases
sin plasticos y que sean respetuosos con el medio ambiente, hacen que el uso de
polimeros no se considere una optima herramienta en poscosecha (Motelica et al., 2020).
De ahi surge la necesidad de emplear o llevar a cabo otras estrategias que sean capaces
de garantizar la calidad de la granada durante su conservacion y, ademas, que sean
respetuosas con el entorno medioambiental (Ncube et al., 2020). El uso de plasticos
biodegradables, recubrimientos comestibles o compuestos naturales procedentes de las

plantas, son algunos ejemplos de ello.

1.10.3 Envasado de los frutos en plasticos biodegradables

La tecnologia de envasado de frutas y hortalizas ha experimentado una evoluciéon
acelerada, impulsada por el objetivo primordial de optimizar su conservacion,
comercializaciéon, venta y consumo. En los dltimos afios, ademas de cumplir con estas
funciones bésicas, los envases deben ser también respetuosos con el medio ambiente y
seguros para los consumidores (Abdul Khalil et al., 2018). Ante este nuevo paradigma, se
han desarrollado materiales innovadores con propiedades biodegradables y métodos de
fabricacion sostenibles, que contribuyen a la reduccién de las emisiones de gases de

efecto invernadero y la mitigacion de la formacion de microplasticos (Dedieu et al., 2022).
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Recientemente, se han introducido en el mercado peliculas fabricadas con polimeros
biodegradables, tales como el acido polilactico (PLA) y el Poli(Butilén Adipato-co-
Tereftalato) (PBAT) (Dedieu et al., 2022).

El PLA es un biopolimero derivado de recursos renovables, como el almidon de maiz o la
cafia de azlcar, lo que lo convierte en una opcion para aplicaciones de envasado
sostenible. Se caracteriza por ser biodegradable bajo condiciones industriales de
compostaje y por tener propiedades mecénicas que lo hacen competitivo frente a
plasticos derivados del petréleo, como el polietileno (Siracusa et al., 2008). Sin embargo,
uno de los desafios del PLA es su fragilidad y su limitada capacidad de deformacion, lo
gue restringe su uso en aplicaciones que requieren una mayor flexibilidad. Ademas, el
PLA tiene una alta permeabilidad a gases como el oxigeno (O), di6xido de carbono
(CO) y vapor de agua (H20), lo que limita su capacidad para proteger los alimentos

envasado durante largos periodos de tiempo (Rabnawaz et al., 2017; Khalid y Arif, 2022).

Para superar estas limitaciones, se han desarrollado mezclas de PLA con PBAT, un co-
poliéster alifatico-aromatico que combina propiedades de biodegradabilidad con una
mayor flexibilidad y resistencia mecanica. EI PBAT, aunque derivado de fuentes
petroquimicas, es completamente biodegradable en el suelo y en entornos compostables,
lo que lo convierte en un complemento ideal para mejorar las propiedades del PLA
(Dedieu et al., 2022). Las mezclas de PLA y PBAT han demostrado ser altamente
efectivas para mejorar la resistencia al impacto y a la elongacién o estiramiento, lo que
permite su aplicacion en una gama mas amplia de productos de envasado, incluyendo
peliculas y bolsas flexibles (Changwichan et al., 2018). Sin embargo, el uso de esta
combinacion sigue siendo limitado en la industria del envasado de frutas y hortalizas,
habiéndose documentado hasta la fecha Unicamente en productos como la fruta de la

pasion (Zhang et al., 2019a) y en brocoli (Paulsen et al., 2022).

Las mezclas de PLA-PBAT no solo mejoran las propiedades mecanicas del PLA, sino que
también conservan la biodegradabilidad de ambos componentes. A diferencia del
polietileno lineal de baja densidad (LLDPE), que es altamente resistente a la

biodegradaciéon, los productos fabricados con mezclas de PLA y PBAT pueden
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descomponerse en un periodo mucho mas corto bajo condiciones controladas de
compostaje industrial (Gioia et al., 2021). Esta capacidad de biodegradacion hace que las
mezclas de PLA-PBAT sean una solucidén atractiva para reducir la huella ambiental del

envasado de un solo uso, que ha sido una preocupacion creciente en los ultimos afnos.

Sin embargo, a pesar de sus beneficios ambientales, las mezclas de PLA-PBAT también
presentan desafios. Uno de los principales obstaculos es el costo de produccién, que
sigue siendo superior al de los plasticos tradicionales como el LLDPE. Ademas, el PLA'y
el PBAT tienen diferentes puntos de fusion y velocidades de cristalizacion, lo que puede
complicar el procesamiento de estas mezclas y afectar la calidad del producto final (Rossi
et al., 2015). A pesar de estos desafios, se han logrado avances importantes en la
optimizacién del procesamiento de mezclas PLA-PBAT, mejorando la compatibilidad de

ambos polimeros y aumentando la eficiencia de produccién (Zembouai et al., 2014).

Otro aspecto critico por considerar es la reciclabilidad de las mezclas PLA-PBAT. Aunque
estos materiales son biodegradables, su integracién en sistemas de reciclaje existentes
es limitada. La mezcla de biopolimeros con plasticos convencionales puede afectar
negativamente la calidad del material reciclado, lo que dificulta la implementacion de
sistemas de reciclaje a gran escala para estos productos (Park y Kim, 2014). Sin
embargo, se estan llevando a cabo investigaciones para desarrollar métodos de reciclaje
mas eficientes para los biopolimeros, lo que podria aumentar su viabilidad en el futuro.

En términos de propiedades de barrera, las mezclas de PLA-PBAT presentan una mejora
respecto al PLA puro, aunque siguen siendo inferiores al LLDPE. El polietileno lineal de
baja densidad es conocido por su excelente resistencia a la permeabilidad de gases, lo
gue lo convierte en un material ideal para aplicaciones de envasado de alimentos que
requieren una proteccion a largo plazo. Sin embargo, las investigaciones actuales estan
enfocadas en mejorar las propiedades de barrera de las mezclas PLA-PBAT mediante la
adicion de nanorellenos y otros aditivos que pueden reducir la permeabilidad y mejorar la

estabilidad del material (Changwichan et al., 2018).

Tanto el LLDPE como las mezclas de PLA-PBAT juegan un papel crucial en la industria

del envasado, pero desde perspectivas muy diferentes. Mientras que el LLDPE sigue
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siendo el estandar debido a sus propiedades mecanicas y su versatilidad, el PLA y sus
mezclas con PBAT representan una alternativa mas sostenible en la lucha contra la
contaminacion plastica. A medida que avanza la investigacion en biopolimeros y se
superan los desafios técnicos, es probable que las mezclas PLA-PBAT jueguen un papel
cada vez mas importante en el futuro del envasado sostenible. Las innovaciones en el
procesamiento, reciclabilidad y propiedades de barrera de estas mezclas seran clave
para su adopcién masiva en la industria del envasado (Siracusa et al., 2008; Rabnawaz et
al., 2017; Dedieu et al., 2022).

1.10.4 Recubrimientos comestibles

Los recubrimientos comestibles, conocidos también como peliculas comestibles, son
capas delgadas que se aplican sobre los alimentos con el fin de mejorar su apariencia,
aumentar su vida util y aportar propiedades beneficiosas (Aguirre-Joya et al., 2018). Para
conseguir una fina capa protectora, los recubrimientos pueden ser pulverizados sobre el
fruto, o el fruto puede ser sumergido en ellos (Yousuf et al., 2018; Thakur et al., 2019). El
recubrimiento comestible esta elaborado con ingredientes no téxicos y biodegradables,
como polisacaridos, proteinas y lipidos y actia como capa de barrera contra el
intercambio de solutos, la pérdida de agua y la difusion de los gases (Sabbah et al., 2019;
Korge et al., 2020). En la industria alimentaria, el recubrimiento comestible presenta un
coste de fabricacion asequible, toxicolégicamente es seguro y preserva la calidad del
alimento (Bhardwaj et al.,, 2019). En los ultimos afios, el uso de recubrimientos
comestibles ha mostrado un gran potencial como tecnologia poscosecha para conservar
y alargar la vida util de los frutos durante su almacenamiento (Vargas et al., 2008; Dhall,
2013; Jafarzadeh et al., 2021). En cuanto a la granada, numerosos estudios han
demostrado la eficacia de los recubrimientos comestibles para minimizar la pérdida de
peso y la incidencia de podredumbres en diferentes variedades durante su
almacenamiento en frio (Miguel et al., 2004; Barman et al., 2011; Meighani et al., 2015;
Kawhena et al., 2021). También se han observado resultados similares en otros tipos de
frutos, como citricos (Ali et al., 2021), aguacate (Maftoonazad y Ramaswamy, 2005),
melén (Cong et al., 2007) y pifia (Nguyen, 2020). Actualmente, los recubrimientos

comestibles se combinan con otras tecnologias como el envasado en atmésfera
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modificada, con el fin de mantener la calidad organoléptica de los frutos. Por ejemplo, la
granada de la variedad Wonderful tratada con un recubrimiento de goma arabiga y
almidon de maiz y envasada en atmdsfera modificada presentd una menor pérdida de

peso cuando fue almacenada en frio a 5 °C durante 42 dias (Kawhena et al., 2021).

1.10.5 1-Metilciclopropeno (1-MCP)

El 1-metilciclopropeno (1-MCP) es un compuesto inhibidor de la accion del etileno y tiene
efectos importantes en la maduracion y senescencia en frutos, hortalizas y flores. Este
compuesto ha sido objeto de multiples estudios debido a su capacidad para prolongar la
vida util de productos frescos durante el almacenamiento y transporte, lo que ha
revolucionado las practicas poscosecha. Desde su descubrimiento, mas de un centenar
de estudios han analizado en profundidad sus mecanismos de accidén y aplicaciones

comerciales (Blankenship y Dole, 2003).

A nivel molecular, el 1-MCP actua bloqueando los receptores de etileno presentes en las
células vegetales. Este compuesto tiene una afinidad significativamente mayor por los
receptores de etileno que el propio etileno, lo que le permite ocupar estos sitios y prevenir
la union del etileno, inhibiendo asi las respuestas fisiologicas asociadas a esta hormona
(Sisler y Serek, 2006). Una vez que el 1-MCP se une a los receptores, su efecto persiste
durante un periodo de tiempo considerable, dependiendo de factores como la especie
vegetal, la temperatura y el estado fisiol6gico del producto (Watkins, 2002). Esto detiene
la transcripcion de genes relacionados con la maduracion, retrasando procesos
fisiologicos del fruto, como su ablandamiento y cambios en color y sabor (Yang y
Hoffman, 1984; Fan et al., 1999a; Watkins et al., 2000; Watkins, 2006).

El etileno es responsable de varios procesos de maduracion (Mubarok et al., 2019c), tales
como la abscision de hojas y flores, la descomposicion de la clorofila (responsable del
amarillamiento) y la degradacion de la firmeza de los tejidos vegetales. Al inhibir estas
funciones mediante el bloqueo de los receptores de etileno, el 1-MCP ralentiza la
maduracion y prolonga la vida til de los productos agricolas (Sisler et al., 1996).

Ademas, el 1-MCP también interfiere en la biosintesis del etileno en algunas especies

mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa, lo que refuerza su capacidad de
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inhibicién (Blankenship y Dole, 2003). Las aplicaciones comerciales del 1-MCP han
demostrado ser enormemente beneficiosas en la industria horticola y de floricultura. Este
compuesto se ha utilizado con éxito en una amplia variedad de productos, incluyendo
frutas climatéricas como manzanas, peras, platanos y aguacates, asi como en flores
cortadas y plantas ornamentales (Watkins, 2002). El uso del 1-MCP permite que estos
productos mantengan su firmeza, frescura y apariencia estética durante periodos
prolongados, lo que facilita su almacenamiento, transporte y comercializacion (Serek et
al.,, 1995). En el caso de las flores cortadas, el tratamiento con 1-MCP retrasa
significativamente los efectos del etileno, previniendo la senescencia y la abscision de
pétalos y hojas, lo que extiende considerablemente su vida util (Serek et al., 1995).
Asimismo, en productos horticolas sensibles al etileno, como los tomates y los aguacates,
el 1-MCP permite controlar el proceso de maduracion, lo que contribuye a mejorar la

logistica y reducir las pérdidas poscosecha (Blankenship y Dole, 2003).

El tratamiento con 1-MCP tiene un impacto significativo en la calidad poscosecha de los
productos frescos. En frutas como las manzanas y peras, el compuesto ayuda a
mantener la firmeza y textura crujiente durante meses, lo que mejora la experiencia del
consumidor y prolonga el tiempo en el que las frutas se mantienen comercializables (Fan
et al., 1999b). Ademas, el 1-MCP al retrasar el amarillamiento causado por la
descomposicion de la clorofila, preserva el color y la apariencia visual de los productos, lo
gue es crucial para la percepcion de frescura (Jiang et al., 2001). Asimismo, el uso del 1-
MCP ha demostrado ser efectivo en la reduccion de la produccion de compuestos
volatiles asociados con el proceso de maduracion. Esto contribuye a mejorar no solo el
sabor, sino también la composicién nutricional de los productos almacenados (Fan et al.,
1999a). Su aplicacién en granada mostré resultados positivos, reduciendo
significativamente el pardeamiento de la corteza, asi como la pérdida de peso, la
produccion de etileno y un aumento de la firmeza, acidez titulable y el contenido de
vitamina C (Khademi et al., 2017; Valdenegro et al., 2018; Wan et al., 2023). A pesar de
los multiples beneficios del 1-MCP, existen algunas limitaciones y consideraciones
importantes. Una de las principales limitaciones es la variabilidad en la respuesta de
diferentes especies al tratamiento. Mientras que, en frutas climatéricas, como las

manzanas y los platanos, el 1-MCP es altamente efectivo, en frutas no climatéricas, como
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las fresas o las uvas, su eficacia es limitada debido a la menor dependencia de estas

especies del etileno para su maduracion (Sisler et al., 1999).

Otro aspecto por considerar es que la eficacia del 1-MCP depende de diversos factores
ambientales, como la temperatura y el tiempo transcurrido entre la cosecha y el
tratamiento. El compuesto debe aplicarse lo antes posible después de la cosecha para
obtener los mejores resultados, ya que la exposicion prolongada al etileno antes del
tratamiento puede reducir significativamente su efecto (Jiang et al., 2001). Ademas, con el
tiempo, las plantas pueden regenerar nuevos receptores de etileno, o que eventualmente
restaura la sensibilidad al etileno, limitando la duracion del efecto del 1-MCP (Sisler et al.,
1996). Esto implica que el compuesto no es una solucidon permanente y que se deben
gestionar cuidadosamente los tiempos de almacenamiento y distribucion para evitar una

maduracién repentina y no deseada.
1.11 Tratamientos innovadores: elicitores

Las plantas estan continuamente expuestas a diferentes tipos de estrés, tanto de origen
biético como abidtico (Figura 7), los cuales han sido objeto de estudio en las Ultimas
décadas (Cavanagh et al., 2008; Munns y Tester, 2008; Chinnusamy y Zhu, 2009; Mittler y
Blumwald, 2010). El estrés bidtico, provocado por organismos vivos como bacterias,
virus, hongos e insectos, son una amenaza persistente para las plantas, ya que pueden
causar graves dafios, pérdidas econémicas y escasez de alimentos (Jiménez et al., 2023;
Aina et al., 2022). Estos organismos bioticos pueden afectar el crecimiento y la salud de
las plantas al provocar infecciones, plagas y enfermedades que reducen su productividad
y, en muchos casos, resultan en una pérdida considerable de recursos agricolas (Ali et
al., 2023). Ademas del estrés biotico, las plantas se enfrentan a la amenaza del estrés
abidtico, como la sequia, la salinidad, la alta intensidad luminica, el frio, los nutrientes y
las altas temperaturas (Alnefaie et al., 2023) siendo este Ultimo, uno de los factores mas
investigados en la actualidad (Ahuja et al., 2010; Mittler y Blumwald, 2010; Mittler et al.,
2012; Li et al., 2013). La aplicacion de elicitores ha demostrado ser una estrategia

efectiva en la industria fruticola, ya que mejora la calidad de los frutos y aumenta su
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resistencia frente a enfermedades y estrés ambiental (Thakur y Sohal, 2013; Moreno-
Escamilla et al., 2018; Garcia-Pastor et al., 2020a).

Los elicitores son compuestos naturales o sintéticos (acido salicilico, jasmoénico,
oligogalacturonidos, etc.) capaces de activar las respuestas de defensa de las plantas
(Schreiner, 2005), dando lugar a mecanismos de resistencia y proteccion frente a
patdgenos y condiciones adversas (Caicedo-Lopez et al., 2021). Entre las respuestas
mas relevantes, destacan: 1) Activacion de genes de defensa que codifican proteinas y
enzimas clave involucradas en las respuestas de defensa, como las quitinasas,
glucanasas y enzimas de sefializacion (Burketova et al., 1999). La activacion de estos
genes da lugar a la sintesis de metabolitos secundarios que protegen a las plantas contra
los patdgenos. 2) Produccion de metabolitos secundarios como las fitoalexinas, que son
compuestos producidos en respuesta a la presencia de patdégenos. Los flavonoides,
destacados por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas, y los terpenoides, que
pueden actuar como inhibidores frente a patdégenos, desempefian un papel clave en la
defensa de las plantas (Paladines-Quezada et al., 2019). 3) Activacion de respuestas
antioxidantes para contrarrestar el estrés oxidativo causado por los patégenos y los
factores mediombientales, como las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), peroxidasa (POX) y glutation peroxidasa (GPX) (Pnueli et al., 2003), las
cuales ayudan a neutralizar los radicales libres y a reducir los dafios oxidativos en las
células vegetales (Ge et al., 2019). 4) Fortalecimiento de la pared celular mediante la
deposicién de compuestos como lignina, suberina y calosa, que refuerzan la estructura y
resistencia de la pared celular contra la penetracién de patogenos (Sticher et al., 1997).
Ademas, los elicitores pueden aumentar la produccion de polisacaridos como las
pectinas, que mejoran la cohesién y la estabilidad de la pared celular (Gozzo, 2003). 5)
Respuestas sistémicas adquiridas, lo que se traduce, en la activacién de defensas en
otras partes de las plantas. Estas respuestas implican la transmision de sefiales a través
del sistema vascular, lo que resulta en la activacién de genes de defensa en tejidos
distantes (Ryals et al., 1996). Debido a su capacidad para mejorar la calidad
organoléptica, nutricional y funcional del fruto (Moreno-Escamilla et al., 2017; De la Rosa
et al.,, 2024) y ademas de ser compuestos respetuosos con el medio ambiente, los

elicitores han cobrado gran interés por parte de los investigadores en los ultimos afios (El-
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Gamal et al., 2007). La aplicacion de estos se puede llevar a cabo mediante pulverizacién
foliar, es decir, aplicandolos directamente sobre las hojas, o bien mediante tratamientos

de inmersién de los frutos.
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Figura 7: Representacion esquemdtica de los diferentes tipos de estrés en plantas. Fuente: Imagen
adaptada de Alnefaie et al. (2023).

1.11.1 Jasmonato de metilo (JaMe)

El jasmonato de metilo (JaMe) es un compuesto derivado del acido jasmonico (AJ),
perteneciente al grupo de las oxilipinas, moléculas clave en la sefalizacion de respuestas
al estrés en las plantas. Estas oxilipinas no solo participan en la defensa contra
patégenos y herbivoros, sino que también regulan diversos procesos fisioldgicos, como el
crecimiento y el desarrollo (Li et al., 2018; Pan et al., 2020) (Figura 10). El JaMe ha
ganado popularidad debido a su versatilidad en la regulacion de diversas funciones en las
plantas, asi como por su potencial aplicacion en la biotecnologia agricola (Wasternack y
Hause, 2013).

La biosintesis del jasmonato de metilo se inicia con la liberacién de acido linolénico a
partir de galactolipidos en las membranas de los cloroplastos (Wasternack y Hause,
2013). Este acido graso es procesado a través de una serie de reacciones enzimaticas

mediadas por las lipoxigenasas (LOX) y las aleno 6xido sintasas (AOS), que finalmente
42
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producen &cido jasmonico. Este se convierte en JaMe mediante la accién de la enzima
jasmonato O-metiltransferasa (JMT), produciendo un compuesto volatil que actia como
sefial de defensa (Seo et al., 2001). El JaMe desempefia un papel crucial en la
sefalizacion de defensa de las plantas, a través del complejo SCFCOI1-JAZ. Este
complejo regula la activacion de factores de transcripcion que, en condiciones normales,
estan reprimidos por las proteinas JAZ. En presencia de JaMe o AJ, las proteinas JAZ se
degradan, lo que libera factores de transcripcibn como MYC2, permitiendo la expresion
de genes de defensa (Chini et al., 2007; Yan et al., 2007).

Ademas de su papel en la defensa, el JaMe regula procesos clave como la senescencia,
la maduracion de frutos y la abscisién de hojas. En la maduracién de frutos, induce la
produccién de compuestos volatiles que contribuyen al aroma y sabor, mientras que en la
senescencia promueve la degradacion controlada de proteinas, facilitando la
redistribucién de nutrientes (Wasternack, 2007). Estos procesos son esenciales para el
ciclo de vida de la planta y su capacidad para adaptarse a cambios ambientales. En
términos de impacto en la calidad de los frutos, se ha investigado ampliamente el uso de
JaMe en la horticultura como tratamiento poscosecha para mejorar la calidad de los
productos agricolas. Entre los beneficios de su aplicacion, se incluye la mejora en la
sintesis de compuestos volatiles (Cai et al., 2020), el aumento de los niveles de
antioxidantes, y la inhibicién de la senescencia de los frutos (Zhu et al., 2022). En
particular, se ha encontrado que el JaMe mejora la firmeza de los frutos y retrasa la
actividad de las enzimas que hidrolizan las paredes celulares, lo cual resulta en una vida
atil mas prolongada (Baswal et al., 2020; Wang et al., 2021a). También ha sido utilizado
para inducir la biosintesis de metabolitos secundarios, como los fenoles, antocianinas y
flavonoides, compuestos que no solo mejoran la calidad nutricional de los frutos, sino que
también incrementan su valor antioxidante. Por ejemplo, se ha demostrado que en
cultivos como el tomate (Solanum lycopersicum L.) y las cerezas (Prunus avium L.), la
aplicacion exdgena de JaMe aumenta los niveles de fenoles enddgenos mediante la
activacion de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), una enzima clave en la via
biosintética de los compuestos fendlicos (Flores y del Castillo, 2014; Tao et al., 2022). En
cerezas y mandarinas, por ejemplo, ha demostrado ser eficaz para reducir el dafio por frio

y la degradacién de las membranas celulares, asi como para mitigar el estrés oxidativo
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durante el almacenamiento en frio (Baswal et al., 2020; Pan et al., 2022). En otras frutas,

como los arandanos y los caquis, la aplicacion de JaMe ha resultado en una mayor
firmeza del fruto y en un menor indice de descomposicién, ademas de mejorar la
estabilidad de la pared celular y reducir la peroxidacion lipidica (Cao et al., 2010; Bagheri
y Esna-Ashari, 2022). Ademas de mejorar la firmeza, el JaMe también influye en la
composicion quimica de los frutos, incrementando los niveles de soélidos solubles,
azucares (glucosa, fructosa, sacarosa) y otros compuestos fendlicos. Por ejemplo, en
frambuesas, la aplicacién de JaMe antes de la cosecha resulté en un aumento en el
contenido de quercetina y acido elégico, junto con una mayor actividad de la enzima PAL,
promoviendo asi la biosintesis de flavonoides (Ghasemnezhad y Javaherdashti, 2008;
Flores y del Castillo, 2014). Estos efectos no solo mejoran el sabor y la calidad nutricional
de los frutos, sino que también prolongan su vida util, lo que es crucial para su
comercializacion y consumo. Su aplicacion en frutas como el kiwi ha mostrado resultados
prometedores para reducir la pérdida de peso, minimizar las pérdidas de vitamina C y
mejorar el contenido de fenoles y flavonoides durante el almacenamiento (Lv et al., 2018;
Wu et al., 2020a). En el caso del tomate, se ha observado que el JaMe puede regular la
biosintesis de etileno, una hormona clave en el proceso de maduracién y senescencia de
los frutos, lo que sugiere que la dosis de JaMe aplicada puede tener efectos tanto
inhibidores como estimulantes sobre el etileno dependiendo de la concentracion utilizada
(Tao et al., 2021; Bron et al., 2023).

SENAL

Desarrollo Medio
- Germinacion Ambiente
- Floracién - Estrés abidtico
= Senascencia. Membrana
JASMONATOS
REGULACION DE PROCESDOS FISIOLOGICOS I | RESPUESTA A ESTRES *

Figura 8: Participacion de Jasmonatos a sefales de desarrollo y medio ambiente. Fuente: Imagen
adaptada de Li et al. (2018) y Pan et al. (2020).
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1.11.2 Salicilatos

Los salicilatos son compuestos fendlicos (Cheynier, 2012; Pham, 2015) que las plantas
sintetizan de forma natural como parte de su estrategia de defensa frente a diversas
amenazas externas Yy situaciones de estrés ambiental (Hao et al., 2018; Zhao et al.,
2020; Zhang y Li, 2019). Cuando una planta sufre una agresion, los salicilatos actian
como moléculas de sefalizacion, provocando una respuesta sistémica de defensa en
toda la planta (Tripathi et al., 2019). Esta respuesta incluye la activacién de genes
relacionados con la produccion de proteinas de defensa, antioxidantes y otros

compuestos protectores.

Uno de los compuestos fendlicos mas destacados es el acido 2-hidroxibenzoico, conocido
como acido salicilico (AS), ampliamente estudiado por su relevancia biolégica y
farmacolégica (Dempsey et al., 2011; Lefevere et al., 2020). En plantas, la biosintesis de
AS se origina a partir de dos vias: la via de la isocorismato sintasa (ICS) y la via de la
fenilalanina amonio liasa (PAL) (Torrens-Spence et al.,, 2019; Rekhter et al., 2019;
Lefevere et al., 2020). Ambas son rutas biosintéticas que comienzan en los plastidos a
partir del corismato y varian entre las especies vegetales. Aunque las plantas utilizan
ambas vias de forma simultanea, la ruta ICS es la principal, contribuyendo a mas del 90
% de la sintesis de acido salicilico (Chen et al., 2009; Rekhter et al., 2019). Ambas vias
se originan a partir de un precursor metabolico primario, el corismato. En la via ICS, el
primer paso es la conversion de corismato a su isémero, el isocorismato, mediante la

enzima isocorismato sintasa (Yokoo et al., 2018).

En las plantas, el isocorismato se sintetiza en los plastidos y, posteriormente, se
transporta desde los plastidos al citosol mediante el gen EDS5. Este gen se localiza en la
envoltura del plastido y codifica la enzima transportadora MATE (extrusion de compuestos
toxicos y multirresistencia) plastidial (Yamasaki et al., 2013; Rekhter et al., 2019; Torrens-
Spence et al., 2019). Posteriormente, la enzima isocorismato sintasa se conjuga con L-
glutamato y se convierte en isocorismato-9-glutamato (ICS-Glu) a través de la enzima
amidotransferasa citosdlica. Finalmente, la descomposicion espontanea de ICS-Glu

produce acido salicilico y 2-hidroxiacriloil-N-glutamato. Por otro lado, las plantas utilizan la
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via PAL para sintetizar una fraccion menor (~10%) de acido salicilico y esto ocurre
completamente en el citosol. Aqui, la enzima PAL convierte la fenilalanina en acido trans-
cindmico (t-CA) (Dong y Shang, 2013). Posteriormente, el t-CA se convierte en acido

salicilico a través de dos posibles intermediarios: acido orto-cumarico y benzaldehido.

El 4cido salicilico ha sido empleado en numerosas investigaciones como una herramienta
eficaz para mejorar tanto el rendimiento como la calidad de los frutos en diversas
especies vegetales, especialmente bajo condiciones de estrés hidrico. En cerezos
sometidos a riego deficitario, su aplicacion ha demostrado ser capaz de mitigar los
efectos negativos del estrés hidrico. Ademas, se ha observado un aumento en la calidad
del fruto, con mejoras significativas en el peso, el tamafio y la firmeza del fruto (Gonzélez-
Villagra et al., 2024). Su aplicacion también incrementd la produccion y mejor6é varios
atributos de calidad del fruto, como los solidos solubles totales, el contenido de fenoles y

la actividad antioxidante en el fruto del maqui (Gonzalez-Villagra et al., 2023; 2024).

Su uso en la granada también ha demostrado numerosos beneficios sobre la calidad del
fruto, como por ejemplo, la reduccion del ataque fungico y la disminucion de dafios por
frio durante el almacenamiento. Estos efectos se vieron acompafiados por un aumento en
los solidos solubles totales y la actividad antioxidante (Garcia-Pastor et al., 2020b). Otro
estudio realizado en granada cv. “Hicaznar”, determin6 que el tratamiento poscosecha
con 2 mM de &cido salicilico, combinado con un almacenamiento en atmoésfera
controlada, ayudo a retrasar la pérdida de peso y firmeza durante el almacenamiento,
preservando altos niveles de compuestos antioxidantes como los polifenoles y las

antocianinas (Boshadi et al., 2018).
1.12 Melatonina y acido y-aminobutirico (GABA)

Otras de las sustancias que estan siendo objeto de estudio en la actualidad por su
impacto en la fisiologia y mejora de la calidad de los frutos en las plantas son la
melatonina y el acido y-aminobutirico (GABA). Ambos compuestos han despertado un
gran interés debido a sus multiples beneficios en la regulacion de procesos de defensa y

crecimiento vegetal (Guo et al., 2023; Khan et al., 2024).
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1.12.1 Melatonina

La melatonina es una biomolécula que presenta efectos pleiotropicos, ademas, esta
relacionada con la regulacion de los ritmos circadianos y los ciclos biol6gicos en animales
y plantas (Stehle et al., 2011; Jayarajan y Sharma, 2021). La melatonina (N-acetil-5-
metoxi-triptamina) fue descubierta en el afio 1995 en las plantas y su estructura es similar
a compuestos como el triptéfano, la auxina y la serotonina (Jayarajan y Sharma, 2021).
En plantas, la melatonina actlia como sefal biolégica que participa en varios procesos
como la fotosintesis, el desarrollo, la defensa, la germinacién, la floracién, la
osmorregulacion, y la proteccion frente al estrés bibtico y abidtico (Hattori et al., 1995;
Sharma y Zheng, 2019). Numerosos estudios cientificos han demostrado que la
aplicacion de melatonina en cultivos horticolas es capaz de mejorar la calidad de los
frutos (Madebo et al., 2022), siendo una alternativa al empleo de productos quimicos que

pueden ser nocivos para la salud y el medioambiente (Jayarajan y Sharma, 2021).

Adicionalmente, se ha observado que la melatonina también juega un papel crucial en la
reduccion del estrés oxidativo en plantas, al incrementar la actividad de las enzimas
antioxidantes como la superéxido dismutasa, la catalasa y la peroxidasa (Sharma y
Zheng, 2019). Este efecto antioxidante resulta especialmente beneficioso para prolongar
la vida util de los productos vegetales tras la cosecha. También se ha reportado que este
compuesto mejora la resistencia a condiciones de almacenamiento adversas, como las
bajas temperaturas, que suelen causar dafios por frio en frutas y hortalizas (Madebo et
al., 2022). Por lo tanto, la melatonina no solo tiene aplicaciones agrondmicas en el cultivo,
sino que también podria integrarse en estrategias poscosecha mas sostenibles para

reducir pérdidas econdmicas y minimizar el impacto ambiental.

Las frutas se consumen principalmente como productos frescos, sin embargo, son
alimentos muy perecederos una vez recolectados, dando lugar a una disminucién de su
contenido nutricional y de su calidad organoléptica y, por tanto, provocando un rechazo
por parte de los consumidores (Kerch, 2015). Ademas, durante la maduracion de los
frutos se producen cambios como el ablandamiento, produccién de etileno, pudriciones,

entre otros (Mubarok et al., 2016). Desde hace afios, se han estudiado métodos que
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ayuden a prevenir las pérdidas en poscosecha de los cultivos vegetales, como la
prevencion del efecto del etileno a nivel receptor utilizando 1-metilciclopropeno como
inhibidor del etileno (Mubarok et al., 2022), técnicas de mutacion en genes receptores de
etileno (Wiguna et al., 2021), atmdsferas modificadas y aplicacion de compuestos

quimicos, como fungicidas, ceras y 6xido nitrico (Rastegar et al., 2020b).

1.12.1.1 Biosintesis de la melatonina en plantas

A diferencia de los animales, el proceso de biosintesis de la melatonina en las plantas es
mas complejo. La biosintesis de la melatonina se produce, normalmente en los
cloroplastos, pero también puede producirse en las mitocondrias (Jayarajan y Sharma,
2021). En la sintesis de la melatonina intervienen seis enzimas: L-triptéfano
descarboxilasa (TDC), triptamina 5-hidroxilasa (T5H), serotonina N-acetiltransferasa
(SNAT), acetil serotonina O-metiltransferasa (ASMT), &cido cafeico 3-O-metiltransferasa
(COMT), y putativo triptéfano hidroxilasa (TPH) (Mannino et al., 2021).

El primer paso en el proceso de biosintesis de la melatonina es la conversion del
triptéfano, que es el compuesto clave para la biosintesis de la melatonina, en serotonina a
través de dos vias diferentes; procesos de hidroxilacion y descarboxilacion. La
descarboxilacion es mas frecuente en las plantas que la hidroxilacién. La primera via es
la descarboxilacion del triptéfano a triptamina con la ayuda de la enzima TDC, después la
triptamina se hidroxila en la 52 posicién del anillo de indol para formar 5-hidroxitriptamina
(serotonina) con la ayuda de la enzima T5H. La segunda via implica la hidroxilacion del
triptéfano a 5-hidroxitriptéfano con la ayuda de la enzima TPH, seguida del proceso de
descarboxilacion del 5-hidroxitriptéfano para formar serotonina con la ayuda de la enzima
TDC (Mannino et al., 2021).

El segundo paso en el proceso de biosintesis de la melatonina es el proceso de
conversion de la serotonina en melatonina a través de dos vias diferentes; las enzimas
SNAT catalizan la serotonina en N-acetilserotonina y, a continuacion, la N-acetilserotonina
se convierte en melatonina con la ayuda de las enzimas ASMT. La segunda via es el
proceso de conversion de la serotonina en 5-metoxitriptamina con la ayuda de la enzima

ASMT o COMT, seguido por el proceso de conversion de 5-metoxitriptamina en
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melatonina catalizado por las enzimas SNATs o0 COMT (Tan et al., 2012; Mannino et al.,

2021) (Figura 8).
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Figura 9: Biosintesis de la melatonina en plantas a partir del tript6fano. Fuente: Imagen adaptada de Tan
et al. (2012) y Mannino et al. (2021).

1.12.1.2 Importancia de la melatonina en la maduracién de los frutos

Diversos estudios han demostrado que la melatonina afecta a las vias de la biosintesis
del etileno, sin embargo, difiere entre las diferentes especies vegetales. La melatonina
puede inducir o inhibir la produccién de etileno durante diferentes procesos en las
plantas. En tomates se ha comprobado que aumenta la produccién de etileno mediante la
regulacion de la enzima l1l-aminociclopropano acido carboxilico sintasa 4 (Sun et al.,
2015). Sin embargo, en peras puede reducir la produccion de etileno (Zhai et al., 2018).
Sun et al. (2015) demostraron que la melatonina exdégena aumenta la biosintesis del
etileno antes y después del pico climatérico al aumentar la expresion de la enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) sintetasa junto con la del receptor de etileno.
Ademas, las enzimas implicadas en la hidrolisis de los componentes de las paredes
celulares, los carbohidratos, y en la biosintesis de acidos grasos y fenoles se ven
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afectadas por la melatonina, lo que demuestra que la melatonina exdgena regula la

maduracion y la senescencia de la fruta (Sun et al., 2016).

La aplicacion de melatonina exdégena sobre los frutos afecta los procesos fisioldgicos
durante su maduracion y conservacion (Pang et al., 2020; Xia et al., 2020). La melatonina
puede influir en el contenido de metabolitos presentes en la fruta, ya que puede aumentar
el contenido de &cido ascorbico, fenoles y flavonoides regulando las actividades del acido
cindmico-4-hidroxilasa (CH) y PAL en la via metabdlica fenilpropanoide, que regula la
sintesis de flavonoides y otros metabolitos (Zhang et al., 2020; Fan et al., 2022a).
Generalmente, durante el almacenamiento de los frutos, el contenido del acido ascorbico
disminuye debido al cambio de acido L-ascoérbico a acido dehidroascorbico por el proceso
de la oxidasa del acido ascérbico (Choudhary et al., 2008). Sin embargo, recientes
investigaciones indican que el tratamiento con melatonina puede cambiar el contenido de
acido ascoérbico en la fruta, resultando en un mayor nivel de resistencia al estrés oxidativo

durante su maduracién (Galano et al., 2011; Gao et al., 2016; Rastegar et al., 2020a).

La aplicacién de melatonina en fresas demostré que puede reducir las concentraciones
de malondialdehido (MDA) y H20>, al tiempo que aumenta el contenido total de fenoles y
flavonoides, contribuyendo asi a aumentar su actividad antioxidante (Liu et al., 2018). Sin
embargo, el tratamiento con melatonina en fresas resulté en un menor contenido de &cido
ascorbico (Liu et al., 2018). La respuesta difirid a la del tratamiento con melatonina en
melocotones, donde mostré que mantenia su contenido de acido ascorbico (Gao et al.,
2016; Liu et al., 2018). Esto puede deberse a diferencias entre las especies vegetales, las

condiciones de la fruta y las concentraciones de melatonina.

En la fruta de la granada, se ha demostrado que la aplicacion de melatonina,
especialmente a través del riego de los arboles, no solo aumenté el peso de los frutos,
sino que también mejoro significativamente la concentracion de vitamina C y antocianinas
(Korkmaz et al., 2019). Las Tablas 2 y 3 presentan diversos ejemplos del uso de la
melatonina como tratamiento, tanto en precosecha como en la de poscosecha, aplicados

en distintas frutas y hortalizas.
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Tabla 2: Revision bibliografica del efecto de la melatonina aplicada como tratamiento precosecha en
diferentes frutas y hortalizas. Fuente: elaboracion propia.

Tratamientos precosecha con melatonina

Fruto [uM] Aplicacién Efectos Referencia

L, . 1 peso de los frutos )
100 Pulverizacion foliar (Mollaei y Rastegar, 2024)

1 concentracién de &cido ascérbico
Mandarina

Pulverizacion foliar 1 concentracién de clorofilas »
100 (Nasiri et al., 2024)

Riego 1 actividad enzima fenilalanina amonio liasa (PAL)

Pimiento

1 sélidos solubles totales

100 Pulverizacién foliar 1resi5tencia de la corteza (Zhao et al., 2023)
Pera 4 acidez
" 1 rendimiento del cultivo
300 Pulverizacién foliar 1 sélidos solubles totales y acidez titulable (Carrién-Antoli et al., 2022)
Cereza 4 % frutos podridos y/o rajados

1 contenido de compuestos fendlicos
o . (Medina-Santamaria et
100 Pulverizacion foliar l maduracién del fruto

€

al.,2021)
Albaricoque 4 dafios por frio
1 enzimas: ascorbato peroxidasa, catalasa, etc.
100 Pulverizacion foliar 1" 4cido ascérbico (Shah et al., 2024)
Frambuesa 4 pérdida de peso
* 400 Pulverizacion foliar & dafios por frio (Albornoz et al., 2023)
ABahaca
50 o, . 1 sélidos solubles totales y flavonoides
Pulverizacion foliar (Shah et al., 2023)
100 1 enzimas antioxidantes: catalasa, etc.
Arandanos
° 100 Pulverizacion foliar 1 resistencia frente Botrytis cinerea (Li et al., 2022)
Tomate
4 pérdidas de peso
100 Pulverizacion foliar 4 contenido de compuestos fendlicos (Badiche et al., 2023)

Limén
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Tabla 3: Revision bibliografica del efecto de la melatonina aplicada como tratamiento poscosecha en
diferentes frutas y hortalizas. Fuente: elaboracion propia.

Tratamientos poscosecha con melatonina

Fruto [uM]  Aplicacién Efectos Referencia
Bafio 1 polifenoles y actividad antioxidante
100 . . (Wang et al., 2019)
Tiempo: 30 min.  § aplandamiento y acumulacién de malondialdheido
, 1 firmeza
1000 Inmersion 2 i Srbi ivi i (Rastegar et al., 2020a)
Tiempo: 10 min. 1 é4cido ascorbico y actividad de las enzimas catalasa y 9 "
Mango peroxidasa
1 actividad antioxidante
Inmersion
400 . 1 enzimas: quitanasa, fenilalanina amonio liasa (PAL) (Fan et al., 2022a)
Tiempo: 2 horas
4 ablandamiento e incidencia por antracnosis
Jespecies reactivas de oxigeno
50 Pulverizacion 4 peroxidacién lipidica de membrana (Shang et al., 2021)
Arandanos 1 actividad ascorbato peroxidasa
4 Bafio i | f
« 200-500 . ‘proceso de maduracion del fruto (Hu et al., 2017)
A Tiempo: 2 horas
Platano
4 ablandamiento e incidencia por antracnosis
Bafio
600 ) 4 dafio oxidativo (Fan et al., 2022b)
’ Tiempo: 2 horas
Guayaba 1 enzimas: ascorbato peroxidasa y glutation reductasa
4 produccién de etileno
1000 Pulverizacion 3 pérdida de peso (Onik et al., 2021)
Manzana 1 enzimas: peroxidasa, catalasa, superdxido dismutasa
)y — 4 pérdida de peso e incidencia a podredumbres
Inmersion
100 ) ) 4 tasa de respiracién (Gao et al., 2016)
Tiempo: 10 min.
Melocotén 4 actividad lipoxigenasa y contenido de malondialdehido
¥ pérdida de peso
Inmersion
1000 ) ) 1 enzimas: ascorbato peroxidasa (Bal, 2019)
Tiempo: 90 min.
Clruela 1 polifenoles totales y actividad antioxidante
¥ pérdida de peso y retraso de deterioro del fruto
Inmersion .
100 ) ) ¥ acumulacién perdxido de hidrégeno y malondialdehido (Liu et al., 2018)
Tiempo: 5 min.
Fresa 1 contenido de fenoles y melatonina endégena
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1.12.2 Acido y-aminobutirico (GABA

El GABA, un aminoacido no proteico, fue inicialmente identificado en el tejido del
tubérculo de la patata en 1949 (Steward et al., 1949). Posteriormente, se ha descrito una
variedad de funciones asociadas al GABA en sistemas de microorganismos, animales y
plantas (Ueno, 2000). En sistemas animales, se ha establecido que el GABA es un
neurotransmisor inhibidor esencial en la modulacion del sistema nervioso central (Berl y
Waelsch, 1958; Ben-Ari, 2002). Ademas, se ha propuesto que el GABA desempefia un
papel importante como compuesto bioactivo con efectos promotores de la salud
(Sanders, 1998). En el contexto vegetal, el GABA regula multiples procesos fisiolégicos,
incluyendo la homeostasis del pH citosélico, la modulacién de los flujos de carbono en el
ciclo de los &cidos tricarboxilicos (CAT), el metabolismo del nitrégeno, la proteccién
antioxidante frente al estrés oxidativo, la defensa contra herbivoros y la sefalizacion
celular (Shelp et al., 2012). Uno de los aspectos mas importantes del GABA en las
plantas es su participacion en la respuesta al estrés. Ante condiciones adversas, como la
sequia, la salinidad, las temperaturas extremas y el estrés oxidativo, los niveles de GABA
aumentan rapidamente dentro de los tejidos vegetales. Este incremento se asocia con la
capacidad de la planta para adaptarse a dichas condiciones, promoviendo mecanismos
de defensa y permitiendo que los procesos fisiolégicos sigan adelante, incluso en
situaciones criticas (Kinnersley y Turano, 2000). El papel del GABA en este sentido es
clave para la homeostasis celular y la proteccion contra el dafio oxidativo, ayudando a la

planta a sobrevivir en entornos hostiles (Ramesh et al., 2015).

Ademas de su funcion en la respuesta al estrés, el GABA esta profundamente implicado
en el metabolismo del carbono y el nitrdgeno, dos elementos fundamentales para el
crecimiento y la maduracion de las plantas. Este compuesto actia como una molécula de
sefalizacion que regula la produccion de energia y la asignacion de recursos, facilitando
un uso eficiente de las reservas energéticas durante las etapas cruciales de la
maduracion (Fait et al., 2008). Dado que la demanda metabdlica aumenta
considerablemente en este proceso de estrés, el GABA contribuye a optimizar la
conversion de nutrientes y el balance energético, aspectos esenciales para la formacion y

calidad final de los frutos y otros 6rganos vegetativos.
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Otra funcion importante del GABA es su influencia en el control del crecimiento celular. A
través de la regulacion de la elongacion celular, el GABA interviene en el tamafio y forma
de los tejidos y érganos de la planta (Shelp et al., 1999). Durante la maduracion, este
proceso es especialmente relevante en frutas, flores y hojas, ya que determina el
desarrollo estructural y la preparacion de los tejidos para funciones reproductivas o de
almacenamiento. Por lo tanto, la capacidad del GABA para controlar el crecimiento celular
tiene implicaciones directas en la eficiencia del ciclo de vida de las plantas, favoreciendo
el desarrollo 6ptimo de sus componentes estructurales. EI GABA también juega un papel
central en los procesos de sefializacién y desarrollo en las plantas. Actla como una
molécula de sefalizacion en diversos procesos, como la germinacion de semillas, el
crecimiento de las raices y la floracion (Ramesh et al., 2015). Durante la maduracion de
los organos reproductivos, los niveles de GABA fluctian, modulando la tasa de
crecimiento y el momento de la maduracion (Bouché y Fromm, 2004). Este control en la
temporalidad del desarrollo es critico, ya que asegura que la planta maximice sus
recursos y optimice su rendimiento reproductivo, ajustdndose a las condiciones

ambientales y fisioldgicas internas.

1.11.2.1 Biosintesis del &cido y-aminobutirico (GABA) en las plantas

En las plantas, el GABA se produce principalmente a través de una ruta metabdlica
especializada conocida como la derivacion del GABA. Esta via metabdlica, que es una
alternativa al CAT, permite la conversion de glutamato a succinato mediante una serie de
reacciones catalizadas por tres enzimas clave. El primer paso de la derivacién del GABA
implica la descarboxilacion del glutamato a GABA, una reaccion irreversible catalizada
por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD), que requiere piridoxal fosfato (PLP) como
cofactor. Este proceso es fundamental ya que elimina el grupo carboxilo del glutamato,
generando GABA y CO2 como subproducto. A continuacion, el GABA es transaminado a
semialdehido succinico (SSA) en una reaccion catalizada por la enzima GABA
transaminasa (GABA-T), que puede utilizar como aceptores de amino tanto el piruvato
(en cuyo caso se forma alanina como coproducto) como el a-cetoglutarato (formando
glutamato). Es importante destacar que esta conversion es reversible, lo que permite que

el GABA actie como intermediario metabdlico en varias condiciones fisiolégicas.
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Finalmente, el SSA es oxidado irreversiblemente a succinato por la accion de la succinico
semialdehido deshidrogenasa (SSADH). Este paso asegura que el succinato ingrese al
CAT, contribuyendo a la produccion de energia en la célula (Figura 9). Ademas, esta
Ultima reaccion cierra la ruta del GABA, permitiendo la integracion del carbono derivado
del glutamato en el metabolismo central a través del ciclo de Krebs. Este sistema juega
un papel crucial no solo en la homeostasis del GABA y del glutamato, sino también en la
regulacion del estrés oxidativo, la sefalizacion celular y la respuesta a factores
ambientales. La naturaleza de las reacciones catalizadas por las enzimas de la derivacion
del GABA, con pasos tanto irreversibles como reversibles, permite una regulacion
dindmica y una modulacion adaptativa de esta via en funcidn de las demandas
metabdlicas de la planta (Bouché y Fromm, 2004). Este mecanismo metabdlico también
se ha relacionado con la respuesta al estrés abidtico anteriormente mencionado,
incluyendo condiciones como el estrés hidrico, la salinidad y la deficiencia de nutrientes,
debido a la capacidad del GABA para actuar como una molécula sefalizadora en las

células vegetales.

~

Succinate | CA-CYeEle o Ketoglutarate
$X.SCS a-KC‘iy t
: Succinyl-CoA
- ; NADH
i e ie LIRSS N RESS .SSADH'
< >(mdochondnal)
L MNAD+ v
Oxidative
Phosphorylation

GAD

{eytosalic, Cazvcalmodulin
regulated in plarms)

s

GABA-T GABA
(mitechondrial)

Figura 10: Via metabdlica del acido y-aminobutirico (GABA). Fuente: Imagen adaptada
de Bouché y Fromm, (2004).
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1.11.2.2 Efectos del 4cido y-aminobutirico (GABA) en los frutos

El GABA ha demostrado ser un modulador clave en la mejora de los atributos
organolépticos y nutricionales de los frutos, gracias a su capacidad para regular procesos
metabdlicos relacionados con el almacenamiento de azUcares y la sintesis de
compuestos secundarios. Esto impacta directamente en la calidad del fruto, influyendo en
caracteristicas esenciales como el sabor, la textura y el contenido nutricional (Fait et al.,
2008). La relevancia de este efecto se refleja en la agricultura y la industria alimentaria,

donde la calidad del fruto es un factor determinante para el éxito comercial.

Durante las etapas finales de la maduracion, los cambios metabdlicos en las células
vegetales tienden a alterar el pH, y el GABA desempefia un papel fundamental en el
mantenimiento de este equilibrio, garantizando asi un entorno adecuado para las
reacciones bioquimicas necesarias (Shelp et al., 1999). Este control del pH es
fundamental para preservar la integridad funcional de las células y asegurar una

maduracion 6ptima, lo que repercute positivamente en la calidad fisiol6gica del fruto.

El creciente interés en el GABA dentro del ambito de la fisiologia poscosecha ha
permitido entender mejor su papel en la regulacion del metabolismo vegetal (Shang et al.,
2011; Li et al., 2021b). En concreto, el GABA regula el crecimiento celular mediante la
modulacién de transportadores anionicos en las plantas, lo que afecta el balance ionico
celular y, en consecuencia, la turgencia y expansion celular (Ramesh et al., 2015). Este
proceso es particularmente critico en frutas como el tomate y el platano, donde un
crecimiento adecuado depende de una correcta regulacion de estos transportadores
(Bown y Shelp, 1997; Fait et al., 2008). En el caso del tomate, se ha observado que una
mayor acumulacién de GABA durante la maduracion esta asociada con un incremento en
el tamafio celular y una mejora en los atributos organolépticos, como el sabor y la textura
(Forde y Lea, 2007; Li et al., 2021b). De forma similar, en el platano, el GABA contribuye
a la regulacién del equilibrio osmdético, promoviendo un desarrollo celular adecuado
durante la maduracion (Bose et al., 2014). Ademas, el GABA actia como una reserva
importante de carbono y nitrogeno, siendo fundamental en situaciones de estrés

ambiental, como sequia 0 bajas temperaturas. En estas condiciones, el metabolismo del
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GABA se activa como una estrategia adaptativa, lo que permite a la célula vegetal
mantener su homeostasis y reducir el dafio causado por estos factores adversos
(Kinnersley y Turano, 2000; Renault et al., 2010). Esta respuesta adaptativa es crucial en
frutas expuestas a variaciones climaticas extremas, ya que contribuye a preservar la
integridad tisular y favorece una recuperacidon mas rapida tras el estrés (Shelp et al.,
1999; Ramesh et al., 2015; Bouché y Fromm, 2004). En otros frutos como en uvas y
citricos, el GABA estabiliza el pH celular y regula el flujo i6nico a través de las
membranas, protegiendo las células de dafios irreversibles causados por fluctuaciones en
el entorno (Renault et al., 2010; Li et al., 2021b). Ademas, los niveles de GABA tienden a
aumentar en respuesta a infecciones fungicas, lo que sugiere que desempeiia un papel
crucial en las defensas bitticas de las plantas (Shang et al., 2011). En frutos como las
fresas y las manzanas se ha propuesto que el GABA podria estar involucrado en la
regulacion de compuestos fendlicos, esenciales para las respuestas antioxidantes y la

mejora de la calidad nutracéutica (Li et al., 2021b).

Més alld de su impacto durante el desarrollo y la respuesta al estrés, el GABA tiene un
papel clave en la calidad poscosecha. Su manejo adecuado durante esta etapa ha
demostrado ser una estrategia eficaz para prolongar la vida util y mejorar las
caracteristicas organolépticas de los frutos. En melocotones, por ejemplo, el tratamiento
exogeno con GABA ha reducido significativamente el deterioro, mejorando la firmeza y
disminuyendo la pérdida de peso durante el almacenamiento (Shang et al., 2011). En
frutas tropicales como el platano y la pifia, el GABA ha demostrado reducir el
oscurecimiento de la piel y preservar los compuestos antioxidantes durante el
almacenamiento a bajas temperaturas, o que subraya su potencial como herramienta
eficaz para mejorar la calidad y prolongar la vida util en el mercado global (Bose et al.,
2014). Ademas, su aplicacién en el melocotén redujo los dafios por frio durante el
almacenamiento a bajas temperaturas, preservando la integridad estructural del fruto y

extendiendo su vida util (Shang et al., 2011).

Su capacidad para incrementar la resistencia a condiciones adversas y su impacto
positivo en la firmeza y calidad sensorial de los frutos sugieren un gran potencial para

futuras investigaciones y aplicaciones comerciales en el manejo poscosecha (Shelp et al.,
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1999; Ramesh et al., 2015). Las Tablas 4 y 5 presentan diversos ejemplos del uso del
GABA como tratamiento, tanto en precosecha como en la de poscosecha, aplicados en

distintas frutas y hortalizas.

Tabla 4: Revision bibliografica de los efectos del GABA aplicado como tratamiento precosecha en
diferentes especies vegetales. Fuente: elaboracion propia.

Tratamientos precosecha con GABA

Fruto [uM] Aplicacién Efectos Referencia
@ 1 firmeza, acidez y sdlidos solubles totales
& 50000 Pulverizacion foliar f concentacion de antocianinas (Carrién-Antoli et al., 2024)

Cereza 1 actividad enzimas antioxidantes

4000  Pulverizacién foliar 1 tolerancia a la salinidad del suelo (Feng et al., 2023)

1 tolerancia a la sequia
1000 Pulverizacién foliar (Cheng et al., 2023)
1 firmeza del fruto

€<

Manzana

1 crecimiento de la planta y peso del fruto

2000  Pulverizacién foliar ¥ concentracién de clorofilas (Igbal et al., 2023)

. 1 sélidos solubles totales
Pimiento

1 aminoacidos (L-glutamina, L-alanina, etc.) B
10000 Riego (Hijaz et al., 2018)
1 concentracién de GABA endégeno

%)

Naranja

5000 Riegos 1 resistencia al estrés salino (Wu et al., 2020b)

Tomate

60000 Pulverizacién foliar 1 actividad enzimas antioxidantes (Ehsanimehr et al., 2024)

.

Rosa

1 tamafio de los frutos )
100000 Pulverizacion foliar (Badiche et al., 2024)
1 rendimiento de la cosecha

ﬁ

Limén

|—58
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Tabla 5: Revision bibliografica de los efectos del GABA aplicado como tratamiento poscocsecha en
diferentes especies vegetales. Fuente: elaboracion propia.

Tratamientos poscosecha con GABA

Fruto [uM] Aplicacién Efectos Referencia
M
100 Inmersion ¥ dai . (zh tal., 2022)
Tiempo: 20 min. dafios por frio ouetal,
Melocotdn
1 firmeza
Inmersion
200 ' ) ) 1 &cido ascérbico y polifenoles totales (Rastegar et al., 2020b)
Tiempo: 5 min.

Mango 1 actividad antioxidante

Inmersion
100 ) ) 1 resistencia frente a Alternaria alternata (Yang et al., 2017)
Tiempo: 20 min.

Tomate

1 flavonoides totales

e
S

Inmersion
5000 ) ) 1 carotenoides (Zhang et al., 2023)
Tiempo: 10 min.

¥ pérdida de peso

Nispere
1 concentracion clorofilas
o 1000 Inmersién 3 (F tal,, 20220)
ardi an et al., c
Tiempo: 10 min. pérdidas de peso

Oliva 4 dafios por frio
Inmersién ¥ pérdida de peso
10000 X . (Zhang et al., 2024)
Tiempo: 15 min. 1 antocianinas y flavonoides totales
Fresa

y 4 dafios por frio
Inmersién

L 2000 ) ) 1 polifenoles totales (Wang et al., 2014)
- Tiempo: 15 min.

1 actividad antioxidante

Inmersién
10000 ) ) 1 firmeza (Yan et al., 2024)
Tiempo: 10 min.
Kiwi
r “ Inmersién ¥ dafios por frio
. 2500 . ) . (Mekontso et al., 2021)
- ! Tiempo: 5 min. 1 actividad enzimatica
Carambols
i Pulverizacion 4 pérdida de peso .
= 10000 . . (Saeedi et al., 2022)
- Tiempo: 3 min. 4 actividad polifenoloxidasa
Pistacho
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2. OBJETIVOS

En relacion con los problemas de calidad que presenta la granada, y basandose en las
estrategias y estudios previos mencionados, se considera fundamental llevar a cabo un
estudio sobre los tratamientos pre y poscosecha con elicitores y otras estrategias de
conservacion en la variedad de granada cv. “Mollar de Elche”. De esta forma se podrian

ofrecer soluciones a un problema real que afecta la comercializacion de este fruto.

Ademas, al aumentar la tolerancia al dafio por frio y activar los sistemas de defensa
antioxidante mediante la aplicacion de estos compuestos, serd posible reducir las
pérdidas de calidad causadas durante el almacenamiento y comercializacién poscosecha.
Asimismo, se pretende conservar o mejorar las propiedades antioxidantes de los frutos, lo

gue representara un beneficio adicional para la salud de los consumidores.

Por lo tanto, el objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es mejorar el color y
reducir la presencia de dafios por frio en la granada cv. “Mollar de Elche” mediante la

aplicacion de tratamientos precosecha con melatonina y acido y-aminobutirico (GABA).

Asimismo, se evaluaran otras estrategias de conservacién en poscosecha, como la
aplicacion de 1-metilciclopropeno (1-MCP), jasmonato de metilo (JaMe) y el uso de
peliculas plasticas convencionales y biodegradables, para determinar su efecto en la

calidad del fruto. A su vez, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

I. Evaluar la influencia de los elicitores en el fruto de granada cv. "Mollar de Elche":
Analizar su efectividad en el redimiento del cultivo, en la optimizacion de la coloracién y
la mitigacion de los dafios por frio, asi como su incidencia en otros parametros de

calidad del fruto.

Il. Determinar el efecto de estrategias poscosecha basadas en 1-MCP y JaMe:
Estudiar como el 1-metilciclopropeno (1-MCP) y el jasmonato de metilo (JaMe) impactan

en la calidad fisica, quimica y sensorial de la granada durante el almacenamiento.

lll. Examinar la efectividad de las peliculas plasticas en la conservacion poscosecha:
Evaluar su capacidad para reducir las pérdidas poscosecha, minimizar los dafios por frio
y mantener la calidad comercial de la granada.
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3. MATERIALES Y METODOS

En esta parte se detallan las propiedades fundamentales del material vegetal empleado,
las condiciones bajo las cuales se realizaron los experimentos, los tratamientos aplicados
antes y después de la cosecha, los analisis efectuados y el modelo estadistico utilizado

en el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

3.1 Material vegetal y disefio experimental

Los estudios que conforman esta Tesis Doctoral se llevaron a cabo a lo largo de distintas
campafias agricolas (2019, 2020, 2021 y 2022) utilizando seis cultivares de granada
Wonderful, Kingdom, Bigful, Acco, Purple Queen y Mollar de Elche. (Figura 11). Los
granados se encontraban localizados en una plantacion comercial en Albatera, al sur de
la provincia de Alicante, Espafa, con una separacion de 6 x 5 metros. En el cultivo de
granada se siguieron practicas agricolas convencionales en cuanto a la fertilizacion,
aplicando 160 kg hal de nitrogeno, 80 kg hal de fésforo y 160 kg hal de potasio
(relacion N/P/K). El riego se realiz6 mediante un sistema de goteo con ocho emisores por
arbol, cada uno suministrando 4 L/h de agua. El programa de riego se distribuyé de la
siguiente manera: dos ciclos de 1 hora por semana en abril, dos ciclos de 2 horas por
semana de mayo a septiembre, y un ciclo de 1 hora por semana en octubre. Las
condiciones climaticas en el campo de cultivo (UTMX: 694,006.000 UTMY:
4,234,860.000) fueron: un clima mediterraneo semiarido, con temperaturas medias
anuales de 18,90, 19,52, 20,01 y 20,06 °C para 2019, 2020, 2021 y 2022
respectivamente; temperaturas maximas en verano, de junio a septiembre, de 30,35,
32,23, 32,89 y 34,40 °C para 2019, 2020, 2021 y 2022 respectivamente; y una
precipitacion acumulada de 285,43, 233,37, 226,08 y 188,90 mm para 2019, 2020, 2021 y
2022, respectivamente. Durante los experimentos, se llevaron a cabo labores de poda,
aclareo, fertilizacion y riego, siguiendo las practicas agricolas convencionales para cada

cultivo.

El disefio experimental se estructuré en blogues completamente al azar, ajustando el
numero de réplicas y arboles segun el tratamiento y el afio. La recoleccion de los frutos

se efectud con base en criterios comerciales, tales como el tamafo, el color y el peso.
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Los tratamientos empleados en los experimentos de esta tesis doctoral fueron preparados
siguiendo un determinado protocolo y bajo unas mismas condiciones. La melatonina y el

acido y-aminobutirico (GABA) fueron adquiridos de Sigma (Sigma-Aldrich, Madrid,

Espafa), y el jasmonato de metilo (JaMe) y el 1-Metilciclopropeno (1-MCP) se adquirieron
de Agro-Fresh (Inc., Filadelfia, PA, USA).

Los tratamientos prerecoleccion se realizaron en horas tempranas de la mafiana y bajo
condiciones meteorologicas favorables, asegurando la ausencia de prevision de lluvias o
vientos para las siguientes 24 horas, mediante la pulverizacion foliar. Se realizaron cinco
aplicaciones a lo largo del ciclo de desarrollo del fruto (30, 60, 90, 105 y 120 dias después

de la floraciéon: T1, T2, T3, T4 y T5), siendo el ultimo tratamiento aplicado 3 dias antes de

CAMPANAS
ﬁ

TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO
CARACTERIZACION | PRERECOLECCION | PRERECOLECCION | PRERECOLECCION | PRERECOLECCION POSRECOLECCION | POSRECOLECCION
MELATONINA GABA MELATONINA GABA

la cosecha.

WONDERFUL - ) - Polietileno lineal de

KINGDOM baja densidad Jasmonato de
BIGFUL (LLPDE) metilo
MOLLAR DE
ELCHE 0.1 mM 10 mM 0.1mM 100 MM Acido polilactico (e
PURPLE QUEEN 0.3mM 50 mM (PLA) y Poli(Butilén 1-Metilciclopropeno
ACCO 0.5mM 100 mM Adipato-co- (1-MCP)

Tereftalato) (PBAT)

Figura 11: Estudios que conforman la presente Tesis Doctoral durante diferentes campafias agricolas.
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3.1.1 Tratamientos y concentraciones empleados en prerecoleccion

« Control: los arboles fueron pulverizados con una solucién de Tween 20 al 0,1 %.

« Melatonina: Los tratamientos se realizaron durante la campafia de 2019 y 2020 a
concentraciones de 0,1, 0,3 y 0,5 mM. Estas concentraciones fueron elegidas de
acuerdo con informes previos en los que se evalud el efecto de la melatonina, aplicada
como tratamiento de precosecha, en las propiedades de calidad de otras especies
frutales (Liu et al., 2016; Tijero et al., 2019; Abd EI-Naby et al., 2019). Para cada una de
las concentraciones se seleccionaron un total de 9 arboles organizados en 3 bloques
de 3 arboles. Se aplicaron tres litros de la solucion por cada arbol (que contenian 0,1 %

de Tween 20) mediante pulverizacion foliar.

e Acido y-aminobutirico (GABA): Los tratamientos se realizaron durante la campafia de

2019 a concentraciones 10, 50 y 100 mM, siguiendo estudios previos. Basandose en el
experimento llevado a cabo en la temporada 2019 en el fruto de granada, se volvié a
repetir el experimento en la temporada 2020 con la concentracion de 100 mM, ya que
obtuvo los mejores resultados en términos de rendimiento y caracteristicas de calidad
del fruto. Al igual que con el tratamiento de melatonina, para cada una de las
concentraciones se seleccionaron un total de 9 arboles organizados en 3 bloques de 3
arboles y se aplicaron tres litros de la solucion por cada arbol (que contenian 0,1 % de

Tween 20) mediante pulverizacion foliar.

3.1.2 Tratamientos y concentraciones empleados en posrecolecciéon

« Jasmonato de metilo (JaMe): el tratamiento se realiz6 en la campafia 2022 con la
concentracion de 0,01 mM en fase de vapor. Se seleccion6 esta concentracién en base
a otros estudios preliminares, donde se conseguié mejorar los parametros de calidad
del fruto (Garcia-Pastor et al., 2020a). La aplicacion del JaMe se llevé a cabo aplicando
la concentracion descrita sobre un papel de filtro colocado en el interior de un recipiente

de 130 litros con los frutos y cerrado de forma hermética durante 24 horas a 20 °C.
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« 1-Metilciclopropeno (1-MCP): el tratamiento se realiz6 en la campafia 2022 con la
concentracion de 1000 nL L-1. Esta concentracion se selecciond en base a otros
estudios donde se consiguié mejorar los parametros de calidad de otros frutos (Li et al.,
2016). La aplicacion del tratamiento con 1-MCP se llevo a cabo combinando tabletas
disponibles comercialmente con una solucién activadora colocadas en el interior de un

recipiente hermético de 130 litros con las granadas durante 24 horas a 20 °C.

» Envasado de los frutos; LLPDE, PLA-PBAT: el tratamiento se realizé en la campafa

2021. Las peliculas plasticas empleadas fueron: polietileno lineal de baja densidad
(LLPDE), acido polilactico (PLA) y Poli(Butilén Adipato-co-Tereftalato) (PBAT). La
técnica de envasado consistié en envolver cada fruto con una lamina plastica de 25 x
25 cm, ajustandola sobre la piel de la granada, empezando por la zona del céliz y
cerrando en el area del pedunculo mediante un giro en el plastico. Se utilizdé cinta
adhesiva en el punto de cierre para asegurar que no se abriera. El plastico quedaba en
contacto directo con la superficie del fruto, actuando como una "segunda piel". Los
frutos envasados se colocaron en cajas alimentarias con el caliz orientado hacia arriba.

Las caracteristicas de los plasticos empleados son las siguientes (Tabla 6).

Tabla 6: Composicion, tasa de transmision de CO2, Oz y vapor de agua de las peliculas plasticas
empleadas para el envasado de los frutos.

Polietileno lineal de Acido polilactico (PLA) y

baja densidad Poli(Butilén Adipato-co-
(LLPDE) Tereftalato) (PBAT)
Composicion 100 % 5 % PLA - 95 % PBAT

Tasa de transimision de
CO2 (cm3 m-2 d-1 Pa-1) 5,2 x 10-t 6,0 x 10-1
(23 °C, 0 % H.R.)

Tasa de transmision de O>
(cm3 m-2d-1 Pa-l) 8,0 x 102 5,5 x10-2
(23 °C, 0 % H.R.)

Tasa de transmision de
vapor de agua
(g m2d-t pPal)
(38 °C, 90 % H.R.)

4,0 x 104 3,0 x 10-2
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3.1.3 Almacenamiento vy conservacién de los frutos

Independientemente del tratamiento al que fueron sometidos, todos los frutos se
almacenaron en poscocsecha en una cadmara frigorifica configurada a una temperatura de
2 0 10 °C y una humedad relativa del 85 %. Para garantizar la seguridad y la estabilidad
de las muestras, se utilizaron cajas de plastico especificamente disefiadas para el

almacenamiento de alimentos.

En cada caja se colocaron 15 o 30 frutos, segun el experimento, organizados en tres
réplicas. Cada repeticion constaba de cinco frutos, cuidadosamente separados entre si
por una capa de papel de filtro de laboratorio, lo que evitdé el contacto directo entre
repeticiones y minimiz6 posibles interacciones entre los frutos de cada réplica.

Para asegurar la homogeneidad de las condiciones de almacenamiento, las cajas se
colocaron estratégicamente dentro de la camara frigorifica, evitando ubicarlas en areas
de exposicion directa al flujo de aire del ventilador. Esta disposicion buscé prevenir la
influencia de corrientes de aire frio sobre los frutos, que podrian causar deshidratacion o
variaciones en las condiciones de temperatura y humedad de estos, garantizando asi la

uniformidad del entorno de almacenamiento para todos los tratamientos.

3.2 Rendimiento del cultivo: kg por arbol y namero de frutos por arbol

Debido a que los frutos en un mismo arbol no maduran de manera uniforme, es decir,
algunos frutos alcanzan su punto éptimo de maduracion antes que otros, en algunas
campanfas se realizaron dos cosechas en lugar de una sola. Estas cosechas se llevaron a
cabo con un intervalo de 15 o 20 dias con el objetivo de maximizar la calidad y cantidad
de frutos recolectados. En cada una de estas fechas de recoleccion, se registraron dos
variables clave: el peso total de los frutos recogidos por arbol (en kilogramos) y el nimero

de frutos cosechados por arbol.
3.3 Pérdida de peso

El peso de los frutos fue registrado tanto en el momento de la cosecha como tras cada

periodo de almacenamiento. La pérdida de peso se calculdé y se expresé en forma de
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porcentaje (%) en relacidon con el peso inicial de los frutos empleando la siguiente

formula: Pérdida de peso (%) = ((Peso inicial - Peso final) / Peso inicial) x 100.
3.4 Tasa de respiracién y concentracion de CO2y O2 en el interior de los frutos

Para medir la tasa de respiracion de los frutos, cada lote fue herméticamente sellado
durante 60 minutos en un recipiente de 4,5 litros. Se extrajo una muestra de 1 mL de la
atmosfera interna del recipiente y se inyecté en un cromatdgrafo de gases Shimadzu TM
14A (Kyoto, Japodn), equipado con un detector de conductividad térmica, siguiendo el
procedimiento descrito por Sayyari et al. (2011). Los resultados fueron expresados en mg
CO2 kgl hl Para las granadas envasadas en las peliculas plasticas, la muestra se
obtuvo insertando la jeringa en el espacio existente en el caliz del fruto, extrayendo la
atmosfera interna y posteriormente, se inyectdé en el mismo cromatégrafo previamente

mencionado. Los resultados de la concentracion de CO. y O2 fueron expresados en kPa.
3.5 Color de la corteza externa, internay de los arilos

El color externo de los frutos de granada se evalué midiendo en seis puntos distribuidos
uniformemente alrededor del perimetro ecuatorial de cada fruto. Para estas mediciones,
se utilizo el sistema de color CIE Lab con un colorimetro (CRC200, Minolta Camera Co.,
Tokio, Japdn), que permite obtener valores precisos de los parametros de color. Para
determinar el color interno de la corteza, se siguié un procedimiento similar al de la
corteza externa, pero tras dividir cada granada en dos mitades y retirar cuidadosamente
los arilos. El color de los arilos también se midi6 después de cortar la granada en dos
mitades, asegurando asi una evaluacion uniforme y precisa. Los valores obtenidos para
cada medicién se expresaron en términos de los parametros CIE L*, a* y b* que
describen la luminosidad y los componentes de color en el espacio CIE Lab. Ademas, se
calculo el angulo hue*, mediante la formula arctg (b*/a*), para ofrecer una representacion

adicional del color en términos de tonalidad.
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3.6 Firmeza

La firmeza del fruto se evalu6 en cada fruto, midiendo la fuerza requerida para alcanzar
una deformacién del 5 %, empleando un Analizador de Textura TX-XT2i (Stable
Microsystems, Godalming, Reino Unido). Los resultados se expresaron como la relaciéon
entre la fuerza aplicada para lograr el porcentaje de deformacion y la distancia recorrida
por el dispositivo, proporcionando una medida precisa de la resistencia del fruto ante la

compresion.
3.7 indice de dafios por frio

El indice de dafios por frio se evalud de forma individual en cada fruto, tanto en la corteza
externa como la corteza interna, basada en el porcentaje de la superficie de la corteza
afectada por sintomas de deshidratacién, pardeamiento y/o picado, siguiendo el método
descrito por Garcia-Pastor et al. (2020a) (Figura 12). Para ello, se utiliz6 una escala
heddnica de 5 puntos: 1 (sin sintomas), 2 (1-10 %), 3 (11-30 %), 4 (31-50 %) y 5 (> 50 %).
El indice de dafios por frio se calculé con la siguiente formula: (3 (valor de la escala
heddnica) x (nimero de frutos con la puntuacién correspondiente))/namero total de frutos

de la muestra.

000090
RELSS

Figura 12: Escala hedonica de 5 puntos, donde 1 (sin sintomas), 2 (1-10 %), 3 (11-30 %), 4 (31-50
%) y 5 (> 50 %). Fuente: Imagen adapta de Garcia-Pastor et al. (2020a).
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3.8 Toma de muestras para las siguientes determinaciones analiticas

Para las determinaciones que requerian muestras de la corteza interna, corteza externa o
arilos, se tomaron muestras de los cinco frutos de cada repeticion, garantizando con ello
gue las mediciones representaran de manera precisa la variabilidad natural entre los
frutos dentro de cada grupo experimental. De esta forma se obtiene una media mas
representativa, reduciendo la influencia de posibles variaciones individuales vy
proporcionando una evaluacion mas fiable de las caracteristicas de cada tratamiento o

condicion experimental.
3.9 Fuga de electrolitos

La permeabilidad de la membrana en la corteza de la granada se determiné utilizando el
método descrito por Yuan et al. (2023) para evaluar la fuga de electrolitos. Se extrajeron
un total de 45 discos (15 discos por réplica), con un diametro de 0,5 o 1 centimetros
(segun el experimento) de la corteza de las granadas de cada tratamiento. Los discos
fueron sometidos a tres enjuagues consecutivos de 3 minutos con agua desionizada para
eliminar los electrolitos liberados tras el corte de los discos. Posteriormente, se
sumergieron en 50 mL de agua desionizada a temperatura ambiente, manteniéndolos
bajo agitacion constante durante 4 horas. Tras este periodo, se midié la conductividad
eléctrica inicial (C1) de las soluciones a 20 °C utilizando un conductimetro calibrado. Las
muestras se congelaron durante 24 horas y posteriormente fueron sometidas a un
tratamiento térmico a 121 °C durante 15 minutos en una autoclave, para inducir la
liberacion completa de los electrolitos retenidos. Después de enfriar las muestras a
temperatura ambiente (20 °C), se evaluo la conductividad eléctrica final (C2). La fuga de

electrolitos se calculd6 mediante la siguiente formula: (C1/C2) x 100.
3.10 Contenido de malondialdehido (MDA)

El contenido de malondialdehido (MDA) en el tejido de la corteza de la granada se evaluo
siguiendo el protocolo descrito por Zhang et al. (2019b). Para ello, se procesé una
muestra de 2,5 g mediante trituracion en un mortero, afiadiendo 10 mL de una solucion

de acido tricloroacético (TCA) al 10 %. A continuacion, el extracto fue centrifugado a 4 °C
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y 10,000 g durante 20 minutos, y se obtuvieron los sobrenadantes. Se tomaron 2 mL de
estos sobrenadantes y se le afadio 6 mL de acido tiobarbitirico (ATB) al 0,67 %,
utilizando un vortex para asegurar una homogenizacién adecuada en un tubo de ensayo.
Posteriormente, los tubos fueron sometidos a un tratamiento térmico en un bafio de agua
a 95 °C durante 20 minutos. Tras este periodo, las muestras se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se midieron las absorbancias a 450, 532 y 600 nm utilizando un
espectrofotometro (1900 UV/Vis, Shimadzu, Kyoto, Japon). Cada andlisis se realizé por
duplicado, y el contenido de MDA se expres6 en umol kg, siguiendo los calculos

propuestos por Zhang et al. (2019b).
3.11 Solidos solubles totales, acidez titulable e indice de madurez

Aproximadamente 50 gramos de arilos fueron exprimidos con una tela de algodon, y el
jugo se utiliz6 para cuantificar los soélidos solubles totales y la acidez titulable por
duplicado. Los solidos solubles totales se determinaron utilizando un refractometro digital
Atago PR-101 (Atago Co. Ltd., Tokio, Japdn) a 20 °C. Un mililitro del zumo se diluy6 en
25 mL de agua destilada y se utilizé para medir la acidez titulable mediante titulacion
automética (785 DMP Titrino, Metrohm) con 0,1 N de NaOH hasta alcanzar un pH de 8,1.
El indice de madurez se determind mediante la siguiente formula: solidos solubles totales/

acidez titurable.
3.12 Contenido de acidos organicos y azucares

Se realiz6 la cuantificacién de los acidos organicos y azlcares por duplicado en cada
réplica (n=3) empleando un sistema de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
perteneciente a la serie Hewlett-Packard 1100, siguiendo el protocolo descrito por Garcia-
Pastor et al. (2020b). El sistema de elucion utilizé un flujo isocréatico con acido fosférico al
0,1 % a una velocidad constante de 0,5 mL/min. Los compuestos fueron separados
mediante una columna Supelco (Supelcogel C-610H, 30 cm x 7,8 mm, Supelco Park,
Bellefonte, PA, USA). La deteccion de los acidos organicos se realiz6 mediante
absorbancia a 210 nm, mientras que los azlUcares fueron detectados utilizando un

refractdmetro. La cuantificacion se llevé a cabo a partir de curvas estandar elaboradas

— UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE —



MATERIALES Y METODOS

UNIVERSITAS /\awv/\ é§ReTosAAA {gy‘j

gy Miguel Herndndez ¢ o o UNIVERSITAS Miguel Herndindez

con acidos organicos y azucares puros, y los resultados se expresaron como g/L de

Zumao.

3.13 Composicién mineral

La composicién mineral se midié por duplicado en 0,25 g de corteza deshidratada
obtenida de una mezcla de 10 frutos de cada réplica. Cada muestra fue digerida
utilizando un digestor por microondas (CEM Mars One) con HNOs al 1 %. Después de la
digestién de las muestras, se ajustaron a un volumen de 50 mL con agua destilada y se
tomaron alicuotas para determinar los macro y microelementos mediante espectrometria
de masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS) (Shimadzu ICPMS-2030). La
cuantificacion de minerales se realizo utilizando curvas estandar para Ca, Cu, Fe, K, Mn,

Nay Zn. Los resultados se expresaron en g kg1 en base a peso seco.

3.14 Cuantificacion de polifenoles y antocianinas totales

La extraccion de los polifenoles totales se llevo a cabo homogeneizando 10 g de arilos o
de corteza de granada con 30 mL de una solucién extractora compuesta por 80 % de
agua destilada y 20 % de metanol, junto con 2 mM NaF (para inhibir la actividad de la
polifenoloxidasa y evitar la degradacion de los polifenoles). Este proceso se realizd
durante 30 segundos, utilizando un homogeneizador Ultraturrax (modelo T18-basic, IKA,
Berlin, Alemania). Posteriormente, los extractos fueron sometidos a centrifugacion a
10,000 g durante 10 minutos a 4 °C. El contenido total de polifenoles en el sobrenadante
se midié por duplicado siguiendo el método descrito por Garcia-Pastor et al. (2020b).
Para ello, se afiadieron 50 pyL del extracto a 2,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu,
previamente diluido en agua destilada (1:10). La mezcla se mantuvo a 20 °C durante 2
minutos, tras lo cual se afadieron 2 mL de Na>COs, agitando vigorosamente con un
vortex. La muestra se incub6é en un bafio de agua a 50 °C durante 20 minutos.
Finalmente, se registré la absorbancia a 760 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis
(modelo UV-1900i, Shimadzu, Duisburg, Alemania). La concentracién total de polifenoles
se calcul6 empleando una curva de calibracion obtenida previamente con acido galico.
Los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico por 100 g de peso

fresco.
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Para la extraccién de antocianinas totales, se homogeneizaron 10 g de arilos de granada
con 30 mL de una solucidon compuesta por 19 % de agua destilada, 80 % de metanol y 1
% de acido férmico. Los extractos obtenidos se sometieron a centrifugacion a 10,000 g
durante 10 minutos a 4 °C. La concentracion total de antocianinas se determiné por
duplicado en el sobrenadante, registrando la absorbancia a 520 nm mediante un
espectrofotometro  UV-Vis (modelo UV-1900i, Shimadzu, Duisburg, Alemania). Los
resultados se expresaron en mg de equivalentes de cianidina 3-glucésido por 100 g de
peso fresco, calculados segun la formula: (Ab x D x V x 100 x 449,2)/(W x 23,900).
Donde, Ab es la absorbancia, D el factor de dilucién, V el volumen del extracto, 449,2
corresponde al peso molecular de la cianidina 3-glucésido, W es el peso de la muestra, y

23,900 es el coeficiente de absorcion molar (L cm-1 mol1) de dicha antocianina.
3.15 Determinacion y cuantificacion de antocianinas individuales

Los extractos obtenidos en la extraccion de las antocianinas totales se utilizaron también
para la cuantificacion de antocianinas individuales, tras filtrarse a través de un filtro de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0,45 um (Millex HV13, Millipore, Bedford Industries,
Burlington, MA, USA). Posteriormente, se inyectaron 20 pL de los extractos filtrados en un
sistema de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Agilent, Santa Clara, CA,
USA, serie 1200-Infinity), equipado con un cartucho de proteccion C18 (4,0 x 3,0 mm) de
Phenomenex (Macclesfield, Reino Unido) y una columna Luna C18 (25 cm de longitud,
0,46 cm de diametro interno, y tamafo de particula de 5 um, también de Phenomenex).
Se emplearon dos fases moviles: fase A compuesta por una mezcla de agua y acido
formico (95:5 % v/v) y fase B, compuesta por acetonitrilo, con un flujo de 1 mL min-t bajo

las condiciones de gradiente previamente descritas por Garcia-Pastor et al. (2020b).

Los cromatogramas se registraron a una longitud de onda de 520 nm, y la cuantificacion
de las antocianinas se realiz6 mediante curvas de calibracion generadas con estandares
de pelargonidina 3-O-glucésido, cianidina 3,5-O-di-glucésido y cianidina 3-O-glucdsido,
adquiridos en Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania). La cuantificacion de delfinidina 3-O-
glucosido se realizé utilizando equivalentes de cianidina 3-O-glucésido. Los resultados

fueron expresados como mg por 100 g en peso fresco.

— UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE —



MATERIALES Y METODOS

UNIVERSITAS /\awv/\ By ReTosAAA {gy‘j

gy Miguel Herndndez ¢ o o UNIVERSITAS Miguel Herndindez

3.16 Cuantificacién de la actividad total antioxidante

La actividad total antioxidante hidrofilica (AAT-H) se cuantific6 siguiendo el método
descrito por Serrano et al. (2005). Para ello, se homogeneizaron 5 g de arilos de cada
muestra en 10 mL de tampodn fosfato de 50 mM (pH = 7,8) y se centrifugaron a 15,000 g
durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante obtenido se empleo para la determinacién de
la actividad antioxidante hidrofilica mediante un sistema enzimético compuesto por 2,2-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), la enzima peroxidasa y peroxido de
hidrégeno como sustrato oxidante, generando radicales ABTS*, que se midieron a 730
nm. La disminucién en la absorbancia, medida tras 60 segundos de afiadir el extracto de
granada, se utilizd para cuantificar la actividad antioxidante mediante comparaciéon con
una curva de calibracion elaborada con trolox ((R)-(+)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-acido carboxilico) (0-20 nmol) de Sigma (Madrid, Espafia). Los

resultados se expresaron como mg kg1 de equivalentes de trolox.
3.17 Andlisis estadistico

Las variables dependientes cuantificadas en los diferentes experimentos fueron
analizadas mediante Analisis de Varianza (ANOVA), utilizando el software SPSS en sus
versiones 11.0, 20 y 28 para Windows (IBM, Chicago, IL, USA; Armonk, NY, USA).
Cuando se encontraron diferencias significativas (p<0,05), las medias se compararon
mediante la prueba de Tukey. Los resultados se expresaron como media + error estandar
(SE). En algunos experimentos, se empled la prueba t de Student para detectar
diferencias significativas entre el grupo control y los grupos tratados, asi como entre las
primeras y segundas cosechas. Adicionalmente, se calcularon coeficientes de correlacion
de Pearson para evaluar la relacion entre variables dependientes, como los indices de
dafios por frio interno y externo, y otros parametros tanto en la cosecha como tras el
almacenamiento. Estas correlaciones se sometieron a una prueba de significancia
bilateral para su verificacion. Asimismo, en ciertos estudios se realizaron regresiones no

lineales entre el indice de dafos por frio y los acidos organicos.
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Abstract: Pomegranate is a sensitive fruit to chilling injury (CI) during storage at temperatures below
7 °C. However, sensitivity of pomegranate to CI is dependent on cultivar and exposure times to low
temperatures. In this work, the sensitivity to CI of six pomegranate cultivars (Punica granatum L.)
“Wonderful’, ‘Kingdom’, ‘Bigful’, “‘Acco’, “‘Purple Queen’, and "‘Mollar de Elche’, was evaluated after
30 d at2 °C plus 2 d at 20 °C. Among cultivars, there was a great variability in the sensitivity to the
appearance of CI symptoms. ‘Kingdom’ cultivar was the most CI sensitive and “Mollar de Elche’
cultivar was the least sensitive cultivar. CI symptoms were greater in the internal part of the skin
than in the external part, although no correlation was found between ion leakage (IL) and CI severity
after cold storage. However, both, external and internal CI index were correlated with the IL at
harvest, with Pearson correlation of 0.63 and 0.80, respectively. In addition, this variability to CI
among cultivars could also be due to composition and tissue structures in arils and peel. The solute
content of the arils (anthocyanins, sugars, and organic acids, in particular citric acid), showed high
correlations with CI sensitivity, with Pearson correlations (r) of 0.56 for total soluble solids, 0.87 for
total acidity, 0.94 for anthocyanins, —0.94 for oxalic acid, 0.87 for citric acid, 0.62 for tartaric acid,
—0.91 for malic acid, 0.8 for sucrose, and 0.71 for glucose, which can leak to the inner surface of the
peel causing browning reactions. In addition, the high peel Ca/K ratio could play an important
role on increasing fruit tolerance to CI, since it was negatively correlated with the internal and
external CI indexes.

Keywords: postharvest; Punica granatum; chilling injury; cold storage; sensitive varieties; anthocyanins;
physiological disorder

1. Introduction

Pomegranate (Punica granatum L.) is cultivated in different countries with warm
and temperate climates. India, China, Iran, Turkey, Afghanistan, USA, Iraq, Pakistan,
Syria, and Spain are the main pomegranate producers [1]. In the last years, the area of
pomegranate cultivation has continuously increased, mainly due to increased interest
of consumers for the beneficial health properties that pomegranate provides due to its
bioactive compounds, with antioxidant properties (anthocyanins, fiber, etc.), as well as
nutrients and minerals [2]. The Mediterranean weather is the most suitable for obtaining
pomegranate fruits of adequate quality [3]. Mollar de Elche’ and ‘Wonderful’ are two of the
most widely cultivated pomegranate cultivars around the world. They have significantly
different agronomic requirements and physico-chemical characteristics. “‘Wonderful’, for
instance, is known for its intense red color in peel and arils and it is particularly popular
among pomegranate consumers. On the other hand, ‘Mollar de Elche” has high quality
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desirable traits, including soft seeds and sweet aril taste, although the skin and aril colors
are pale red [4].

However, pomegranate fruit is very sensitive to chilling injury (CI) during postharvest
storage, and thus CI limits cold storage and commercialization. Usually, these damages
appear after storage at temperatures below 5-7 °C [5]. There is a great varietal difference to
CI, the threshold storage temperature for the appearance of CI symptoms being 5 °C for less
sensitive cultivars and 7 °C for the most sensitive ones. For example, the ‘Ganesh’ cultivar
is more sensitive to CI than “Wonderful” and the threshold storage temperature is lower in
the latter [6]. Accordingly, it is known that the appearance of CI in ‘Wonderful” occurred at
higher temperature (<7 °C) than in ‘Mollar de Elche’ cultivar (<5 °C), the latter being more
resistant to suffer from CI [2]. This difference in sensitivity limits the storage temperature
of some cultivars, reduces their post-harvest shelf life, and prevents quarantine treatments
at low temperatures (~1 °C) to avoid the appearance of the fruit fly (Ceratitis capitata) and
thus to be able to market them to countries free of this insect [7]. The occurrence of CI in the
pomegranate fruit can differ from the internal to the external surface of fruit peel, always
being greater on the internal surface [8]. Therefore, the consumer can accept fruit with a
good external visual appearance, but with a large amount of internal damage.

Some factors linked to the sensitivity to CI are the harvest date, with the earliest
cultivars being more sensitive than the late ones, as well as the maturity stage of the fruit
at harvest [7]. Different postharvest strategies have been developed to reduce CI, such
as the application of shock treatments with high temperatures [9] and adaptation to cold
storage through treatments with low-temperature conditioning [7], as well as the use of
edible coatings with carboxymethyl cellulose or carnauba wax [10], modified atmosphere
packaging [11], or treatments using elicitors such as salicylic, oxalic, jasmonic acid and its
derivatives [2,12], as well as methyl jasmonate [13], among others.

Endogenous aspects are linked to chilling injury, such as transcriptomic changes [6]
and different gene expressions. Nian et al. [14] found that cold shocks to papayas before
storage reduced the occurrence of CI due to an increase in antioxidant activity and related
gene expression. CI tolerance is favored by metabolic pathways related to carbohydrates,
phenols, and phenylpropanoids and there is a genotype-dependent adaptation to CI[15].
However, these works did not provide information about the metabolites involved in the CI
damage symptoms. In this sense, in other plant species, the relationship has been reported
between the content in particular metabolites and the sensitivity to CI, as in the case of
carotenoids in mandarins [16], fatty acid composition in pineapple [17], or sugars and or-
ganic acids in cherry tomato [18]. The fatty acid fraction of the pomegranate peel stored at
chilling temperatures has been the most analyzed factor [8,9]. These authors indicated that
in fruit suffering from CI the ratio of polyunsaturated /saturated fatty acids (PUFA /SFA)
decreased during storage. Furthermore, the low CI susceptibility of pomegranates was
determined by the relationship between phenylalanine ammonia lyase (PAL) enzyme activ-
ity and (polyphenol oxidase) PPO activity [19]. However, there is no work evaluating the
sensitivity to chilling injury of different pomegranate varieties in terms of their metabolites
after storage at low temperatures.

The objective of this work was to assess the relationship between the content and
the profile of sugars, organic acids, total anthocyanins, and minerals on the appearance
of CI in six pomegranate cultivars after being stored at 2 °C for 30 d plus 2 d at 20 °C.
This storage temperature was chosen to ensure that all pomegranate cultivars were under
chilling conditions and could show different CI damage degree after one month of storage
depending on their sensitivity. In addition, an in vitro test of skin sensitivity to internal CI
was performed by using citric acid solution and pomegranate juice.

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Design

To carry out this work, fruit from six cultivars of pomegranate (Punica granatum L.)
were used, which were grown in the same commercial farm located at Albatera (Ali-
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cante, Spain). Fruits without visual defects were harvested in 2019 ("Purple Queen'—4th
September; ‘Acco’ and ‘Bigful’—September 10th; ‘Wonderful’, ‘Kingdom” and “Mollar
de Elche’—11th October) at the proper ripening stage for each cultivar, according to the
following commercial criteria: sizes from 60 to 130 mm in diameter, fully cream-colored
husk for ‘Mollar de Elche’ cultivar, and fully red coloured husk for the remaining cultivars
(Table 1). Pomegranate trees were grown under similar standard agronomic practices and
weather conditions. Pomegranate fruit were transported to the laboratory where fruits free
of damage and physiological disorders were selected. For each cultivar, two batches of
3 replicates of 10 fruit were made. The first batch was used to measure fruit properties at
harvest and the second one was stored for 30 d at 2 °C and 90% RH plus 2 d at 20 °C. In each
fruit, the following parameters were measured: weight loss, external peel color, firmness
of the whole fruit, CI on the external and internal peel, ion leakage (IL) and minerals in
the skin at the end of the experiment. In addition, the total soluble solids (TSS), titratable
acidity (TA), total anthocyanins, and individual organic acids and sugars were measured in
pomegranate arils.

Table 1. Characteristic of pomegranate cultivars at harvest.

Wonderful Kingdom Bigful Acco Purple Queen Mollar
Diameter (mm) 105.80 £ 10.67 99.40 +9.10 90.11 £ 1.11 81.16 £ 1.78 79.19 +£1.08 112.79 £ 3.02
Weight (g) 42350 £ 14.53 43371 £1435 333.26+649 31157 £620  255.05+3.99  435.07 +13.11
L 51.94 £2.33 52.36 +1.75 5438 +£094  52.88+0.77 5249 +0.78 70.17 +1.93
Color a 40.55 +2.42 41.61 £2.22 4773+095  48.68 & 0.90 45.97 +0.91 16.11 +1.74
b 26.33 £ 0.68 27.93 +£0.51 26.61 +0.49 27.18 +0.40 26.60 = 0.51 37.92 £ 0.61

Data are the mean =+ SE of 3 replicates of 10 fruit.

A second experiment was carried out to determine if there was a direct effect of
the juice of the pomegranate arils and the appearance of internal browning of the husk.
According to results of the 2019 year, in 2020, a CI sensitivity test on the inner surface of
pomegranate peel was performed by using 20 fruit of “‘Wonderful” and ‘Mollar de Elche’
(the most and lest CI sensitive cultivars). Each pomegranate fruit was cut into two parts
through its equatorial plane and one of the halves had its arils removed. Subsequently and
every 3 days, treatments were applied to the skins of the pomegranates by immersion for
25 min in the following solutions: distilled water, 1.5% citric acid, and fresh juices obtained
from ‘Bigful” and ‘Mollar de Elche’ (cultivars with the highest-lowest anthocyanins and
high-low TA content in their juice respectively). After these treatments, pomegranate peels
were placed in a dark cold room at 2 °C and 95% RH for 15 d, and then, the internal damage
of the peels of the two pomegranate cultivars was evaluated.

2.2. CI Index

The CI index was evaluated individually for each pomegranate. This index was based
on the percentage of peel surface affected by CI symptoms (dehydration, browning and
pitting). A 5-point hedonic reference scale was used to quantify the external and internal CI
index of pomegranate peel: 1 (no damage), 2 (0-10%), 3 (11-30%), 4 (31-50%), and 5 (>50%).

2.3. Fruit Quality Parameters

Weight loss was calculated as a ratio of the difference of weight of each fruit at harvest
and at the end of the experiment and the weight of each fruit at harvest. Results were
expressed as percentage of weight loss (%).

Fruit firmness was determined according to Lorente-Mento et al. [5] by using a TX-
XT2i Texture Analyzer (Stable Microsystems, Godalming, UK). The force to deform the
equatorial fruit diameter by 5% was calculated. Firmness results were expressed as the
force-deformation ratio (N m—1).
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CIELAB color space parameters (L*, a*, b*) were measured on external peel using a
colorimeter CR200 (Konica Minolta, Japan) [12].

TSS, TA, and the determination of organic acids and sugars were measured according
to Sayyari et al. [12]. Arils from 10 fruits were mixed to obtain a homogenous sample
of each replicate, in which the following parameters were measured. About 25 g of arils
from each sample was squeezed and filtered through a cotton cloth and the juice used to
quantify TSS and TA in duplicate. TSS was determined by using a digital refractometer,
Atago PR-101 (Atago Co., Ltd., Tokyo, Japan), at 20 °C, and expressed as %. One mL of the
juice was diluted in 25 mL of distilled H,O and used to measure titratable acidity (TA) by
automatic titration (785 DMP Titrino, Metrohm, Herisau, Switzerland) with 0.1 N NaOH
up to pH 8.1, and results were expressed as g citric acid equivalent L' of juice.

Organic acids and sugars were quantified in duplicate in each sample on a Hewlett-
Packard 1100 series High Performance Liquid Chromatography (HPLC) according to
Garcia-Pastor et al. [20]. The elution system consisted of 0.1% phosphoric acid running
isocratically at a flow rate of 0.5 mL min~!. Organic acids and sugars were eluted through
a Supelco column (Supelcogel C-610H, 30 cm x 7.8 mm, Supelco Park, Bellefonte, PA, USA.
Organic acids were detected by absorbance at 210 nm, and sugars by a refractive index
detector. For the quantification, standard curves of organic acids and pure sugars were
used. The results were expressed as g L ™! of juice.

Total anthocyanins were extracted and measured according to Lorente-Mento et al. [5].
For each sample, 20 g of arils was homogenized with methanol/formic acid /water (80:1:19,
v/v/v) and centrifuged at 10,000x g for 10 min. Total anthocyanin concentration was deter-
mined, by reading the absorbance at 520 nm. The results were expressed as 10-3 g L1 of
cyanidin 3-glucoside equivalent (cyn 3-glu, molar absorption coefficient of 26,900 L cm ! mol~!
and molecular weight of 449.2 g mol~1).

2.4. Peel Mineral Composition

Mineral composition was measured in duplicate in 0.25 g of dehydrated peel obtained
from a mixture of 10 fruits of each replicate. Each sample was digested using a microwave
digester (CEM Mars One) using 1% HNOj;. After digestion of the samples, they were
made up to 50 mL with distilled water and aliquots were taken to determine the macro-
and microelements using an Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS)
(Shimadzu icpms-2030). Mineral quantification was carried out using standard curves for
Ca, Cu, Fe, K, Mn, Na, and Zn. The results were expressed as g kg*1 on dry weight basis.

2.5. Statistical Analysis

The dependent variables quantified were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA)
(SPSS software version 11.0 for Windows, IBM, Chicago, IL, USA). When the differences
were significant, the means were separated by Tukey test, with differences being considered
significant at p < 0.05. In addition, Pearson correlation between external and internal
peel CI and dependent variables at harvest were performed. Pearson correlations among
dependent variables of fruit stored 30 d at 2 °C plus 2 d at 20 °C were also calculated. A
bilateral significance test of the correlation coefficient was performed. In addition, non-
linear regression was performed between CI and organic acids. All analyses were achieved
with SPSS software version 11.0 for Windows.

3. Results and Discussion

All pomegranate cultivars showed CI symptoms after 30 d at 2 °C plus 2 d at 20 °C,
although significant differences were observed among cultivars (Figure 1). ‘Kingdom’
and “Wonderful’ cultivars showed the highest internal and external CI index, followed
by “Acco’” and ‘Bigful” and finally, the least sensitive cultivars were ‘Purple Queen’ and
‘Mollar de Elche’.
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Figure 1. Symptoms of chilling injury on external and internal surface of skin in pomegranate cultivar
after storage for 30 d at 2 °C plus 2 d at 20 °C.

In addition, CI on the inner peel surface was higher than on the outer one for all culti-
vars (Figure 1)—always keeping the proportionality of the internal and external damage in
each cultivar—and they were highly correlated (r = 0.93) (Figure 2 and Table 2). Kashash
et al. [15] identified several metabolic pathways that were up-regulated in pomegranate
fruits exhibiting tolerance to cold temperatures. These pathways included activation of
transcripts involved in jasmonic acid and ethylene hormone biosynthesis and signaling,
stress-related transcription factors, calcium and mitogen-activated protein kinase signal-
ing, starch degradation, galactinol and raffinose biosynthesis, lipid metabolism, phenol
biosynthesis, and heat-shock proteins.
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Figure 2. Correlation between internal and external chilling injury of six pomegranate cultivars after
storage for 30 d at 2 °C plus 2 d at 20 °C.
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Table 2. Pearson correlation between dependent variables of fruit after storage for 30 d at 2 °C plus 20 d at 20 °C.
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Table 2. Cont.

Ext Int

TSS D D IL WL Firm. ACNs Oxalic Citric Tartaric Malic Ascorbic Succinic Fumaric Sucr.  Gluc. Fruct. Ca Cu Fe K Mg Mn Na Zn XIMin.
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Red letters show the correlation between external and internal CI indexes and dependent variables. TSS: Total Soluble Solids, TA: Titratable Acidity, Ext D or Int D: external or internal
peel Clindex, IL: Ion Leakage, WL: Weight Loss, ACNs: Anthocyanins, Firm.: Firmness, Sucr.: Sucrose, Gluc.: Glucose, Fruct.: Frutose, ZMin.: Mineral Sum. *** Significant difference at
p < 0.001. ** Significant difference at p < 0.01. * Significant difference at p < 0.05.
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IL increased during storage in fruit peel for all cultivars. However, IL was not related
to the CI sensitivity of cultivars. That is, the IL in pomegranate peel after storage was
not correlated with internal (r = 0.07) or external (r = 0.05) CI indexes (Figure 3). On the
contrary, the IL of the freshly harvested fruit (d 0) had a high positive correlation with the
internal (r = 0.80) and external (r = 0.63) CI indexes in the peel after storage (Figure 3 and
Table 2). Therefore, the IL of the peel of freshly harvested pomegranates could serve as an
indicator of the state of the cell membranes and, in turn, predict the sensitivity of the fruit to
suffer CI. On the other hand, the fatty acid composition of cell membranes of pomegranate
peel was reported to change during storage at chilling temperatures, leading to a decrease
in PUFA/SFA [9]. However, to date no pomegranate varietal comparative study has been
carried out, in which CI symptoms have not been correlated with any increased IL or fatty

acid composition.
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Figure 3. Correlation between external (A) and internal (B) chilling injury in pomegranate peels of
different cultivars and ion leakage at harvest (green circle) and after storage for 30 d at 2 °C plus 2 d

at 20 °C (red circle).
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The degree of weight loss in pomegranate fruits differs between cultivars, particu-
larly when comparing their storage under different ambient conditions and temperatures.
Factors that have a significant impact on moisture loss include fruit size, respiration rate,
fruit peel-aril ratio, moisture content, and thickness of the peel [21]. These authors demon-
strated that the moisture loss was significantly higher in medium-sized ‘Wonderful” fruit
compared to small-sized ‘Acco’ fruit. In our experiment, fruit weight loss ranged between
9.34 + 0.56% for “Wonderful” cultivar to 19.07 £ 1.09% for the ‘Bigful” at the end of storage
(Figure 4A). In this regard, the cultivars that showed the highest weight loss were not
those that exhibited the most sensitivity to CI. Liu et al. [22] obtained similar results, since
‘Jingpitian” and ‘Lishanhong’ pomegranate cultivars had the least weight loss and showed
the highest CI symptoms when stored at 4 °C for 90 days, while “Tunisia soft seed” cultivar
showed high weight losses but very low incidence of CI. These authors attributed the
weight losses of the pomegranates to the husk thickness. In addition, cultivars showing
the highest weight loss also showed the lowest firmness, which was ~30% lower after 30 d
of storage at 2 °C plus 2 d at 20 °C for “Acco’ and ‘Bigful” cultivars (Figure 4B). Thus, a
negative correlation (r = —0.63) was found between weight loss and firmness at the end of
storage (Table 2). However, internal or external CI in pomegranate peel was not correlated
to weight loss or firmness (Table 2). On the contrary when considering changes during
storage in a particular cultivar, the increased weight and firmness losses during the storage
were related to CI symptoms in pomegranate peel as reported for pomegranate ‘Mollar de
Elche’ [5,8].

On the other hand, total aril anthocyanin content at harvest was different among
the studied cultivars. The highest concentration was found in ‘Bigful’, “‘Wonderful’, and
‘Kingdom’ in concentrations of 0.22-0.20 g L1, followed by “‘Acco’ (0.168 4- 0.004 g L™ 1)
and ‘Purple Queen’ (0.089 + 0.001 g L), while ‘Mollar de Elche’ had very low anthocyanin
content (0.010 + 0.001 g L1 (Figure 4C). For all cultivars, the anthocyanin concentration
increased up to ~25% during 30 d of storage at 2 °C plus 2 d at 20 °C (Figure 4C). Differ-
ent papers have shown that anthocyanin content in pomegranate arils increased during
cold storage [23] even if fruit are stored under chilling temperatures of 2 °C [12,24], as a
consequence of an increased activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL) and UDPglu-
cose, flavonoid-3-O glucosyltransferase (GT), which are key enzymes in the phenolic and
anthocyanin biosynthetic pathways [23].

Anthocyanin content in the arils at harvest had a high correlation with cultivar sensi-
tivity to CI (external damage r = 0.75 and internal damage r = 0.89) (Table 3) as well as at
the end of storage (external damage r = 0.85 and internal damage r = 0.94) (Table 2). Thus,
the cultivars most sensitive to CI were those that had higher anthocyanin content at harvest
and at the end of storage.

Table 3. Pearson correlation between dependent variables of fruit at harvest and external and internal
damage of fruit storage for 30 d at 2 °C plus 20 d at 20 °C.

Pomegranate Variables at Harvest

30d at

2°C TSS TA ILdOo Firm. ACNs Oxalic Citric Tartaric Malic Ascorbic Succinic Fumaric Sucr. Gluc. Fruct.
Exp 00 091 063 _ggoa 075 091 090 034 9% om0 020 o004 %P o1 —oos
mtD 059+ 991 080 o 08 092 08 5 =090 4550 o190 013 9% 005 _oa2
mao %% o, o016 017 o042 —025 —019 90 g1z oe0* o058 o0s8* o028 0% 058

Ext D or Int D: external or internal damage on peel, ILdO: Ion Leakage d 0, ILd30: Ion Leakage d 30, TSS: Total
Soluble Solids, TA: Titratable Acidity, ACNs: Anthocyanins, Firm: Firmness, Sucr: Sucrose, Gluc: Glucose, Fruct:
Fructose. *** Significant difference at p < 0.001. ** Significant difference at p < 0.01. * Significant difference
atp <0.05.
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Figure 4. Weight loss (A), firmness of whole fruit (B) and total anthocyanins (C) of pomegranate
cultivars at harvest (red bar) and after storage for 30 d at 2 °C plus 2 d at 20 °C (orange bar). Different
tailored letters show significant differences (p < 0.05) between data at harvest. Different lowercase
letters show significant differences (p < 0.05) between data after storage for 30 d at 2 °C plus 2 d at
20 °C. Data are the mean + S.E. of determinations made in 3 replicates of 10 fruit.

TSS content (Table 4) at harvest was in the range 13.28-16.10% in the different cultivars.
‘Mollar de Elche’, ‘Kingdom’, and “Wonderful” cultivars showed the highest (>15), TSS
concentration at harvest, 15.83 & 0.72, 16.10 % 0.13%, and 16.03 £ 0.16% respectively, ‘Acco’
and ‘Bigful” had a TSS content of 14.23 + 0.18% and 14.18 + 0.15%, respectively, while
"Purple Queen’ had 13.28 & 0.09% of TSS. During storage, TSS did not change in ‘Mollar de
Elche’, ‘Kingdom’, “Wonderful’, and ‘Bigful’ cultivars, while in “Acco” and ‘Purple Queen’
it decreased. Sucrose, glucose, and fructose were the three sugars identified in all cultivars
(Table 4). Sucrose concentration was lower than 0.7 g L1 (accounting for 1% of total sugars),
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while glucose and fructose were found at much higher concentrations, ~50 g L1 (each
one accounting for ~49.0% of total sugar content). Glucose and fructose concentrations
were within the range of values reported here in other pomegranate cultivars [2,5,25].
Sucrose concentration decreased in CI sensitive cultivars (‘Kingdom” and ‘Wonderful’),
while increases occurred in less sensitive cultivars (‘Bigful’, “Acco’, ‘Purple Queen’, and
‘Mollar de Elche’). Glucose and fructose decreased in all cultivars, except for ‘Kingdom’
and ‘Acco’ cultivars, in which no changes were observed (Table 4). In this sense, sucrose,
at the end of storage, was negatively correlated with internal (r = —0.8) and external
(r = —0.67) CI of pomegranate cultivars, while glucose concentration at the end of the
experiment was positively correlated with internal (r = 0.71) and external (r = 0.75) CI
indexes (Table 2). The accumulation of sugars (sucrose, glucose, or fructose) has been
considered as a mechanism for protecting cell membranes and stabilizing macromolecular
structures against CI [26,27]. However, in our case, only sucrose accumulated in the arils
of the most tolerant pomegranate cultivars to CI, while glucose and fructose decreased or
did not change with respect to the initial concentration. Thus, sucrose could be the most
important sugar accounting for increasing CI tolerance in pomegranate cultivars.

TA of aril juice was different among cultivars (Table 4). The most acidic cultivars
were ‘Kingdom” and “Wonderful” with TA higher than 12 g L~ !, while “Acco’ and ‘Bigful’
cultivars had TA close to 7 g L™!. Finally, ‘Purple Queen’ and “Mollar de Elche’ cultivars
had TA lower than 4 g L~1. Overall, among the cultivars chosen in this manuscript, those
with the highest acidity, ‘Kingdom” and “Wonderful’, were more sensitive to CI, than the low
acidic cultivars, ‘Purple Queen’ and ‘Mollar de Elche’. According to Pearson correlations
(Tables 2 and 3), fruit TA at harvest was highly correlated (r = 0.91) with internal and
external CI indexes, while fruit TA after 30 d at 2 °C plus 2 d at 20 °C of storage was
adjusted to r = 0.87 for internal damage and r = 0.84 for external CI. In addition, no
significant changes were observed in TA during storage for any of the cultivars (Table 4). In
agreement with these results, Liu et al. [22] showed that pomegranate cultivars that were
more susceptible to CI exhibited the highest TA over 90 days of storage at 4 °C. However, a
more extensive study would be needed with a greater number of varieties and different
cultivation conditions to assess if this relationship is general for all pomegranate cultivars.

Oxalic, citric, tartaric, malic, ascorbic, succinic, and fumaric organic acids were de-
tected in all pomegranate cultivars (Table 4). Citric acid was the main organic acid in
‘Kingdom’, “Wonderful’, ‘Bigful’, and “Acco’ varieties in concentrations of 11.8,9.7, 5.7, and
53g L1, respectively, which accounted for 84.7, 83.3, 62.3, and 60.7% of total organic acids,
respectively. However, the citric acid concentration in ‘Purple Queen’” was of a similar
fraction to ascorbic acid and were 34.8 and 30.2 % of total organic acid content, respectively.
Finally, malic and citric acids were the main organic acids in “‘Mollar de Elche’ each one
accounting for 30.7 and 27.9% (1.0 and 1.5 g L™!). The other organic acids were <20% of the
total organic acids in all cultivars.

Citric acid was the predominant organic acid in the more sensitive cultivars to CI.
However, citric, malic, or ascorbic acids were in a low concentration and in a similar fraction
in the less sensitive cultivars to CI. In addition, in the most CI sensitive cultivars malic
acid was degraded during cold storage. However, in the less CI sensitive cultivars to CI
(“Acco’ and ‘Mollar de Elche’), malic acid did not change during storage. On the other hand,
the concentration of oxalic acid was higher and increased during storage in the cultivars
more resistant to CI. According to the Pearson correlations (Tables 2 and 3), the malic
and oxalic acid concentrations, both at harvest and at the end of storage, exhibited high
negative correlations (r > —0.8) with external and internal CI damage. However, citric acid
concentrations, both at harvest and at the end of storage, showed high positive correlations
(r ~ 0.9) with external and internal CI. In this sense, CI of the peel internal surface had high
positive correlations by means of exponential type curves of the maximums with the citric
acid concentrations, both at the time of harvest (y = 4.65 x (1 — exp(—3.85 x x) r = 0.98)
and at the end of storage (y =4.56 x (1 — exp(—3.82 x x) r = 0.96) (Figure 5).
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Table 4. Total soluble solids, titratable acidity (TA), organic acid and sugar contents in aril juice of different pomegranate cultivars.

Time and Cultivar TSS (%) TA Oxalic Citric Tartaric Malic Ascorbic Succinic Fumaric Sucrose Glucose Fructose
Temp. ° (gL-1) (10-3gL-1) (gL-1) (103 gL (gL-1) gL (gL-1) (103 gL (gL-1) (gL (gL-1)
Wonderful 1010013 1514 03cA  38+05aA 97+02dA 21.0+18ba 063004 0774001 5+ 009aA 0aA 0.31+001 509 £ 015 94414
cA aA aA aA abA abA
. 16.03 £ 0.16 0.60 = 0.01 0.92 + 0.01 0.45 + 0.09 0.29 + 0.01 492+07 477+06
Kingdom ' 138+12dA  56+01aA  118+03eA 403 +3.1bA A - A 0aA w> Coa Ton
. 1423 +0.18 0.73 + 0.02 1.69 + 0.03 0.81 + 0.03 0.44 + 0.06 485+ 1.0 473+10
At harvest Bigful . 73+01bA  46+01aA  54+0.1bA 0aA A A oA 79.6 + 48 bA A Coa Soa
1418 +0.15 0.57 +0.03 1.97 +0.12 113+ 0.02 1322456 0.40+0.13
Acco ' 71+£04bA  344£02aA  60+£02cA 0aA A X A A A 444+03aA  429+04aA
13.28 + 0.09 0.86 + 0.02 1.31 4001 0.49 + 0.02 1012+ 0.6 0.53 + 0.01 41409 47+11
Purple Q = 39+402aA  57+03cA  15+04aA 0aA A A A 2 A e i~
Mollar 583072 400 41i01bA  0901aa | A56£012 1.00 £0.15 0.67 + 0.02 0.59 + 0.02 0aA 066£003 o4\ 13bA 5344 11bA
bA cA cA aA aA dA
Wonderful P78 F00% 134400eA  35+020A  107:03cA  65+£21bB 0aB 079 L0002 005+001aB  484=18bB 0aB 482+£03bB 07204
Kingdom 10300012 157411dA 57+01aA  127+01dA  50+38abB 0aB 095 P00 0090018 575+26cB 0aB 495+13cA 481+ 11bA
30dat2°C . 1413 £0.10 0.47 + 0.04 1.66 = 0.09 0.59 + 0.04 462+07 456407
Dlus 2 dat Bigful T 75+01bA  57+01aA  46+02bA  81+57abB B A 117+02dB  841+57dB B g °o
20°C
Acco 1882+£006 (94 01bA  51+05aA  45+01bA  62+43abB O E002 1664 008cB  127+01dB  883+17dp 08005 438+04 334 03aA
abB bB bB abA
Purple Q S.omm_uw 007 39+06aA 222+65bA  19+06aA  17+11aB 056+ 0.12cB H.Em\wonw 085+002cB 528+ 15cB o.%mwp% 353+35aB 357 +7.1aB
Mollar 14924023 5040124  346+01bA  09+01aA  84+30abB 08002 45 g01a OMEOOL 4g0is54a8 143400208 0 HOE07 471407
cA dA bB abB abB

Data are the mean =+ SE of 3 replicates of 10 fruit. Different tailored letters show significant differences (p < 0.05) between data at harvest and after storage for each cultivar and dependent
variable. Different lowercase letters show significant differences (p < 0.05) among cultivars for each dependent variable and storage time.
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Figure 5. Nonlinear correlations between internal chilling injury on internal peel surface and citric
acid concentration in juices at harvest (green circle) or and after storage (red circle). Data are the
mean £ S.E. of determinations made in 3 replicates of 10 fruit.

Juice leakage from the arils could lead to the internal peel CI being manifested by
browning spots. In fact, Fawole et al. [28] and Ramezanian et al. [29] reported that the
leakage or loss of juice from the arils is due to integrity loss of the aril cell membranes which
leads to increases in membrane permeability. Organic acids develop an important role in
regulating osmotic pressure, pH homeostasis, and stress resistance in fruit cells [30]. The
permeability loss and fluidity change of cell membranes, including plasmatic and organelles
membranes, such as tonoplast, are a consequence of CI. The increase in permeability of
all cell membranes leads to the leakage of solutes such as protons or protonated forms
of organic acids, towards the cell wall [31]. The high concentrations of sugars, organic
acids, and inorganic ions inside the vacuole generate high osmotic pressure that leads
to a strong negative water potential [32]. Accordingly, “‘Wonderful’ and ‘Kingdom’, with
higher content of organic acids and other solutes such as anthocyanins would have higher
osmotic pressure and lower water potential than less CI sensitive cultivars. Consequently,
the aril cell membranes of CI susceptible cultivars, with a higher internal pressure in
the vacuoles, would have a greater leakage of solutes through both the tonoplast and
the plasmalemma leading quickly to contact with placental tissue and the internal peel
surface of pomegranates, since arils are composed of a single layer of parenchymatic cells
between the seed and its surface [33]. On the other hand, the oxalic acid role on defense
mechanisms against biotic and abiotic stress of the fruit has been studied, and one of
these effects is increase of the antioxidant systems as has been reported in lemon fruit [34].
In addition, treatments with oxalic acid have improved fruit quality at harvest [20] and
during postharvest and have reduced chilling injury pomegranate [35]. In this sense, the
accumulation of oxalic acid in “‘Mollar de Elche” and ‘Purple Queen’ cultivars after 30 d of
storage at 2 °C plus 2 d at 20 °C could reduce their CI sensitivity.

Regarding mineral composition in the peel of pomegranates, K (14.1-7.7 g kg 1) and
Ca (3.6-2.7 g kg 1) were the major elements, both accounting for approximately ~98% of
the total quantified minerals (Table 5). Na (0.72-0.17 g kg~!) and Mg (0.53-0.32 g kg™ 1)
accounted for ~1% of the total minerals, while Cu, Fe, Mn, and Zn were found at much
lower concentration (<0.014 g kg™1).
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Table 5. Mineral contents in pomegranate peel after storage at 2 °C plus 20 d at 20 °C.

Cu Fe Mn Zn

T I I T
Wonderful 32+01b  31+£04b  47+05c 128+07b OPF002 544030 022000 g4iq4pc 168+08a  024+001d
Kingdom ~ 26+01c 40+04a 60+12bc 141%03c P30 37401 OFEOC 354040 176+06a  018+003e
Bighl  34+03ba  27402b 78+18b 106+02b C0TOC goso4p OO0 1354050 1a9x06b 032001
Acco 31+02b 38+06a 102+2a 91+08d 0% f 001 yyi05a 072 f 0.14 116; 12 13‘3{;‘0‘5 0'34;*2 0.01
PurpleQ 27+04ch 23+04cd 37054  77407e 0P O 3904038009 106174150090 035+01ab
Mollar  36+0la 21+0lc 39+04cd 98+05d 0 if 002 44+03p OV f 003 73106c 140+06c 037+00la

Data are the mean =+ SE of 3 replicates of 10 fruit. Different letters show significant differences (p < 0.05) among
cultivars for each dependent variable.

The sum of total mineral was positively correlated with the sensitivity of the pomegranates
to CI (r = 0.76 for the external damage and r = 0.69 for the internal damage). Thus, the
‘Wonderful’ and “Kingdom’ cultivars had a total mineral content close to 17 g kg ~! while the
remaining cultivars had a content lower than 15 g kg~!. Potassium was the only mineral
that was positively correlated with external (r = 0.71) and internal (r = 0.66) CI damage.
The remaining quantified minerals were not correlated with CI symptoms.

There is extensive information on calcium levels in fruit and the occurrence of CI
in several fruit species [36] and even in pomegranate [29]. In the present experiment,
all the analyzed cultivars were grown in the same field and under the same cultivation
system while the concentration of calcium in the skin was similar in all cultivars and
did not correlate with the appearance of CI (r = 0.1) (Table 3). However, according to
Pearson correlation, the Ca/K ratio was negatively correlated with the sensitivity of the
pomegranate cultivars to CI (r = —0.69) for external damage and r = —0.66 for internal
damage). The balance between calcium and potassium (Ca/K) is considered to be a good
indicator of sensitivity to biotic and abiotic disorder in plant tissues [37]. Several works
have shown that a low ratio of Ca/K concentration is related to a high incidence of various
disorders such as bitter pit in apple [38], appearance of water-soaked in peaches [39], and
water-core in pears and apples [40]. In addition, the Ca/K ratio has been postulated as
a good indicator to ensure post-harvest fruit quality [41]. High concentrations of K can
have antagonist effects to Ca in vegetable tissues leading to increased tissue sensitivity to
disease and disorder incidence [42]. K and Mg compete with Ca for binding sites at the cell
wall and plasma membrane, which can negatively affect membrane stability and increase
susceptibility to Ca deficiency disorders [43,44].

According to the CI sensitivity test (Figure 6), citric acid and water treatments of
‘Mollar de Elche” and “Wonderful” peels led to a similar internal damage appearance of both
cultivars. In both cases, only the browning related to the physical breakage of the tissues
during manual peeling occurred. However, the inner surface of the pomegranate peel
treated with ‘Bigful” pomegranate juice caused a strong browning, while the pomegranates
treated with ‘Mollar de Elche’ pomegranate juice were only slightly browned.

Molla et al. [45] reported that in pomegranate suffering from CI, aril red color de-
creased, peel tissue became spongy, and cell membrane permeability increased. In this
sense, the juices from the damaged arils could leak onto the white tissues of the peel and
stimulate the browning reactions. Accordingly, Liu et al. [22] showed that ‘Jingpitian’
and ‘Lishanhong’ cultivars, which are susceptible to CI, displayed notable browning and
changes in husk microstructure during storage at 4 °C for 90 d, showing widening of
microcracks, obstruction of lenticels, and disintegration of the external wax layer.
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Figure 6. Internal aspect of ‘Wonderful” and "‘Mollar de Elche’ peels treated with water, ‘Bigful” or
‘Mollar de Elche’ juices, and citric acid at 1.5%, after 15 d at 2 °C.

As shown in Figure 6, citric acid did not induce browning of the internal surface
of pomegranate peel. The high polyphenol (anthocyanin) concentration of ‘Bigful” juice
would interact with the internal peel surface and carpel tissues leading to browning, while
‘Mollar de Elche’ juice which has low anthocyanin concentration, did not cause such high
browning. In addition, polyphenols and flavonoids, apart from anthocyanins, would also
migrate towards the inner peel surface reaching the cell skin and leading to browning by
PPO enzyme which has a high activity in peel tissues [46]. On the other hand, it should
be added that the peel of the cultivars more sensitive to cold damage showed a greater
electrolyte leakage at the time of harvest, which would facilitate the enzymatic browning
reactions of phenolics coming from the arils by peel polyphenol oxidase (PPO), peroxidase
(POD), or anthocyanase [47].
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4. Conclusions

From the obtained results we can conclude that there is great variability in the sensi-
tivity to the appearance of CI among the different cultivars of pomegranates. ‘Kingdom’
cultivar showed the highest CI index while the least sensitive was ‘Mollar de Elche’. This
variability is not only due to changes in cell membrane permeability, but also to the solute
content in the vacuoles (anthocyanins, sugars, and organic acids, in particular citric acid)
which can migrate to the inner surface of the peel causing browning reactions. In other
words, cultivars with a high content of organic acids, sugars, and anthocyanins in their
arils, a low ratio of Ca/K in their peel, and high membrane permeability at harvest would
be the most susceptible to CI damage during storage.
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Abstract: The effect of melatonin pomegranate tree treatments on fruit quality and bioactive com-
pounds with antioxidant activity at harvest and during storage at 10 °C for 60 days was assayed in
two consecutive years, 2019 and 2020. In the first year, trees were treated with 0.1, 0.3 and 0.5 mM of
melatonin along the developmental fruit growth cycle, and results showed that bioactive compounds
(total phenolics and total and individual anthocyanins) and antioxidant activity at harvest were
higher in fruits from melatonin-treated trees than in controls. Other fruit quality parameters, such as
firmness, total soluble solids and aril red colour, were also increased as a consequence of melatonin
treatment. In fruit from control tress, firmness and acidity levels decreased during storage, while
increases occurred on total soluble solids, leading to fruit quality reductions. These changes were
delayed, and even maintenance of total acidity was observed, in fruit from melatonin-treated trees
with respect to controls, resulting in a fruit shelf-life increase. Moreover, concentration of phenolics
and anthocyanins and antioxidant activity were maintained at higher levels in treated than in control
fruits during the whole storage period. In general, all the mentioned effects were found at the highest
level with the 0.1 mM melatonin dose, and then it was selected for repeating the experiment in
the second year and results of the first year were confirmed. Thus, 0.1 mM melatonin treatment
could be a useful tool to enhance aril content on bioactive compounds with antioxidant activity and
health beneficial effects and to improve quality traits of pomegranate fruit, at harvest and during
postharvest storage.

Keywords: Punica granatum L.; antioxidants; anthocyanins; phenolics; firmness; colour

1. Introduction

Pomegranate is an ancient edible fruit, originated in the Middle East area nowadays
occupied by Iran and Afghanistan, and from this area, it was spread to other countries.
Spain is the major producer and exporting country of pomegranate fruit in the European
Union, with a cultivated area of 5716 ha and a production of 75,673 t in 2018 [1]. Arils
are the edible portion of pomegranate fruit, which consist of around 70-80% juice and
30-20% seed, depending on cultivar. Aril colour, sugar and acid content and the presence
of small and soft seeds, together with fruit size and external appearance, are the main
attributes responsible for fruit quality [2,3]. In addition, pomegranate was considered,
from ancient times, to have medicinal properties to treat heart pain, leucorrhoea, sterility,
lung diseases, febrifuge or cholera, as reported by Hippocrates in the 4th century B.C. [3].
These and other health beneficial effects against several diseases, such as atherosclerosis,
inflammatory and infective-mediated diseases, Alzheimer, diabetes, infarct brain ischemia
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and several types of cancer, have been scientifically proven recently and attributed to its
content of anthocyanins and other phenolic compounds [4-10]. Anthocyanins are the
pigments responsible for skin and aril colour and in both tissues, increases occur during
maturation [11]. The major anthocyanins in arils are cyanidin 3-glucoside (cyn 3-gluc)
and delphinidin 3-glucoseide (delp 3-gluc), followed by delphinidin 3,5-diglucoside (delp
3,5-di-gluc), cyaniding 3,5-di-glucoside (cyn 3,5-di-gluc) or pelargonidin 3-glucoside (pelg
3-gluc), depending on cultivar [11-13]. On the contrary, aril total phenolic concentration
decreases abruptly in the initial stages of fruit development, and thereafter, the decrease is
very small [11,12]. However, phenolic concentration in mature fruit, as well as anthocyanin
concentration, is different depending on cultivar [11,12,14-16].

‘Mollar de Elche’ is the most cultivated pomegranate cultivar in Spain, which is very
appreciated by consumers since its arils have high concentration of sugars, low acidity and
small and soft seeds that can be easily eaten [17,18]. However, the anthocyanin content in
skin and flesh of ‘Mollar de Elche’ cultivar is not high as compared with other worldwide-
known cultivars, such as “Wonderful’, and its arils are slightly red-coloured and the skin has
a cream-pink colour [2,19,20]. This low colouration of skin and arils makes it difficult for
this cultivar to reach international markets. Research has been performed in the last years,
aimed to solve this problem. Thus, water restrictions applied in summer, during the linear
phase of fruit growth, have been reported to increase aril anthocyanin content [21]. Similar
effects have been reported by treatments with methyl jasmonate [13] or salicylates [16]
during on-tree pomegranate fruit development. On the other hand, pomegranate exhibits
important quality losses during postharvest storage. The most important changes are fruit
water and firmness losses and reduction in aril acidity, which lead to reduction of fruit
acceptability in terms of freshness, juiciness and taste [2,3].

Melatonin was identified in 1995 in angiosperms plant species, and nowadays, it is
considered as a plant growth regulator with effects in a wide range of plant physiological
processes, including alleviation of the oxidative damages caused by different biotic and
abiotic stresses and root and seed development [22,23]. In addition, recent reports have
shown a role of melatonin on fruit ripening, although most of them have been focused
on postharvest treatments [24,25]. Thus, 0.5 mM melatonin dipping treatment for 1 h
delayed the ripening process in ‘Guifei’ mangoes throughout inhibition of ethylene and
ABA biosynthesis [26]. Accordingly, melatonin postharvest treatment inhibited ethylene
production and delayed ripening in banana fruit [27], which were dose-dependent in the
range of 0.05 to 0.5 mM. Similar results have been reported in peaches and nectarines [28,29].
In tomato fruit, postharvest treatment with melatonin at 50 uM increased anthocyanin
content. This effect was positively correlated to fruit ripening but negatively related to
fruit senescence, since the proteins related with senescence were downregulated while
anti-senescent proteins, such as catalase and peroxidase, increased in treated fruit [30].
However, postharvest fruit treatments have legal restrictions and consumers’ concerns.
Thus, research about preharvest treatments with effect on fruit quality properties at harvest
and during storage is needed.

In this sense, the effect of melatonin applied as preharvest treatment on fruit ripening
process and quality traits has been evaluated in very few papers, showing different effects
depending on fruit species, concentration, or application time. Thus, 0.1 and 0.01 mM of
melatonin applied at pit-hardening inhibited ripening in sweet cherry fruits [31]. On the
contrary, irrigation of tomato plant with 0.1 mM of melatonin increased sugar content and
lycopene concentration in fruits, showing a positive effect on fruit ripening [32]. In apricot,
foliar spray melatonin treatment increased yield and fruit weight, although no effect on
on-tree ripening was observed [33]. In addition, increased apricot quality parameters at
harvest and maintenance during storage have been found as a consequence of melatonin
tree treatment during fruit development [34]. However, to the best of our knowledge, no
literature is available regarding the effect of preharvest melatonin treatment of pomegranate
trees on fruit quality properties at harvest and during storage, which has been the main
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objective of this paper, with special interest in bioactive compounds, such as anthocyanins
and phenolics, and antioxidant activity.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material and Experimental Design

Pomegranate (Punica granatum L. cv. Mollar de Elche) trees, 12 and 13 years-old,
were used for 2019 and 2020 experiments respectively, grown in the same commercial plot
located at Elche (Alicante, Spain) and under similar agronomic practices for both years.
Climatic conditions in the crop field (UTMX: 694,006.000 UTMY: 4,234,860.000) were: a
semi-arid Mediterranean climate, with mean annual temperatures of 18.90 and 19.52 °C for
2019 and 2020, respectively; maximum temperatures in summer, from June to September,
of 30.35 and 32.23 for 2019 and 2020, respectively; an accumulated rainfall of 285.43 and
233.37 mm for 2019 and 2020, respectively. In 2019, 3 blocks of 3 trees were selected for
each treatment: control (distilled water) and melatonin (purchased from Sigma, Sigma-
Aldrich, Madrid) at 0.1, 0.3 and 0.5 mM. These concentrations were chosen according to
previous reports in which the effect of melatonin, applied as preharvest treatment, on
quality properties of other fruit species was assayed [31-34]. Two litres per tree of freshly
prepared solutions (containing 0.1% Tween 20) were applied to pomegranate trees with a
mechanical mist sprayer, which was enough to wet the entire tree canopy. Five treatments
were applied during the fruit growth cycle (30, 60, 90, 105 and 120 days after full blossom:
T1, T2, T3, T4 and T5), with the last treatment being applied 3 days before harvesting. Fruit
were harvested at commercial maturity stage, based on the characteristic fruit size, skin
colour and soluble solids content (1415 °Brix) of this cultivar. From each treatment and
replicate, 15 pomegranate fruit, homogeneous in size and colour and without visual defects,
were selected, grouped at random in lots of 5 fruits and transported to the laboratory in 2 h
for storage at 10 °C and 80% RH. After 0, 30 and 60 days, one lot of each treatment and
replicate was taken at random and used for the following analytical measures: firmness
of the whole fruit, skin colour and colour, total soluble solids (TSS), titratable acidity
(TA), total phenolics and anthocyanins, individual anthocyanins and hydrophilic total
antioxidant activity (H-TAA) in the arils. In 2020, the 0.1 mM concentration was chosen,
since it gave the best results in terms of fruit quality parameters and content on bioactive
compounds. Treatments were performed on 3 replicates of 3 trees which were different
from those used in the 2019 experiment but grown in the same commercial plot. Treatments
and storage conditions were similar to 2019, although samples during storage were taken
at shorter intervals, after 0, 15, 30, 45 and 60 days of storage. Thus, from each treatment
and replicate, 25 pomegranate fruit were selected, grouped in lots of five fruit, and one lot
from each replicate and treatment was taken for each sampling date during storage for
analytical measures.

2.2. Fruit Quality Parameters

Fruit firmness was determined in each individual fruit of each replicate by using a
TX-XT2i Texture Analyser (Stable Microsystems, Godalming, UK) interfaced to a personal
computer. A flat steel plate was mounted on the machine which measured the fruit
equatorial diameter and applied a force that achieved a 5% deformation of the fruit diameter.
Firmness results were expressed as the force-deformation ratio (N mm ). Skin colour was
measured on three points of the equatorial fruit perimeter by using a Minolta colorimeter
(CRC200, Minolta Camera Co., Kantd, Tokio, Japan) and colour was expressed as Hue (arctg
b*/a*) according the CIELab coordinates. Pomegranate fruit were cut in two halves, and
again, three colour readings were taken in the arils of each fruit to measure internal colour
as Hue. Arils from the five fruit of each replicate and treatment were taken and combined
to obtain a homogeneous sample in which the following parameters were measured. About
50 g of arils were squeezed through a cotton cloth and the juice used to quantify TSS and
TA in duplicate. TSS was determined by using a digital refractometer, Atago PR-101 (Atago
Co. Ltd., Tokyo, Japan), at 20 °C, and expressed as g kg 1. One mL of the juice was diluted
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in 25 mL of distilled H,O and used to measure titratable acidity (TA) by automatic titration
(785 DMP Titrino, Metrohm) with 0.1 N NaOH up to pH 8.1, and results were expressed as
g kg~ ! malic acid equivalent.

2.3. Total Phenolics and Total and Individual Anthocyanins Quantification

To perform phenolic extraction, 5 g of arils from each replicate were homogenised
with 10 mL of water:methanol (2:8) containing 2 mM NaF (to inactivate polyphenol oxidase
activity and prevent phenolic degradation) for 30 s in a homogeniser (Ultraturrax, T18
basic, IKA, Berlin, Germany). The extracts were centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4 °C
and the supernatant was used to quantify, in duplicate, total phenolic content using the
Folin—Ciocalteu reagent, as described by Garcia-Pastor et al. [13]. Results were expressed
as mg gallic acid equivalent kg~'. Anthocyanins were extracted by homogenising 5 g
of arils from each replicate with 15 mL of methanol/formic acid/water (25:1:24, v/v/v)
and then, the extracts were centrifuged at 10,000 ¢ for 10 min at 4 °C. Total anthocyanin
concentration was determined, in duplicate, in the supernatant by reading absorbance at
520 nm, as previously reported [13], and results were expressed as mg kg™ of cyanidin
3-glucoside equivalent (cyn 3-glu, molar absorption coefficient of 26,900 L cm~! mol~!
and molecular weight of 449.2 ¢ mol~1). For individual anthocyanin quantification, these
extracts were filtered through a 0.45 um PVDF filter (Millex HV13, Millipore, Bedford,
MA, USA), and then, two samples of 20 uL of each extract were injected into an HPLC
system (Agilent HPLC 1200 Infinity series) working with the chromatographic conditions
previously reported [16]. Chromatograms were recorded at 520 nm and quantification was
performed by using calibration curves carried out with cyanidin 3-O-glucoside (cyn 3-gluc),
cyanidin 3,5-O-di-glucoside (cyn 3,5-O-di-gluc), pelargonidin 3-O-glucoside (plg 3-gluc)
and delphinidin 3-O-glucoside (dlp 3-gluc), purchased from Sigma-Aldrich (Darmstadt,
Germany). Results were expressed as mg kg~

Hydrophilic total antioxidant activity (H-TAA) was quantified according to Ser-
rano et al. [35]. Briefly, 5 g of arils from each sample were homogenised in 10 mL of
50 mM phosphate buffer, pH = 7.8, and centrifuged at 15,000 x g for 15 min at 4 °C. The
supernatant was used for H-TAA determination by using the enzymatic system composed
of 2,20-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS), horse
radish peroxidase enzyme (HRP) and hydrogen peroxide as its oxidant substrate, in which
ABTS* radicals are generated and monitored at 730 nm. The decrease in absorbance after
60 s of adding the pomegranate extract was calculated and used to quantify H-TAA by
comparison with a calibration curve performed with trolox ((R)-(+)-6-hydroxy- 2,5,7,8-
tetramethyl-croman-2-carboxylic acid) (0-20 nmol) from Sigma (Madrid, Spain), and results
are expressed as mg kg~! trolox equivalent (TE).

2.4. Statistical Analyses

For both experimental years, a factorial design with melatonin treatments and storage
time with triplicate samples (1 = 3) was performed. Analysis of variance (ANOVA) was
performed by using the SPSS software version 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and means
were compared by Tukey’s test. Differences at p < 0.05 were considered significant. Data
are represented as means =+ standard error (SE).

3. Results
3.1. Effect of Preharvest Melatonin Treatment on Bioactive Compounds and Antioxidant Activity

Anthocyanin concentration in fruit from control trees at harvest, in the 2019 ex-
periment, was 95.2 + 7.1 mg kg™, and significantly higher (p < 0.05) in the arils of
pomegranates from melatonin-treated trees, at 150170 mg kg~!. An increase in total
anthocyanin content was found in arils of all pomegranate fruit during the first 30 days
of storage and a decreasing trend was observed thereafter. However, total anthocyanin
concentration was maintained at higher levels in arils of pomegranates from treated trees
during the whole storage period, with the highest concentration being found for 0.1 mM
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melatonin treatment (Figure 1A). Similar trends in total anthocyanin concentration were
observed in the 2020 experiment, although significantly higher (p < 0.05) values were
found in arils of pomegranate from melatonin-treated trees than in controls, at harvest and
during storage (Figure 1B). Four individual anthocyanins were identified and quantified,
at harvest, in pomegranate arils in 2019 and 2020 experiments, and similar profile was
found in fruits from control and treated trees, the major anthocyanin being cyn 3-gluc,
followed by dlp 3-gluc, cyn 3,5-di-gluc and plg 3-gluc (Figure 2). Concentrations of these
anthocyanins were significantly (p < 0.05) enhanced by preharvest melatonin treatments,
and in general, the major effect was observed for the 0.1 mM dose in the 2019 experiment,
with 1.7-, 1.2-, 2.4- and 1.9-fold increases for cyn 3-gluc, dlp 3-gluc, cyn 3,5-di-gluc and
plg 3-gluc, respectively (Figure 2A). However, for dlp 3-gluc, the highest increase was
recorded for the 0.3 mM dose. These increases on individual anthocyanin concentrations at
harvest as a consequence of preharvest melatonin treatments were confirmed in the 2020
experiment, in which a 0.1 mM dose was applied (Figure 2B).
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Figure 1. Total anthocyanin concentration in arils of pomegranate fruit from control and melatonin-treated trees during
storage at 10 °C in 2019 (A) and 2020 (B) experiments. Data are the mean + SE. Different letters (a—c) show significant
differences (p < 0.05) among treatments for each sampling date.

Total phenolic concentration at harvest in the 2019 experiment was 522.2 + 17.8 mg kg ™!
in arils of pomegranate from control trees and significantly higher (p < 0.05), ca. 650 mg kg1,
in those from melatonin-treated trees, without significant differences among doses. During
storage, aril phenolic concentration increased irrespective of treatment, although significantly
higher levels were maintained in fruit from melatonin-treated trees with respect to controls
(Figure 3A). Similar effects of melatonin preharvest treatments on both phenolic concentration
and behaviour during storage were found in the 2020 experiment when the 0.1 mM dose was
used (Figure 3B).
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Figure 2. Individual anthocyanin concentration in arils of pomegranate fruit from control and melatonin-treated trees at
harvest in 2019 (A) and 2020 (B) experiments. Data are the mean =+ SE. Different letters (a—c) show significant differences
(p < 0.05) among treatments for each individual anthocyanin.
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Figure 3. Total phenolic concentration in arils of pomegranate fruit from control and melatonin-treated trees during storage
at 10 °C in 2019 (A) and 2020 (B) experiments. Data are the mean =+ SE. Different letters (a—c) show significant differences
(p < 0.05) among treatments for each sampling date.
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H-TAA (mg kg ™)

H-TAA at harvest was significantly higher (p < 0.05) in arils of pomegranate from
melatonin-treated trees than in controls, with these increases being ca. 20% for the 0.1 mM
dose and ca. 10-12% for the 0.3 and 0.5 mM doses in the 2019 experiment (Figure 4A).
Enhanced H-TAA at harvest was also obtained in the 2020 experiment as a consequence of
0.1 mM melatonin treatment (Figure 4B). These values of H-TAA were maintained without
significant changes during the first 30 days of storage in arils of pomegranates from control
and treated tress, and decreased thereafter, in the 2019 and 2020 experiments (Figure 4).
However, it is worth mentioning that higher levels of H-TAA were found for all melatonin
treatments in the 2019 experiment (ca. 20% for 0.1 mM melatonin treatment) with respect to
controls during the whole storage period (Figure 4A). H-TAA was also enhanced at harvest
and maintained at highest levels during storage in fruits from 0.1 mM melatonin-treated
trees with respect to controls in the 2020 experiment (Figure 4B).

A 2019 B 2020
c
2000 - b - 2000
1800 - - 1800 —~
I
b 2
)]
1600 1 1 L1600 E
a
:
1400 1400 T
a
—O— Control
1200 4 —w— Melatonin 0.1 mM - 1200
—&O— Melatonin 0.3 mM —O— Control
—O— Melatonin 0.5 mM —v— Melatonin 0.1 mM
T T T T T T T T
0 30 60 0 15 30 45 60

Days at 10 °C

Days at 10 °C

Figure 4. Hydrophilic total antioxidant activity (H-TAA) in arils of pomegranate fruit from control and melatonin-treated
trees during storage at 10 °C in 2019 (A) and 2020 (B) experiments. Data are the mean + SE. Different letters (a—c) show
significant differences (p < 0.05) among treatments for each sampling date.

3.2. Effect of Melatonin Treatment on Quality Parameters during Storage

Quality parameters of pomegranate fruit, such as external and internal colour, firm-
ness, TSS and TA, were also affected by melatonin treatments. Thus, skin colour at harvest,
expressed as Hue angle, was significantly lower (p < 0.05) in fruit from 0.1 mM melatonin-
treated trees than in controls in both years, while no significant effect was observed for the
0.3 and 0.5 mM doses (Supplementary Figure S1). However, aril colour was affected by all
the melatonin assayed doses, with values of Hue angle at harvest of 45.21 + 2.38 in fruit
from control trees and significantly lower (p < 0.05), from 35 to 38, in those from treated
trees, without significant differences among melatonin-applied doses (Figure 5A). Lower
values of Hue angle in both skin and arils, as a consequence of melatonin treatments, mean
a more intense red colour. These results were also observed in the 2020 experiment, that
is, significantly lower (p < 0.05) Hue values in skin and arils in fruit from treated trees
than in controls (Supplementary Figure S1B and Figure 5B). Fruit firmness at harvest was
significantly higher (p < 0.05), ca. 20%, in fruit from 0.1 and 0.3 mM melatonin-treated trees
with respect to controls in 2019, and decreases were observed during storage, especially for
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the first 30 days, although it is worth noting that firmness values were maintained at higher
levels in melatonin-treated fruit during the whole storage period (Figure 6A). Accordingly,
in the 2020 experiment, significantly higher (p < 0.05) values of firmness were obtained
in fruit from melatonin-treated trees than in controls, and these differences were evident
during the whole storage period (Figure 6B).
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Figure 5. Colour Hue in the arils of pomegranate fruit from control and melatonin-treated trees during storage at 10 °C in
2019 (A) and 2020 (B) experiments. Data are the mean + SE. Different letters (a,b) show significant differences (p < 0.05)
among treatments for each sampling date.

A 2019 B 2020
354 & - 35

bc
< 304 ab |5 &
& £
E £
< z
w25 o5
3 17
2 )
IS C
g 20 20 g
i ) =

—O— Control a

151 —_y— Melatonin 0.1 mM - 15
—&— Melatonin 0.3 mM —O— Control .
—— Melatonin 0.5 mM a —v— Melatonin 0.1 mM
T T T T T T T T
0 30 60 0 15 30 45 60
Days at 10 °C Days at 10 °C

Figure 6. Firmness of pomegranate fruit from control and melatonin-treated trees during storage at 10 °C in 2019 (A)
and 2020 (B) experiments. Data are the mean =+ SE. Different letters (a—c) show significant differences (p < 0.05) among
treatments for each sampling date.
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TSS content was 145 and 148 in control fruit in 2019 and 2020 experiments respectively,
and 5% higher in fruit from 0.1 mM melatonin-treated trees (in both years), while no
significant effect was found in 0.3 and 0.5 mM treatments in 2019. During storage, increase
trends in TSS were observed for control and treated fruit, although significantly higher
(p <0.05) levels in 0.1 mM melatonin-treated fruit than in controls were evident until the last
sampling date (Supplementary Figure S2) for 2019 and 2020 experiments. On the contrary,
similar values of TA at harvest were observed in fruit from control and treated trees, but a
20% decrease in TA level occurred in controls during storage, while this decrease was only
2% and 5% in fruit from 0.1 mM melatonin-treated trees for 2019 and 2020, respectively
(Supplementary Figure S3).

4. Discussion

Pomegranate fruit have a wide range of bioactive compounds, the most important be-
ing phenolics, including anthocyanins, hydrolysable tannins and other complex flavonoids,
and ascorbic acid, which are found at high concentrations as compared with other fruits
of the Mediterranean diet, although different contents have been reported depending
on cultivar, ripening stage, cultural practices and environmental conditions [12,15,19,36].
These bioactive compounds have antioxidant capacity and are responsible for the health
beneficial effects attributed to pomegranate fruit consumption [4,6-8,10]. Results of the
present experiments show that preharvest melatonin treatments enhanced total phenolic
compound and total and individual anthocyanin concentrations at harvest, leading to
increases in H-TAA, with these effects being maintained during storage. Thus, preharvest
melatonin treatments would improve the pomegranate health beneficial effects for human
consumption since phenolic compounds, including anthocyanins, are a wide range of
secondary metabolites with preventive effects on a wide range of chronic and age-related
diseases, such as hypertension, obesity, diabetes, cardiovascular, neurodegenerative and
oncologic diseases [9,37-39]. No previous reports are available in the literature regarding
the effect of melatonin treatment on pomegranate bioactive compounds, and little infor-
mation exists on other fruit species. For instance, 0.1 mM melatonin treatment of tomato
plants increased antioxidant compounds, such as lycopene, 3-carotene, total phenolics and
flavonoids, and antioxidant activity in tomato fruit when plants were grown under acid
rain stress conditions [40]. Accordingly, leaves’ treatment of sweet cherry trees with 0.05 or
0.1 mM of melatonin improved total phenol, flavanol, anthocyanin and ascorbic concen-
trations in fruit at harvest [41]. However, the effects of melatonin postharvest treatments
on increasing fruit bioactive compounds and antioxidant activity have been addressed
in more fruit species. For instance, in ‘Santa Rosa’” plum, postharvest dipping treatment
with 0.1 mM melatonin led to higher ascorbic acid, total phenolics and antioxidant activity
levels during storage as compared with controls [42], as well as on strawberry treated
with 0.1 or 1 mM of melatonin [43]. In addition, dipping treatment of nectarine fruit with
0.25, 0.5 and 1 mM of melatonin for 30 min and of peach fruit with 0.1 mM for 10 min
minimised phenolic losses during storage at 1 °C [29,44]. Accordingly, 0.1 mM melatonin
dipping treatment of sweet cherry increased anthocyanin content during storage due
to an induced overexpression of two key genes coding for dihydroflavonol 4-reductase
(DFR) and anthocyanidin 3-O-glucosyltransferase (UFGT), which are enzymes involved
in the last steps of anthocyanin biosynthesis [45]. Moreover, specifically in ‘Malas Saveh’
pomegranate, Aghdam et al. [46] have reported recently that postharvest 0.1 mM melatonin
treatment leads to higher content of anthocyanin and phenolics during storage at 4 °C due
to higher activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL), the first enzyme involved in the
phenylpropanoid pathway activity, and increased intracellular NADPH supply.

‘Mollar de Elche’” pomegranate is very appreciated by consumers due to its high
content of sugars and low acidity, which confer a sweet taste, being also very aromatic,
although arils have a pale red colour as compared with other cultivars grown in Spain, such
as ‘White’, “CG8’, ‘Katirbasi’ or ‘Wonderful’ [14,18], or other Tunisian, Turkish, Croatian or
Iranian cultivars [2,12,15,19,20], depreciating its commercial value in international markets
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which are used to buy more red-coloured cultivars. Results of the present research would
contribute to increase the profit of this crop since melatonin-treated fruit had a deeper
aril red colour than controls (lower Hue angle) at harvest and during storage, as well as
total anthocyanin concentration, showing a stimulation of the anthocyanin biosynthesis
by melatonin treatment. Nevertheless, anthocyanin profile was not affected by preharvest
melatonin treatment, irrespective of the applied concentration, with cyn 3-gluc being the
major anthocyanin, followed by dlp 3-gluc, cyn 3,5-di-gluc and plg 3-gluc, according to
previous reports regarding individual anthocyanin concentration of this cultivar [13,14,21].
Anthocyanin profile seems to be similar in all pomegranate cultivars, although their relative
proportion of each one is different. Thus, cyn 3-gluc was also reported as the predominant
anthocyanin in “Wonderful” pomegranate [47], while dlp 3-gluc was the major anthocyanin
for some Croatian cultivars [12], plg 3,5-di-gluc for Iranian cultivars [48] and cyn 3,5-di-gluc
for Tunisian cultivars [49].

H-TAA was higher in arils of fruit from melatonin-treated trees than in controls,
at harvest and during storage, the highest effect being observed for the 0.1 mM dose.
Antioxidant activity in pomegranate arils, as well as in other fresh fruit species, is mainly
due to hydrophilic compounds such as phenolics, including anthocyanins, and ascorbic
acid [13,35,36,50]. In agreement with these previous reports, the present results show
enhanced concentrations of total phenolics and total and individual anthocyanins at harvest
in treated fruit, which could be responsible for the higher H-TAA found in treated than in
control fruits. However, during storage, total phenolic concentration increased from 30 to
60 days of storage, while anthocyanin concentration increased from day 0 to day 30 and
remained stable thereafter. Thus, the observed reductions in H-TAA from 30 to 60 days
of storage should be attributed, apart from phenolics and anthocyanins, to ascorbic acid,
an important hydrophilic antioxidant compound which decreases sharply during storage
in ‘Mollar de Elche” pomegranate fruit [13], as well as in “Wonderful” [36] and "Malas
Saveh’ [51] cultivars.

Fruit firmness, skin and aril colour and aril TSS and TA levels are the main attributes
responsible for pomegranate fruit quality [2,3,17]. Then, the higher firmness and TSS
and the lower skin and aril Hue angle values found at harvest in pomegranate fruit
from melatonin-treated trees with respect to controls show that they had higher-quality
attributes than controls. In addition, increases in TSS and decreases in fruit firmness and
skin and arils Hue angle show the normal evolution of the ‘Mollar de Elche” and other
pomegranate cultivars’ postharvest ripening process [16,51,52], which were delayed by
preharvest melatonin treatments. Moreover, TSS and TA are important quality parameters
affecting sweetness and sourness respectively, and contributing to fruit taste. Then, the TSS
increase and the reduction in TA in pomegranate arils during storage lead to increment
the TSS/TA ratio, which is organoleptically appreciated as over-ripened fruit without
the freshness, juiciness and taste required by consumers [2,3,11,16,50]. Thus, taking into
account the evolution of all these quality parameters (mainly decreases in fruit firmness
and TA in the arils), the maximum storage period at 10 °C of control pomegranate fruit with
high quality for consumption in 2019 and 2020 experiments was 30 days, while this period
was extended up to 60 days in fruit from all melatonin-treated trees. In fact, fruit firmness
and arils TA in fruit from all melatonin-treated trees after 60 days of storage were even
higher than in controls after 30 days of storage. In addition, as no significant differences
were observed in these parameters among 0.1, 0.3 and 0.5 mM melatonin treatments, the
application of the 0.1 mM dose could be enough for practical purposes. No previous reports
are available regarding the effects of preharvest melatonin treatments on delaying fruit
ripening and maintaining fruit quality attributes during storage for comparative purposes.
However, postharvest dipping treatments have been reported to maintain fruit quality traits
and extend shelf-life in several fruit species, such as banana, peach, pear, kiwi or strawberry,
and even in pomegranate, as recently revised by Ze et al. [53], although the applied dose
and time dipping was different for each fruit species. These effects were attributed to a
reduced accumulation of reactive oxygen species (ROS) due to increases in the enzymatic
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activities and gene expressions of antioxidant enzymes. On the other hand, in climacteric
fruit, such as ‘Colorado’” and "‘Mikado” apricot, an effect of 0.1 mM melatonin treatments
on delaying the postharvest ripening process at 1 and 8 °C has been observed recently,
which was attributed to a reduced ethylene production in both cultivars and both storage
temperatures [54]. Similar effects were observed by postharvest melatonin treatments on
mangoes [26], banana [27], peaches [28], nectarines [29], apples [55] and pears [56], which
were attributed to a reduced expression of genes codifying for ACC-synthase and ACC-
oxidase. However, pomegranate is a non-climacteric fruit and ethylene production was very
low in all fruit during storage, irrespective of treatments (data not shown). Accordingly,
postharvest melatonin treatment also delayed the postharvest ripening process in non-
climacteric fruits, such as sweet cherry [29], which was not mediated by reduction in
ethylene production.

In addition, we recently found that 0.1 mM melatonin preharvest treatment increased
crop yield of pomegranate trees [54], as well as in tomato plants under acid rain [40]
or water-deficit stress conditions [57], with these effects being attributed to the ability
of melatonin treatment on boosting the stress tolerance of tomato plants, throughout an
increase in leaf chlorophyll content and photosynthetic rate. Thus, given the semi-arid
climate conditions of Southern Spain, the melatonin treatment could have an additional
effect, increasing tree net photosynthesis rate and productivity throughout enhancement
of tree tolerance to heat and drought stresses [23,58], and in turn, leading to enhanced
economic profit for growers.

5. Conclusions

This is the first report showing that melatonin applied as preharvest treatment has
a significant effect on increasing pomegranate fruit quality parameters and their content
in bioactive compounds with antioxidant properties at harvest and during postharvest
storage at 10 °C, with the best results being found for the 0.1 mM dose. Overall, these
results would permit to confirm that melatonin was effective on delaying the postharvest
ripening process of pomegranate and extending fruit shelf-life. Thus, melatonin could be a
reliable, feasible and cost-effective tool to be used in order to increase pomegranate fruit
quality parameters, especially aril colour and antioxidant compounds, at harvest and to
maintain them during storage.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/antiox10060820/s1, Figure S1: Skin colour Hue of pomegranate fruit from control and
melatonin-treated trees during storage at 10 °C, Figure S2: Total soluble solids (TSS) in arils of
pomegranate fruit from control and melatonin-treated trees during storage at 10 °C, Figure S3:
Titratable acidity (TA) in arils of pomegranate fruit from control and melatonin-treated trees during
storage at 10 °C.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: y-Aminobutyric (GABA) is a non-protein amino acid that has been reported to affect different plant develop-
GA]?A mental processes, including delay of fruit senescence and maintenance of quality when applied as postharvest
Punica granatum treatment. In this experiment, GABA treatments (10, 50 and 100 mM) were applied by foliar spray to ‘Mollar de
z};:‘:)rhcs Elche’ pomegranate trees at three key points of fruit development. Results showed that GABA treatments

increased crop yield in a dose-dependent way, this effect being due to a higher number of fruit harvested per tree.
In addition, GABA treatments led to a deeper red colour of pomegranate skin and arils, the highest effects being
observed for 100 mM dose. Total phenolic and total anthocyanin concentrations were also increased by GABA
treatment, while other quality parameters such as total soluble solids, total acidity or firmness were not affected
by treatments. Then, GABA preharvest treatment, applied at 100 mM, could be a useful tool to increase the
economic profit of pomegranate crop, since higher yield and fruit with higher colour were obtained, which is an
important quality parameter for this cultivar. In addition, aril total phenolics and anthocyanin content were

Anthocyanins

increased, which would lead to enhance the antioxidant properties and health benefits for consumers.

1. Introduction

Pomegranate fruit (Punica granatum L.) is very appreciated by con-
sumers due to its high quality attributes, mainly size, shape, skin and aril
colour, content of sugars and organic acids and the presence of small and
soft seeds in the arils (Pareek et al., 2015; Garcia-Pastor et al., 2020a).
The colour of pomegranate fruit increases in both skin and arils during
on-tree maturation, due to the accumulation of anthocyanins, the major
ones being cyanidin 3-glucoside, followed by delphinidin 3,5-digluco-
side and pelargonidin 3-glucoside (Garcia-Pastor et al., 2020c; Melgar-
ejo-Sanchez et al., 2021). Sugars are also accumulated during fruit
maturation while decreases occur on acid content and fruit firmness
(Nuncio-Jauregui et al., 2014; Cano-Lamadrid et al., 2018; Garcia-Pas-
tor et al., 2020a, 2020b, 2020c¢). In addition, the health benefits of
pomegranate fruit have been known from ancient times, although sci-
entific evidences supporting them have been reported in the last decade,
which are attributed to its content in bioactive compounds with anti-
oxidant activity (Asgary et al, 2017; Panth et al, 2017
Giménez-Bastida et al., 2021; Melgarejo-Sanchez et al., 2021).

* Corresponding author.
E-mail address: m.serrano@uh.es (M. Serrano).

https://doi.org/10.1016/j.scienta.2022.111633

‘Mollar de Elche’ is the most cultivated pomegranate cultivar in
Spain. The edible part (arils) have an excellent quality due to its low
acidity, high sugar levels and their small and soft seeds that can be easily
eaten. However, this cultivar has low content of anthocyanins in both
skin and arils, as compared with other worldwide-known cultivars such
as ‘Wonderful’. ‘Mollar de Elche’ cultivar has a cream-pink skin colour
and sometimes the arils are pink or slightly red-coloured (Nuncio--
Jauregui et al., 2014: Li et al., 2015; Pareek et al., 2015; Cano-Lamadrid
et al., 2018; Tozzi et al., 2020). This fact makes it difficult for ‘Mollar de
Elche’ cultivar to reach international markets which are used to redder
ones. Thus, whatever treatment that increases skin and aril coloration in
‘Mollar de Elche’ pomegranate would enhance its economic value in
international markets, as well as its antioxidant properties with health
beneficial effects, since anthocyanin pigments responsible for aril colour
are the major compounds contributing to these properties (Faria and
Calhau, 2011; Asgary et al., 2017; Panth et al., 2017). In this sense,
water restrictions applied in summer (during the linear phase of fruit
growth) have been reported to increase aril anthocyanin content (Bar-
tual et al., 2015), as well as treatment with oxalic acid (Garcia-Pastor
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et al., 2020a), methyl jasmonate (Garcia-Pastor et al., 2020b) and sa-
licylates (Garcia-Pastor et al., 2020c) during on-tree pomegranate fruit
development.

y-Aminobutyric (GABA) is a non-protein amino acid that has been
reported to affect plant growth and development, having a main role in
plant responses to abiotic environmental stresses, such as salinity,
drought, heat and cold (Shelp et al., 2017; Li et al., 2021), as well as on
increasing plant resistance to diseases (Li et al., 2021; Asgarian et al.,
2022). In addition, GABA affects postharvest physiological processes of
horticultural commodities, such as delaying senescence and increasing
chilling tolerance, leading to quality maintenance during cold storage
periods (Shelp et al., 2017; Aghdam et al., 2019; Zhu et al., 2022). For
instance, GABA dipping treatment (at 2.5, 5 and 10 mM) reduced
chilling injury (CI) and maintained higher phenol, flavonoid and
anthocyanin contents on cornelian fruit (Aghdam et al., 2019). On the
other hand, Rastegar et al. (2020) reported that 200 uM GABA post-
harvest treatments maintained higher firmness, ascorbic acid, phenols
and flavonoids in mango during storage at 15 °C, while no significant
effects were observed for total soluble solids (TSS) or titratable acidity
(TA). Reduced CI, weight, acidity and firmness losses during cold stor-
age have been also reported in blood orange fruit after dipping treat-
ments with 20 and 40 mM GABA in a dose-dependent way (Habibi et al.,
2019, 2020).

Specifically in pomegranate, the literature regarding GABA treat-
ments is scarce. Nazoori et al. (2020) reported that 5, 10 and 15 mM
GABA dipping treatments (for 15 min) reduced CI during storage at 4
+1 °C and maintained higher levels of firmness, total phenolic content
and antioxidant capacity. CI was also reduced and quality parameters
maintained in ‘Malas Saveh’ pomegranate coated with carnauba wax
combined with 5 or 10 mM GABA (Nazoori et al., 2022). Similarly, aril
treatments of ‘Hicaznar’ pomegranate with GABA led to maintenance of
quality traits (Oz et al., 2017). On the other hand, the effects of GABA
applied as preharvest treatment on fruit quality parameters has been
reported only in a recent paper on apple. In this paper, 40 mM GABA
treatments, applied 1 or 2 weeks before harvest to ‘Honeycrisp’ apple
trees, reduced soft scald incidence after cold storage by 10-fold
compared with control fruits, although no effect was observed when
GABA treatment was applied four weeks before harvest (Al Shoffe et al.,
2021). However, as far as we know, there is no available literature
regarding preharvest GABA treatments on pomegranate and according
to the previous literature, we speculated that quality traits and specially
the content on anthocyanins could be increased by GABA preharvest
treatments. Thus, the objective of the present research was to evaluate
the effects of ‘Mollar de Elche’ pomegranate tree treatments with GABA
at 10, 50 and 100 mM on crop yield and fruit quality parameters at
harvest mainly focused to increase aril colour and anthocyanin content.

2. Material and methods
2.1. Plant material, treatments, experimental design and crop yield

The experiments were performed in a commercial plot of pome-
granate (Punica granatum L. cv. Mollar de Elche), located at Elche (Ali-
cante, Spain), during 2019 and 2020 years, by using 12 and 13 years-old
trees, respectively, planted at 6 x 5 m, and trained on a single-stem
training system. Standard cultural practices for pomegranate growth
in Spain were used with respect to fertilization (160/80/160 kg ha™!
nitrogen/phosphorus/potassium, N/P/K ratio) and irrigation by using a
drip irrigation system with eight emitters per tree, each delivering 4 L
h! as follow: two watering cycles of 1 h per week in April, two watering
cycles of 2 h per week from May to September and one watering cycle of
1 h per week in October. The electrical conductivity of the irrigation
water used was ca. 3 dS m~L. In 2019 experiment, three replicates of 3
trees were used for control and 10, 50 and 100 mM GABA treatments,
which were applied after 30, 60, 90, 105 and 120 days of full blossom.
For each treatment, 3 L of freshly prepared GABA (purchased from

UNIVERSITAS Migwed Hermamidez

Sigma, Sigma-Aldrich, Madrid) solutions (containing 0.5% Tween 20)
were foliar sprayed with a mechanical mist sprayer and control trees
were sprayed with 0.5% Tween 20. Fruit were harvested when reached
their commercial maturation stage based on size, external colour and
total soluble solid content of ca. 14 °Brix (140 mg L’l). However, the
pomegranate fruit development process is heterogeneous in the same
tree, some fruit reaching their commercial maturation stage before than
others. Thus, two harvests were made, on October 15 and October 29,
named as 1st and 2nd harvests, respectively. According to commercial
practices, 5 fruit were taken at random from control and treated trees
and °Brix of the aril juice were measured in the field by using a hand
refractometer. Then, fruit with similar size and colour than those having
°Brix close to 14 (140 mg L’l) were harvested at the first harvest date. At
the second harvest date all the remaining fruit were harvested. In 2020
experiment, 100 mM concentration was chosen for repeating the
experiment because with this concentration the best results were ob-
tained in 2019 experiment. Three replicates of six trees for treated and
control treatments and located in the same commercial plot were used
and two harvests were performed on October 8 and 21.

In both experiments and for each harvest date, yield per tree (kg
tree’l) was measured and the number of fruit harvested from each tree
was counted and then, fruit weight was calculated. In 2019 experiment
and for each harvesting date, two fruits from each tree were taken at
random (after fruit were picked by harvesters according to their size and
skin colour and thus, they were homogeneous and representative of each
individual tree). Fruit were grouped into three replicates of six fruits,
which were transported to laboratory in two h and used to measure
quality properties. Similarly, in 2020 experiment, one fruit was taken at
random from each tree and transported to laboratory in two h to mea-
sure quality parameters in three replicates of six fruits.

2.2. Firmness, colour, total soluble solids, titratable acidity and total
anthocyanin and phenolic measures

Fruit firmness was measured independently in each whole fruit by
using a TA. XT-plus Texture Analyzer (Stable Mycrosystems, Godalming,
UK) equipped with a flat probe which applied a force to achieve a 5 %
fruit diameter deformation. Fruit firmness was expressed as mean+SE of
the relation between the applied force and the travelled distance (N
mm™Y). Skin colour was measured at three equidistant points along the
equatorial perimeter of each fruit by using a Konica-Minolta colorimeter
(CRC400, Minolta Camera Co., Japan) and the CIELab coordinates.
Results are the mean+SE. Then, each fruit was cut by its equatorial plane
and the aril colour was measured on the arils at three equidistant points
of the cut internal surface by using the same colorimeter and results are
expressed as the mean=+SE. Thereafter, the manually obtained arils of
the six fruit of each replicate were mixed and squeezed by using two
layers of cotton fabric to obtain a homogeneous sample of pomegranate
juice from each replicate. For each sample, ca. 50 g of arils were
squeezed and total soluble solids (TSS) were measured in duplicate in
the juice of each sample, by using a digital refractometer (Atago PR-101,
Atago Co., Ltd., Tokyo, Japan) at 20 °C. Results (mean+SE) were
expressed as g L™ Titratable acidity (TA) was also determined in
duplicate in each juice sample, by tritation of 1 mL of juice diluted in 25
mL distilled H,O with 0.1 N NaOH up to pH 8.1 by using a (785 DMP
Titrino, Metrohm), and the results (mean=+SE) were expressed as g malic
acid equivalent L.

Total anthocyanins were extracted by homogenizing (for 30 s) 10 g
of arils with 30 mL of methanol/formic acid/water (25:1:24, v/v/v) by
using a Ultraturrax homogenizer (T18 basic, IKA, Berlin, Germany).
After centrifugation of the extracts at 10,000 g for 10 min at 4 °C, total
anthocyanin content was quantified in duplicate in the supernatant by
reading absorbance at 520 nm in a UV-Vis spectrophotometer (UV-
1900i, Shimadzu, Duisburg, Germany), and results were expressed as mg
kg ! of cyaniding 3-glucoside equivalent in a fresh weight basis (molar
absorption coefficient of 26,900 L cm ™! mol~! and molecular weight of
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449.2 g mol 1. Total phenolics were extracted in a similar way by suing
10 g of arils and 30 mL of water:methanol (2:8) containing 2 mM NaF (to
inactivate polyphenol oxidase activity and prevent phenolic degrada-
tion). The extracts were centrifuged as previously described and total
phenolic content was measured in duplicate in the supernatant using the
Folin-Ciocalteu reagent as described by Garcia-Pastor et al. (2020b).
Results were expressed as mg kg™! of gallic acid equivalent in a fresh
weight basis. For both, total phenolics and total anthocyanins two
measures were performed in each sample and results are the mean =+ SE.

2.3. Statistical analysis

For 2019 experiment, analysis of variance (ANOVA) was made
(using treatment as the factor) by using the SPSS software version 20
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and means were compared by Tukey’s test
to find out significant differences among treatments at P < 0.05. For
2020 experiment, a Student’s t-test was performed in order to detect
significant differences between control and treated fruit at P < 0.05.
Data are represented as mean+standard error (SE) of three replicates. In
addition, for both experimental years, a Student’s t-test was performed
to find significant differences between first and second harvest for each
treatment at P < 0.05

3. Results
3.1. Effects of GABA treatments on crop yield

Total crop yield of pomegranate trees was significantly (P < 0.05)
increased by GABA treatments in a concentration dependent manner in
2019 experiment, with values of 75.21 + 5.56 and 113.22 + 4.69 kg per
tree in controls and 100 mM GABA-treated trees, respectively (Fig. 1A).
The highest crop yield was obtained in the first harvest date for all
pomegranate trees, for which significant (P < 0.05) increases were
observed due to GABA treatments, while in the second harvest date no
significant differences were observed between control and GABA-
treated trees. For 2020 experiment, 100 mM GABA treatment led also
to increase significantly (P < 0.05) total crop yield with respect to

controls, with values of 67.84 + 4.77 and 51.82 + 3.88 kg per tree,
respectively. However, comparing to each one of the harvest dates, the
increases on yield were significant (P < 0.05) only for the second harvest
(Fig. 1B). The total number of harvested fruit from each tree was also
significantly (P < 0.05) increased by GABA treatments, in 2019 exper-
iment, from 216.67 + 7.13 in control trees to 257.70 + 7.66 in 100 mM
GABA-treated ones (Fig. 2A) and from 127.40 + 6.28 to 164.51 + 5.95,
respectively, for 2020 experiment (Fig. 2B). Fruit weight of the first
harvest date in 2019 experiment was significantly (P < 0.05) increased
by 10, 50 and 100 mM GABA treatments in a concentration maner,
which reached values of 402.3 + 7.4, 447.7 + 11.52 and 464.1 + 8.9 g,
respectively, while in controls it was 347.1 + 12.6 g (Fig. 3A). However,
in 2020 experiment, fruit weight was not affected by GABA treatments
(Fig. 3B).

3.2. Effects of GABA treatments on pomegranate quality traits

Total soluble solids in juice of pomegranate arils ranged from 150 to
157 g L™ in 2019 and 2020 experiments and no significant effects of
GABA treatments were observed on the first or second harvest dates
(Table 1S). Titratable acidity was not affected by GABA treatments,
although values decreased from harvest 1 to harvest 2, either in controls
as in treated fruits (Table 1S). Similarly, fruit firmness decreased from
harvest 1 to harvest 2 without being significantly affected by GABA
treatments (Table 1S). Skin and aril colour were measured by CIELab
coordinates and the highest differences among treatments and harvest
dates were found for a* parameter, which increases from cream to red or
pink to red in pomegranate skin and arils, respectively. For pomegranate
skin, colour a* at harvest was significantly (P < 0.05) enhanced by
GABA treatments, the highest effects being observed for 100 mM dose in
both harvest dates in 2019 experiments (Fig. 4A) and these results were
confirmed in 2020 experiment (Fig. 4B). In addition, increases in colour
a* of the fruit skin were found from harvest 1 to harvest 2 either in fruit
from control trees as in those from GABA-treated ones (Fig. 4). In a
similar way, colour a* parameters of the arils increased from first to
second harvest and they were significantly (P < 0.05) increased by
GABA treatments in a dose-dependent way, for both harvest dates, in
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Fig. 1. Pomegranate tree yield (kg tree™") for the first and second harvest and total yield in 2019 (A) and 2020 (B) experiments as affected by preharvest y-ami-
nobutyric acid (GABA) treatments. Data are the mean=+SE of three replicates of three or six trees for 2019 and 2020 experiments, respectively. Different letters show
significant differences (P < 0.05) among treatments for each harvest or total yield.

— UNIVERSIDAD MIGUEL

L ——— 113

HERNANDEZ DE ELCHE —




PUBLICACIONES

UNIVERSITAS /N’
gy Miguel Herndndez ¢ o <

ReTosAAA 2

[ 1 Harvest A: 2019 [ 1 Harvest  B: 2020
773 2™ Harvest a 70 4 EAO 2" Harvest a
120 A
I Total E Total
ab 60 -
100 - bc i b
o c o 907
O 80 1 o
= b b > 40
< T T < 7 a2
T 601 = a T oo
Q Q i
= > 30 b
a
40 A
a a 20 A
a
N \
& Q&* Q&* Q@‘& & Q&Q
P N 3 N < O
X X o v
RS RS 2 3
o o X IS

Fig. 2. Number of pomegranate fruit harvested by tree for the first and second harvest and total fruit harvested by tree in 2019 (A) and 2020 (B) experiments as
affected by preharvest y-aminobutyric acid (GABA) treatments. Data are the mean+SE of three replicates of three or six trees for 2019 and 2020 experiments,
respectively. Different letters show significant differences (P < 0.05) among treatments for each harvest or total fruit harvested.
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Fig. 3. Pomegranate fruit weight for the first and second harvest in 2019 (A) and 2020 (B) experiments as affected by preharvest y-aminobutyric acid (GABA)
treatments. Data are the mean=+SE of three replicates of three or six trees for 2019 and 2020 experiments, respectively. Different lowercase letters show significant
differences (P < 0.05) among treatments for each harvest and different capital letters show significant differences among harvests (P < 0.05) for each treatment.

2019 experiment (Fig. 5A and B). harvest date in 2019 experiment (Fig. 6A). For 2020 experiment, sig-
Total anthocyanin content in juice of pomegranate arils was also nificant (P < 0.05) increases were also found in juice anthocyanin
significantly (P<0.05) increased as a consequence of GABA tree treat- content in 100 mM GABA treated fruit with respect to controls (Fig. 6B).

ments, from 63.8 + 1.9 to 100.7 =+ 2.3 mg 100 kg~! in control and 100 In addition, it is worth noting that anthocyanin concentration in juice
mM GABA treatment, respectively, for the first harvest date and from increased significantly (P < 0.05) from harvest 1 to harvest 2, either in
82.2 + 3.6 to 153.0 + 4.8 mg 100 kg, respectively, for the second control as in GABA treated fruit in both experimental years (Fig. 6A, B).
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Fig. 4. Skin colour (a*) for the first and second harvest in 2019 (A) and 2020 (B) experiments as affected by preharvest y-aminobutyric acid (GABA) treatments. Data
are the mean=+SE of three replicates of six fruits. Different lowercase letters show significant differences (P < 0.05) among treatments for each harvest and different

capital letters show significant differences among harvests (P < 0.05) for each treatment.
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Fig. 5. Aril colour (a*) for the first and second harvest in 2019 (A) and 2020 (B) experiments as affected by preharvest y-aminobutyric acid (GABA) treatments. Data
are the mean=+SE of three replicates. Different lowercase letters show significant differences (P < 0.05) among treatments for each harvest and different capital letters

show significant differences among harvests (P < 0.05) for each treatment.

Taking into account data for all treatments and years, a high correlation
was found between colour a* parameter and aril juice anthocyanin
concentration (y=0.064x+5.31; r2:0.872), showing that colour a*

both harvest dates and years (Fig. 7A, B), which were dose-dependent in
2019 experiment (Fig. 7A). However, no significant changes were
observed on phenolic content between the two harvest dates either in

parameter is a good index to measure pomegranate aril colour. A similar control or in treated fruit (Fig. 7).

effect of GABA treatments was found for total phenolic content, that is to
say, significant increases (P < 0.05) in arils of fruit from treated trees for
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Fig. 6. Total anthocyanin concentration in aril for the first and second harvest in 2019 (A) and 2020 (B) experiments as affected by preharvest y-aminobutyric acid
(GABA) treatments. Data are the mean+SE of three replicates. Different lowercase letters show significant differences (P < 0.05) among treatments for each harvest
and different capital letters show significant differences among harvests (P < 0.05) for each treatment.
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Fig. 7. Total phenolic content in arils for the first and second harvest in 2019 (A) and 2020 (B) experiments as affected by preharvest y-aminobutyric acid (GABA)
treatments. Data are the mean+SE of three replicates. Different lowercase letters show significant differences (P < 0.05) among treatments for each harvest and
different capital letters show significant differences among harvests (P < 0.05) for each treatment.

4. Discussion

Results of the present experiments clearly show that GABA treat-
ments of pomegranate tree led to significant (P<0.05) increases in crop
yield (kg tree™!), the highest effect being observed for 100 mM treat-
ment, in which total yield was enhanced by 50 and 31% for 2019 and
2020 experiments, respectively, with respect to control trees (Fig. 1).
This increase on crop yield was due to increases in the total number of

fruit harvested by tree and on fruit weight of the first harvest, which
were 20% and 30% higher, respectively, than in controls in 2019
experiment. However, in 2020 experiment, the increase on yield was
only due to the higher number (29%) of fruits harvested from GABA
treated trees as compared with controls (Figs. 2 and 3). In the present
experiments GABA treatments started to be applied after 30 days of
flowering when fruit were totally set. Thus, it is clear that GABA treat-
ments increased the fruit-branch union strength, leading to reduced
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normal fruit drop occurring during pomegranate fruit development,
especially in the last phase of fruit maturation, which is attributed to
environmental factors such as wind or rain, the first one being high and
frequent in the field are of the study. In addition, the higher total yield of
GABA pomegranate trees with respect to controls could show higher
photoassimilate content to be partitioned among sinks such as devel-
oping fruit. In this sense, the effects of GABA on increasing photosyn-
thesis rate have been mainly studied in plants under stress condition,
showing that GABA increases plant stress tolerance by improving
photosynthesis (Li et al., 2021). For instance, GABA treatments of
creeping bentgrass (Agrostis stolonifera L) alleviated the detrimental ef-
fects of heat stress, such as reduction in chlorophyll content, net
photosynthesis and water use efficiency among others, which was
related with GABA-induced increase of the activity of antioxidant en-
zymes (SOD, CAT, APX, POD, and DHAR) and reduction of ROS damage
to photosynthetic tissues. However, no significant effects were observed
on these parameters between control and GABA treated plants under no
stress conditions (Zeng et al., 2021). Similarly, 20 mM GABA treatment
of pepper seedling let to increased net photosynthetic rate and stomatal
conductance under low light stress, although there was no marked effect
of GABA treatment when the seedlings were under normal light condi-
tions (Li et al., 2017). On the contrary, treatment of Vicia faba with
GABA at 20 pM, once per week, through irrigation system, starting when
the first true leaves emerged on the plants, increased leaf area, leaf
chlorophyll content and stomatal length, width and conductance leading
to enhanced photosynthesis efficiency and these effects were observed
on control plants and in those under salinity, osmotic and sulphur di-
oxide stresses (Shomali et al., 2021). Accordingly, GABA application at
50 mg L' to maize seedlings promoted net photosynthesis, gas ex-
change capacities and chlorophyll biosynthesis (Li et al., 2016) and
GABA increased grain yield and improved rice plant growth in different
fragrant rice varieties under no stress conditions (Li et al., 2020; Xie
et al., 2020). Thus, these previous reports support the effects of GABA
treatments on increasing net photosynthesis rate in pomegranate trees
which would lead to enhance crop yield. In addition, daily and night
mean temperatures for September and October were higher for 2019
than for 2020 year (Table 2S), and the increases on total yield were also
higher for 2019 than for 2020 year (50 and 31 %, respectively) for 100
mM GABA. Thus, pomegranate trees were exposed to a higher heat stress
in 2019 than in 2020 year, and, in turn, an effect of GABA treatment on
reducing heat stress cannot be discarded. Altogether, could explain that
total crop yield was increased by 38 and 16 kg per tree, in 2019 and
2020, respectively, in GABA-treated trees with respect to control.
However, the GABA used in the present experiment is quite expensive,
the total cost for 100 mM GABA treatment to one tee being ca. 34 euros
(3 L per tree x 3 applications). Growers usually obtain 1-1.5 euros/kg for
‘Mollar de Elche’ cultivar in Spain depending on the market demand.
Then, even using this GABA for laboratory use, according to the 2019
results, the treatment could be economically affordable. Nevertheless,
for field agronomic use the purity of the products is not necessary to be
so high and the price could be highly reduced.

Fruit firmness and TSS and TA contents were not significantly
affected by GABA treatments, either in fruit for the first or the second
harvest dates. In addition, no significant changes occurred in TSS from
the first to the second harvest date, although significant decreases
occurred on TA and firmness (Table 1S). On the contrary, skin and arils
colour a* parameters as well as anthocyanin content on arils were
significantly increased by GABA treatments, in a dose dependent way
and significant increases were also found from harvest 1 to harvest 2
(Figs. 4-6). Total phenolic content were also increased in pomegranate
arils as a consequence of GABA treatments, the effects being also dose-
dependent, although no significant differences were found between
the two harvest dates (Fig. 7). These observed changes on quality traits,
such as increases in colour and anthocyanin content and decreases in TA
and firmness, between fruit from the first and second harvests show the
normal evolution of pomegranate maturation process (Mphahlele et al.,
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2014; Pareek et al., 2015; Kumar and Gill, 2017). However, the content
of TSS was similar in fruit from both harvest dates, showing similar
levels of sugar accumulation. There is not available literature about the
effects of preharvest GABA treatments on fruit quality traits or phenolic
content, inducing anthocyanins, for comparative purposes, although
some papers have been published about postharvest GABA treatments.
For instance, fruit quality parameters, such as firmness and TA, were
maintained at higher levels in GABA treated aonla fruit (Emblica offici-
nalis) than in controls during cold storage (Ali et al., 2022), as well as in
apple fruit (Zhu et al., 2022). However, no significant differences on TSS
or TA among control and GABA-treated were observed in mango fruit
(Rastegar et al., 2020), in agreement with the present results. Thus, the
effects of GABA postharvest treatments on organoleptic quality param-
eters seem to be dependent on the fruit species, GABA concentration or
time of application.

On the contrary, GABA postharvest treatments have been reported to
increase or maintain higher levels of phenolic concentration during
storage in several fruit species. For instance, postharvest GABA treat-
ment increased total phenolic content on mango (Rastegar et al., 2020)
and on table grape led to increases on phenolic acids, stilbenes, flavo-
noids and anthocyanidins during storage, which was attributed to lower
polyphenol oxidase activity (Asgarian et al., 2022). Similarly, GABA
dipping treatment of blood orange fruit led to higher phenolic and
anthocyanin contents during storage (Habibi et al., 2020) and in aonla
fruit led to maintenance of higher content of phenolics and flavonoids
during cold storage (Ali et al., 2022), as well as in carambola (Mekontso
et al., 2021). Moreover, GABA treatment also increased phenolics and
anthocyanins in cornelian cherry fruits, and these effects were attributed
to higher PAL and decreased PPO activities (Aghdam et al., 2019).
Taking into account that total phenolic content in pomegranate arils
decreases as fruit matures (Mphahlele et al., 2014; Kumar and Gill,
2017), the reduction of PPO activity as a consequence of GABA treat-
ment would lead to higher phenolic content at harvest. In addition, some
key genes involved in the flavonoid biosynthetic pathway codifying for
phenylalanine ammonia lyase (PAL), 4-coumaroyl-CoA ligase (4CL) and
chalcon synthase (CHS) have been reported to increase by GABA treat-
ment in leaves of poplar seedlings (Xie et al., 2019). Accordingly, GABA
dipping treatment of blueberry significantly improved the activity of
PAL, 4CL and cinnamate-4-hydroxylase (C4H) during storage, leading to
accumulation of total phenolics and flavonoids compounds (Ge et al.,
2018). Thus, some effects of GABA preharvest treatment on increasing
phenolics and anthocyanins biosynthesis as well as on avoiding phenolic
oxidation in pomegranate arils cannot be discarded.

Specifically in pomegranate, Nazoori et al. (2020) reported that 5
and 15 mM GABA dipping treatment of pomegranate fruit delayed
anthocyanin and phenolic losses during storage, although no effects
were observed for 10 mM dose, and no explanations were given for the
ineffectiveness of this dose-intermediate treatment. On the other hand,
aril treatment of the ‘Hicaznar’ cultivar with 2.5 and 5 mM GABA had
not effect on total phenolic or total anthocyanin content during storage
(Oz et al., 2017). However, the present experiments show a clear effect
of GABA preharvest treatments on increasing total phenolic and total
anthocyanin concentrations in pomegranate arils (Figs. 6 and 7) in both
of the assayed experimental years, which would indicate that preharvest
treatment are more effective than postharvest ones. In addition, it is
worth commenting that anthocyanin content was higher in 2020 than in
2019 experiment, either in fruit from GABA-treated trees as in controls.
These differences could be attributed to the temperatures occurring
during the last weeks of on-tree fruit maturation. Night temperatures
were lower in 2020 than in 2019 and higher differences between
day-night temperatures occurred in the last year (Tables 2S and 3S),
these factors being reported to increase anthocyanin biosynthesis in
other red fruit such as blood orange (Butelli et al., 2012).

Finally, it is worth noting that the increase on skin and aril red colour
and the anthocyanin concentration in the arils in fruit from GABA-
treated fruit would lead to increase the ‘Mollar de Elche’ economic
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profit, because this cultivar has usually commercialization problems in
the international markets due to its poor coloured skin and arils.
Moreover, the increase of anthocyanin treatments as a consequence of
GABA treatment was higher in 2019 (58 and 82% for the first and second
harvest, respectively for 100 mM dose) than in 2020 (45 and 36%,
respectively). Then, the effect of GABA treatment on increase aril colour
was higher as lower was its colour in control conditions, leading to solve
the marketing problems of ‘Mollar de Elche’ cultivar due to its poor aril
colouration. On the other hand, taking into account that anthocyanins
and other phenolic compounds are responsible for the antioxidant
properties of pomegranate fruit and for its proved health beneficial ef-
fects (Asgary et al., 2017; Panth et al., 2017; Wang et al., 2020), the
GABA treatment would also provide benefits to consumers.

5. Conclusions

The present experiments show that preharvest 10-100 mM GABA
treatments, could be a useful tool to increase pomegranate crop yield,
which was mostly due to an increase on the number of fruit harvested
per tree. Thus, GABA would have some effect on reducing the normal
dropping occurring during fruit on-tree development due to environ-
mental stressing factors such as rain or winds. In addition, GABA
increased anthocyanin content in pomegranate arils, which is particu-
larly important in a poor aril coloured cultivar as ‘Mollar de Elche’,
leading to increase its economic value in international markets and its
health beneficial effects for consumers.
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Abstract: GABA (y-Aminobutyric acid) is an amino acid with diverse effects on plant development,
including delayed senescence in horticultural commodities. The main goal of this research was to
investigate the impact of GABA applications to pomegranate trees on the ‘Mollar de Elche’ quality
traits and antioxidant compounds during storage for 60 days at 10 °C. In the 2019 experiment,
pomegranate trees received foliar sprays of GABA at 10-, 50- or 100-mM concentrations at three stages
of fruit development. Pomegranates harvested from GABA-treated trees exhibited enhanced fruit
firmness, titratable acidity, the red color of skin and aril, and higher levels of total phenolics and total
and specific anthocyanins compared to those obtained from the control group. These quality traits
were maintained at higher levels during 60 days of preservation at 10 °C, and the most important
effects were observed for 100 mM dose. In a 2020 experiment, GABA was sprayed at a 100 mM
dose, and results were confirmed, showing a retard of the ripening process in pomegranates from
GABA-treated trees concerning controls for two months of storage and an extension of their shelf life
(with optimal quality traits appreciated by consumers) from 30 to 60 days. Moreover, the increase in
anthocyanin content due to GABA treatments resulted in redder fruits, which would appeal more to
consumers and have improved health benefits.

Keywords: Punica granatum; anthocyanins; phenolics; firmness; titratable acidity; total soluble
solids; colour

1. Introduction

Fruit from the plant species pomegranate (Punica granatum L.) have high-quality
properties, the most important being external visual appearance and aril colour, taste,
and flavour, which make this fruit very appreciated by consumers worldwide [1-3]. In
addition, pomegranate fruits provide health benefits known since ancient times. However,
the scientific evidence proving these beneficial effects has been reported mainly in the
last few years and attributed to antioxidant compounds, primarily phenolic compounds,
including anthocyanins [4-7]. In Spain, the most important pomegranate cultivar is ‘Mollar
de Elche’, which is highly appreciated by its balanced sugars-acids ratio and its small-sized
seeds with a soft and thin coat, which is imperceptible when eating. Thus, this is a cultivar
with excellent flavour and taste. However, “Mollar de Elche’ skin and aril colour is not as
red as in “‘Wonderful” and other worldwide-known cultivars due to their low concentration
of anthocyanins [1,8-11]. Then, for the ‘Mollar de Elche’ cultivar is difficult to achieve good
prices in international markets, in which redder cultivars are valued. To solve this problem,
several studies have been performed aimed at increasing skin and aril coloration. For
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Abstract: GABA (y-Aminobutyric acid) is an amino acid with diverse effects on plant development,
including delayed senescence in horticultural commodities. The main goal of this research was to
investigate the impact of GABA applications to pomegranate trees on the ‘Mollar de Elche” quality
traits and antioxidant compounds during storage for 60 days at 10 °C. In the 2019 experiment,
pomegranate trees received foliar sprays of GABA at 10-, 50- or 100-mM concentrations at three stages
of fruit development. Pomegranates harvested from GABA-treated trees exhibited enhanced fruit
firmness, titratable acidity, the red color of skin and aril, and higher levels of total phenolics and total
and specific anthocyanins compared to those obtained from the control group. These quality traits
were maintained at higher levels during 60 days of preservation at 10 °C, and the most important
effects were observed for 100 mM dose. In a 2020 experiment, GABA was sprayed at a 100 mM
dose, and results were confirmed, showing a retard of the ripening process in pomegranates from
GABA-treated trees concerning controls for two months of storage and an extension of their shelf life
(with optimal quality traits appreciated by consumers) from 30 to 60 days. Moreover, the increase in
anthocyanin content due to GABA treatments resulted in redder fruits, which would appeal more to
consumers and have improved health benefits.
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1. Introduction

Fruit from the plant species pomegranate (Punica granatum L.) have high-quality
properties, the most important being external visual appearance and aril colour, taste,
and flavour, which make this fruit very appreciated by consumers worldwide [1-3]. In
addition, pomegranate fruits provide health benefits known since ancient times. However,
the scientific evidence proving these beneficial effects has been reported mainly in the
last few years and attributed to antioxidant compounds, primarily phenolic compounds,
including anthocyanins [4-7]. In Spain, the most important pomegranate cultivar is ‘Mollar
de Elche’, which is highly appreciated by its balanced sugars-acids ratio and its small-sized
seeds with a soft and thin coat, which is imperceptible when eating. Thus, this is a cultivar
with excellent flavour and taste. However, ‘Mollar de Elche’ skin and aril colour is not as
red as in “Wonderful” and other worldwide-known cultivars due to their low concentration
of anthocyanins [1,8-11]. Then, for the ‘Mollar de Elche’ cultivar is difficult to achieve good
prices in international markets, in which redder cultivars are valued. To solve this problem,
several studies have been performed aimed at increasing skin and aril coloration. For
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example, the application of deficit water treatment to pomegranate trees during the linear
phase of on-tree fruit growth (in summer) led to increased aril anthocyanin content [12], as
well as treatments with salicylates [13], oxalic acid [2] and methy] jasmonate [14] during
critical points of on-tree pomegranate fruit development. These treatments would enhance
the economic value of ‘Mollar de Elche” pomegranate in markets worldwide apart from
its health benefits because it is well known that anthocyanin pigments are responsible for
aril colour also for their health-beneficial properties [4,5,7]. On the other hand, the quality
of this fruit species decreases during preservation, primarily due to fruit weight loss and
softening and to decreases in aril acid content, which leads to reduced fruit acceptability by
loss in freshness and juiciness and taste changes [1,13-16].

v-Aminobutyric acid (GABA), an amino acid that is not involved in protein synthesis,
has several effects on plant development, the first ones reported being the induction
of plant resistance to abiotic [17,18] and biotic stresses [18-20]. In addition, previous
reports have shown that GABA postharvest treatments delay the senescence of horticultural
commodities and increase fruit chilling tolerance, with additional effects on fruit quality
preservation after storage at low temperatures [17,21-23]. For example, dipping treatment
with GABA (in the range of 2.5-10 mM) decreased chilling injury (CI) symptoms and led
to enhanced concentrations of bioactive compounds (mainly phenolics, flavonoids and
anthocyanins) on cornelian fruit [21]. Accordingly, 200 uM GABA postharvest treatments
of mango fruits led to higher firmness levels and increased concentrations of ascorbic acid
and phenolic compounds along preservation at 15 °C [24]. In blood orange fruit, reduced
weight, firmness, and acidity losses during cold storage, and lower CI symptoms, have also
been reported for GABA dipping treatments, these effects being dose-dependent [25,26].

The literature regarding the treatments with GABA of pomegranate fruits is scarce.
Recently, Nazoori et al. [27] have reported that GABA dipping treatments at 5, 10 and
15 mM (for 15 min) maintained firmness levels, total phenolic concentration and antioxidant
activity and diminished CI along preservation at 4 °C. Accordingly, edible coating based
on carnauba wax, with the addition of GABA, at 5 or 10 mM, delayed the appearance
of CI symptoms and preserved quality traits in ‘Malas Saveh’ cultivar [28]. On the other
hand, GABA treatments of the pomegranate tree, applied by foliar spray during fruit
development on-tree, have been reported to enhance the yield of pomegranate crop, apart
from some quality attributes of fruit, such as skin and aril colour [29]. However, our current
understanding, there are no previously published reports exploring the potential impacts
of pomegranate trees’ GABA treatments on the evolution of pomegranate quality attributes
during preservation, which was the major objective of the present research. Especial
emphasis was given to the effects of these treatments on anthocyanin content to increase
the commercial value of this poor-coloured ‘Mollar de Elche’ cultivar after two mounts of
preservation at 10 °C, with additional benefits on enhancing its antioxidant properties and
healthful effects.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material and GABA Treatments

Trees of pomegranate (Punica granatum L.) ‘Mollar de Elche’ grown on a farm settled at
Elche (Alicante, Spain) were used for the experiments in the 2019 and 2020 growing cycles.
Trees were 12 years old in 2019 and 13 years old in 2020, planted at 6 x 5 m and trained
following a single stem pattern. Nitrogen and potassium, at 160 kg ha—!, and phosphorus,
at 80 kg ha~!, were supplied as fertilizers. Irrigation was applied in agreement with
agronomic practices for this crop species in the South-East of Spain. In the 2019 experiment,
GABA treatments were applied, at 10, 50 or 100 mM, by sprinkling 3 L of GABA solutions
(freshly prepared) to the tree canopy with an atomizer. Treatments were repeated at 15 days
intervals, from 30 to 120 days after full blossom. The equatorial diameter of the fruit at the
first treatment was 5-6 cm.

GABA (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) freshly prepared solutions in tap water before
application and contained 0.5% Tween 20. Tap water with Tween 20 at 0.5% was sprayed
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to control trees. Three replicates were used for each treatment, composed of three trees.
Fruits were harvested at the maturation stage in accordance with commercial practices,
based on fruit equatorial diameter, skin colour and appropriate content of total soluble
solids (ca. 14 °Brix) for this cultivar. Thus, fruits with these commercial criteria were
harvested from all the experimental trees on 15 October 2019 and 8 October 2020 for storage
experiments. Fifteen pomegranates were gathered randomly from each experimental group
and delivered to the laboratory in two hours. Then, three lots (or replicates) of five fruits
were performed randomly and stored at 10 °C for 0, 30 and 60 days. After that, fruit quality
properties and bioactive compounds were measured. GABA treatments at 100 mM yielded
the best results according to the highest maintenance of pomegranate fruit quality traits
from harvest to the end of storage for 60 days observed for 100 mM GABA treatment. Then,
this concentration was chosen to be applied in the 2020 experiment, performed in the same
commercial field, and as previously described.

2.2. Fruit Quality Parameter Measures

Weight loss was measured independently in each fruit. Each fruit was weighed before
and after the preservation period, and the loss of fruit weight was quantified (in percentage)
based on the weight at harvest (day 0). Skin colour was also measured in individual
fruits using a colorimeter, CRC-400-Konica-Minolta model (Minolta Camera Company,
Tokyo, Japan). The colour was expressed in CIELab-coordinates. Three colour measures
were performed on equidistant points of the fruit perimeter. The firmness of the fruit was
measured with a Texture Analyser (TA.XT plus-model, from Stable Microsystems Company,
Godalming, UK). The system measured the required force (N) to achieve a 5% deformation
of fruit diameter and the covered distance (mm) and force/distance (N mm ) was utilized
as the unit for presenting the results. After that, fruits were cut in two halves, and the
colour of the arils was measured on the cut surface at three equidistant points with the
colorimeter described above. Then, the arils of the five fruits of each of the three replicates
were mixed to obtain a uniform sample from which ca. 50 g were pressed throughout
two layers of cotton fabric to get a juice sample. Total soluble solid concentration (TSS)
was measured in the juice (in duplicate and at 20 °C) by means of an Atago PR-101 model
refractometer (Atago Co., Ltd., Tokyo, Japan). TA (titratable acidity) was measured in the
same juice (also in duplicate), by titration, up to pH 8.1, with 0.1 N NaOH by mean of a 785-
DMP-Titrino-titrator-model (Metrohm, Herisau, Switzerland), as previously reported [29].
Results for all the above-measured parameters were expressed as the mean =+ standard
error (SE) of three replicates. Another sample of ca. 50 g of arils for each sample was frozen
and grown under liquid-N; and kept at —20 °C until total anthocyanins and phenolics and
individual anthocyanins were measured.

2.3. Total Phenolic, Total Anthocyanin and Individual Anthocyanin Measures

The extraction of total phenolics was performed by homogenisation of 10 g of arils
with 30 mL of an extraction agent containing 80% of water and 20% of methanol and NaF
at 2 mM (to limit the activity of polyphenol oxidase and avoid degradation of phenolics),
for 30 s, by using an Ultraturrax homogenizer (T18-basic model, from IKA company, Berlin,
Germany). Then, the extracts were submitted to a centrifugation process for 10 min at
10,000 g and at 4 °C. Total phenolic content was measured, in duplicate, in the supernatant
according to Garcia-Pastor et al. [14]. In short, 50 uL of the extract was added to 2.5 mL
of the reagent Folin-Ciocalteau, previously diluted in water (1:10). The sample was left
at 20 °C for 2 min and thereafter, 2 mL of Na,CO3 were incorporated, and this mixture
was vigorously shaken and left, for 20 min, into a bath of water at a temperature of 50 °C.
The absorbance was recorded at 760 nm in a Shimadzu spectrophotometer (UV-Vis-1900i
model, Duisburg, Germany). Total phenolic concentration was calculated according to a
calibration curve previously obtained with gallic acid as standard. Results (mean + SE) are
reported as mg of gallic acid equivalents per 100 g of fresh weight (FW). To extract total
anthocyanins, 10 g of arils were homogenized as above in 30 mL of a mixture of 24% water,
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25% methanol and 1% formic acid. Then, the extracts were submitted to centrifugation at
10,000 g at a temperature of 4 °C for 10 min. The concentration of total anthocyanins was
measured in the supernatant in duplicate by reading the absorbance at 520 nm in the same
spectrophotometer above. Results are expressed as mg 100 g~ ! of cyn 3-gluc equivalents in
an FW basis, according to the formula (Ab x D x V x 100 x 449.2)/(W x 23,900), where Ab
is the absorbance, D and V are dilution factor and extract volume, respectively, 449.2 is the
cyn 3-gluc molecular weight, W is the sample weight, and 23,900 is the coefficient of molar
absorption (L cm~! mol~?) of this anthocyanin. These extracts were also used to quantify
individual anthocyanins after filtering through a polyvinylidene fluoride filter (Millipore,
Millex HV13 model from Bedford Industries, Burlington, MA, USA) of 0.45 um. Twenty
uL of the filtered extracts were injected into an HPLC system (Agilent (Santa Clara, CA,
USA), 1200-Infinity series) equipped with a C18-security guard cartridge (4.0 x 3.0 mm)
from Phenomenex (Macclesfield, UK) and a Luna C18 column (25 cm of length and 0.46 cm
of i.d., with a particle size of 5 pm, also from Phenomenex). Two mobile phases were used:
A, water-formic acid at 95-5% v-v and B, acetonitrile, running ata 1 mL min~! flow rate
with the gradient conditions previously described [14]. Chromatograms at 520 nm were
recorded, and anthocyanin quantification was carried out according to calibration curves
performed with pelargonidin 3-O-glucoside (pelg-3-gluc), cyanidin 3,5-O-di-glucoside
(cyn 3,5-digluc) and cyanidin 3-O-glucoside (cyn-3-gluc), purchased from Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Germany). The quantification of delphinidin 3-O-glucoside (delph-3-gluc)
was performed using cyn 3-gluc equivalents. The results, presented as mg 100 g1, were
obtained from the mean =+ SE of three biological replicates.

2.4. Statistical Analysis

For the 2019 experiment, treatment as the factor was used to perform an ANOVA
analysis of variance, for which version 20 of the SPSS software was used (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Tukey’s test was employed to compare the means and identify any significant
differences between treatments at a significance level of p < 0.05. A Student’s t-test was
conducted to ascertain the significance of differences between the control and treated fruit
at p < 0.05 for the 2020 experiment. The mean =+ SE (standard error) of three replicates was
used to express the data for both experiments.

3. Results
3.1. The Influence of GABA Treatments on the Physicochemical Quality Parameters of Fruit

Weight loss percentages increased from day 0 to day 60 of storage in pomegranate
fruits, reaching 12.25 £ 0.55 and 13.07 £ 1.06% at day 60 in control fruits for 2019 and 2020
experiments, respectively. However, GABA treatments led to significantly lower weight
losses than controls, with the best effects being found for 100 mM dose, with reductions of 44
and 30% after 60 days of storage in 2019 and 2020 experiments, respectively (Figure 1A,B).
Fruit firmness at the time of harvest was increased significantly (p < 0.05) by 50- and
100-mM GABA treatments in the 2019 experiment. Values decreased sharply during storage,
although it is worth noting that fruit firmness was significantly (p < 0.05) higher in fruit
from GABA-treated trees than in fruit from control ones, the effects being dose-dependent
(Figure 2A). Accordingly, fruit firmness was found to be significantly (p < 0.05) higher, either
at harvest or during storage, in pomegranate from 100 mM GABA-treated trees than in
controls in the 2020 experiment, with final vales of 20.35 4 0.83 and 14.04 + 0.81 N mm~!,
respectively (Figure 2B).
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Figure 1. Weight loss of pomegranate fruits from control and 10, 50 and 100 mM y-aminobutyric acid
(GABA) treated trees along preservation at 10 °C in 2019 (A). From control and 100 mM GABA-treated
trees in 2020 (B). Data are provided as the mean =+ standard error. Different letters denote significant
differences (p < 0.05) between treatments for each sampling date.
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Figure 2. The firmness of pomegranate fruits from control and 10, 50 and 100 mM y-aminobutyric
acid (GABA) treated trees along preservation at 10 °C in 2019 (A) and from control and 100 mM
GABA-treated trees in 2020 (B). Data are provided as the mean =+ standard error. Different letters
denote significant differences (p < 0.05) between treatments for each sampling date.

The CIELab coordinates were measured in skin and arils, and Chroma and hue
indexes were calculated. Results showed that the colour a* parameter showed the highest
differences between fruit picked from control and treated trees and the highest changes
along storage, so results for this parameter are provided. Thus, skin colour expressed
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as colour a* parameter was significantly (p < 0.05) influenced by GABA treatments since
it increased as a consequence of GABA treatments in a dose-dependent way in the 2019
experiment (Table 1). In the 2020 experiment, colour a* at harvest was also significantly
(p < 0.05) higher in pomegranates from 100 mM GABA-treated trees (15.69 % 0.51) as
compared with controls (11.51 £ 0.77). During storage, skin colour a* increased, either
in control or in treated fruits, although higher values were found in GABA-treated fruit
than in control ones during the whole storage time, with 30-35% higher values at the last
sampling date (Table 1). Aril colour was also increased by GABA treatments, as manifested
by significant (p < 0.05) higher values of a* parameter in the arils of pomegranates from
GABA-treated trees concerning controls in both years of study. Increases in colour a*
parameter occurred during storage. However, values were significantly (p < 0.05) higher
in fruit from GABA-treated trees than in controls, especially for the highest assayed dose
(Figure 3A,B).

Table 1. Skin colour (a* parameter), total soluble solids (TSS) and titratable acidity (TA) in
pomegranate from control and y-aminobutyric acid (GABA) treated trees at harvest and after 60 days
of storage at 10 °C in 2019 and 2020 experiments.

2019 Experiment

Colour a* Control GABA 10 mM GABA 50 mM GABA 100 mM

Day 0 14.84 + 0.44 cB 16.99 + 0.65 bB 17.84 + 0.67 bB 20.38 +0.77 aB

Day 60 17.95 £ 0.51 cA 21.05 + 0.25 bA 21.95 + 0.47 bA 24.38 £+ 0.56 aA
2020 Experiment

Colour a* Control GABA 100 mM

Day 0 11.51 £ 0.77 bB 15.69 + 0.51 aB

Day 60 15.44 4+ 0.69 bA 19.92 £ 0.81 aA
2019 Experiment

TSS (g 100 g’l) Control GABA 10 mM GABA 50 mM GABA 100 mM

Day 0 15.03 £ 0.04 aA 14.98 £ 0.19 aA 15.01 + 0.08 aA 15.26 £ 0.12 aA

Day 60 15.17 £ 0.32 aA 15.19 £ 0.08 aA 14.72 £ 0.17 aA 14.90 + 0.14 aA
2020 Experiment

TSS (g 100 g~ 1) Control GABA 100 mM

Day 0 15.58 £ 0.15aA 15.33 £ 0.18 aA

Day 60 15.72 £ 0.10 aA 1543 + 0.11 aA
2019 Experiment

TA (g 100 g’l) Control GABA 10 mM GABA 50 mM GABA 100 mM

Day 0 0.31 £ 0.01 aA 0.32 £ 0.01 aA 0.32 + 0.01 aA 0.33 £ 0.01 aA

Day 60 0.23 £+ 0.02 bB 0.24 £ 0.01 bB 0.27 4+ 0.01 abB 0.31 £ 0.01 aA
2020 Experiment

TA (g 100 g™ 1) Control GABA 100 mM

Day 0 0.34 £ 0.02 aA 0.35 £ 0.01 aA

Day 60 0.26 + 0.01 bB 0.32 £ 0.02 aA

Data are provided as the mean =+ standard error of three replicates of five fruits. For each sampling date, different
lowercase letters denote significant differences (p < 0.05) among treatments, and different capital letters show
significant differences (p < 0.05) at harvest or after 60 days of storage for each treatment.

TSS in pomegranate arils ranged between 15 and 15.5 g 100 g~ and no significant
differences were observed due to GABA treatments or storage time in the 2019 or 2020
years (Table 1). However, significant differences were observed in TA attributed to GABA
treatments during storage time. Thus, TA values at harvest were similar in fruit from
control and GABA-treated trees, and they decreased significantly (p < 0.05) in pomegranate
arils during the whole storage period. However, these decreases were retarded in fruits
from GABA-treated trees. Thus, the arils of pomegranates from treated trees showed
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significant (p < 0.05) higher TA values at day 60 of storage, especially for the highest dose

(Table 1).
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Figure 3. Aril colour a* parameter in pomegranate fruits from control and 10, 50 and 100 mM vy-
aminobutyric acid (GABA) treated trees along preservation at 10 °C in 2019 (A). From control and
100 mM GABA-treated trees in 2020 (B). Data are provided as the mean =+ standard error. For each
sampling date, different letters denote significant differences (p < 0.05) between treatments.

3.2. Effects of GABA Treatments on Bioactive Compounds

Total anthocyanin concentration in arils at harvest was significantly (p < 0.05) enhanced
by GABA treatments, the increase being higher as was the dose of applied GABA in the
2019 experiment, with values of 10.79 £ 0.96 and 17.35 = 0.75 mg 100 g~! for fruit picked
from control and 100 mM GABA-treated trees, respectively (Figure 4A). Furthermore, an in-
creasing trend was observed in aril anthocyanin concentration during storage, either in fruit
from treated trees or in controls, with values always being higher due to preharvest GABA
treatments (Figure 4A). These effects of GABA treatment were confirmed in a 2020 exper-
iment when pomegranate trees were treated with 100 mM GABA significantly (p < 0.05)
higher total anthocyanin concentration in the last ones during the whole storage time
(Figure 4B). Four individual anthocyanins were detected and quantified in pomegranate
arils at harvest, and all of them were found at significant (p < 0.05) higher concentrations in
arils of pomegranates from GABA-treated trees, the highest increases being found for the
major one, cyn 3-gluc, when 100 mM GABA dose was applied (Figure 5A,B).

The content of total phenolic at harvest was 49.48 + 1.77 mg 100 g~! in arils of
fruit picked from control trees in the 2019 experiment and significantly higher (p < 0.05),
57.95 4 0.86, 61.08 & 1.19 and 66.13 & 2.52 mg 100 g~!, in those in fruit picked from trees
treated with GABA at 10, 50 and 100 mM doses, respectively. The concentration of total
phenolic increased during storage in arils of fruit from control and treated trees, especially
during the second month of storage, with values being significantly higher (p < 0.05) in
GABA-treated ones as compared with controls from day 0 to day 60 of storage (Figure 6A).
Accordingly, in the 2020 experiment, a similar increasing trend was observed in phenolic
concentration in pomegranate arils of fruit picked from control and 100 mM GABA-treated
trees, with significant (p < 0.05) higher values in the last ones during the 60 days storage
period (Figure 6B).

— UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE —



PUBLICACIONES

UNIVERSITAS /Nawv/.\
gy Miguel Herndndez ¢ o <

AAA

UNIVERSITAS Migwel Hermdmdez

- 30

w
o
1

- 20

N
o
1

=N
o
1
T
=
(=)

—O— Control
—v— GABA 10 mM

—o— GABA 50 mM —O— Control
2019 —=— GABA 100 mM 2020 —=— GABA 100 mM
T T T T T T T T

0 30 60 0 15 30 45 60
Days at 10 °C Days at 10 °C

Total anthocyanins (mg 100 g™")
Total anthocyanins (mg 100 g™")

Figure 4. The concentration of total anthocyanin in arils of pomegranate fruits from control and 10,
50 and 100 mM y-aminobutyric acid (GABA) treated trees along preservation at 10 °C in 2019
(A) and from control and 100 mM GABA-treated trees in 2020 (B). Data are provided as the
mean =+ standard error. For each sampling date, different letters denote significant differences
(p < 0.05) between treatments.
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and 10, 50 and 100 mM y-aminobutyric acid (GABA) treated trees at harvest in 2019 (A) and from
control and 100 mM GABA-treated trees in 2020 (B). Data are provided as the mean =+ standard error.
For each sampling date, different letters denote significant differences (p < 0.05) between treatments.
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Figure 6. The concentration of total phenolic in arils of pomegranate fruits from control and 10, 50 and
100 mM y-aminobutyric acid (GABA) treated trees along preservation at 10 °C in 2019 (A), and from
control and 100 mM GABA-treated trees in 2020 (B). Data are provided as the mean =+ standard error.
For each sampling date, different letters denote significant differences (p < 0.05) between treatments.

4. Discussion

The primary factors influencing the quality of pomegranate fruit include the colour of
the peel and arils, fruit firmness, and TSS and TA concentration in arils [1,7,15]. Results
showed higher values of fruit firmness and higher red colour in both skin and arils (mani-
fested by enhanced colour a*) at harvest in fruit from GABA-treated trees as compared with
controls. Thus, results clearly show that preharvest applications of GABA increased quality
attributes, especially when applied at 100 mM dose. However, TSS content and TA levels,
which are also important indicators of the pomegranate on-tree maturation process [1,2,8],
were not influenced by GABA applications independently of the applied concentration. So
then, an apparent effect of GABA treatment on fruit maturation was not observed.

On the other hand, these treatments improved crop yield, especially for 50 and 100 mM
doses, due to an increase in the number of fruit per tree harvested [29]. In addition,
decreases in fruit firmness and acidity levels and increases in weight loss and red colour
of skin and arils occurred during storage, either in control as in treated fruits, which are
common changes observed during the postharvest maturation process in ‘Mollar de Elche’
and in other cultivars of this fruit species [13,30,31]. However, it is worth noting that
preharvest GABA treatments reduced weight losses, while firmness, TA, colour a* as well
as total concentrations of phenolic and anthocyanin compounds were maintained at higher
levels, and no changes were observed in TSS. TSS and TA are important quality traits
since they affect sweetness and sourness. They are due to fructose and glucose, as major
sugars, and to malic acid, followed by succinic and citric acids, as major organic acids
in the "Mollar de Elche’ cultivar [32]. Thus, maintaining TSS and TA close to values at
harvest after 60 days of storage, because of 100 mM GABA treatments, would lead to
fruit with the freshness, juiciness and taste consumers demand [1,13,14,33,34]. Therefore,
according to the evolution of all the measured quality parameters during storage, it could
be inferred that control pomegranate could be stored at 10 °C with high-quality parameters
for consumption for 30 days in 2019 and 2020. However, this period could be extended
up to 60 days in fruit from 100 mM GABA-treated trees, showing an effect of preharvest
GABA treatments on delaying the ripening process of pomegranate during storage.
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There are no available references in the literature regarding the effects of GABA
treatments, applied as preharvest treatments, on the changes of fruit quality traits during
storage for comparative purposes. However, there are some published reports about
the effects of postharvest GABA treatments. For example, fruit quality traits, such as
TA and firmness, were preserved at higher values in GABA-treated apple fruit [23] as
compared with controls during cold storage, as well as on aonla fruit (Emblica officinalis) [35].
Accordingly, weight loss, softening, ascorbic acid losses and colour changes were delayed
during storage in carambola GABA-treated fruit, leading to the maintenance of fruit
quality [36]. Similar results were obtained in blueberries [37] and mango [24] fruits after
postharvest GABA applications, which maintained quality parameters, delayed senescence,
and prolonged shelf life, in agreement with the present results. These effects were explained
by the effect of GABA on reducing reactive oxygen species levels, due to increased activity
of the enzymes with antioxidant activity, namely catalase, glutathione reductase, ascorbate
peroxidase, superoxide dismutase and peroxidase. Nevertheless, authority approval would
be required for practical pre- or postharvest GABA treatment applications.

It has been reported that pomegranate arils have various antioxidant compounds,
mostly ascorbic acid, and phenolic compounds, including anthocyanins, other complex
flavonoids, and hydrolysable tannins which are present at higher levels than in other
common fruits of the Mediterranean diet. However, different concentrations have been
observed based on the cultivar, maturation stage at harvest, cultural techniques, and envi-
ronmental factors [9,38—41]. Total anthocyanin and phenolic concentrations in pomegranate
arils at harvest were increased by GABA treatments, and these effects increased as did
GABA doses in the range from 10 to 100 mM and were found at higher levels concerning
those of pomegranate from control trees during the storage at 10 °C for 60 days. Regarding
the anthocyanin profile, cyn 3-gluc was found at the highest concentration, followed by
delph 3-gluc and cyn 3,5-digluc. In contrast, pelg 3-gluc was the minor one, in agree-
ment with previous reports for the ‘Mollar de Elche’ cultivar [7,13,42-44]. However, the
concentrations of each anthocyanin in these previous reports were slightly different from
those in the present experiments. These are attributed to the effects of cultural practices
and/or environmental conditions on anthocyanin biosynthesis. A similar anthocyanin
profile has been reported previously in many other cultivars of pomegranate, although
the relative concentration of each one was different depending on the cultivar. In this
sense, in the “‘Wonderful” cultivar, cyn 3-gluc was the anthocyanin found at the highest
concentration [29].

In contrast, delph 3-gluc was the predominant one for some cultivars from Croa-
tia [38], pelg 3,5-digluc in cultivars from Iran [45] and cyn 3,5-digluc in cultivars from
Tunisia [46]. The Anthocyanin profile was not influenced by preharvest GABA treatments,
independently of the assayed concentration. However, it is worth pointing out that GABA
treatments increased the concentrations of all the individual anthocyanins. The highest
effect is found for the significant one and 100 mm GABA dose. The increase in total and
individual anthocyanin content after preharvest GABA applications led to fruit with a
deeper red colour in the arils, as observed in the photographs in the graphical abstract.
Thus, fruit from GABA-treated trees would be more appreciated by consumers due to their
increased aril red colour [1,8-11].

On the other hand, phenolics, especially anthocyanins, have been reported to be
highly correlated with antioxidant activity in pomegranate arils [14,16,34]. They are com-
pounds responsible for the health benefits attributed to the consumption of pomegranate
fruit [4-6,47-50]. Therefore, preharvest GABA treatments would lead to pomegranates
with enhanced health-beneficial effects.

Previous recent reports have shown that postharvest GABA treatments led to increased
phenolic compound concentrations, including anthocyanins, during storage in ‘Sahebi’
grapes [19], ‘Moro’ blood oranges [26] and cornelian cherry fruits [21]. These effects were
attributed to the increased activity of phenylalanine ammonia-lyase (PAL), the key enzyme
pivotal in phenolic biosynthesis, and reduced polyphenol oxidase activity (PPO), the major
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enzyme involved in their degradation. Similarly, phenolic, and flavonoid content were
increased in blueberries during storage due to postharvest GABA treatments due to the
enhanced activity of PAL, cinnamate-4-hydroxylase and 4-coumarate/coenzyme A ligase,
which are two pivotal enzymes involved in the phenylpropanoid pathway in plants [37].
In pomegranate fruit, Nazoori et al. [27] reported that GABA dipping treatments before
storage maintained higher levels of total phenolics and anthocyanins after 90 days of
storage. However, the effects were positive for 5 and 15 mM concentrations but not for
10 mM. However, this is the first report on the effects of GABA treatments of pomegranate
trees, applied at key points of on-tree fruit development, on increasing phenolic and
anthocyanin concentration at harvest and after prolonged storage provided. On the other
hand, the increase in anthocyanin concentration in arils of “‘Mollar de Elche’ fruit from
GABA-treated trees, either at harvest or during storage, would contribute to an increase
in its income and commercial value in international markets, which appreciate more red-
coloured cultivars, such as the Spanish ‘Katirbasi’, ‘CG8’, ‘White’ or ‘Wonderful’ [42,51] or
other Turkish, Tunisian, Iranian or Croatian cultivars [1,9,10,38,40].

5. Conclusions

In a 2019 experiment, pomegranate trees treatment with GABA at 10, 50 and 100 mM
increased the quality attributes of pomegranate fruit at the time of harvest. They were
maintained during 60 days of storage at 10 °C. The most important effect is found for
100 mM dose. Similar results were obtained in the 2020 experiment, when a 100 mM GABA
dose was chosen to repeat the treatments, showing a delay of the postharvest ripening
process in pomegranates from GABA-treated trees concerning controls. Thus, the storage
time of pomegranates with optimum quality traits for consumption could be extended
from 30 days, for fruit from control trees to 60 days for those from GABA-treated ones.
In addition, redder arils with enhanced anthocyanin content were observed because of
preharvest multiple GABA applications, which would lead to an increase in the profit
and commercial value in international markets of ‘Mollar de Elche’ pomegranate since
fruit with enhanced skin and aril red colour would be more appreciated for consumption.
Moreover, GABA applications showed an additional effect on improving antioxidant
compounds, mainly total phenolics and total and individual anthocyanins, increasing
the health-beneficial effects of pomegranate consumption. Future research is needed to
determine if the number of GABA applications could be reduced without compromising
its beneficial effects to achieve a cost-effective treatment for practical purposes.
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Abstract: Spain is one of the main contributors to global pomegranate production. Pomegranate
presents a challenge for preservation at suboptimal temperatures. Preserving this fruit for an extended
period is challenging due to its susceptibility to chilling injury (CI). For this reason, we have examined
different postharvest treatments to extend the pomegranate shelf life and their potential impact on
reducing CI. For this reason, two postharvest treatments have been applied: 1-Methylcyclopropene
(1000 nL L~! 1-MCP) and methyl jasmonate vapors (0.01 mM MeJA), a natural elicitor found in many
plant organs that induces a wide range of physiological processes, including the activation of defense
mechanisms against stress. Following the application of these treatments and subsequent fruit storage
at 2 °C for 90 days, maintenance of firmness and membrane integrity was observed. Additionally,
a positive synergic effect was observed in these quality traits when combining both substances
(1-MCP + MeJA), especially with regard to delaying weight loss, the external color evolution, and
total polyphenol accumulation. On the other hand, MeJA treatment alone or in combination with
1-MCP also increased the anthocyanin content in arils, thereby enhancing the fruit quality. In general,
the best results were observed when these two different technologies were applied as a combined
treatment, especially in terms of maintaining quality traits such as fruit firmness and total acidity
and reducing weight loss and CI. This is the first time that these two substances have been tested
together in any fruit species, and their simultaneous application in the same container represents an
innovative approach that could be an interesting tool for commercial purposes.

Keywords: chilling injury; elicitor; 1-MCP; Punica granatum L.; quality; storage

1. Introduction

Pomegranate (Punica granatum L.) fruit is a plant species that originated in the Middle
East but has spread throughout the Mediterranean and other countries over the years [1].
Currently, pomegranate is widely valued by consumers primarily for its sensory qualities
and the existence of beneficial compounds like flavonoids, anthocyanins, and tannins.
Scientific research has revealed that these compounds, particularly with their antioxidant
properties, can contribute positive effects to human health and could be used as a pre-
ventive strategy for different diseases, such as cardiovascular diseases, diabetes, cancer,
etc. [2,3]. Pomegranate fruit, once harvested, continues its metabolic activity, leading to dif-
ferent alterations that cause a decrease in quality. Among the most frequent alterations are
dehydration, increased respiratory rate, and rotting. Currently, there are different technolo-
gies that help to delay pomegranate fruit senescence, such as cold storage, which prolongs
fruit quality during its storage. However, temperatures below 5 °C cause pomegranate
chilling injury (CI) [4], which results in discoloration and pitting of the pomegranate peel
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and aril browning. In this sense, CI contributes to a greater presence of microorganisms
and, therefore, to the rot incidence [5]. In recent years, different methods or strategies have
been used and/or studied to help minimize the presence of CI in pomegranate fruit. For
example, it has been observed that physical barriers such as packaging or wrapping with
different films successfully maintain quality traits during refrigerated storage [6] and also
reduce CI at suboptimal temperatures [7]. With respect to chemical treatments, salicylic
acid (SA) has the potential to decrease both ethylene production and the respiration rate,
maintaining pomegranate quality during postharvest storage at low temperatures [8]. In
this sense, SA stimulates CI tolerance by activating antioxidant systems and increasing
resistance to different pathogens [9]. Other chemical substances such as methyl salicylate,
y-aminobutyric acid (GABA), or glycine betaine were able to reduce CI in pomegranate,
orange, and kiwifruit during storage [10-12]. Other strategies as intermittent warming,
controlled atmosphere, or the application of nitric oxide have demonstrated success in
controlling CI [13]. Methyl jasmonate (MeJA) is an elicitor that stimulates plant growth
and development and is involved in the plant defense system against several biotic and
abiotic stresses [14]. For this reason, it has been applied to maintain fruit quality stored at
suboptimal temperatures [15]. Additionally, in previous studies we have observed that
Me]J A solutions applied at pre- and postharvest reduced CI in the pomegranate rind when
stored at 2 °C, which has been linked to higher stability of the cell membranes [16]. It has
also been shown that MeJA solutions improve the antioxidant activity in pomegranate
arils [17,18] and other non-climacteric fruit, such as strawberries stored at 1 °C [19]. On the
other hand, blocking ethylene action with 1-methylcyclopropene (1-MCP) can reduce fruit
senescence after harvest as well as CI [20]. Similar effects were observed after applying
1-MCP to kiwifruit [21]. Recently, different studies displayed a synergistic effect between
the combination of 1-MCP with different plant-origin substances such as salicylic acid
derivatives, essential oils, or melatonin [22-24]. For example, several studies evaluating the
effect of MeJA treatments in comparison with 1-MCP obtained positive effects with both
technologies in different fruit species such as kiwifruit and peach [25,26]. Nevertheless,
to the best of our knowledge, this is the first time in which a combined treatment with
these two different fumigation technologies has been applied to evaluate CI in any fruit
species. For this reason, in this study, we have evaluated the potential of these technologies,
combined or separately, on pomegranate fruit to assess their impact on fruit shelf life and
against CI during cold storage.

2. Materials and Methods
2.1. Fruit Material and Postharvest Treatments

The harvested fruit (Punica granatum L. cv. Mollar de Elche) were selected in ac-
cordance with the size homogeneity, external color, and soluble-solid-level (14-15° Brix)
characteristics of this variety. In preliminary experiments, 0.01, 0.1, or 1 mM MeJA va-
por applications were assayed alone or in combination with 1-MCP [27], and the most
effective conditions that reduced CI symptoms and delayed other quality parameters
(0.01 mM + 1-MCP) were selected. For this reason, in the present study, MeJA treatment
(0.01 mM) was assayed alone or in combination with 1-MCP (1000 nL L) for 24 h under
room temperature conditions, as recommended by Li et al. [26] for 1-MCP treatments in
pomegranate fruit. The application of 1-MCP treatments was conducted by combining
tablets available commercially with an activator solution. All these chemicals were supplied
by SmartFresh (Agro-Fresh Inc., Philadelphia, PA, USA). Treatments were assayed in 3 repli-
cates, using batches of 15 pomegranates containing 5 fruits per replicate and sampling
time. The different lots were placed inside distinct sealed containers. For MeJA treatments,
the necessary volume of this substance required to achieve the desired concentration was
placed on a filter paper at the container’s bottom, and the container was immediately
closed so that it was airtight. MeJA treatments for each replicate were applied in the vapor
phase for 24 h at 20 °C either alone or combined with 1-MCP (1000 nL L~!). Another batch
without treatment was stored in similar containers under the same conditions (Control).
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After the treatments, the pomegranate fruit were removed and transferred to suboptimal
temperatures (2 °C) and 85% RH to trigger CI [10]. Samples were studied over a period of
90 days in periods of 30 days of refrigerated storage plus 3 days at room temperature.

2.2. Postharvest Quality Parameters

Respiration rate was measured in a secure airtight 3.7 L container for a duration of
60 min, using 5 fruits per replicate and treatment. Subsequently, a 1 mL gas sample was
extracted from the headspace, and carbon dioxide levels were measured using a Shimadzu
14B gas chromatograph (Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Germany) equipped with
a thermal conductivity detector. The chromatographic parameters have been detailed
in previous studies by Martinez-Romero et al. [28]. This parameter was elucidated as
mg CO, l(g*1 h~!. The weight loss of pomegranates was evaluated and calculated in rela-
tion to the fruit weight at the beginning of the experiment. Fruit softening was measured in
each fruit, using a flat probe in a TX-XT2i texture analyzer (Stable Microsystems, Godalm-
ing, UK), applying the necessary force to achieve a 5% deformation of the fruit diameter.
The obtained results were displayed as the ratio of the applied force to the distance covered
(N mm™1), presented in this study as the mean & standard error (ES). Outer-rind color
parameters were evaluated individually at three different areas across the equatorial area
of 5 fruits per replicate. Color evaluations were assayed for each pomegranate on the skin
(external) and arils using a colorimeter (CRC400, Minolta Camera Co., Tokyo, Japan). CIE
hue angle* (180 + tan~! b*/a*, if a*< 0) results were displayed as the mean + SE (n = 3) [17].
Then, after cutting the pomegranate fruit in half, 3 simultaneous measurements were col-
lected on the aril surface for each pomegranate individually to evaluate the internal color.
Thereafter, the skin and arils were taken separately from all the fruits in each replicate and
mixed homogeneously. Evaluation of the total content of soluble solids (TSS) from each
replicate was performed in duplicate with a refractometer at 20 °C (Atago PR-101, Atago
Co., Ltd., Tokyo, Japan) by squeezing the arils obtained from the 5 fruits of each replicate,
using two layers of cotton cloth. This filtered and homogenized juice of each replica was
evaluated, and the results were displayed in g 100 gfl. In each of these juices, the titratable
acidity (TA) was also evaluated. The evaluations were measured in duplicate by titration
in 1 mL of diluted (25 mL) juice (785 DMP Titrino, Metrohm). The registered observations
were displayed as g malic acid equivalent per 100 g~ ! as described for pomegranates by
Garcia-Pastor et al. [17].

2.3. Bioactive Compounds

To determine the polyphenol content, 5 g of arils or 5 g of rind from each sample
per replicate were mixed and blended in 15 mL of methanol:water (8:2) containing 2 mM
sodium fluoride (with the aim of deactivating polyphenol oxidase enzyme activity and
preventing polyphenol breakdown) for 60 s with a homogenizer. Extractions were subjected
to centrifugation (10,000 g) at 4 °C for 15 min. The supernatant was evaluated with the
Folin—Ciocalteu solution in duplicate for each replica to quantify the total phenolic content,
following the methodology previously reported by Garcia-Pastor et al. [17]. These authors
also described the method to evaluate the anthocyanin content. These bioactive compounds
were obtained by extraction from 5 g of arils and homogenization for 1 min in 15 mL of
methanol/formic acid /water (80:1:19) solution with a homogenizer (Ultraturrax, T18 basic,
IKA, Berlin, Germany). The extracted samples were subjected to centrifugation (10,000 g)
at 4 °C for a duration of 15 min. Finally, the anthocyanin content was evaluated in the
supernatant in duplicate at 520 nm (UV-1900i, Shimadzu, Duisburg, Germany). The total
anthocyanin content was expressed as cyanidin 3-glucoside equivalents (molecular weight
of 449.2 g mol~! and molar absorption coefficient of 23,900 L cm~! mol~!) and represent
the mean + SE (n = 3).
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2.4. Membrane Permeability and Cold Damage

Malondialdehyde (MDA) content has been evaluated in pomegranate rind tissue, as
reported by Zhang et al. [29]. Using a mortar and pestle, a 2.5 g sample was mixed and
blended with 10 mL of a 10% trichloroacetic acid solution. Subsequently, supernatants
were obtained after centrifuging the extract at 4 °C (10,000x g) for a duration of 20 min.
Six mL of 0.67% thiobarbituric acid was shaken with a vortex in a test tube containing
part of the supernatant (2 mL). All the tubes were subsequently immersed in a water
bath set at 95 °C. After 20 min in the water bath, samples were allowed to cool at room
temperature and studied using spectrophotometry (1900 UV /Vis, Shimadzu, Kyoto, Japan)
at 450, 532, and 600 nm. Each evaluation was performed in duplicate, and the MDA content
was evaluated as umol kg~!. Membrane permeability was estimated with the method
described by Yuan et al. [24] for evaluating electrolyte leakage (EL). From each treatment
group, 45 disks (15 disks per replicate) with a diameter of 1 cm were obtained from the
pomegranate rind. Briefly, the pomegranate disks were subjected to three successive rinses
for 3 min each in deionized water. Subsequently, the disks were immersed in deionized
water (50 mL) at ambient temperature for 4 h under constant shaking. After this time, the
electrical conductivity (C;) at 20 °C in these solutions was evaluated. Samples were frozen
for 24 h and then exposed to high temperature (121 °C) for 15 min. All the samples were
allowed to cool, and the final electrical conductivity (C;) was measured at 20 °C. Electrolyte
leakage (EL) was evaluated using the formula EL = (C;/Cy) x 100. CI to the outer and
inner rind of the pomegranate was assessed visually as we recently described [7], with
9 trained evaluators scoring the affected pomegranate surface. Scores were displayed on a
5-point scale: 1 = no damage; 2 = 1-10% surface damaged; 3 = 11-30% surface damaged;
4 = 31-50% surface damaged; 5 = >50% surface damaged.

2.5. Statistical Analysis

The results were expressed as the mean =+ standard error (SE) and subjected to analysis
of variance (ANOVA) tests. Significant differences (p < 0.05) were determined by a com-
parison of means conducted with the Tukey’s HSD test. Distinct lowercase letters denote
significant differences among treatments for the same sampling period. All statistical
evaluations were determined using the SPSS software package, version 22 (IBM Corp.;
Armonk, NY, USA).

3. Results and Discussion
3.1. Respiration Rate, Weight Loss, and Fruit Firmness Evolution

After cold storage, pomegranates increase their respiration rate at room temperature
(Figure 1A). Compared with control fruit, pomegranates treated only with 1-MCP or with
MeJ A displayed a similar pattern, with no significant differences (p > 0.05) between batches.
However, respiration was significantly (p < 0.05) reduced when 1-MCP and MeJA were
applied as a combined treatment during cold storage plus 3 days at 20 °C. At the end
of the storage period, the different postharvest treatments did not show any significant
differences (p > 0.05).
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Figure 1. Respiration rate (mg CO, kg™! h™1) (A), weight loss (%) (B), and fruit flesh firmness
(N mm~1) (C) of “Mollar de Elche” pomegranate fruit after treatment with 1-methylcyclopropene
(1-MCP), methyl jasmonate (MeJA), and 1-methylcyclopropene + methyl jasmonate (1-MCP + MeJA)
postharvest during refrigerated storage at 2 °C plus 3 days at room temperature. Different displayed
lowercase letters indicate significant differences (p < 0.05) among treatments on the same sampling
date. Data are the mean + SE (1 = 3).
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Although 1-MCP and MeJA treatments assayed alone did not result in a decrease in
metabolic activity, the favorable impact arising from the combination of these two distinct
substances could be attributed to a synergistic effect of their respective properties. In this
sense, both substances reduced the metabolism in other non-climacteric fruits such as
cherries [30,31], apples and pineapples [32,33], or pomegranates [5,16,17] while preserving
cellular membrane integrity and reducing fruit weight loss. In this study, weight loss in
the pomegranate batches increased as expected during refrigerated storage (Figure 1B),
but pomegranates treated with 1-MCP + MeJA showed a significantly (p < 0.05) delayed
evolution compared with the other batches studied during the whole experiment. In this
sense, in coincidence with respiration, a synergistic effect was observed with the combined
application (1-MCP + MeJA) compared with these treatments when applied separately.
Pomegranates treated with 1-MCP and control fruit showed the highest dehydration at
the last evaluation assayed (90 days of cold storage). The increased fruit weight loss in the
experiment may be due to fruit transpiration and respiration processes. In other previous
studies, postharvest treatments based on MeJA and 1-MCP applied separately led to re-
duced pomegranate weight loss [5,10,16,17]. Fruit firmness decreased during cold storage
as expected (Figure 1C), and pomegranates treated with 1-MCP maintained a greater fruit
firmness compared with control pomegranates during the first storage period. However,
during the last part of the cold storage period, greater firmness was obtained by combining
treatments (1-MCP + MeJA), thus maintaining this effect during storage. The synergistic
effect displayed by combining both technologies may be attributed to their enhanced per-
formance when used together. 1-MCP delays senescence by blocking basal ethylene action
in pomegranate fruit [27,34], while MeJA increases the cell energy status [35] and stimulates
stress responses and the antioxidative capacity [36]. We previously reported the MeJA
effect, when applied at preharvest or as a postharvest treatment, in increasing antioxidative
activity and the bioactive compound content of total polyphenols, anthocyanins, or vitamin
C in pomegranate fruit [16,17]. This trend was consistent with recent observations reported
for minimally processed arils [18], which have been linked to a positive effect in increasing
resilience to membrane peroxidation in many fruit species [36,37], resulting in decreased
weight loss and the preservation of fruit firmness.

3.2. Pomegranate External and Internal Color

Pomegranate color is a key indicator of its quality and nutritional content. Aril and
husk colors are determined by the amount of anthocyanin pigments, which can vary
depending on factors such as variety, growing conditions, and ripeness [38]. CIE L* in
pomegranate husk decreased in all samples during storage conditions, with an approximate
5% reduction in all treatments after 90 days of storage. 1-MCP + MeJA was the postharvest
treatment which displayed the highest CIE L* values, compared with the remaining fruit
batches, which showed significant differences (p < 0.05) up to two months of storage.
However, these differences were not observed between the different batches after 3 months
at 2 °C plus 3 days at 20 °C (Figure 2A). The delayed CIE L* evolution has been linked to a
lower rate of fruit weight loss and a delayed postharvest ripening [39] since reduced water
evaporation in pomegranate fruit preserves their freshness for longer periods. The CIE hue*
angle of the pomegranate external rind also decreased during storage, with no differences
(p > 0.05) observed over the whole study (Figure 2B).
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Figure 2. CIE L* (A) and CIE hue* (B) evolution in the skin and CIE a/b (C) evaluated in arils of
“Mollar de Elche” pomegranates treated with 1-methylcyclopropene (1-MCP), methyl jasmonate
(MeJA), and 1-methylcyclopropene + methyl jasmonate (1-MCP + MeJA) at postharvest during
refrigerated storage at 2 °C plus 3 days at 20 °C. Different lowercase letters indicate significant
differences (p < 0.05) among treatments for each sampling date. Data are the mean =+ SE (n = 3).
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CIE hue* is an important parameter that provides an objective measure of the fruit
color; lower values are related to darker colors [38]. On the contrary, significant differences
(p < 0.05) were observed in pomegranate arils after measuring the CIE a*/b* ratio, since
1-MCP batches displayed the lowest CIE a*/b* ratio in pomegranate arils, which correlates
with a paler aril color [40] (Figure 2C). Aril color evolution was stimulated by MeJA
postharvest treatment alone or in combination with 1-MCP, generally with similar values
(p > 0.05) between them. In this sense, both technologies increased the reddish color of
arils significantly (p < 0.05) compared with control pomegranates or with 1-MCP treatment
applied alone. The deeper red color observed in MeJA-treated fruit alone or in fruit
treated with MeJA combined with 1-MCP is related to an increased level of bioactive
compounds, such as anthocyanins, as previously reported [16-18] and in the present study,
as discussed below.

3.3. Total Soluble Solids (TSS) and Titratable Acidity (TA)

During storage, the amount of TSS showed a slight increase in all samples for up to 90
days. Notably, the 1-MCP + MeJA batch exhibited the highest TSS values, while the 1-MCP
batch had the lowest. Specifically, after 90 days, the TSS content in the 1-MCP + MeJA
batch was significantly higher (p < 0.05) compared with the control fruit. Conversely, the
1-MCP-treated batch displayed significantly lower values (p < 0.05) compared with the rest
of the treatments evaluated (Figure 3A).

A —o— control
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—e— 1-MCP o 1-MCP bo.ss
—v— MeJA Meja
1659 —y— 1-MCP + MeJA —¥— 1-MCP + MeJA [ 038
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15.0 4

0+3 30+3 60+3 90+3 0+3 30+3 60+3 90+3
Days of storage at 2 °C + 3 days at 20 °C

Figure 3. Total soluble solids (TSS) (g 100 g~ 1) (A) and titratable acidity (TA) (g 100 g~1) (B) in aril
juice of “Mollar de Elche” pomegranate fruit treated with 1-methylcyclopropene (1-MCP), methyl
jasmonate (MeJA), and 1-methylcyclopropene + methyl jasmonate (1-MCP + MeJA) at postharvest
during cold storage at 2 °C plus 3 days at 20 °C. Different lowercase letters indicate significant
differences (p < 0.05) among treatments for each sampling date. Data are the mean + SE (1 = 3).

On the other hand, the TA in all the pomegranate batches slightly decreased during the
study (Figure 3B). Fruit treated with 1-MCP + MeJA displayed higher TA values compared
with control pomegranates after periods of 30, 60, and 90 days (13.84, 15.99, and 19.07%
higher, respectively). MeJA and 1-MCP applied separately also delayed TA evolution
compared with control fruit, with MeJA batches displaying the greater effectiveness. These
modifications occur as part of the ordinary maturation process of pomegranates as previ-
ously reported [4,41], characterized by a decrease in TA in the pomegranate juice and an
increase in TSS values (mainly sugars). In relation to our results, other authors reported that
MeJ A-treated arils showed effectiveness in reducing the loss of organic acids such as vita-
min C [18] as well as in reducing pomegranate respiration [16,17]. In this sense, 1-MCP can
reduce the metabolic activity of pomegranate fruit, delaying senescence [5,27]. These events,
coincident with our results, could be related to the enhanced effect observed in maintaining
the TSS content and TA when 1-MCP and MeJA were applied as a combined treatment.
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3.4. Effect of Postharvest Treatments on Total Bioactive Compounds

Consumers value pomegranates for the presence of bioactive compounds with antiox-
idative attributes [16]. These phytochemical compounds are mainly phenolic substances,
such as anthocyanins and other flavonoids, as well as hydrolysable tannins such as ellagitan-
nins, gallic acid, and ellagic acid. These constituents have been documented to contribute
to the health-promoting qualities associated with the consumption of pomegranate, of-
fering protection against certain degenerative diseases [2,3]. The concentration of total
polyphenols in the pomegranate rind increased during storage (Figure 4A). The highest
values were observed in control fruit compared with the other treatments, whether com-
bined or separately applied. On the other hand, the polyphenol content in arils showed
an initial upward trend in all treatments during the first 60 days of cold storage, followed
by a subsequent decline, probably because of the degradation stimulated by polyphenol
oxidase [18]. The evolution of these bioactive compounds was delayed only for the 1-
MCP-treated fruit batch (=83-100 mg~!) after 60 days of refrigerated storage compared
with the rest of batches (~96-98 mg 100 mg~!) (Figure 4B). The total anthocyanin content
slightly increased in all pomegranates during storage (Figure 4C). However, treatments
containing MeJA elicited an approximately 20% increase in these red-colored compounds.
The effect was maintained through the whole storage period with significantly (p < 0.05)
higher values for the combined treatment (1-MCP + MeJA) at the end of the study. MeJA
application by itself increased the red coloration in pomegranate arils during ripening
on-tree and after harvest during storage [16-18]. Additionally, in previous studies, 1-MCP
has shown a positive effect reducing the polyphenol oxidase (PPO) activity in pomegranate
fruit [5]. This could explain the higher anthocyanin content in the combined treatment
since MeJA stimulates anthocyanin accumulation, while 1-MCP could be preventing the
PPO oxidative action.

3.5. Membrane Permeability (MDA Content and EL) and Chilling Injury (CI)

Aldehydes are some of the most important products obtained after lipid peroxidation
and can be indicators of catabolism. The main aldehyde compound is MDA [42]. MDA
increased in all samples during cold storage. Pomegranate fruit after treatments based on 1-
MCP, MeJA, or 1-MCP + MeJA showed a reduction of 22.45, 22.17, and 18.75%, respectively,
after 60 days at 2 °C plus 3 more days at 20 °C. The MDA content in control fruit was,
in general, significantly higher (p < 0.05) compared with the other pomegranate batches
during the experiment. However, the MDA evolution was delayed when MeJA was applied
alone compared with when 1-MCP was assessed. Moreover, pomegranate fruit treated
with 1 MCP + MeJA displayed the strongest effect in reducing MDA content compared
with the rest of the pomegranate batches at the end of the study (Figure 5A).
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Figure 4. Total phenolic content in rind (mg 100 mg™') (A), total phenolic content in arils (mg
100 mg_l) (B) and total anthocyanin content in arils (mg 100 mg_l) (C) of “Mollar de Elche”
pomegranate fruit treated with 1-methylcyclopropene (1-MCP), methyl jasmonate (MeJA), and
1-methylcyclopropene + methyl jasmonate (1-MCP + MeJA) at postharvest during cold storage at
2 °C plus 3 days at 20 °C. Different lowercase letters indicate significant differences (p < 0.05) among
treatments for each sampling date. Data are the mean + SE (1 = 3).
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Figure 5. Evolution of malondialdehyde (MDA) content (umol kg_l) (A), electrolyte leakage (EL)
(%) (B), and chilling injury symptoms in the external (C) and internal (D) peel of “Mollar de Elche”
pomegranate fruit treated with 1-methylcyclopropene (1-MCP), methyl jasmonate (MeJA), and 1-
methylcyclopropene + methyl jasmonate (1-MCP + MeJA) at postharvest during cold storage at 2 °C
plus 3 days at 20 °C. Data are the mean + SE (n = 3). Different lowercase letters indicate significant
differences (p < 0.05) among treatments for each sampling date.

High concentrations of MDA and other free radicals are poisonous in plant tissues,
leading to cell and lipid membrane peroxidation. In this sense, EL indicates changes in
membrane integrity during refrigerated storage [43]. In the husk tissues, EL increased
during this study, although the EL was delayed significantly (p < 0.05) in 1-MCP batches and
in pomegranates treated with the combined application (1-MCP + MeJA) compared with
control pomegranates after 30 days of storage (Figure 5B). After this period, untreated and
1-MCP-treated batches exhibited higher EL levels (8.09 and 15.05%, respectively) than the
1-MCP + Me]JA batch. Earlier studies have indicated that 1-MCP and MeJA may stimulate
the activity of antioxidative enzymes in pomegranate [5,44] and other non-climacteric
fruit [45], resulting in a reduction in MDA content and a decrease in EL, which is consistent
with the results obtained in this study. Consequently, the positive effect in reducing the
MDA content and EL when 1-MCP or MeJA were used individually might explain why
the delay observed in the evolution of the MDA content and EL were more effective when
these substances were applied together (1-MCP + MeJA). On the other hand, as expected,
pomegranate fruit were susceptible to CI at 2 °C, displaying symptoms of this disorder
on the external and internal rinds after 30 days of storage at 2 °C plus 3 more days at
20 °C (Figures 5C and 6). MeJA or 1-MCP treatments, when administered individually,
did not show efficacy in delaying external CI compared to control fruit, except toward the
end of cold storage, where both compounds demonstrated a reduction in this parameter
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(Figure 5C). Nonetheless, the application of these treatments as a combined treatment
throughout the entire storage period at suboptimal temperatures resulted in a significant
(p < 0.05) delay in external CI. On the other hand, the photographs prominently illustrate
the discernible impact of different treatments on internal CI (Figure 6). Also, in these
photographs, the effect of 1-MCP in delaying aril color development can be observed, as
well as the contrary effect displayed in MeJA-treated pomegranate alone or MeJA combined
with 1-MCP.

CONTROL 1-M0P MelA 1-MCP + MadA

s @ @ e 9 &
*%‘ ‘#‘ 0. *** o | & 0.
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Figure 6. Internal visual aspect (mesocarp and arils) of pomegranates treated with 1-
methylcyclopropene (1-MCP), methyl jasmonate (MeJA), and 1-methylcyclopropene + methy] jas-
monate (1-MCP + MeJA) at postharvest after 30 days of cold storage at 2 °C plus 3 days at 20 °C.

CIin the mesocarp (internal CI) showed similar results to that previously observed for
the epicarp (Figure 5D). However, internal CI was delayed not only with the combination of
treatments (1-MCP + MeJA) but also in 1-MCP and especially in MeJA-treated fruit, which
showed a significant cold tolerance compared with control batches. CI developed after
removing the fruit from suboptimal temperatures to room temperature. Even when applied
individually or in combination, neither treatment was able to completely prevent CI at
suboptimal temperatures such as 2 °C. It is reasonable to assume, however, that due to the
substantial delay in the onset of this damage, these technologies might be highly effective in
postponing the occurrence of such damage at higher cooling temperatures. The main indica-
tors of Cl include rind desiccation, browning, pitting, surface depressions, and an increased
vulnerability to decay [46]. The progression of Cl is related to an elevation in membrane
permeability due to modifications in lipids and proteins [47]. In this sense, 1-MCP and
MeJ A have shown enhanced resilience to CI in other non-climacteric species when applied
alone as both these different substances lead to a common outcome in pomegranate fruit as
has been displayed in this study: both of them applied alone improved membrane integrity,
reducing EL and the MDA content, which is related to the extended functionality and
maintenance of cellular tissues [25,36]. Additionally, MeJA treatments provide an increased
energy status coincident with stress events (such as senescence or storage at suboptimal
temperatures), thus reducing metabolic demands and respiration [35]. On the other hand,
1-MCP is known to reduce the basal ethylene impact on pomegranates [25], thus stimulat-
ing respiration and different metabolic pathways [34]. These events involve a multifactorial
metabolic system that could be linked to the synergistic effect of 1-MCP + MeJA in reducing
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the MDA content, EL, and CI under suboptimal temperatures, reducing the respiration
process.

4. Conclusions

The data presented in this study suggest that methyl jasmonate vapor on pomegranate
alleviates chilling injury and reduces membrane disintegration while also augmenting
the anthocyanin content. Weight loss and fruit softening were delayed with the different
strategies applied in this study, maintaining the total acidity. The accumulation of total
phenolic compounds was delayed, but the total anthocyanin content was stimulated with
strategies containing methyl jasmonate. Membrane permeability was reduced, delaying
chilling injury. The methyl jasmonate effect in reducing chilling injury and delaying
quality losses was higher than that observed with 1-methylcyclopropene applications.
Fruit firmness and membrane stability were well controlled by 1-methylcyclopropene,
leading to a delay of senescence. However, the best results in terms of fruit quality were
observed when both strategies were combined. Different pomegranate cultivars may
respond differently to these treatments, particularly under suboptimal storage temperatures.
The different strategies assayed in this study did not completely prevent the chilling injury
in pomegranate fruit. On the other hand, the results suggest that pomegranate storability at
higher cooling temperatures could be enhanced by combining these different postharvest
treatments, but further studies will be necessary to elucidate the limitations of these
technologies based on the storage temperature. However, the observed impact of these
strategies, which can be simultaneously applied, could be a new promising approach to
control chilling injury and fruit senescence during cold storage in pomegranate fruit and
other fruit species.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The use of stretch films as a second skin over fruits is a common technological solution to prevent their dete-

POly(bufylene-co’adlpate'CD-terethalate) rioration during postharvest storage. However, these films pose an environmental problem, and the management

i;’ll}:amde' of this waste is a challenge. To address this issue, a new biodegradable polymer composed of a blend of butylene
thocyanin

adipate-co-terephthalate and polylactic acid (PBAT-PLA) called Nature Fresh® has been developed to produce
stretch films suitable for post-harvest use without environmental concerns. Pomegranate is a fruit that is highly
sensitive to Chilling Injury (CI) at temperatures below 5 °C. To evaluate the suitability of Nature Fresh® film for
pomegranate packaging, two cultivars with different sensitivity to CI, 'Bigful’ and 'Mollar de Elche’, were
wrapped with the film and stored for 56 days at 2 °C plus 2 days at 20 °C. Control groups included fruits without
film and fruits wrapped with stretch film made of linear low-density polyethylene (LLDPE), which is commonly
used in post-harvest storage. Pomegranates packed in PBAT-PLA and LLDPE films showed similar evolution in
the appearance of internal and external husk CI, respiration rate, ion leakage, total polyphenol, and anthocyanin
content, these parameters being lower than in control fruit. However, due to differences in water vapor and gas
permeability between the two films, weight loss and firmness reduction were significantly higher in pome-
granates wrapped in PBAT-PLA compared to LLDPE, but this did not impact any detrimental effect on overall
appearance. Internal CI was significantly (P < 0.001) positively correlated with fruit respiration rate, ion leakage,
weight loss, total polyphenol, and anthocyanin content; while it was negatively correlated with fruit firmness,
skin and aril color, soluble solids, acidity, and maturity index. In summary, the use of PBAT-PLA film presents a
feasible substitution to LLDPE on maintaining the quality of pomegranates during post-harvest storage, while
also aligning with worldwide initiatives aimed at decreasing plastic waste.

Punica granatum L.
Map packaging
Quality

Phenolic

1. Introduction

Packaging technology for fruits and vegetables has evolved rapidly,
always with the goal of helping with their preservation, commerciali-
zation, sale, and consumption. In addition to meeting these objectives,
fruit and vegetable packaging is being demanded to be environmentally
friendly and safe for consumers (Abdul Khalil, et al., 2018). Thus, new
packaging materials with biodegradable properties and eco-friendly
manufacturing techniques are being developed, which reduce green-
house gas emissions and the formation of microplastics (Dedieu et al.,
2022).

The postharvest packaging of pomegranate (Punica granatum L.) fruit
is usually carried out in bulk, inside plastic, cardboard or wooden boxes,

* Corresponding author.
E-mail address: dmromero@umh.es (D. Martinez-Romero).

https://doi.org/10.1016/j.scienta.2023.112480

where the fruits are arranged using either cells or natural materials such
as straw that prevent movement and damage to the fruits. For this fruit,
graded packaging with biodegradable plastics has not been utilized. The
use of films made from biodegradable and compostable polymers such as
naturally sourced poly(lactide) (PLA) or petroleum-derived poly
(butylene-co-adipate-co-terephthalate) (PBAT) is being implemented in
food packaging recently (Dedieu et al., 2022). However, these films
often present problems for their use in the postharvest of fruit and
vegetables due to their high gas permeabilities (CO2, O,, and water
vapor), high cost, and low yield for packaging due to their poor me-
chanical properties (Khalid and Arif, 2022). The combination of
different types of biopolymers has been used to improve the gas diffu-
sion and properties of these biopolymers. For instance, the mixture of

Received 29 May 2023; Received in revised form 31 August 2023; Accepted 5 September 2023
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PBAT/PLA leads to film with barrier properties similar to LLPE (Sie-
genthaler et al., 2012). However, the use of this film to wrap fruit or
vegetables is limited and up to date, it has only been documented in
passion fruit (Zhang et al., 2019) and broccoli florets (Paulsen et al.,
2022).

Pomegranate is a fruit highly susceptible to the development of
chilling injury (CI) when stored at temperatures below 5 °C after harvest
(Lorente-Mento et al., 2023). CI in pomegranate is manifested by the
appearance of internal darkening of the white spongy tissue that sur-
rounds the arils and internal membranes (Kashash et al., 2016), and the
presence of brown spots and punctures on the external skin, as also
occurs in most tropical and subtropical fruits subjected to CI (Opara
et al., 2015; Pareek et al., 2015; Mirdehghan et al., 2007a, 2007b).
Storage conditions and postharvest technology help alleviate the
occurrence of CI in pomegranates. For example, Di Millo et al. (2021)
reduced the occurrence of CI in the ‘Mollar de Elche’ pomegranate
cultivar by using edible coatings with hydroxypropyl methylcellulose
and packaging in modified atmosphere (MAP). In addition, MAP pack-
aging has allowed a reduction in CI in different pomegranate cultivars,
including the "Mollar de Elche’ cultivar (Porat et al., 2016; Candir et al.,
2018; Selcuk and Erkan, 2015; D’Aquino et al., 2010; Artés et al., 2000).
Moreover, Candir et al. (2018) found that the reduction of CI in pome-
granates is linked to the inhibition or delay of phenolic compound
oxidation as a consequence of the lower concentration of Oz and higher
concentration of CO; in the atmosphere generated inside the package
and in contact with the fruit.

CI affects the composition of cell membrane lipids during storage,
resulting in considerable reductions in both saturated fatty acids (SFA)
and unsaturated fatty acids (UFA), as well as a significant decrease in the
UFA/SFA ratio (Mirdehghan et al., 2007b). It has been observed that
treatments that prevent CI, such as the use of thermal treatments (Mir-
dehghan et al., 2007b) or elicitors such as methyl jasmonate (Garcia--
Pastor et al., 2020a) or salicylic acid (Sayyari et al., 2017), maintained a
higher proportion of unsaturated fatty acids, which led to the mainte-
nance of membrane fluidity at low storage temperatures and could be
responsible for the lower electrolyte leakage and skin darkening. The
decrease in the ratio of UFA/SFA has been associated with the hydrolysis
of phospholipids into free fatty acids, as well as the peroxidation of UFA
by the synergistic action of lipid-metabolizing enzymes such as phos-
pholipase, lipase, and lipoxygenase (Wang et al., 2018; Lin et al., 2017).
Vazquez-Hernandez et al. (2020) reported that high concentrations of
CO>, help to maintain the structure of cells and their organelles, allow for
the restoration of cell membranes, reduce the oxidation of fatty acids,
and increase the degree of unsaturation of lipids. The use of plastic
packaging that generates modified atmospheres has been widely studied
as a tool to maintain fruit and vegetable quality during storage. Addi-
tionally, this technique reduces CI symptoms in a wide range of fruit and
vegetable species (Flores et al., 2004; Fahmy and Nakano, 2014),
including pomegranates (Artés et al., 2000). However, the reduction of
CI has not been studied in pomegranates wrapped in stretchable
biodegradable films.

The main objective of the study is to determine whether the use of a
biodegradable film based on PLA+PBAT as a "second skin" on pome-
granates can prolong their storage and reduce the incidence of CI as
compared to the use of a conventional LLDPE film. Additionally, the
feasibility of this type of packaging as a sustainable alternative that does
not pollute the environment and can be composted after being used will
be evaluated.

2. Material and methods
2.1. Materials used
The study utilized pomegranates (Punica granatum L.) of the Mollar

de Elche and Bigful cultivars grown on a commercial farm situated in
Albatera, Alicante-Spain. The fruits were harvested in 2021 (‘Bigful’ -

September 15th and ‘Mollar de Elche’ - October 9th) at commercial
maturation stage, according to commercial criteria for each cultivar
based on fruit size, husk color, and aril total soluble solid (TSS) and
titratable acidity (TA) (Table 1).

The two films used are stretchable and self-adhesive, with a thickness
of 10.1 + 0.1 pm and specific characteristics (Table 2). The Nature
Fresh® film (Fabbri Group Modena-Italy) was made from PLA and PBAT
from BASF-Germany.

2.2. Experimental design

Once the fruit (~300 per each cultivar) were harvested, they were
transported without delay to the postharvest laboratory at the Univer-
sity Miguel Hernandez for further analysis. There, only the fruits that
showed no signs of damage, such as bruises, sunburns, decay, etc., were
selected. Additionally, three batches of 60 fruits were randomly sorted
for each cultivar. The first batch was for control pomegranates
(unpackaged), the second batch was for packaging pomegranates in
biodegradable plastic (PLA-PBAT), and the third batch was for pack-
aging pomegranates in LLDPE. The packaging technique involved
wrapping and stretching each film (25 x 25 cm) over the fruit skin at the
top (corolla of the fruit) and twisting the film to close it at the peduncle
zone of the fruit. An adhesive tape was applied to the closing area to
prevent it from opening. The wraps were in contact with the fruit skin,
like a second skin. The wrapped fruits were placed in cells with the
corolla on top. In addition, 15 fruits of each cultivar were analyzed at the
moment of harvest.

All fruit samples were subjected to storage at 2 °C and 90% relative
humidity for a duration of 56 days. Periodic analyses were performed on
three replicates of 5 fruits from each cultivar and treatment at 2-weeks
intervals at 2 °C, followed by an additional 2-day period at 20 °C

2.3. COz and O3 concentration in the internal package atmosphere and
respiration rate of pomegranate

05 and CO, concentrations were measured in the internal atmo-
sphere of packages by extracting 1 mL gas sample directly from the
corolla pomegranate space through the films. Two samples were taken
per experimental unit to measure COy and O, concentrations. The
concentrations of CO2 and Oz were measured using a Shimadzu CG-14B
gas chromatograph with a thermal conductivity detectoranda2mx 1/
8" CHROMOSORB 102 80,/100 column, under the same conditions as the
method described by Valverde et al. (2005). Results were reported as the
partial pressure (kPa) of O, and CO in the internal space of the
packages.

After measuring the gas concentrations in the internal atmosphere,
the films were removed from the pomegranates, and after 6 h, the res-
piratory rate analysis was conducted. The respiratory rate of the fruits
was determined using a closed static system. Three 5 L containers with
airtight seals were used for each treatment, and 5 fruits were placed in
each container for one hour. Gas samples (1 mL) were taken from the
headspace of each container for CO, chromatography analysis in the

Table 1
Fruit quality parameters at harvest according to commercial criteria. Weight,
diameter, external color, titratable acidity (TA) and total soluble solids (TSS).

cv. Bigful cv. Mollar de Elche
Weight (g) 330.77 + 4.36 276.05 + 2.32
Diameter (mm) 88.67 + 7.08 83.80 £ 6.72
Husk color Full Red Cream
TA (g 100! mL) 0.50 + 0.03 0.22 + 0.01
TSS (%) 15.68 + 0.13 15.06 + 0.0.14

The presented \data represent the average + standard error (SE) of three in-
dependent replicates, with each replicate consisting of five individual fruits.
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Table 2
Composition, CO, (CTR), O, (OTR) and water vapor (WVTR) permeabilities of
the two used films.

Conventional plastic Biodegradable plastic

(LLDPE) (PLA-PBAT)
Composition 100% 5% PLA - 95% PBAT
CTR (em®* m~2d ' Pa™h) 52x 107! 6.0 x 107*

(23 °C, 0% RH)
OTR (ecm®*m~2d ™! Pa!) 8.0 x 1072 5.5 x 1072

(23 °C, 0% RH))
WVTR (g m~2d~' Pa™!) 4.0 x 107* 3.0 x 1072

(38 °C, 90% RH)

chromatograph previously described. The results were reported in mg
CO, kg’1 h~!, and the mean + SE was calculated for each of the three
replicates.

2.4. CI index

Each individual pomegranate was evaluated for the CI index, which
was determined based on the percentage of peel surface affected by CI
symptoms such as dehydration, browning, and pitting, as described by
Lorente-Mento et al. (2023). To quantify the external and internal CI
index of pomegranate peel, a 5-point hedonic reference scale was uti-
lized, ranging from 1 (no damage) to 5 (> 50%), with intermediary
values of 2 (0-10%), 3 (10-30%), and 4 (30-50%).

2.5. Ion leakage

To evaluate ion leakage (IL), peel tissue was analyzed using the
method described by Lorente-Mento (2023). Firstly, three peel replicates
per treatment were taken in the equatorial zone of the pomegranate.
Using a 0.5 cm diameter cork borer, 15 discs were extracted from each
replicate. After rinsing each replicate three times for 3 min with
deionized water, they were then vigorously shaken with 50 mL of
deionized water at room temperature. After 30 min, the initial electrical
conductivity (C1) was measured with a Crison conductivity meter. The
samples were then frozen and heated to 121 °C for 15 min. Total con-
ductivity (C2) was evaluated after cooling the samples at room tem-
perature (20 °C). IL was calculated as (C1/C2) x 100.

2.6. Fruit quality parameters

Weight loss was calculated as the ratio of the difference between the
weight of each fruit at harvest and the weight after each storage period,
divided by the weight of each fruit at harvest. Results were expressed as
a percentage of the initial weight (%). Fruit firmness was determined
using a TX-XT2i Texture Analyzer (Stable Microsystems, Godalming,
UK) interfaced with a personal computer, following the method
described by Lorente-Mento et al. (2021). On the equatorial zone of each
fruit, the necessary force to deform the diameter by 5% was applied with
a flat probe of 10 cm in diameter. Firmness results were expressed as the
force-deformation ratio (N mm™1). External and internal peel and aril
color were measured with a Konica-Minolta colorimeter (CRC400,
Minolta Camera Co., Japan) by using the CIELab system. Peel color
measurements were made at three equidistant points around of equa-
torial zone in each fruit. Arils color measurements were made directly at
tree equidistant points on cut fruit surface. Data of color were expressed
as Hue angle (arctg b*/a*) according the CIELab coordinates. To
quantify TSS and TA a sample of the arils from five fruits was used for
each replicate. The juice was extracted by squeezing approximately 50 g
of arils through a cotton cloth. TSS were determined in duplicate at a
temperature of 20 °C using a digital refractometer, Atago PR-101 (Atago
Co. Ltd., Tokyo, Japan), and expressed as%. For TA measurement also in
duplicate in each sample, 1 mL of the juice was diluted with 25 mL of
distilled H2O and titrated using an automatic titrator (785 DMP Titrino,

UNIVERSITAS Migwed Hermamidez

Metrohm) with 0.1 N NaOH to pH 8.1. The results were expressed as g
100 mL ! citric acid equivalents for both cultivars. Maturity index were
expressed as the ratio of TSS and TA. To extract total phenolics, 10 g of
arils were mixed with 30 mL of a water:methanol (2:8) solution con-
taining 2 mM NaF. The resulting extracts were then centrifuged at 10,
000 g for 15 min, and the supernatant was used to measure the total
phenolic content in duplicate using the Folin-Ciocalteu reagent,
described by Garcia-Pastor et al. (2020b). The results were reported in
mg kg ! of gallic acid equivalents on a fresh weight basis. The procedure
outlined by Lorente-Mento et al. (2021) was followed for the extraction
and measurement of total anthocyanins. Specifically, 20 g of arils from
each sample were extracted for anthocyanins using a solution of meth-
anol/formic acid/water (25:1:24, v/v/v), and the homogenate was
centrifuged at 10,000 x g for 10 min. The total anthocyanin concen-
tration was then measured by recording the absorbance at 520 nm in the
supernatant, and the results were reported as mg 100 g~! of cyanidin
3-glucoside equivalents (cyn 3-glu), with a molar absorption coefficient
of 26,900 L cm ™! mol~! and a molecular weight of 449.2 g mol .

2.7. Statistical analysis

The effect of storage time, cultivar, packaging system and their
interaction on the different dependent variables quantified has been
studied by Analysis of Variance (ANOVA). When the differences induced
by the different treatments and cultivars were significant, the means
were separated using the Tukey test (P < 0.05). Correlation coefficients
using Pearson’s method were computed to determine the relationship
between the dependent variables in both cultivars during storage. A
bilateral significance test was then conducted to verify the correlation
coefficient. IBM SPSS Statistics 28.0.0.0 (Armonk, NY: IBM Corp) soft-
ware was used for statistical analyses.

3. Results and discussion

According to the ANOVA analysis, the presence of CI in fruit was
influenced by the cultivar, duration of storage, and packaging system, as
well as their interactions. Specifically, fruits of the "Bigfull’ cultivar,
regardless of packaging system, could only be stored for 42 days at 2 °C
plus 2 days at 20 °C. After 56 days at 2 °C plus 2 days at 20 °C, 100% of
"Bigful’ fruits showed symptoms of external and internal CI, wilting, and
rot beyond commercially acceptable levels (Fig. 1B, D). In addition, the
poor condition of these fruits prevented further analysis during the
remaining storage period. However, fruits of the "Mollar de Elche’
cultivar maintained acceptable quality during the entire 56-day storage
period at 2 °C plus 2 days at 20 °C (Fig. 1A, C). The external and internal
CI of this cultivar did not reach a visual rating of 3. In this regard,
Lorente-Mento et al. (2023) found that the ‘Mollar de Elche’ cultivar is
less sensitive to CI than the cultivars "'Wonderful’, *Bigfull’, *Acco’, and
’Purple Queen’. The occurrence of CI, in addition to being linked to
storage conditions and postharvest technologies applied, is a genetically
linked factor (Kashash et al., 2019). Kashash et al. (2018) found that the
sensitivity of pomegranates to CI is related to various metabolic path-
ways, such as jasmonic acid biosynthesis, ethylene, and transcription
factors indicating cold stress such as galactinol biosynthesis, lipids,
raffinose, phenols, and heat shock proteins.

Furthermore, internal and external CI of pomegranates wrapped in
both PBAT-PLA and LLDPE films were lower than in control fruits of
both cultivars throughout the storage period (P < 0.001) (Fig. 1). In
contrast, internal CI of control fruits from the most sensitive cultivar,
’Bigfull’, reached a score of 3.43 £ 0.29 on day 14 of storage, while the
CI symptoms of pomegranates wrapped in the films were lower, 1.98 +
0.28 and 2.33 + 0.18 for the PLA-PBAT biofilm and LLDPE film,
respectively (Fig. 1D). The external damages of pomegranates from both
cultivars were lower than internal damages, but both were significantly
(P < 0.001) correlated (r = 0.803) (Table 3). Lorente-Mento et al. (2023)
also confirmed that internal damages due to CI were always higher than

— UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE —




PUBLICACIONES

UNIVERSITAS /\awv/\
a Miguel Herndndez EPSO

UNIVERSITAS Migwel Hermdmdez

SAAA 27

5 5
)
2 A Mollar de Eche B Bigful
w— 4 4
° c
3 =@ No Film
o =y— PBAT-PLA
£ 31 @ ure 3
O
©
c 2 2
2
x
w
1 1
5 5
X
[%2]
2
w 4 4
o]
x
S
£ 3 3
S
©
£ 2 2
2
£
1 1

0 14 28 42

56 0 14 28 42

Storage days at 2 °C and 2 days at 20 °C

Fig. 1. Effect of packaging condition on the internal or external chilling injury index of husk in Mollar de Elche’ (A and C) and 'Bigful’ (B-D) pomegranates. Mean
values and standard errors (represented by vertical bars) are shown from three replicates of 5 fruits. Different letters denote significant differences within the same
day (P < 0.05). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

external damages in a wide range of pomegranate cultivars.

During the storage of pomegranates in the passive modified atmo-
spheres, there were a decrease in the concentration of O, and an increase
in the concentration of CO inside the packagings, which were affected
by the permeability of the films used and the respiration rate of the
pomegranates (Fig. 2). In this regard, it has been observed in several
studies that the atmosphere generated in the packaging of pomegranates
under passive modified atmospheres allows to reduce CI and prolong
their shelf life (Candir et al., 2018; Artés et al., 2000; Selcuk and Erkan,
2013, 2014).

The equilibrium atmosphere inside the packaging varies depending
on the cultivar, its metabolism, and the permeability of the film used. In
our case, the accumulated CO, concentration in the ‘Mollar de Elche’
cultivar was lower than in the "Bigful’ cultivar in both films (Fig. 2A, B).
On the contrary, the O, concentration was higher in ‘Mollar de Eche’
cultivar than in ’Bigful’ for both films (Fig. 2C, D). However, the LLDPE
film, regardless of the cultivar, always allowed to achieve a more
enriched CO; equilibrium atmosphere and a more impoverished O at-
mosphere than with the PBAT-PLA film (Fig. 2). Nevertheless, it is worth
noting that in none of the cultivars or film types, concentrations higher
than 10-15% CO, were reached, which would induce fermentative
processes that could have adverse effects. The different equilibrium at-
mospheres generated are due to the higher metabolic activity of the
’Bigfull’ cultivar, as demonstrated by its higher respiration rate as
compared with those of ‘Mollar de Elche’ cultivar (Fig. 2E, F).

The respiration rate of 'Bigful’ pomegranate was higher than that of
’Mollar de Elche’ throughout the experiment (P < 0.05) (Fig. 2E, F). In
addition, the respiration rate of the control fruits of both cultivars
increased significantly from 20.98 + 0.22 mg COz kg™! h™! to reach
values of 37.81 + 0.91 mg CO, kg~ h~! on day 56 of storage at 2 °C plus
2 days at 20 °C in the 'Mollar de Elche’ cultivar, while the respiration
rate in the *Bigful’ cultivar increased from 33.28 =+ 0.85 mg CO, kg™!
h™!t069.61 + 3.72 mg CO, kg~ h™! on day 42 of storage at 2 °C plus 2
days at 20 °C (Fig. 2E, F). However, pomegranates that were wrapped

with both films showed significantly lower respiration rates than control
fruits throughout the storage period. In the case of the "Mollar de Elche’
cultivar, the respiration rate of fruits wrapped with both films was
similar between them and did not vary significantly throughout storage.
The respiration rate of "Mollar de Elche’ fruits was always lower than
that of wrapped fruits of the "Bigful’ cultivar. The respiration rate of
’Bigful’ cultivar pomegranates increased significantly from the day 14
when the first symptoms of chilling injury were observed until the end of
the experiment. In addition, the occurrence of chilling injury on the
internal or external surface of the pomegranate peel was highly corre-
lated (P < 0.001) with the respiration rate of the fruits (Table 3).

Respiratory activity and ethylene production rate can serve as in-
dicators of CI in non-climacteric fruits (McCollum and McDonald, 1991).
Upon transferring fruits from cold to warm temperatures, there is typi-
cally a significant increase in respiratory activity and ethylene produc-
tion. In 'Wonderful’ pomegranate cultivar, a drastic increase in
respiratory activity was observed after exposure to 1 °C and transfer to
20 °C, even higher than when the fruit was transferred from 10 to 20 °C
or when they were continuously held at 20 °C (Elyatem and Kader, 1984;
Kader et al., 1984). However, the "Mollar de Elche’ cultivar, which is less
sensitive to CI, does not undergo this increase in respiration rate.
Additionally, it is known that an increase in respiration rate during
prolonged storage periods increases metabolic activity and is associated
with tissue senescence (Valero and Serrano, 2010).

The occurrence of external and internal CI in pomegranates was
correlated with electrolyte leakage, weight loss, loss of firmness, and
changes in external and internal coloration of the skin, as well as with
the concentration of total polyphenols (Table 3). However, changes in
coloration of the arils, total soluble solids content, maturity index, and
accumulation of anthocyanins were only correlated with the occurrence
of CI on the inner surface of the pomegranate husk (Table 3). In this
sense, the occurrence of CI in vegetables is closely related to the elec-
trolyte leakage from tissue (Valero and Serrano, 2010). In this experi-
ment, pomegranates wrapped in both films showed lower electrolyte
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leakage than control fruits (Fig. 3A, B). However, the behavior between
the two cultivars was different. The electrolyte leakage from the skins of
the wrapped pomegranates of the "Mollar de Elche’ cultivar did not
change throughout storage (Fig. 3A), while the electrolyte leakage from
the husk of the wrapped pomegranates of the ‘Bigful’ cultivar increased
significantly (P < 0.001) from day 14 of storage, although significant
lower values of IL were observed for PBAT-PLA as compared with LLPE
(Fig. 3B). Garcia-Pastor et al. (2020a) obtained high correlation co-
efficients between CI and electrolyte leakage in the 'Mollar de Elche’
pomegranate. The initial cellular structures impacted by CI are the cell
membranes, which undergo a transition from a flexible liquid-crystalline
phase to a solid gel structure upon exposure to extremely low storage
temperatures (< 5 °C). This effect leads to loss of semipermeability and
functionality of the cytoplasmic membrane and intracellular organelles
membranes (Rui et al., 2010; Valero and Serrano, 2010) and to the
leakage of electrolytes from the cells (Gomez-Galindo et al., 2004).
Therefore, the wrapping of pomegranates in stretch films allows the
integrity of the membranes to be maintained, reduces the loss of elec-
trolytes, as observed in papaya (Singh and Rao, 2005), and could reduce
lipid peroxidation of cell membranes, due to the maintenance of a high
content of fatty acids, particularly a higher proportion of UFA/PUFA
during storage (Pinela et al., 2016).

Fruits, in general, lose water after harvest due to transpiration and
respiration, which results in weight loss and subsequent economic losses
(Valero and Serrano, 2010). The present results show that control
pomegranates reached weight losses of 12.30 + 0.71% at the end of
storage in control fruit of "Mollar de Elche’ cultivar and 11.47 + 0.46%
in 'Bigful’ cultivar. However, the weight losses of pomegranates wrap-
ped with both films were significantly lower than the control (P <
0.001). For both pomegranates cultivars wrapped with PBAT-PLA film,
weight losses were less than 7%, while weight losses of pomegranates
wrapped in LLDPE film showed weight losses less than 1% (Fig. 3C, D).
Among the main factors that determine higher transpiration and,
consequently, higher weight loss of vegetables, are high temperature
and low relative humidity in the environment of the fruits which create
large vapor pressure deficits that allow for higher transpiration rate and
weight loss. In addition, the permeability of fruit and vegetable
epidermis helps to limit fruit transpiration (Lufu et al., 2020).

In the transpiration process, water moves from intercellular spaces to
the internal epidermis layer, and it is subsequently released into the
environment to a greater or lesser extent depending on the fruit surface-
to-volume ratio, cuticle thickness, and the presence of damage, waxes,
lenticels, or stomata on the epidermis (Xanthopoulos et al., 2014).
Particularly, pomegranate is a fruit with high susceptibility to weight
loss due to the high porosity of the skin, which allows for the free
movement of water vapor (Elyatem and Kader, 1984). Furthermore, this
transpiration rate can be modified by storage conditions and packaging
type (Fawole and Opara, 2013). The appearance of fruit wilting is a
direct consequence of weight loss and is linked to the cultivar. Kader
et al. (1984) indicate that in the "Wonderful’ cultivar, wilting symptoms
begin to appear at 5% weight loss. However, in the 'Bhagwa’ and 'Ruby’
cultivars, wilting symptoms did not appear until weight losses reached
10% (Fawole and Opara, 2013). Only the control pomegranate fruit in
both cultivars (unwrapped) showed visual symptoms of dehydration
from the second week of storage.

It has been described that the use of edible coatings (Meighani et al.,
2015) or selective permeability plastic films (Rao and Shivashankara,
2018; D’Aquino et al., 2010; Nanda et al., 2001) limits transpiration and
weight loss in pomegranates during storage, since these films acted as
gas barriers and reduced the vapor pressure deficit between the fruit
surrounding atmosphere and the atmosphere of the internal fruit sur-
face. The permeability of the polymer films used limits the diffusion of
water vapor. In the present experiment, the difference in weight loss
between pomegranates packaged in biodegradable film and LLDPE film
is due to the water vapor permeability of the films (Shogren, 1997). The
higher fraction of PBAT into the blend system (PBAT/PLA) caused a
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External or internal husk CI index (CI ext) or (CI int), Ion Leakage (IL), Weight Loss (WL), Firmness (Firm), Hue angle (H*), Total Soluble Solids (TSS), Titratable Acidity (TA), Maturity Index (MI), Total Polyphenolics

Pearson correlation between dependent variables of pomegranates during storage taking into account data from both cultivars, treatments and sampling date during storage.
(TPoly), Total Anthocyanins (ACNs), Respiration rate (Resp). Significant differences: *** at P < 0.001, ** at P < 0.01 and * at P < 0.05.

Table 3
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significant reduction in Young modulus, tensile strength and elongation
at break (Ma et al., 2017) necessary for the stretching and self-sealing of
the film and also causes a considerable increase in the WVP permeability
of the film. Paulsen et al. (2022) demonstrated that broccoli wrapped in
PBAT/PLA had twice the weight loss compared to those wrapped in
LLDPE. In the present research, biodegradable PBAT-PLA film had a
water vapor transmission rate 75 times higher than that of polyethylene
film (Table 2). In pomegranates, it is essential to control film perme-
ability to prevent dehydration, as observed in pomegranates of the
‘Bhagwa’ and ‘Ganesh’ cultivars packaged in films with different water
vapor permeability (Rao and Shivashankara, 2018; Nanda et al., 2001).

The mechanical properties of pomegranate are highly complex due
to its structure and morphology, primarily resulting from the mechani-
cal resistance of the skin, pulp firmness, juice viscosity, and fruit turgor
(Arendse et al., 2014; Ekrami-Rad et al., 2011). In the present research,
fruit firmness decreased during storage in both cultivars and treatments
(Fig. 3E, F). However, the packaged fruits swowed the highest levels of
firmness at the end of the experiment. Thus, the fruits wrapped in LLDPE
maintained the greatest firmness (23.81 + 1.48 and 16.54 + 0.44 N
mm™! for ‘Mollar de Elche’ and ‘Bigful’ cultivars, respectively), while
fruits packaged in the PBAT-PLA biofilm had lower levels of firmness
(17.47 + 0.87 and 16.60 + 0.69 N mm ! for ‘Mollar de Elche’ and
‘Bigful’ cultivars, respectively), and the lowest firmness levels were
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found in control fruits (13.39 4+ 0.66 and 11.42 + 0.89 N mm ! for
‘Mollar de Elche’ and ‘Bigful’ cultivars, respectively) (Fig. 3E, F).
Furthermore, according to Pearson correlations, the firmness of pome-
granates from both cultivars was significantly and negatively correlated
with electrolyte leakage, weight loss, and respiration rate, with corre-
lation coefficients (r) of —0.702, —0.806, and —0.738, respectively
(Table 3).

Firmness changes shown by both cultivars was similar to that ob-
tained by Mirdehghan et al. (2006). In this regard, fruits that exhibited
the greatest symptoms of chilling injury had the greatest loss of firmness
during storage. However, fruits treated with polyamines did not show
symptoms of chilling injury and had lower losses of firmness (Mirdeh-
ghan et al., 2007a). The firmness of pomegranates during postharvest
depends on storage conditions, temperature, relative humidity, as well
as the appearance of physiopathies such as chilling injury or decay
(Kader et al., 1984; Elyatem and Kader, 1984). Firmness decrease in
pomegranate may be also due to the integrity loss of the cell wall
(Ekrami-Rad et al., 2011). Pectic substances are the major component of
the middle lamella of the cell wall are transformed into soluble pectins,
leading to a decrease in fruit firmness (Mirdehghan et al., 2006).
However, modified atmosphere packaging has allowed for the mainte-
nance of firmness in pomegranate cultivars such as 'Wonderful’
(Shaarawi and Nagy, 2017), and "Primosole’ (D’Aquino et al., 2010). Ali
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et al. (2004) found that modified atmosphere packaging of star fruit
delayed the depolymerization of pectins by suppressing the activity of
hydrolytic enzymes, and also contributed to the fruit’s higher tolerance
to the incidence of chilling injury.

External and internal color of pomegranate peel was significantly
correlated (P < 0.001) with a coefficient of r = 0.913 (Table 3). In both
cases, the Hue angle of the peels pomegranate color decreased signifi-
cantly during the storage period (Table 4), with changes in external and
internal color positively correlated with the appearance of external and
internal CI (r = —0.455 and r = —0.958, respectively). However, the
decrease in Hue angle of the internal color was higher than that of the
external color in both cultivars, and these were even higher in the
’Bigful’ cultivar (Table 4). Nevertheless, the films significantly pre-
vented internal color changes in pomegranate peels during storage at
2 °C (Table 4). These color changes could be attributed to the deterio-
ration of the structure and function of the cell membranes in peel tissues,
which causes the decompartmentalization of substrates and enzymes,
resulting in enzymatic browning of phenols by the action of peroxidase
and polyphenol oxidase enzymes (Zhang et al., 2015). This hypothesis is
supported by the fact that external and internal color changes were also
significantly (P < 0.001) and negatively correlated with electrolyte
leakage in peel tissues (r = —0.688 and r = —0.851). In addition,

external and internal color changes are also significantly (P < 0.001) and
negatively correlated with respiration rate as an indicator of stress (r =
—0.78 and r = —0.909), and with total polyphenol content (r = —0.958
and r = —0.873) and total anthocyanins (r = —0.968 and r = —0.831)
which are substrates of browning reactions, and the latter was positively
correlated with maturity index (r = 0.984 and r = 0.873) (Table 3).
During pomegranate storage, Hue angle and L* color parameters on the
external and internal husk decreased being indicators of skin darkening
and CI (Koushesh Saba and Zarei, 2019). However, pomegranates
wrapped in biodegradable and polyethylene films showed lower
external color changes, as previously reported in "Hicaznar’ pome-
granates packaged in MAP (Candir et al., 2019). On the other hand, the
Hue angle of pomegranate arils decreased significantly during storage,
being significantly lower in the arils of the packaged pomegranates
compared to the control throughout the entire storage period (Table 4).
The arils of the packaged pomegranates acquired redder tones than the
control.

The variation in TSS (total soluble solids) and TA (titratable acidity)
was different between the two cultivars and the films used. In this sense,
the TSS content and TA of ‘Bigful’ cultivar significantly decreased during
storage, reaching values of 15.03 =+ 0.06% and 0.43 + 0.01 g 100! mL
citric acid equivalent in the control fruits at the of experiment, while in
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Table 4
External and internal husk color, aril color, total soluble solid (TSS) and maturity index (MI).
Mollar de Elche Bigful
Days Control PBAT-PLA LLPE Days Control PBAT-PLA LLPE
0 65.06 + 3.40 abA 65.06 + 3.40 ab 65.06 + 3.40 a 0 28.47 £ 0.48b 28.47 £ 0.48 a 28.47 £ 0.48 a
14 61.13 + 3.08 abA 65.44 + 2.45 abA 65.19 + 3.28 aA 14 26.48 + 0.58 bA 29.07 £+ 0.86 aB 28.41 + 0.62 aB
External husk color Hue 28 60.70 £ 2.55aA  66.97 £3.27abA 6510 + 1.82 aA 28 2484 £0.70aA  25.18 + 0.46aAB  26.68 + 0.93aB
42 67.33 + 2.02 bA 69.02 + 1.37 bA 66.95 + 2.05 aA 42 25.04 £+ 1.07 aA 2591 £+ 0.93 aA 26.71 + 1.09 aA
56 62.77 + 2.70 abA 63.24 + 2.17aA 64.03 + 3.20 aA 56
0 91.85+0.90 ¢ 91.85+0.90 ¢ 91.85 + 0.90 ab 0 84.93+0.75d 8493 +0.75d 84.93 +0.75d
14 90.45 + 0.46 bcA 91.41 + 0.73 bcB 92.79 + 0.43 bB 14 66.25 + 2.69 cA 79.81 + 1.57 cB 76.53 + 2.53 cB
Internal husk color Hue 28 89.30 £ 0.78bA  90.09+0.42aB  91.41+0.84abB 28 55.09 + 1.65bA  62.24 = 2.47 bB 59.20 + 1.19 bB
42 87.47 £ 0.75 aA 90.34 + 0.68 abB 92.30 + 0.66 abC 42 50.33 &+ 1.60 aA 50.62 £+ 1.15 aA 50.90 + 1.06 aA
56 87.18 £ 1.03 aA 89.74 + 0.85 aB 90.36 + 1.45 aB 56
0 33.39+1.50b 33.39+1.50¢ 33.39+1.50c 0 7.14 £1.06 a 7.14 £1.06 ¢ 7.14 +£1.06 b
14 20.11 £+ 1.55 aB 14.85 + 1.86 aA 16.98 + 1.69 aA 14 9.08 + 1.50 abB 1.36 £ 1.44 aA 3.84 £1.31aA
Aril color Hue 28 22,52 +1.79 aB 15.40 + 1.45 aA 15.44 £1.81 aA 28 10.08 £0.91bB 571+ 1.24 beA 5.10 £ 1.54 aA
42 20.99 £+ 1.25 aA 18.75 +£ 1.15 bA 19.69 + 0.97 bA 42 10.59 + 0.85 bB 5.25 + 1.27 abcA 5.55 £+ 1.00 aA
56 22.08 + 1.07 aB 19.15 + 1.25 bA 18.97 + 1.53 abA 56
0 15.06 + 0.14 a 15.06 £ 0.14 a 15.06 £ 0.14 a 0 15.68 £ 0.13 b 15.68 £ 0.13 ¢ 15.68 £ 0.13 ¢
14 15.40 + 0.09 bB 15.47 £ 0.02 bB 14.98 £+ 0.12 aA 14 15.16 + 0.08 aA 15.05 + 0.05 bA 15.03 £ 0.06 bA
TSS 28 15.32 4+ 0.08 bB 15.47 + 0.08 bB 14.98 £+ 0.09 aA 28 15.28 £ 0.12 aA 15.11 + 0.04 bA 15.06 + 0.05 bA
42 15.22 4+ 0.27 bA 15.09 + 0.24 bA 15.30 £+ 0.16 bA 42 15.03 £ 0.20 aA 14.96 £ 0.09 aA 14.81 £ 0.15 aA
56 15.87 4 0.06 cB 15.85 £ 0.02 cB 15.40 + 0.11 bA 56 - - -
0 69.27 £ 091 a 69.27 £ 091 a 69.27 £ 091 a 0 31.13+ 041 a 31.13+ 041 a 31.13+ 041 a
14 73.17 + 0.33 bC 70.83 4+ 0.98 aB 69.68 + 0.76 aA 14 33.52 4+ 0.21 bC 32.98 + 0.33 bB 30.59 &+ 0.63 aA
M 28 72.71 + 2.63 abB 70.98 + 0.97 aB 67.20 + 0.91 aA 28 35.17 £ 0.76 cC 32.14 + 0.99 abA 33.56 + 0.68 bB
42 73.20 + 1.44 bB 69.92 + 0.66 aA 68.32 + 0.98 aA 42 35.18 + 0.42 bcB 33.26 + 0.71 cA 33.98 + 0.28 bA
56 74.60 + 2.12 bB 70.70 + 1.12 aA 70.93 + 2.72 aAB 56 - - -

Different capital letters indicate significant differences among treatment for each sampling date (P < 0.05). Different lowercase letters indicate significant during
storage for each treatment (P < 0.05).

‘Mollar de Elche’ cultivar the TSS content increased, reaching values of this sense, while the correlation of TSS with the rest of the variables was
15.87 + 0.06% while TA did not vary during storage of the control very low for the color of the arils (P < 0.01), and for internal damage,
fruits. However, the TSS and acidity content in both cultivars were internal color of the peel and anthocyanin content (P < 0.05); the cor-
significantly lower than in controls throughout the storage (Table4). In relation of TA and maturity index was very significant (P < 0.001) and
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high (r > 0.6) for internal damage, ion leakage, external and internal
color of the peel, color of the arils, total polyphenol content, total
anthocyanin content, and respiration rate (Table 3). The total phenolic
and anthocyanin content in both cultivars were significantly (P < 0.001)
correlated with each other (r = 0.95). In addition, total polyphenols and
anthocyanins were significantly (P < 0.001) correlated with the same
analyzed dependent variables, such as internal damage, ion leakage,
external and internal color of the skin, aril color, maturity index, and
fruit respiration rate.

The total phenolic and anthocyanin contents in aril was higher in
'Bigful’ (Fig. 4) than in ‘Mollar de Elche’. The concentrations of total
phenolics compounds and anthocyanins were similar to that obtained by
Mirdehghan et al. (2006) for 'Mollar de Elche’ cultivar. The phenolic
content was higher in the control fruits than in the packaged ones, while
the concentration of anthocyanins was higher in the packaged pome-
granates. It has been observed that the concentration of polyphenols and
anthocyanins increased during the first two weeks of pomegranates
storage at low temperatures, due to stimulation of phenylalanine
ammonia-lyase = (PAL) and UDPglucose:flavonoid-3-O-glucosyl
transferase (GT) activities (Miguel et al., 2004; Melgarejo et al., 2000;
Heshi et al., 2001). In addition, the presence of CO; can stimulate the
synthesis of anthocyanins in pomegranates. Holcroft et al. (1998) found
that the concentration of anthocyanins in pomegranate juice increased
when the pomegranates were stored in atmospheres enriched up to 10%
of CO,, with this increase remaining stable during the first 4 weeks of
storage in agreement with the present study (Fig. 4C, D). However, the
concentration of anthocyanins decreased after four weeks of storage.
This decrease was higher for ‘Bigful’ than for ‘Mollar de Elche’ cultivar
and higher in control than in wrapped fruit for both cultivars. It has been
found that an excess of CO2 (> 20%) can affect the color intensity and
the activity of PAL and UPD glucose in pomegranate arils, thus
decreasing the concentration of anthocyanins (Holcroft and Kader,
1999). On the contrary, if the COy concentration surrounding fruit
surface is 2-3 KPa (2-3%), total anthocyanin concentration was main-
tained at higher levels during the whole storage time in both pome-
granates cultivars (Fig. 4C, D).

4. Conclusion

The use of stretchable skin films made of LLPE or PBAT-PLA blend for
wrapping pomegranates similarly allowed for the control of CI appear-
ance in both "Bigful’ and 'Mollar de Elche’ cultivars during storage at
2 °C. An atmosphere enriched in CO2 and poor in O, was achieved
within the package, resulting in a lower respiration rate of the pome-
granates, better integrity of the cell membranes, slower husk and arils
color changes, and maintenance of the total content of phenolic com-
pounds and anthocyanins. However, pomegranates wrapped in PBAT-
PLA film showed greater weight loss and firmness reduction than
those wrapped in LLDPE due to higher water vapor permeability of film.
Nonetheless, this did not affect the overall appearance of the two
pomegranate cultivars during storage. Additionally, PBAT-PLA films are
biodegradable and compostable, unlike LLDPE. Wrapping pomegranates
with these films would help to reduce the amount of plastic waste
generated in the food industry and promote more sustainable practices.
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5.1 Efecto de los tratamientos sobre el rendimiento del cultivo

El rendimiento agricola es uno de los factores clave para la sostenibilidad y viabilidad
econOmica de las explotaciones agricolas, especialmente en el contexto actual de cambio
climatico y creciente demanda de alimentos. Aumentar la productividad por unidad de
superficie es fundamental para satisfacer las necesidades de consumo global y, al mismo
tiempo, mitigar el impacto ambiental. En este sentido, el uso de compuestos bioactivos,
como la melatonina y el GABA, podria representar una estrategia prometedora en la
agricultura moderna para mejorar tanto el rendimiento como la calidad de los cultivos,
permitiendo a los agricultores obtener frutos de mayor valor comercial y resistencia a
condiciones adversas. En el caso de la granada, un fruto de alta demanda por su calidad
y sabor, asi como por sus propiedades saludables, la optimizacion del rendimiento no
solo incrementaria la eficiencia productiva, sino que también contribuiria a la resiliencia

del cultivo en entornos semiaridos, como el sur de Espafia.

En este estudio, la aplicacion de melatonina ha mostrado resultados alentadores en
cuanto al rendimiento del cultivo (Publicacion Il). Este rendimiento fue mayor con la
concentracion de 0,1 mM de melatonina en comparacion con la dosis 0,3 y 0,5 mM, lo
cual se atribuy6 a un incremento en el tamafio del fruto, tanto en diametro como en peso
(datos no mostrados). Este efecto deriva de un aumento en el porcentaje de arilos y el
grosor de la cascara. Ademas, el numero de frutos cosechados por arbol también
aumentd con el tratamiento de melatonina. Al aplicar los tratamientos en la fase de
crecimiento del fruto, es posible que la melatonina haya ayudado a reducir la abscision
natural de los frutos, un fendbmeno frecuente durante el desarrollo y provocado por
factores ambientales como el viento o la lluvia. La melatonina también ha demostrado
efectos positivos en la mitigacion del estrés bidtico y abibdtico en diversas especies
vegetales (Kotodziejczyk y Posmyk, 2016; Arnao y Hernandez-Ruiz., 2019). En el sur de
Espafia, con un clima semiarido, este compuesto podria favorecer la productividad del
arbol al mejorar su tolerancia al estrés por calor y sequia, incrementando asi la tasa de
fotosintesis neta. Resultados similares se han observado en uva tratada con melatonina
en pre-envero, donde se constaté un mayor tamafio y peso debido al incremento de la

fuerza de sumidero del fruto, lo cual facilité una mayor absorcién de azlcares y un mayor
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desarrollo en el momento de la cosecha (Meng et al., 2015). Asimismo, en albaricoques
cv. “Canino” el tratamiento de pulverizacion foliar con melatonina incrementé el peso y
rendimiento del fruto (Abd El-Naby et al., 2019). Resultados similares fueron descritos por
Carrion-Antoli et al. (2022), donde el uso de melatonina, aplicada en precosecha,
aumentd el rendimiento del cultivo. De igual manera, en limones, Badiche et al. (2024)
reportaron que el tratamiento con 0,1 mM de melatonina mediante pulverizacion foliar
promovio un incremento en el tamafio de los frutos y un aumento del rendimiento de la
cosecha. En mandarina, también se ha descrito que la concentracion de 0,1 mM de
melatonina incremento el peso de los frutos cuando fue aplicada en precosecha (Mollaei y
Rastegar, 2024).

En cuanto al tratamiento con &cido y-aminobutirico (GABA), los resultados de los
experimentos realizados demuestran claramente que los tratamientos con GABA en
arboles de granado de la variedad Mollar de Elche generaron incrementos significativos
(P<0,05) en el rendimiento del cultivo, medido en kilogramos por arbol (Publicacion 1ll). La
respuesta mas destacada se obtuvo con la aplicacién de 100 mM de GABA, que resulté
en un aumento del rendimiento total del 50 % en 2019 y del 31 % en 2020, en
comparacion con los arboles control. Este incremento se atribuyo, en el primer afio, tanto
al mayor numero de frutos por arbol como al aumento en el peso de estos, los cuales
fueron un 20 % y un 30 % superiores, respectivamente, respecto a los controles. No
obstante, en 2020, el aumento del rendimiento se debié exclusivamente a una mayor
cantidad de frutos (29 %) en los arboles tratados con GABA en comparacién con los
arboles control. Los tratamientos con GABA comenzaron 30 dias después de la floracion,
una fase en la que los frutos ya estaban formados, lo que sugiere que el GABA fortalecid
la conexion entre los frutos y las ramas, reduciendo la caida prematura, un problema
frecuente durante el desarrollo y especialmente en la fase final de maduracion debido a
factores ambientales como el viento y la lluvia, comunes en el area de estudio. El
incremento en el rendimiento total observado en los éarboles tratados podria estar
asociado con un aumento en la disponibilidad de fotoasimilados, distribuidos eficazmente
entre los frutos en desarrollo. Estudios previos han evidenciado que el GABA incrementa
la tasa fotosintética en plantas bajo estrés, mejorando la tolerancia y favoreciendo el

crecimiento (Li et al., 2021b). En césped rastrero (Agrostis stolonifera T.), por ejemplo, los
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tratamientos con GABA atenuaron los efectos adversos del estrés térmico, incrementando
tanto la fotosintesis como la actividad de enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), peroxidasa (POD), dehidroascorbato
reductasa (DHAR), lo que redujo el dafio por especies reactivas de oxigeno (ROS) en los
tejidos fotosintéticos (Zeng et al., 2021). Sin embargo, bajo condiciones normales, estos
efectos no fueron tan significativos. De manera similar, en plantulas de pimiento, el GABA
aumento la tasa fotosintética bajo condiciones de estrés por baja luminosidad, aunque no
se observaron cambios notables en condiciones Optimas (Li et al., 2017). En contraste, en
habas (Vicia faba), el tratamiento con GABA incrementé la fotosintesis tanto en plantas
bajo estrés como en condiciones control, lo que sugiere un beneficio mas amplio (Shomali
et al., 2021).

Las condiciones climaticas también pudieron haber influido en los resultados, ya que las
temperaturas diurnas y nocturnas fueron mas altas en 2019 que en 2020. Este aumento
de temperatura podria explicar el mayor rendimiento obtenido en 2019, ya que el GABA
pudo haber mitigado el estrés térmico de ese afio. En conjunto, estos factores justificarian
los incrementos de 38 kg y 16 kg por arbol en 2019 y 2020, respectivamente, en
comparacion con los arboles de control. Finalmente, es crucial considerar el costo del
tratamiento con GABA, que alcanzd aproximadamente 34 euros por arbol para una dosis
de 100 mM (3 L por arbol x 3 aplicaciones). Dado que el precio del kg de granada “Mollar
de Elche” en Espafia oscila entre 1 y 1,5 euros, los resultados de 2019 indican que este
tratamiento podria ser econdmicamente viable. La reduccién en la pureza del GABA para
fines agrondmicos podria, ademas, hacer que el tratamiento sea mas accesible para los

productores.
5.2 Efecto de los tratamientos sobre la calidad organoléptica del fruto

Durante el almacenamiento de los frutos, se producen transformaciones fisioldgicas y
bioquimicas caracteristicas del proceso de maduracion poscosecha. Entre los cambios
mas destacados se encuentran una disminucion progresiva en la firmeza del fruto, que lo
hace mas susceptible al dafo fisico, y una reduccién en los niveles de acidez, afectando

asi su perfil organoléptico. Simultaneamente, se incrementa la pérdida de peso,
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principalmente debido a la transpiracion y la respiracion del fruto. Estos cambios son
particularmente evidentes en la variedad Mollar de Elche y también se observan en otras
especies vegetales, lo que refleja patrones comunes de maduracion poscosecha (Sharma
et al., 2010; Balbontin et al., 2018; Maghoumi et al., 2023).

5.2.1 Pérdida de peso

La pérdida de peso en los frutos es un fendmeno clave en la calidad poscosecha,
influenciado por una variedad de factores como la respiracion, la transpiracion, la
humedad relativa de la atmdsfera y la temperatura de almacenamiento. Este proceso esta
relacionado no solo con la deshidratacion de los frutos, sino también con la firmeza, el
contenido de compuestos bioactivos y la incidencia de dafios por frio. Las estrategias
para mitigar la pérdida de peso incluyen tratamientos pre y poscosecha, como el uso de
compuestos como melatonina, GABA, 1-Metilciclopropeno (1-MCP) y jasmonato de metilo
(JaMe), asi como el envasado en peliculas plasticas, todos ellos disefiados para reducir

la transpiracion y preservar la calidad de los frutos.

La pérdida de peso varia entre los cultivares, especialmente cuando se comparan en
diferentes condiciones ambientales y de almacenamiento. Entre los factores que influyen
notablemente en esta pérdida de humedad se encuentran el tamafio del fruto, la tasa de
respiracion, la relacién corteza-arilos, el contenido de humedad, el grosor de la corteza
(Miguel et al., 2004) y la alta porosidad de su piel, lo que permite un rapido movimiento
del vapor de agua desde los espacios intercelulares hasta el ambiente externo (Elyatem y
Kader, 1984). La pérdida de peso también puede tener una relacion directa con la
presencia de dafos por frio en diferentes variedades de granada. Liu et al. (2023)
observaron que en granada cv. “Jingpitian” y “Lishanhong” presentaron las menores
pérdidas de peso, a pesar de mostrar los mayores sintomas de dafios por frio tras ser
almacenadas a 4 °C durante 90 dias. En contraste, la variedad Tunisia soft seed
experimentd mayores pérdidas de peso, pero una incidencia muy baja de dafos por frio.
Por otra parte, las variedades con mayor pérdida de peso tendieron a exhibir menor
firmeza en los frutos. No obstante, al analizar los cambios dentro de una misma variedad

durante el almacenamiento, se ha demostrado que el aumento de la pérdida de peso y la
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disminucién de firmeza estan correlacionados con los sintomas de dafios por frio en la
corteza, como se ha descrito en la granada cv. “Mollar de Elche” (Passafiume et al., 2019;

Garcia-Pastor et al., 2020a).

En este contexto, los tratamientos aplicados antes de la cosecha han mostrado
resultados prometedores para mitigar estos efectos. En particular, la aplicacion de GABA
permitié6 reducir de manera efectiva las pérdidas de peso durante el almacenamiento
(Publicacion V). Por otro lado, las granadas tratadas con 1-MCP + JaMe también
presentaron una evolucion significativamente mas lenta en la pérdida de peso bajo
condiciones de almacenamiento en frio, confirmando que la combinacién de estos
compuestos es mas eficaz que su aplicacion individual (Publicacion V). Este resultado se
respalda con estudios previos donde se observé que ambos tratamientos contribuyen a la
preservacion de la integridad de las membranas celulares y a la reduccién de la pérdida
de peso del fruto (Boonyaritthongchai y Supapvanich, 2017; Mitra et al., 2020). La mayor
deshidratacion observada en las granadas tratadas con 1-MCP vy los frutos control al final
del almacenamiento, puede explicarse por la incapacidad de estos tratamientos para
reducir la transpiracion y la respiracién de estos frutos no climatéricos. Estos resultados
fueron similares a los observados en estudios previos donde el 1-MCP y JaMe, aplicados
por separado, no lograron reducir significativamente la pérdida de peso (Sayyari et al.,
2011; Garcia-Pastor et al., 2020a; Maghoumi et al., 2022).

En cuanto a la estrategia de envasado de los frutos en las peliculas plasticas, la pérdida
de peso fue significativamente menor en las granadas envueltas en los plasticos en
comparacién con los frutos control (Publicacién VI). Este resultado coincide con otras
investigaciones que destacaron que los envases que crean atmodsferas modificadas
pueden reducir la transpiracion y la pérdida de agua en frutas durante el almacenamiento,
lo que es fundamental para preservar su frescura y calidad comercial (Lufu et al., 2020b).
La pelicula de polietileno lineal de baja densidad (LLDPE), en particular, mostr6 una
capacidad superior para limitar la pérdida de peso, con pérdidas inferiores al 1 % en
comparacion con las granadas control. La reduccion de las pérdidas de peso se relaciona
directamente con la permeabilidad a los gases de la pelicula plastica. La pelicula PBAT

(polibutileno adipato-co-tereftalato) y PLA (&cido polilactico), aunque efectiva, es mas
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permeable que la LLDPE, lo que podria explicar las diferencias observadas en las

pérdidas de peso (Publicacion VI).

En general, la transpiracion esta influenciada por factores ambientales como la humedad
relativa y la temperatura, pero también por la permeabilidad de la epidermis del fruto
(Nanda et al.,, 2001; Rao y Shivashankara, 2018; Lufu et al., 2020b). Al envolver las
granadas en peliculas plasticas que permiten una menor transpiracion, se puede reducir
significativamente la pérdida de peso, lo que tiene un impacto directo en la vida util del
fruto y en su valor comercial. Esta tasa de transpiracion puede verse afectada por las
condiciones de almacenamiento y el tipo de envasado utilizado (Fawole y Opara, 2013b).
La pelicula LLDPE, con una permeabilidad al vapor de agua mucho mas baja, la convierte
en una opcion ideal para minimizar la deshidratacion del fruto. La pelicula biodegradable
PBAT-PLA, aunque ofrece beneficios ecoldgicos, tiene una permeabilidad al vapor de
agua mucho mayor que la LLDPE, lo que permite una mayor transpiracion y, por ende,

una mayor pérdida de peso en las granadas envasadas con este material.
5.2.2 Firmeza

En cuanto a la firmeza, el tratamiento con melatonina (Publicacion Il) en precosecha tuvo
un efecto positivo sobre este pardmetro, un atributo clave para determinar la calidad de la
granada, junto con el color de la piel y de los arilos, asi como los niveles de SST y AT en
los arilos (Nuncio-Jauregui et al., 2014; Pareek et al., 2015; Valero et al., 2015). Los frutos
tratados con melatonina mostraron una mayor firmeza en el momento de la cosecha en
comparacién con los frutos control, lo que indicé un retraso en el proceso de maduracion
(Sayyari et al.,, 2009; Sayyari et al., 2016; Garcia-Pastor et al., 2020b). Este
mantenimiento de la firmeza es indicativo de una mayor resistencia estructural,
contribuyendo a una vida util prolongada del fruto. La capacidad de este tratamiento para
ralentizar el ablandamiento natural, asociado a la pérdida de integridad de los tejidos y al
proceso de maduracién, resalta su potencial para preservar la calidad poscosecha de la

granada (Sayyari et al., 2009; Sayyari et al., 2016; Garcia-Pastor et al., 2020b).

Por otro lado, las granadas tratadas con GABA mostraron una mayor firmeza en

comparacién con los frutos control (Publicacion V). Estos resultados destacan que la
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aplicacion de GABA en precosecha, especialmente a una concentracion de 100 mM,
mejoré notablemente este parametro de calidad. Es importante sefialar que, hasta la
fecha, no existen estudios previos sobre la aplicacion de GABA en precosecha en la
granada cv. “Mollar de Elche”, lo que impide realizar una comparacion directa de los
resultados obtenidos. Sin embargo, la literatura cientifica proporciona evidencia sobre los
efectos beneficiosos del GABA en la poscosecha de otras especies frutales. Por ejemplo,
en manzanas tratadas con GABA, se ha reportado una mayor preservacion de la firmeza
durante el almacenamiento en frio en comparacion con los frutos no tratados (Cheng et
al.,, 2023). De manera similar, en frutos de aonla (Emblica officinalis), se observaron

efectos positivos en la firmeza tras tratamientos con GABA (Ali et al., 2022).

Por otro lado, el tratamiento combinado de 1-MCP y JaMe dio como resultado frutos con
valores significativamente superiores de firmeza en comparacion con las granadas del
grupo control y aquellas tratadas con aplicaciones individuales de ambas sustancias
(Publicacion V), lo cual puede deberse a la capacidad de estos compuestos para reforzar
la estructura de la pared celular y retardar el proceso de ablandamiento, tipico de la
maduracion y el deterioro. EI 1-MCP mantiene la firmeza a través de una menor
produccion de etileno (Kader et al., 1984; Li et al., 2016). Por otro lado, el JaMe también
contribuye a retrasar la produccién de etileno y la senescencia de las granadas al reducir
la actividad de las enzimas oxidativas. Esto favorece el mantenimiento de las membranas
celulares y la preservacion de la estructura de los tejidos. De este modo, tanto el 1-MCP
como el JaMe desempefian un papel clave en la reduccion de las pérdidas de agua del
fruto, lo que se traduce en una mayor firmeza durante el almacenamiento (Wang et al.,
2021b). En cuanto al estudio llevado a cabo con las peliculas plasticas (Publicacién VI), la
firmeza del fruto estuvo significativamente influenciada por el tipo de pelicula de
envasado utilizada. Los frutos envueltos en LLDPE mantuvieron la mayor firmeza durante
todo el experimento, lo que se relaciona directamente con la menor pérdida de agua y la
reduccion en la transpiracion. La firmeza del fruto estd intimamente ligada al estado de
turgencia celular, que depende de la cantidad de agua retenida en los tejidos. En este
estudio, los frutos control, que presentaron las mayores pérdidas de peso, también
mostraron la menor firmeza, lo que refleja una disminucién en la turgencia celular y un

aumento en la deshidrataciéon. Estos hallazgos concuerdan con investigaciones previas
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gue sugieren que una mayor pérdida de agua durante el almacenamiento provoca una
disminucién de la firmeza del fruto (Arendse et al., 2014). Ademas, las diferencias en la
firmeza entre los distintos cultivares pueden estar influenciadas por las propiedades
mecanicas inherentes de cada fruto, como la resistencia de la piel, que varia segun la
estructura y morfologia del fruto (Ekrami-Rad et al., 2011). El uso de peliculas plasticas
selectivas ha demostrado ser una estrategia eficaz para limitar la transpiracion y la
pérdida de peso, lo que contribuye a mejorar la firmeza en frutas como la granada
(Meighani et al., 2015; Rao y Shivashankara, 2018). Ademas, investigaciones como las
de Ali et al. (2004) han sefialado que el envasado en atmosfera modificada puede
suprimir la actividad de enzimas hidroliticas responsables de la degradacion de las
pectinas, lo que contribuye a la preservacion de la firmeza del fruto durante el
almacenamiento prolongado. Asi, el uso de peliculas como el LLDPE ofrece una doble
ventaja: la reduccién de la transpiracion y la inhibicion de la actividad enzimatica, lo que

contribuye al mantenimiento de la firmeza de las granadas durante su conservacion.

5.2.3 Tasa de respiracion

En cuanto a la tasa de respiraciéon, actualmente, no existen informes previos sobre los
efectos de los tratamientos con melatonina en precosecha para retrasar el proceso de
maduracion y mantener los atributos de calidad durante el almacenamiento de la granada
cv. “Mollar de Elche”, lo que limita la comparacion de resultados. Sin embargo, en otros
frutos, como los albaricoques cv. “Colorado” y “Mikado”, se ha observado que el
tratamiento con 0,1 mM de melatonina ralentizé el proceso de maduracién durante el
almacenamiento a 1 y 8 °C, atribuible a una reduccion en la produccion de etileno en
ambos cultivares y a ambas temperaturas (Medina-Santamarina et al., 2021). Este efecto
también ha sido reportado en otros frutos climatéricos como el mango (Liu et al., 2020),
platano (Hu et al., 2017), melocotén (Gao et al., 2016), nectarina (Bal, 2021), manzana
(Onik et al., 2021) y pera (Liu et al., 2019), donde la melatonina aplicada en poscosecha
redujo la expresion de genes relacionados con la biosintesis del etileno, como ACC-
sintasa y ACC-oxidasa. En el caso de la granada, siendo un fruto no climatérico, la
produccion de etileno durante el almacenamiento fue muy baja en todos los tratamientos

(datos no mostrados), lo que indica que el retraso en el proceso de maduracién no esta
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directamente relacionado con la inhibicion de la produccién de etileno. A pesar de la baja
actividad de etileno, se observd que el tratamiento con melatonina contribuyé a la
reduccion de la tasa respiratoria y la preservacion de la firmeza y otros parametros de
calidad del fruto. En frutos no climatéricos como la cereza, donde la produccion de
etileno también es limitada, se ha descrito que la melatonina en poscosecha retraso el
proceso de maduracion (Bal, 2021; Carrion-Antoli et al., 2022). Esto sugiere que la
melatonina podria influir en otras rutas metabdlicas, reduciendo la tasa de respiracion vy,
en consecuencia, ralentizando el metabolismo general del fruto y, por lo tanto, el deterioro

asociado al almacenamiento.

Por otro lado, los tratamientos con 1-MCP y JaMe aplicados de manera individual no
resultaron en una disminucion significativa de la actividad metabdlica, pero si cuando se
combinaron ambas sustancias, lo que puede atribuirse a un efecto sinérgico entre sus
propiedades (Publicacion V). Este fendmeno ha sido documentado en otros frutos no
climatéricos, como cerezas (Sharma et al., 2010; Balbontin et al., 2018), manzanas,
(Mitra et al., 2020), pifias (Boonyaritthongchai y supapvanich, 2017) y granadas (Garcia-
Pastor et al., 2020b; Maghoumi et al., 2022). La explicacion de este efecto sinérgico
radica en las acciones complementarias de 1-MCP y JaMe. El 1-MCP actla bloqueando
la accion del etileno, retrasando asi la senescencia y prolongando la vida util de los frutos,
como se ha observado en estudios con granadas (Kader et al., 1984; Li et al., 2016). Por
otro lado, el JaMe mejora el estado energético celular y estimula las respuestas
antioxidantes, lo que incrementa la capacidad del fruto para resistir el estrés oxidativo
(Aghdam et al.,, 2018). En el estudio, estas respuestas antioxidantes, junto con el
aumento de la resiliencia frente a la peroxidacion de las membranas celulares, coinciden
con observaciones previas en frutas minimamente procesadas (Min et al., 2020; Wang et
al., 2021a; El-Beltagi et al., 2023).

Por otro lado, el uso de peliculas de envasado como PBAT-PLA y LLDPE ha demostrado
gue las atmodsferas modificadas pasivas generadas pueden reducir la exposicion al
oxigeno y aumentar las concentraciones de CO., lo que a su vez disminuye la tasa de
respiracion y ralentiza los procesos de senescencia (Selcuk y Erkan, 2013; 2014; Candir

et al., 2018; Artés et al., 2000). La eficacia de estas peliculas para crear una atmésfera
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modificada pasiva se reflejo en la concentracion de gases dentro del sistema de
envasado. Las peliculas mas permeables, como PBAT-PLA, permitieron una mayor
entrada de O2 en comparacion con LLDPE, lo cual es coherente con las propiedades de
los materiales empleados. En particular, el envasado con LLDPE generd una atmoésfera
con una mayor concentracion en CO2 y menor Oy, lo que sugiere que este material es
mas efectivo para crear condiciones de almacenamiento que favorezcan una reduccion
en la tasa de respiracion y, por ende, una mayor prolongaciéon de la vida util del fruto
(Publicacion VI).

Es importante sefialar que en ninglin caso se alcanzaron concentraciones de O:2
inferiores al 1-3 %. Este es el umbral necesario para evitar la aparicion de procesos
fermentativos que podrian deteriorar la calidad del fruto. Cuando el oxigeno desciende
por debajo de este nivel critico, el fruto entra en respiracién anaerobica, lo que genera
compuestos como etanol y acetaldehido, responsables de sabores y olores indeseables,
ademas de afectar negativamente su calidad sensorial y estructural. La variacion en las
concentraciones de gases también esta relacionada con las caracteristicas metabolicas
del fruto. Estudios previos han mostrado que la tasa de respiracion y la produccién de
etileno se incrementan notablemente cuando los frutos son transferidos a temperatura
ambiente después de la conservacién en frio, como se ha observado en la variedad
Wonderful (Elyatem y Kader, 1984; Kader et al., 1984). Este cambio brusco en la
temperatura puede acelerar la actividad metabdlica del fruto, lo que subraya la

importancia de mantener un entorno adecuado durante el almacenamiento.

5.2.4 Color

El color de la granada es uno de los aspectos de calidad mas importantes para su
aceptacion en el mercado. La granada cv. 'Mollar de Elche’, altamente valorada por los
consumidores, se caracteriza por arilos con un tono rojo mas claro en comparaciéon con
otros cultivares cultivados en Espafa, como White, CG8, Katirbasi o Wonderful (Mena et
al., 2012; Fernandes et al., 2017). También presenta diferencias en comparacion con
cultivares procedentes de Tunez, Turquia, Croacia o Iran (Pareek et al., 2015; Raduni¢ et
al., 2015; Li et al., 2015; Cano-Lamadrid et al., 2018; Garcia-Pastor et al., 2020b). Esta
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diferencia de color disminuye su valor comercial en los mercados internacionales, donde
se prefieren cultivares con tonos rojos mas intensos. No obstante, los datos obtenidos
muestran que la melatonina aplicada en precosecha resulté eficaz en la mejora de este
atributo (Publicacion 11). Los frutos tratados con melatonina presentaron arilos con un tono
rojo mas intenso, tanto al momento de la cosecha como durante el periodo de
almacenamiento, lo cual estuvo asociado a un incremento en la concentracion total de

antocianinas.

El tratamiento con GABA mostrd un impacto significativo en los parametros de color tanto
en la corteza como en los arilos de la granada cv. “Mollar de Elche”. Los resultados
mostraron un incremento en el valor CIE a* y en el contenido de antocianinas en los
arilos, en funcion de la dosis aplicada, destacandose la concentracién de 100 mM como
la mas efectiva (Publicacion [V). Durante el almacenamiento, el color continud
intensificandose, lo que es tipico en el proceso de maduracion poscosecha en la variedad
Mollar de Elche y otras especies vegetales (Sharma et al., 2010; Balbontin et al., 2018;
Maghoumi et al., 2023). Este incremento en el color es de gran relevancia, ya que las
antocianinas, junto con otros compuestos fendlicos, no solo son responsables del color,
sino que también aportan propiedades antioxidantes. Estas propiedades antioxidantes,
ampliamente documentadas en estudios recientes (Asgary et al., 2017; Panth et al., 2017,
Wang et al.,, 2020), han demostrado tener beneficios para la salud, por lo que los
tratamientos con GABA y melatonina no solo mejoran la apariencia del fruto, sino que

también lo convierten en un alimento mas saludable y atractivo para los consumidores.

Por otro lado, el tratamiento poscosecha con 1-MCP y JaMe, cuando se aplican de
manera conjunta (Publicacion V), ofrece una notable capacidad para conservar la
luminosidad de la corteza del fruto, lo que se refleja en un mantenimiento mas prolongado
del valor CIE L* en los primeros meses de almacenamiento. Esta accion ralentiza los
cambios cromaticos tipicos de la senescencia del fruto, probablemente debido a la
reduccion en la tasa de transpiracion y respiracion, preservando asi la integridad de la
corteza (Nunes y Emond, 2007). Si bien no se observaron diferencias significativas en el
angulo de tono CIE hue* entre los tratamientos, los valores mas bajos sugieren un

oscurecimiento natural de la corteza, un fendbmeno comuln durante la maduracion
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poscosecha y la oxidacion de compuestos fendlicos (Pathare et al., 2013). El impacto
mas evidente de estos tratamientos se observo en el color de los arilos, medido a traves
de la relacién CIE a*/b*. Los frutos tratados con JaMe, ya sea solo 0 en combinacion con
1-MCP, presentaron un color rojo mas intenso, asociado con mayores concentraciones de
antocianinas. El JaMe, conocido por promover la biosintesis de antocianinas en distintos
frutos, incluyendo la granada (Giménez et al., 2015), fue clave en la mejora observada del
color de los arilos en nuestro estudio. Ademas, la capacidad de este tratamiento para
fortalecer las defensas antioxidantes del fruto contribuyo tanto a la conservacion del color
como a la proteccion contra la peroxidaciéon de las membranas celulares, como se ha

observado en investigaciones previas (Min et al., 2020; Wang et al., 2021a).

En cuanto al uso de las peliculas plasticas para el envasado de las granadas demostro
ser una técnica eficaz para mitigar la degradacion del color, un fenémeno comun durante
el almacenamiento en frio (Publicacion VI). La disminucién en el angulo hue*, tanto
interno como externo, refleja el deterioro de las membranas celulares, lo que facilita el
pardeamiento enzimatico de los compuestos fendlicos (Zhang et al., 2015). Este proceso
fue mas pronunciado en la superficie interna de la corteza, lo que sugiere una mayor
susceptibilidad de los tejidos internos al dafio por frio. La menor resistencia de los tejidos
internos y su mayor actividad enzimatica explican esta vulnerabilidad. Sin embargo, estas
peliculas fueron efectivas en la prevencién de los cambios de color en el interior del fruto.
Esto resalta el potencial de los envases con atmésfera modificada para reducir el dafio
oxidativo y la degradacién de los compuestos fendlicos responsables del color. La
proteccion proporcionada por las peliculas plasticas se debe a su capacidad para reducir
la tasa de respiracion del fruto al minimizar la exposicion al oxigeno, lo que limita la
actividad de las enzimas oxidativas y previene el pardeamiento (D’Aquino et al., 2010). En
cultivares especialmente susceptibles a los dafios por frio, donde los cambios de color
interno son mas pronunciados, el uso de este tipo de envasado resulta particularmente
beneficioso. Ademas de preservar la apariencia visual del fruto, las peliculas plasticas
ayudan a prolongar la vida uatil del producto durante el almacenamiento en frio,

manteniendo la calidad del fruto y minimizando las pérdidas comerciales.
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5.2.5 Sélidos solubles totales (SST) v acidez total (AT

Son parametros esenciales de calidad que influyen directamente en la dulzura y acidez
del fruto y, por tanto, en su sabor final. Durante el almacenamiento, un aumento en los
SST junto con una disminucién en la AT incrementa la relacibn SST/AT, lo que es
percibido organolépticamente como un signo de sobremaduracion, afectando
negativamente la frescura, jugosidad y sabor, aspectos clave para la aceptacion por parte
de los consumidores (Kulkarni y Aradhya, 2005; Valero y Serrano, 2010; Pareek et al.,
2015; Valero et al., 2015; Garcia-Pastor et al., 2020b).

En los experimentos realizados durante los afios 2019 y 2020, el tratamiento en los
granados con melatonina mostré un impacto significativo en la evolucion de estos
parametros de calidad en los frutos (Publicacion Il). Aunque los valores de SST en los
frutos tratados y en los frutos control fueron similares, se observé que la disminucién de la
AT fue considerablemente menor en los frutos tratados con melatonina. Como resultado,
los frutos tratados lograron mantener una relacion SST/AT mas equilibrada durante un
periodo de almacenamiento prolongado, lo que contribuyd a preservar la frescura y el
sabor del fruto durante mas tiempo en comparacion con los frutos no tratados. En los
frutos control, el almacenamiento a 10 °C solo conservo su calidad Optima para el
consumo durante 30 dias. En cambio, los frutos de los &rboles tratados con melatonina
mostraron una extension del periodo de almacenamiento de alta calidad hasta 60 dias.
Destacablemente, después de 60 dias de almacenamiento, los frutos tratados con
melatonina presentaron un nivel de AT en los arilos superiores a los observados en los
frutos control tras solo 30 dias de almacenamiento. En otros frutos, se ha observado que
la melatonina puede mejorar diversos aspectos relacionados con la calidad del fruto. En
pera, el tratamiento con 0,1 mM mediante pulverizacién foliar increment6 los solidos
solubles totales, lo que resulté en una mejora significativa de los atributos sensoriales del
fruto (Zhao et al., 2023). Por otro lado, en cereza, la aplicacion mediante pulverizacion
foliar de melatonina a 0,3 mM aumento los solidos solubles totales y la acidez total
(Carrién-Antoli et al., 2022).
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Por otro lado, los tratamientos precosecha con GABA no tuvieron un impacto significativo
en los niveles de SST o AT en el momento de la recoleccidn, independientemente de la
fecha de cosecha o la concentracién aplicada (Publicacién Ill). En los experimentos
realizados, tanto los frutos tratados con GABA como los controles mostraron niveles
similares de SST. Esto indica que la acumulacion de azlcares no se vio afectada por la
aplicacion de este compuesto. Este hallazgo coincide con estudios previos en mango
(Rastegar et al., 2020b), donde tampoco se observaron diferencias significativas en los
niveles de SST o AT tras el tratamiento con GABA. Durante el almacenamiento si se
observaron disminuciones en los niveles de AT (Publicacion IV). Este comportamiento es
tipico del proceso de maduracion poscosecha en granadas de la variedad Mollar de Elche
y otros frutos, caracterizados por una pérdida progresiva de la acidez (Sharma et al.,
2010; Balbontin et al., 2018; Maghoumi et al., 2023). Sin embargo, un aspecto destacable
del tratamiento con GABA es que los frutos tratados lograron mantener los valores de AT
mas cercanos a los niveles de cosecha incluso después de 60 dias de almacenamiento,
en comparacion con los frutos control. Este hallazgo coincide con otros estudios en
manzanas (Cheng et al., 2023) y frutos de aonla (Emblica officinalis) (Ali et al., 2022),
donde también se observé preservacion de la acidez. Ademas, los frutos tratados con 100
mM de GABA mantuvieron una relacion SST/AT mas equilibrada, lo que evitd que los
frutos se percibieran como sobremaduros, conservando la frescura, jugosidad y sabor
gue demandan los consumidores (Fadavi et al., 2005; Kulkarni y Aradhya, 2005; Garcia-
Pastor et al., 2020b; Maghoumi et al., 2023). Este resultado sugiere que, si bien el GABA
no altera de manera significativa los niveles de SST o AT en la recoleccion, su capacidad
para ralentizar el deterioro de estos pardmetros durante el almacenamiento puede ser

clave para extender la vida util poscosecha y mantener una calidad sensorial superior.

Por otro lado, el tratamiento combinado en poscosecha de 1-MCP y JaMe mostré un
incremento significativo en los SST en comparacién con los frutos control (Publicaciéon V).
Este resultado no solo refuerza su capacidad para preservar la calidad visual y
estructural, como se ha comentado anteriormente, sino también su valor nutricional. Este
resultado sugiere que la combinacién de 1-MCP y JaMe es particularmente eficaz para
promover una mayor acumulacion de azucares durante el almacenamiento, un hallazgo

gue coincide con investigaciones previas que demuestran la capacidad del JaMe para
176
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estimular el metabolismo secundario en los frutos, favoreciendo la sintesis de azucares y
compuestos bioactivos (Garcia-Pastor et al., 2020b). Los frutos tratados Unicamente con
1-MCP presentaron los niveles mas bajos de SST, lo que atribuye a la capacidad de este
compuesto para ralentizar el metabolismo, disminuyendo la acumulacion de azlcares
durante la senescencia. Esto sugiere que, si bien 1-MCP es eficaz para reducir la
respiracion y retrasar la maduracion, su capacidad para aumentar los SST es limitada en
comparaciéon con el JaMe o su combinacién con 1-MCP. El efecto sinérgico de ambos
tratamientos parece ser clave para alcanzar un equilibrio entre la ralentizacion del
proceso de senescencia y el mantenimiento del valor nutricional del fruto, asegurando
tanto la calidad visual como la nutricional. En cuanto a la AT, se observé una disminucion
moderada durante el almacenamiento (Publicaciéon V), lo que se explica por el uso de los
acidos organicos en los procesos respiratorios del fruto (Mirdehghan et al., 2007;
Matityahu et al., 2014). No obstante, el tratamiento combinado de 1-MCP y JaMe permitio
mantener niveles mas altos de AT en comparacion con el resto de los tratamientos, lo que
sugiere que este tratamiento no solo preserva los niveles de azucares, sino que también
mantiene la acidez del fruto. El tratamiento con JaMe de forma individual también mostro
Optimos resultados, siendo mas eficaz en la preservacion de la acidez en comparacion
con el tratamiento con 1-MCP. Este resultado esta en consonancia con estudios previos
gue sugieren que el JaMe puede proteger los acidos organicos, como la vitamina C, lo
gue contribuye a mantener la acidez y, en consecuencia, la calidad del fruto durante el
almacenamiento (El-Beltagi et al., 2023). No obstante, el uso combinado de 1-MCP y
JaMe parece ofrecer un efecto sinérgico, al permitir que tanto los SST como la AT se
mantengan en niveles optimos, lo que refuerza la calidad organoléptica del fruto durante

periodos prolongados de almacenamiento.

5.2.6 Daiios por frio

El dafio por frio es un problema fisiol6gico significativo en frutas como la granada, que se
produce cuando se almacenan a bajas temperaturas durante periodos prolongados. Este
fendmeno afecta la estabilidad de las membranas celulares, generando alteraciones en
su permeabilidad y fluidez. Como resultado, tanto las membranas plasmaticas como las

de los organulos, incluido el tonoplasto, sufren una pérdida de integridad que provoca la

— UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE —



DISCUSION DE RESULTADOS

UNIVERSITAS /\aw\ & ReTosAAL {é

gy Miguel Herndndez ¢ o o umvsnsmsv.\ ! Herndnde

fuga de electrolitos y compromete la funcionalidad celular debido a la desintegracion
progresiva de las membranas en estas condiciones de frio (Valero y Serrano, 2010).
Estos cambios permiten la difusién de solutos, como protones y formas protonadas de
acidos organicos, hacia la pared celular, lo que genera un desequilibrio osmoético que
desestabiliza los tejidos y contribuye al deterioro de la calidad del fruto (Vallarino y Osorio,
2019). La sensibilidad al dafio por frio varia entre los cultivares de granada y varios
estudios sugieren que estas diferencias estan influenciadas tanto por factores genéticos
como metabdlicos. En nuestro estudio, se encontr6 que cultivares como Kingdom y
Wonderful registraron los indices mas altos de dafios por frio, tanto en la superficie
interna como externa de la piel, mientras que otros cultivares, como Purple Queen,
mostraron mayor tolerancia al dafio por frio. En general, se observé que el dafio por frio
era mas intenso en la superficie interna de la corteza en comparacion con la externa
(Publicacion 1). El contenido de SST y AT también puede estar estrechamente
relacionados con la presencia de dafios por frio y, por consiguiente, con la pérdida de
calidad del fruto. Este fendmeno se respalda con estudios previos que han demostrado
una reduccién similar de SST y AT en frutos sometidos a condiciones de almacenamiento
prolongado a bajas temperaturas (Mirdehghan et al., 2006). Los resultados obtenidos
muestran que los cultivares mas sensibles al dafio por frio, como Kingdom y Wonderful,
experimentaron una significativa disminucion en la concentracién de sacarosa, mientras
gue los cultivares menos sensibles, como Bigful, Acco, Purple Queen y Mollar de Elche,
mostraron un aumento en los niveles de sacarosa (Publicacion 1). La correlacion negativa
entre el contenido de sacarosa y los indices de dafos por frio en la corteza interna y
externa (r=-0.8 y r=-0.67, respectivamente) evidencia que la degradacion de la sacarosa
esta fuertemente ligada a la susceptibilidad de los dafios por frio. Esto sugiere que, en los
cultivares mas vulnerables, la sacarosa es utilizada o descompuesta como respuesta al
estrés por frio, afectando de manera adversa a la calidad del fruto. A su vez, la
correlacion positiva entre la glucosa y los indices de dafios por frio (r= 0.71 y r= 0.75)
sugiere que el contenido de glucosa podria ser un indicador de resistencia al dafio por
frio. Este hallazgo plantea la posibilidad de que la acumulacién de glucosa esté vinculada
a mecanismos de defensa que contribuyan a la tolerancia del fruto frente al estrés por

frio. Por otro lado, Liu et al. (2023) encontraron que los cultivares mas susceptibles al
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dafio por frio presentaban mayores valores de AT después de 90 dias de almacenamiento
a 4 °C. No obstante, para validar esta observacion en otras variedades de granada,

serian necesarios estudios mas amplios.

El contenido de antocianinas y acidos organicos también parecen jugar un papel en la
tolerancia al dafio por frio. Los cultivares mas sensibles al dafio por frio presentan
mayores concentraciones de antocianinas, probablemente debido a una alta actividad de
enzimas clave en la biosintesis de estos compuestos, como la enzima PAL y la
flavonoide-3-O-glucosiltransferasa (GT) (Lufu et al., 2023). Este alto contenido de
antocianinas podria estar relacionado con una mayor presion osmética dentro de las
vacuolas de los arilos en variedades como Wonderful y Kingdom. Esta elevada presion
osmatica reduce el potencial hidrico y favorece la difusion de agua a través de las

membranas del tonoplasto y la plasmalema (Cui et al., 2004; Shiratake y Martinoia, 2007).

El perfil de acidos organicos también muestra una correlacion con la sensibilidad a los
dafos por frio. En las variedades mas susceptibles, como Kingdom, el &cido citrico es el
acido predominante, mientras que en cultivares mas resistentes, como Acco, los acidos
citrico, malico y ascérbico presentan concentraciones similares (Publicacion ). Durante el
almacenamiento en frio, el acido malico se degrada en las variedades mas sensibles,
mientras que en las mas resistentes se mantiene estable. Ademas, se ha observado que
el &cido oxalico aumenta en las variedades resistentes, lo cual podria jugar un papel en la
regulacion de la presion osmética y la estabilidad de los tejidos bajo estrés (Huang et al.,
2021).

El contenido mineral es otro factor clave en la sensibilidad al dafio por frio. Cultivares
como Wonderful y Kingdom, con una concentracion de minerales alrededor de 17 g kg,
muestran una mayor susceptibilidad al dafio por frio, con una correlacion positiva
significativa entre el contenido mineral y la sensibilidad al dafio por frio tanto para dafios
externos (r= 0,76) como internos (r= 0,69) (Publicacion ). Este mayor contenido mineral
podria estar asociado con una estabilidad celular menor en condiciones de frio, lo que
sugiere que el perfil mineral de la cascara podria influir en la capacidad de la fruta para

soportar el almacenamiento en frio prolongado (Shiratake y Martinoia, 2007). Por otro
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lado, los polifenoles y flavonoides, incluyendo las antocianinas, también parecen tener un
rol importante en el comportamiento frente al dafio por frio. En cultivares con mayor
contenido de estos compuestos, como la variedad Bigful, se ha observado un
oscurecimiento en la superficie interna de la corteza. Esto podria deberse a la migracion
de polifenoles y flavonoides desde la vacuola al citoplasma, donde las enzimas como la
polifenol oxidasa (PPO) tienen alta actividad, promoviendo el oscurecimiento a través de

la oxidacidén enzimatica de estos compuestos (Jiang et al., 2004; Mishra et al., 2022).

A pesar de las investigaciones sobre el uso de melatonina y GABA para mitigar los dafos
por frio en las granadas, ninguno de estos compuestos logré reducir efectivamente estos
efectos adversos en los frutos estudiados (Publicaciones N° 2, 3 y 4). Este hallazgo
subraya la necesidad de explorar otras estrategias de conservacién, como el empleo de
1-MCP y JaMe, que si han demostrado ser eficaces para reducir los dafios por frio y las
alteraciones metabolicas asociadas, como el aumento del contenido de MDAy de la fuga
de electrolitos, parametros que son fundamentales para evaluar y cuantificar los efectos

del frio en los frutos.

Durante el almacenamiento de los frutos, el aumento en el contenido de MDA se identificd
como un indicador clave de la peroxidacion lipidica y del dafio a las membranas celulares,
un proceso estrechamente relacionado con la senescencia y el estrés por frio (Deng et
al., 2010). En el estudio, los frutos control presentaron el contenido de MDA mas elevado,
sugiriendo un mayor nivel de estrés oxidativo y dafio en sus membranas. En contraste,
los tratamientos con 1-MCP y JaMe, en especial cuando se aplicaron conjuntamente,
redujeron significativamente los niveles de MDA ren comparacion con los frutos no
tratados (Publicacion V). Este hallazgo coincide con estudios previos que destacan la
capacidad de ambos compuestos para estimular la actividad de enzimas antioxidantes
gue contrarrestan el dafo oxidativo (Maghoumi et al., 2022; Zhang et al., 2023). La
combinacion de 1-MCP y JaMe parece actuar de forma sinérgica, disminuyendo la

peroxidacion lipidica y protegiendo la integridad de las membranas celulares.

Otro marcador relevante de dafio en la membrana celular es la fuga de electrolitos, que

refleja la pérdida de electrolitos a través de las membranas dafiadas. Los niveles de este
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pardmetro aumentaron en todos los tratamientos durante el almacenamiento, indicando
un deterioro progresivo de la integridad de las membranas debido a las bajas
temperaturas. Sin embargo, los frutos tratados con la combinacion de 1-MCP y JaMe
mostraron los niveles mas bajos, lo que sugiere una mayor estabilidad de las membranas
y un retraso en el proceso de senescencia. Estos resultados coinciden con
investigaciones previas que sugieren que tanto 1-MCP como JaMe contribuyen a
preservar la integridad de las membranas al reducir el dafio oxidativo y al potenciar la
actividad de las enzimas antioxidantes (Maghoumi et al., 2022; Zhang et al., 2023). En
particular, el 1-MCP se ha descrito como un agente eficaz para disminuir la accion del
etileno, ayudando asi a ralentizar procesos metabalicos relacionados con el dafio por frio
gue contribuyen al deterioro de las membranas. (Li et al., 2017). Aunque los tratamientos
individuales de 1-MCP o JaMe no previnieron totalmente el dafio por frio externo, su
combinacion resultdé mas eficaz para mitigar los sintomas tanto en la corteza como en el
mesocarpio. Este efecto parece deberse a la accion combinada del 1-MCP, que reduce la
actividad basal del etileno, y del JaMe, que fortalece la tolerancia al estrés mediante la
activacion de respuestas antioxidantes (Aghdam et al., 2018). La consecuencia es una
reduccion de la peroxidacion de lipidos y una mayor integridad de las membranas
celulares, reflejada en menores niveles de dafios por frio en los frutos tratados. La
aparicion de estos dafios esta estrechamente vinculada con un incremento en la
permeabilidad de la membrana y cambios en la composicion de lipidos y proteinas, tal
como se documenta en estudios anteriores (Bouchereau et al., 1999). La capacidad del 1-
MCP y JaMe para conservar la integridad de la membrana, reduciendo los niveles de fuga
de electrolitos y MDA, podria ser clave para mitigar el dafio por frio en las granadas.
Aunque ningan tratamiento pudo eliminar completamente estos dafios a 2 °C, los
tratamientos combinados retrasaron significativamente su aparicién, lo que indica que
estas estrategias podrian ser mas efectivas a temperaturas de almacenamiento

ligeramente superiores.

El uso de peliculas plasticas como PBAT-PLA y LLDPE también resulté ser eficaz para
reducir el dafio por frio en las granadas durante el almacenamiento. En particular, se

observé una disminucién significativa en el dafio interno y externo en los frutos envueltos
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en estas peliculas en comparacion con los frutos control (Publicacion VI). Este resultado
respalda estudios previos, que han demostrado que las atmésferas modificadas pasivas,
generadas dentro del envasado del fruto, pueden ralentizar la aparicion de los dafios por
frio al reducir la exposicion al oxigeno y elevar las concentraciones de CO2, lo que
disminuye la tasa de respiracion y retrasa la senescencia (Artés et al., 2000; Selcuk y
Erkan, 2013; 2014; Candir et al., 2018). La seleccion adecuada de la pelicula, junto con el
control de las condiciones internas del envasado, puede extender la vida util de la fruta y
preservar su calidad, minimizando el dafio por frio y protegiendo la integridad de los

tejidos.
5.3 Efecto de los tratamientos sobre la calidad funcional del fruto

La granada es un fruto rico en una amplia variedad de compuestos bioactivos,
destacando los fenoles como antocianinas, taninos hidrolizables, otros flavonoides
complejos y el acido ascorbico. Estos se encuentran en concentraciones
considerablemente altas en comparacién con otras frutas tipicas de la dieta mediterranea,
aunque su contenido varia segun el cultivar, la etapa de maduracion, las practicas
agricolas y las condiciones ambientales (Pathare et al., 2013; Mphahlele et al., 2014;
Matityahu et al., 2014; Raduni¢ et al., 2015; Li et al., 2015; Boussaa et al., 2019; Chen et
al., 2023). Estos compuestos destacan por su notable capacidad antioxidante, lo que
refuerza los efectos beneficiosos del consumo de granada para la salud, como han
sefalado diversos estudios (Faria y Calhau, 2011; Asgary et al., 2017; Doostkam et al.,
2020; Mattioli et al., 2020). Los compuestos fendlicos, en especial las antocianinas, son
metabolitos secundarios que poseen propiedades protectoras frente a mudltiples
enfermedades cronicas y asociadas al envejecimiento, tales como hipertension, obesidad,
diabetes, afecciones cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos y cancer
(Mirdehghan et al., 2007; Panth et al., 2017; Sureda et al., 2018; Mattioli et al., 2020; Luo
et al.,, 2021). La actividad antioxidante en los arilos de granada, al igual que en otras
especies de frutas, se atribuye principalmente a compuestos hidrofilicos, como los fenoles
(incluidas las antocianinas) y el acido ascérbico (Serrano et al., 2005; Valero y Serrano,
2010; Raduni¢ et al., 2015; Boussaa et al., 2019). Los resultados demostraron que el

contenido total de antocianinas en los arilos al momento de la cosecha varié entre los
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cultivares estudiados. Las mayores concentraciones se observaron en las grandas cv.
“Bigful”, “Wonderful” y “Kingdom”, mientras que la variedad Mollar de Elche presentd un
contenido significativamente mas bajo de antocianinas (Publicacién I). Estudios previos
han demostrado que el contenido de antocianinas en los arilos de granada aumenta
durante el almacenamiento en frio (Lufu et al., 2023) incluso cuando los frutos se
conservan a temperaturas de 2 °C (Mirdehghan et al., 2007; Sayyari et al., 2011). Este
incremento se atribuye a un aumento en la actividad de las enzimas PAL y GT, que
desempeiian un papel clave en las rutas biosintéticas de fenoles y antocianinas (Aghdam
et al., 2020; Lufu et al., 2023).

El tratamiento en precosecha con melatonina a concentraciones de 0,1, 0,3 y 0,5 mM ha
demostrado aumentar el contenido de antocianinas en los frutos en comparacion con las
granadas no tratadas, lo que llevé a un aumento de la actividad antioxidante (Publicacion
I). Entre estas concentraciones, la aplicacion de 0,1 mM destac6 como la mas efectiva,
promoviendo un incremento significativo en el contenido de antocianinas. Si bien no
existen estudios previos especificos sobre la granada cv. “Mollar de Elche”, la literatura
reporta algunos efectos del tratamiento con melatonina en otras especies frutales. Por
ejemplo, en plantas de tomate, la aplicacion de 0,1 mM de melatonina aumenté los
niveles de compuestos antioxidantes, como licopeno, B-caroteno, fenoles totales y
flavonoides, ademas de mejorar la actividad antioxidante del fruto, especialmente bajo
condiciones de estrés causado por lluvia acida (Debnath et al., 2018). En albaricoque, la
pulverizacién foliar con 0,1 mM de melatonina increment6 de forma significativa el
contenido de compuestos fendlicos, lo cual se asocia a una mejora en la capacidad
antioxidante de los frutos (Medina-Santamaria et al., 2021). Ademas, en frambuesa y
arandano, el tratamiento con 0,1 mM incrementd significativamente la actividad de las
enzimas antioxidantes (Shah et al., 2023; 2024). En el caso del pimiento, tanto la
pulverizacién foliar como el riego con una concentracién de 0,1 mM incrementaron la
actividad de enzimas antioxidantes, favoreciendo el desarrollo del fruto (Nasiri et al.,
2024). De manera similar, la aplicacion foliar de melatonina a concentraciones de 0,05 o
0,1 mM en cereza aumenté las concentraciones de fenoles totales, flavanoles,

antocianinas y acido ascorbico en los frutos durante la cosecha (Xia et al., 2020).
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Por otro lado, el uso de la melatonina en tratamientos poscosecha para mejorar los
compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante se ha investigado mas ampliamente
en diferentes frutas. Por ejemplo, en la ciruela cv. “Santa Rosa” el tratamiento de
inmersion poscosecha con 0,1 mM de melatonina resultdé en mayores niveles de acido
ascorbico, fenoles totales y actividad antioxidante durante el almacenamiento en
comparacion con los frutos no tratados (Bal, 2019). Resultados similares se observaron
en fresas tratadas con 0,1 o 1 mM de melatonina (Liu et al.,, 2018). Ademas, el
tratamiento de inmersién en nectarinas con 0,25, 0,5 y 1 mM de melatonina durante 30
minutos, asi como en melocotones con 0,1 mM durante 10 minutos, mitigd las pérdidas
de polifenoles durante el almacenamiento a 1 °C (Gao et al., 2018; Bal, 2021). Asimismo,
en cerezas, la inmersion con 0,1 mM de melatonina incrementé el contenido de
antocianinas durante el almacenamiento, debido a una sobreexpresion inducida de los
genes dihidroflavonol 4-reductasa (DFR) y antocianidina 3-O-glucosiltransferasa (UFGT),
gue codifican enzimas clave en las etapas finales de la biosintesis de antocianinas
(Miranda et al., 2020). En kiwi y fresa, el tratamiento por inmersién de los frutos con 0,1
mM de melatonina durante 30 y 5 minutos, respectivamente, incremento
significativamente el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante, (Liu et al., 2018;
Wang et al., 2019). Efectos similares fueron observados en mango, donde la inmersion
con 1 mM durante 10 minutos mejoro la actividad de las enzimas CAT y POX (Rastegar et
al., 2020a). En papaya (Fan et al., 2022a), arandanos (Shang et al., 2021), guayaba (Fan
et al., 2022b), manzana (Onik et al., 2021) y ciruela (Bal, 2019), la melatonina también
mejoré la actividad de diferentes enzimas antioxidantes. Sin embargo, el perfil de
antocianinas en la granada no se vio afectado por el tratamiento con melatonina,
independientemente de la concentracion aplicada, siendo la cianidina 3-glucdsido la
antocianina mayoritaria, seguida de la delfinidina 3-glucésido, la cianidina 3,5-di-glucosido
y la pelargonidina 3-glucdésido (Publicacion 1) de acuerdo con informes previos sobre la
concentracion de antocianinas individuales en este cultivar (Mena et al., 2012; Laribi et
al., 2013; Radunic¢ et al., 2015). El perfil de antocianinas parece ser similar en todos los
cultivares de granada, aunque la proporcion relativa de cada una es diferente. Asi, la
cianidina 3-glucosido también se reportd como la antocianina predominante en la granada

cv. “Wonderful” (Gil et al., 1995), mientras que la delfinidina 3-glucésido fue la antocianina
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mayoritaria en algunos cultivares croatas (Raduni¢ et al., 2015), la pelargonidina 3,5-di-
glucosido en cultivares iranies (Mousavinejad et al., 2009) y la cianidina 3,5-di-glucosido

en cultivares tunecinos (Hasnaoui et al., 2011).

Por otro lado, el tratamiento en precosecha con GABA incrementd significativamente el
contenido de polifenoles y antocianinas totales en las granadas, destacando la
concentracion de 100 mM como la mas efectiva (Publicacién V). EI aumento en el
contenido total e individual de antocianinas tras las aplicaciones de GABA antes de la
cosecha dio lugar a frutos con un color rojo mas intenso en los arilos, por lo que podria
aumentar su aceptacion por parte de los consumidores (Fadavi et al., 2005; Sayyari et al.,
2009; Habibi et al., 2022). El perfil de antocianinas no se vio influenciado por los
tratamientos con GABA antes de la cosecha, independientemente de la concentracion
ensayada. Sin embargo, es importante destacar que los tratamientos con GABA
aumentaron las concentraciones de todas las antocianinas individuales. Cabe destacar
gue el contenido de antocianinas fue mayor en el experimento de 2020 que en el de
2019, tanto en los frutos tratados con GABA como en los controles. Estas diferencias
podrian explicarse por las temperaturas registradas durante las Ultimas semanas de
maduracion de los frutos. Las temperaturas nocturnas fueron mas bajas en 2020 que en
2019, y las diferencias entre las temperaturas diurnas y nocturnas fueron mayores en el
segundo afio, lo que ha demostrado aumentar la biosintesis de antocianinas en otros
frutos rojos, como la naranja sanguina (Butelli et al., 2012). Diversos estudios han
informado que los tratamientos poscosecha con GABA aumentan o mantienen niveles
mas altos de compuestos fendlicos durante el almacenamiento en varias especies de
frutas. Por ejemplo, el tratamiento poscosecha con GABA incrementé el contenido
fendlico en mango (Rastegar et al., 2020a) y, en uvas de mesa, promovié aumentos en
acidos fendlicos, estilbenos, flavonoides y antocianidinas durante el almacenamiento,
atribuidos a la menor actividad de la enzima PPO (Asgarian et al.,, 2022). De manera
similar, la inmersién de naranja sanguina en GABA condujo a un mayor contenido de
compuestos fendlicos y antocianinas durante el almacenamiento (Habibi et al., 2020),
mientras que en los frutos de aonla (Emblica officinalis) el tratamiento mantuvo mayores
niveles de compuestos fendlicos y flavonoides durante el almacenamiento en frio (Ali et

al., 2022), al igual que en la carambola (Mekontso et al., 2021). Ademas, el GABA
185
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aumentod los niveles de fenoles y antocianinas en cereza, lo cual se relacioné con un
aumento en la actividad de la enzima PAL y una reduccion en la actividad de la PPO
(Aghdam et al., 2019). De manera similar, Carrion-Antoli et al. (2024) concluyeron que el
tratamiento con 50 mM de GABA mediante pulverizacion foliar en cereza resultdé en un

aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes.

Considerando que el contenido fendlico en los arilos de granada disminuye a medida que
el fruto madura (Mphahlele et al., 2014), la reduccién de la actividad de la PPO por efecto
del GABA podria resultar en un mayor contenido fendlico en el momento de la cosecha.
Ademas, algunos genes clave involucrados en la biosintesis de flavonoides, como los que
codifican las enzimas PAL, ligasa de 4-coumaroyl-CoA (4CL) y chalcona sintasa (CHS),
han mostrado aumentar su expresion con los tratamientos de GABA en hojas de plantulas
de dlamo (Xie et al., 2019). En cuanto a granadas, Nazoori et al. (2020) demostraron que
la inmersion de los frutos en GABA a concentraciones de 5y 15 mM retraso la pérdida de
antocianinas y compuestos fendlicos durante el almacenamiento. Por otro lado, el
tratamiento de arilos de la variedad Hicaznar con 2,5 y 5 mM de GABA no afecto el

contenido fendlico total ni las antocianinas durante el almacenamiento (Oz et al., 2017).

En el estudio con los tratamientos de 1-MCP y JaMe, se observé un comportamiento
diferenciado en los polifenoles presentes en los arilos. Inicialmente, estos compuestos
mostraron un aumento durante los primeros dias de almacenamiento, seguido de una
disminucién en todos los tratamientos, probablemente debido a la degradacién mediada
por la enzima PPO (El-Beltagi et al., 2023). Sin embargo, la aplicacion de 1-MCP resulto
eficaz en retrasar esta degradacion, ya que los frutos tratados con 1-MCP mantuvieron un
mayor contenido de polifenoles en los arilos en comparacion con los demas lotes
(Publicacion V). Este efecto es consistente con investigaciones previas que sugieren que
el 1-MCP puede inhibir la actividad de la enzima PPO, reduciendo la oxidacién de los
polifenoles y prolongando su estabilidad durante el almacenamiento (Maghoumi et al.,
2022). En cuanto a las antocianinas, los resultados indican que el tratamiento con JaMe,
ya sea aplicado solo o en combinacién con 1-MCP, promovié un aumento significativo de
aproximadamente el 20 % en el contenido de estos compuestos. El efecto positivo de

JaMe en la acumulacion de antocianinas se respalda con investigaciones anteriores que
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sugieren que este compuesto puede estimular la biosintesis de flavonoides y otros
compuestos fendlicos durante la maduracion de la fruta y en el almacenamiento
poscosecha (Giménez et al.,, 2015). La combinacion de 1-MCP y JaMe mostré ser
particularmente eficaz en mantener altos niveles de antocianinas a lo largo del estudio.
Esta interaccién sinérgica puede deberse a los diferentes mecanismos de accion de
ambos compuestos, ya que mientras que el JaMe estimula la acumulacién de
antocianinas, el 1-MCP puede inhibir la degradacion de estas moléculas al reducir la
actividad oxidativa de la PPO (Maghoumi et al., 2022). Este enfoque dual, que combina la
capacidad de estimulacion del JaMe con la proteccién antioxidante del 1-MCP, ofrece una

estrategia prometedora para maximizar la calidad organoléptica y funcional de la granada.

En cuanto al estudio llevado a cabo con el envasado de las peliculas plasticas, se
observd una correlacion positiva entre el indice de madurez y el contenido total de
antocianinas, lo que sugiere que la acumulacion de antocianinas en los arilos esta
estrechamente relacionada con el avance en la maduracion de los frutos (Publicacion VI).
Sin embargo, se registr6 una disminucion en la concentracion de antocianinas tras las
primeras semanas de almacenamiento, especialmente en los frutos control, atribuible a la
accion de las enzimas oxidativas que degradan estos compuestos si los frutos no
presentan una una proteccion adecuada (Holcroft y Kader, 1999). Las peliculas plasticas
empleadas en el experimento demostraron ser eficaces en preservar las concentraciones
de antocianinas, en linea con estudios previos que resaltan que las atmésferas
modificadas pasivas pueden mantener estos niveles al limitar la exposicion al oxigeno y
disminuir la tasa de respiracion (Holcroft et al., 1998). Este efecto es especialmente
relevante para las variedades que son mas susceptibles a la pérdida de estos
compuestos. Ademas, se ha evidenciado que la presencia de niveles moderados de CO
en el entorno del fruto puede estimular la sintesis de antocianinas, favoreciendo la
preservacion del color y la calidad visual de las granadas envasadas (Holcroft et al.,
1998).
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La granada cv. “Mollar de Elche”, valorada por sus propiedades organolépticas,
nutricionales y funcionales, enfrenta desafios importantes durante su almacenamiento
poscosecha, siendo el dafio por frio uno de los mas relevantes. Este fenémeno, que
compromete la calidad visual y estructural del fruto, varia en intensidad segun las
caracteristicas bioquimicas y estructurales de cada variedad. Factores como un alto
contenido de antocianinas y acido citrico en los arilos pueden aumentar la sensibilidad al
dafio por frio, mientras que la acumulacion de acido oxalico y un mayor contenido de
calcio en la cascara parecen fortalecer la tolerancia. Estos hallazgos resaltan la
importancia de desarrollar estrategias innovadoras y efectivas para mitigar el dafio por
frio, optimizar la conservacion y preservar la calidad de los frutos durante su
almacenamiento. En este contexto, el empleo de tratamientos precosecha con melatonina
y acido y-aminobutirico (GABA), asi como el uso poscosecha del 1-metilciclopropeno (1-
MCP), jasmonato de metilo (JaMe) y peliculas plasticas, tanto convencionales como

biodegradables, se perfila como una serie de estrategias prometedoras.

El uso de tratamientos precosecha con melatonina y GABA en arboles de granado de la
variedad “Mollar de Elche” representd una estrategia innovadora para abordar desafios
relacionados con la mejora de la calidad de los frutos, la optimizacion del rendimiento del
cultivo y la extension de la vida util postcosecha. Sin embargo, la eleccion entre estos
tratamientos requiere una evaluacién minuciosa de sus beneficios relativos, impactos
econdmicos y aplicaciones comerciales en funcion de las prioridades del productor y las

demandas del mercado.

La melatonina, aplicada a dosis de 0,1 mM, ha demostrado ser altamente efectiva para
aumentar la concentracidon de compuestos bioactivos como los polifenoles totales y las
antocianinas, los cuales son responsables del color rojo intenso de los arilos y de su
actividad antioxidante. Ademas, su capacidad para preservar parametros como la firmeza,
la acidez y los sélidos solubles durante un almacenamiento de 60 dias subraya su
eficacia en la conservacion postcosecha, haciendo de este tratamiento una herramienta
valiosa para mercados donde la frescura y la calidad funcional son factores

determinantes.
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Por otro lado, el GABA, aplicado a concentraciones de 100 mM, destacé por su
capacidad para intensificar la coloracion de los frutos, un atributo esencial para la
comercializacion internacional de la variedad “Mollar de Elche”, cuya corteza y arilos
presentan naturalmente una menor pigmentacion en comparacion con otras variedades
como “Wonderful”. Este tratamiento no solo mejora la apariencia visual de los frutos, sino
gue también incrementa el rendimiento del cultivo, ya que se observd un aumento
significativo en el numero de frutos por arbol, lo que se traduce en un beneficio
econdmico directo para los agricultores. Aunque el GABA también contribuyé a la
reduccion de la pérdida de peso y al mantenimiento de una firmeza adecuada durante el
almacenamiento, su impacto en parametros nutritivos y funcionales como los niveles de

acidez y antioxidantes fue menos pronunciado en comparacion con la melatonina.

Desde una perspectiva econdmica, es crucial considerar que la melatonina representa un
costo significativamente mayor en comparacion con el GABA, lo que podria limitar su uso,
especialmente en explotaciones agricolas pequefias o con recursos financieros limitados.
Sin embargo, su eficacia en concentraciones bajas y su capacidad para proporcionar un
producto de calidad superior justifican su uso en nichos de mercado donde los
consumidores estan dispuestos a pagar un precio mas alto por frutas con un mayor valor

funcional debido a sus propiedades antioxidantes.

En contraste, el GABA ofrece una solucibn mas econdmica y accesible, siendo ideal para
productores que buscan maximizar el rendimiento del cultivo y mejorar la apariencia de
los frutos para mercados mayoristas o0 internacionales donde el precio y la cantidad
producida son factores prioritarios. Ambos tratamientos extienden la vida util de los frutos
durante el almacenamiento, aunque lo hacen a través de mecanismos diferentes. La
melatonina estabiliza los compuestos bioactivos y mantiene la calidad organoléptica a lo
largo del tiempo, mientras que el GABA retrasa el proceso de maduracion, preservando
una apariencia atractiva. Estas diferencias refuerzan la idea de que la eleccion del

tratamiento debe estar alineada con los objetivos especificos del productor.
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Por otro lado, la aplicacion de estrategias en poscosecha para las granadas también han
demostrado ser efectiva no solo en mantener la calidad de los frutos y prolongar su vida
atil, sino también en alinearse con tecnologias que buscan reducir el impacto ambiental.

El tratamiento combinado de 1-MCP y JaMe se presenta como una alternativa destacada
para la conservacion poscosecha de granadas almacenadas a temperaturas subdptimas.
Esta combinacion ha mostrado resultados superiores en comparacion con el uso
individual de cada compuesto, gracias a un efecto sinérgico que mejora la firmeza del
fruto, reduce la pérdida de peso y aumenta la concentracion de compuestos bioactivos
como polifenoles y antocianinas. Estas mejoras se atribuyen a la capacidad del 1-MCP
para inhibir la accidén del etileno y retrasar la senescencia, mientras que JaMe activa
mecanismos antioxidantes y fortalece la integridad de las membranas celulares. Estos
beneficios son particularmente valiosos en mercados que exigen productos de alta

calidad funcional y organoléptica.

Por otra parte, las peliculas plasticas utilizadas como envolturas poscosecha representan
una solucién practica para reducir la pérdida de peso y mantener la calidad durante el
almacenamiento. Las peliculas convencionales de polietileno lineal de baja densidad
(LLDPE) destacaron por su efectividad en minimizar la pérdida de peso y preservar la
firmeza de los frutos, superando a las peliculas biodegradables de acido polilactico y
adipato de butileno-co-tereftalato (PLA-PBAT) en términos de desempefio técnico. No
obstante, las peliculas biodegradables ofrecen una alternativa ambientalmente sostenible
al ser compostables y contribuir a la reduccion de residuos plasticos, aunque presentan
un costo mas elevado. Estas peliculas biodegradables, a pesar de su mayor
permeabilidad al vapor de agua y al CO., lograron reducir significativamente los dafos
por frio en comparacion con los frutos sin envolver, posicionandose como una opcion
alineada con las tendencias globales hacia la sostenibilidad en la cadena de suministro

agricola.

Desde una perspectiva economica, las diferencias de costos entre materiales y
tratamientos quimicos son cruciales. Las peliculas convencionales como el LLDPE son
mas accesibles y ampliamente utilizadas debido a su menor costo, lo que las hace

atractivas para agricultores que priorizan la rentabilidad. Sin embargo, las peliculas

— UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ DE ELCHE —



CONCLUSIONES

UNIVERSITAS "
gy Miguel Herndndez /N k ﬁvg],'gg AAA gf

EPSO figuel Hermdmdez

biodegradables, aunque mas caras, responden a las demandas de mercados enfocados
en la sostenibilidad ambiental y en consumidores preocupados por la huella ecolégica de
los productos que adquieren. De esta manera, el desarrollo y la implementaciéon de
tecnologias poscosecha mas sostenibles, como las peliculas biodegradables, estan
directamente vinculadas con los principios de la Agenda 2030 y los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS), particularmente con los objetivos de produccion y consumo
responsables (ODS 12) y accién por el clima (ODS 13). Estas acciones no solo buscan
garantizar la calidad y reduccion de pérdidas en la cadena alimentaria, sino que también
contribuyen a la transicion hacia practicas méas sostenibles, promoviendo un equilibrio

entre desarrollo econdémico, cuidado ambiental y bienestar social.
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En primer lugar, futuras lineas de investigacion podrian centrarse en la integracion de los
beneficios de la melatonina y el GABA en un enfoque combinado que optimice tanto la
calidad funcional como el rendimiento comercial de las granadas cv. “Mollar de Elche”.
Esta estrategia permitiria maximizar las fortalezas individuales de ambos tratamientos: la
melatonina como agente promotor de la estabilidad antioxidante y la conservacion
prolongada, y el GABA como potenciador del rendimiento y de las caracteristicas visuales
del fruto. El disefio experimental de esta linea de investigacion podria incluir la evaluacion
de tratamientos secuenciales o combinados en diferentes etapas fenoldgicas del cultivo.
Por ejemplo, se podria investigar la aplicacién de melatonina durante etapas criticas del
desarrollo del fruto, como el inicio de la maduracién, para potenciar la acumulacion de
compuestos bioactivos como antocianinas y polifenoles, y, posteriormente, aplicar GABA
en momentos proximos a la cosecha para incrementar el rendimiento y mejorar la
apariencia externa del fruto. Este enfoque permitiria no solo equilibrar los beneficios
individuales de cada tratamiento, sino también adaptarlos a las demandas especificas de

los mercados objetivo.

Ademas, seria relevante explorar las interacciones entre estos dos compuestos a nivel
fisiolégico, considerando sus posibles efectos sinérgicos o antagdnicos sobre parametros
clave como la estabilidad de las membranas celulares, la regulacion del metabolismo de
los azUcares y acidos organicos, y la tolerancia al estrés abiotico. Esta informacién podria
ser crucial para optimizar las concentraciones aplicadas y los tiempos de aplicacion,
minimizando los costos asociados y maximizando la eficacia. Desde una perspectiva
econdmica y ambiental, esta linea de investigacién también podria evaluar la viabilidad
comercial de esta estrategia combinada en diferentes escalas de produccion. Se podrian
realizar estudios comparativos que analicen el balance costo-beneficio, teniendo en
cuenta las diferencias en los precios de la melatonina y el GABA, asi como su impacto en
la rentabilidad del cultivo. Asimismo, seria interesante estudiar la aceptacion de esta

metodologia en mercados con altos estandares de sostenibilidad y calidad funcional.

Una segunda linea de investigacion futura podria enfocarse en la integracion de las
estrategias poscosecha evaluadas, combinando el uso de 1-metilciclopropeno (1-MCP) y

jasmonato de metilo (JaMe) con tecnologias de envasado avanzadas, como las peliculas
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biodegradables, para desarrollar un enfoque integral que maximice la calidad de los
frutos, prolongue su vida uatil y reduzca el impacto ambiental. Este enfoque permitiria
explorar el efecto sinérgico entre los tratamientos quimicos y las propiedades protectoras
del envasado, optimizando tanto la conservacion fisiolégica como la reduccion de la

pérdida de peso y el dafio por frio.

Una investigacion de este tipo podria centrarse en evaluar como el uso combinado de 1-
MCP y JaMe dentro de un sistema de envasado con peliculas biodegradables influye en
pardmetros clave como la firmeza, la estabilidad de los compuestos bioactivos
(antocianinas y polifenoles), y las caracteristicas organolépticas durante el
almacenamiento prolongado. Ademas, seria relevante investigar como las propiedades de
las peliculas, como su permeabilidad al vapor de agua y gases, podrian interactuar con

los efectos de los tratamientos quimicos para mejorar aun mas la calidad del fruto.

Desde una perspectiva econdémica y ambiental, este enfoque también ofreceria una
oportunidad para desarrollar soluciones sostenibles que sean viables tanto para grandes
productores como para pequefias explotaciones agricolas. En este contexto, podria
evaluarse el balance costo-beneficio de estas combinaciones y su aceptacion en

mercados que prioricen lacalidad y la sostenibilidad.
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