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Titulo: Caracterizacién del contenido y de la composicidn de carotenoides en frutos de nuevos
hibridos de citricos

Resumen:Los frutos citricos por su elevado consumo tanto en fresco como en zumo, son una
de las principales fuentes de nutrientes y componentes bioactivos para la alimentacion. En
particular, los carotenoides, ademads, de ser los pigmentos responsables de la coloracidn de la
piel y de la pulpa en estos frutos, son componentes esenciales para la nutricién, ya que
algunos de ellos son los precursores de la vitamina A y otros tienen una gran capacidad
antioxidante. Por ello, el estudio de los cambios cuantitativos y cualitativos en carotenoides en
los frutos citricos es esencial para conocer su aporte en la alimentacion y, ademas, conocer los
procesos metabdlicos que conducen a su sintesis y acumulacién en los mismos. La obtencién
de nuevas variedades especialmente ricas o con contenidos elevados en estos componentes
es una de las prioridades para la alimentacién y en el caso de los frutos citricos es uno de los
objetivo de numerosos programas de mejora en los paises y regiones productores, como la
Comunidad Valenciana. El objetivo del presente Trabajo Fin de Grado es estudiar el contenido
en carotenoides en la piel y en la pulpa de frutos de cinco hibridos de citricos resultantes de
cruces entre pumelo pink (Citrus maxima) y la mandarina Clementina de Nules (Citrus
clementina). En concreto, para este trabajo se han seleccionado 5 hibridos que presentan una
gran variabilidad y gradacién en la coloracidon de la piel y la pulpa, desde amarillo hasta
naranja. Los frutos de las variedades hibridas estudiadas , mostraron en la pulpa un perfil
claramente diferenciado, los dos hibridos de color naranja, presentaron cantidades
importantes de B—criptoxantina, al igual que la mandarina clementina, y de ahi procede su
color. Mientras que los dos hibridos mas amarillos, parecen haber heredado la capacidad de
sintesis del pumelo pink, ya que acumulan sobre todo carotenoides incoloros como fitoeno o
fitoflueno. Ninguno de los hibridos parece haber heredado la capacidad del pumelo de
acumular licopeno. En la piel de los frutos, la concentracion de carotenoides es mucho mayor,
pero al igual que en la pulpa, dos hibridos destacan por sus similitudes cromaticas con la
clementina, pero curiosamente uno se debe a la acumulacién de apocarotenoides C-30, muy
abundantes en la clementina, y el otro a la acumulacién de B—critoxantina, la xantofila
precursora de los apocarotenoides C-30, lo cual sugiere una alteracion el la capacidad de
sintesis de estos. Y otros dos que han heredado la capacidad de sintesis sobre todo del pumelo
pink, los cuales acumulan sobre todo carotenoides incoloros, destacando en estos la alta
concentracién de fitoeno. En el caso de la piel existe un hibrido intermedio, que parece haber
heredado capacidad de acumulacidn de carotenoides de ambos parentales.
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Abstract: Citric fruits are because its high comsuption both fresh and in juice, are a major
source of nutrients and biocomponents in food. In particulary, carotenoids, a part of be the
responsible pigments of the color in the peel and the pulp, are esential components in our
nutrition, because some of them are precursors of vitamin A, and some of them have a high
anioxidant activity. Therefore, the study of quantitative and qualitative changes in carotenoids
in citrus fruits is essential to know its contribution to food and also to identify the metabolic
processes that lead to the synthesis and accumulation therein. Obtaining new varieties
specially rich in this components is a priority in feeding and in the case of citric fruits, its one of
the objectives of many of improvement programs in diferent countries and producing regions,
like Valencia. The objective of this bachelor thesis is to study the content and composition in
the peel and the pulp of five hybrid of citrics wich have a great variability and gradation in the
color of the pulp and the peel, from yellow to orange. The fruits of the studied varieties, show
in its peel a carotenoid profile clearly differentiated, the orange color hybrid show a significant
cuantity of b-criptoxantin, like clementine tangerine, hence its color. While the two yellow
hybrids seem to have inherited the synthesis capacity from the pink pumelo, because
accumulate specially colorless carotenoids as phytoene or phytofluene. None of the hybrid
seems to have inherited the ability to accumulate lycopene like the pumelo. In the peel of the
fruits, carotenoid concentration is much higher, but as in the pulp, two hybrid stand out for its
chromatic similarities with Clementine, but curiously one due to the accumulation of
apocarotenoids C-30, very abundant in Clementine, and the other due to the accumulation b-
critoxantina, xanthophyll precursor of C-30 apocarotenoids, suggesting an impaired ability of
the synthesis of these. And two others who have inherited the ability to synthesize from the
pink pumelo, which accumulate mainly colorless carotenoids, highlighting these high
concentration of phytoene. In the case of peel there is an intermediate hybrid, which seems to
have inherited carotenoid accumulation capacity of both parents.
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1.INTRUDUCCION

1.1 Carotenoides. Conceptos generales

Los carotenoides son pigmentos organicos del grupo de los isoprenoides,
caracterizados por primera vez a mediados del siglo XIX por Wackenroder (Gross 1987) y
que reciben su nombre de su compuesto mads representativo, el B-caroteno. Son los
responsables en gran medida del color caracteristico de frutos,flores, raices o tubérculos
de numerosas especies vegetales. Los carotenoides se sintetizan en las plantas
superiores y en otros organismos fotosintéticos y microorganismos, pero no en los
animales a pesar de ser esenciales para su fisiologia y nutricidn, por lo que deben de ser

consumidos en la dieta (Britton 1998).

1.2 Estructura y clasificacion

Los carotenoides estan formados por ocho unidades de isopreno, que se unen

formando un tetraterpeno simétrico de cuarenta 4tomos de carbono.

Los carotennoides pueden tener varios dobles enlaces en su estructura, lo que le
confiere la capacidad de absorber determinadas longitudes de honda, y ademas pueden

ciclarse en los extremos dando lugar a anillos del tipo B- o a-.

Los carotenoides se divide en dos grandes grupos: carotenos y xantofilas. Los
primeros son hidrocarbonados, solubles en disolventes apolares (ejm. hexano o
cloroformo ) y los segundos son oxigenados solubles en disolventes polares(ejm.
Metanol o acetona). Los carotenoides pueden ser aciclicos, monociclicos o policiclicos

( Gross 1987 ; Britton 1998 ; Fraser y Bramley 2004).



El color de los carotenoides varia desde amarillo pdlido hasta rojo intenso y se
encuentra directamente relacionado con su estructura quimica, tanto por el nimero y
posicion de dobles enlaces como por otros sustituyentes, lo que determina su espectro
de absorcidn y consecuentemente su color (Britton 1998). Por ejemplo, el fitoeno que
posee Unicamente tres enlaces dobles conjugados absorbe luz en el rango ultravioleta y
por tanto, es incoloro a la visién de los humanos, mientras que el licopeno, compuesto
que confiere color rojo al tomate contiene 11 enlaces dobles conjugados. Existen
también carotenoides de color naranja intenso ({-Caroteno), amarillo ( luteina ), y
naranja palido (violaxantina). Debido a la existencia de los dobles enlaces conjugados en
la estrcutura de los carotenoides éstos pueden presentar isomeria cis-trans. En general,
para la mayoria de los carotenoides la estructura predominante es la trans, aunque hay
algunas excepciones como el fitoeno, cuyo isémero habitual es el 15-cis (Figura 1)

(Britton, 1998).

M 15-cis-fitoeno

Wwp p-caroteno
MM:Q B-criptoxantina

O
MW all-trans-violaxantina

*

9-cis-violaxantina

Figura 1. Estructura de algunos carotenoides en las formas cis- y trans-

comunmente encontrados en la naturaleza.


https://es.wikipedia.org/wiki/Caroteno
https://es.wikipedia.org/wiki/Licopeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Ultravioleta
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fitoeno&action=edit&redlink=1
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1.3 Importancia de los carotenoides

En los organismos fotosintéticos los carotenoides son participantes activos de los
fotosistemas en los cloroplastos y son capaces de captar energia en determinadas
longitudes de onda, transfiriéndola a las clorofilas, y ampliando asi el espectro de luz
que la planta puede usar para la fotosintesis. En concreto, en el complejo antena LHCII
se ha descrito la presencia de cuatro sitios de unidn a cuatro carotenoides, tres de estos
carotenoides (dos moléculas de luteina y una de neoxantina) participan en la captaciény
transferencia de energia, mientras que el cuarto carotenoide (zeaxantina, anteraxantina
o violaxantina) juega un papel decisivo en la disipacién de la energia excedente y en la
detoxificacidn de las formas reactivas del oxigeno que se forman durante la fotosintesis
(Merchant y Sawaya 2005). Los carotenoides son, ademas, pigmentos naturales que se
acumulan en grandes cantidades en numerosos frutos y flores, y de gran importancia en
la funcion reproductora de las plantas, ya que actian como pigmentos atrayentes de

agentes polinizadores o dispersores de las semillas.

Otra funcién importante de los carotenoides debida al sistema de dobles enlaces
conjugados en su estructura es la capacidad de los carotenoides para desactivar
radicales libres altamente agresivos para el organismo y que se originan como
subproductos del metabolismo celular . Dichos radicales son muy reactivos y pueden
causar dafio oxidativo a la diferentes estructuras y moléculas celulares (proteinas, acidos
nucleicos, membranas etc.) afectando de forma importante al metabolismo celular
(Alquezar et al 2008). Por tanto, existe un creciente interés en el estudio de la
capacidad antioxidante de determinados carotenoides debido a sus potenciales efectos
beneficiosos para el metabolismo celular y la prevencidn del dafio oxidativo (Charanijit,
2001). Es interesante mencionar que el comportamiento antioxidante in vivo de los
carotenoides depende de su estructura, concentracion y localizacidn celular y tisular
(Maiani, 2009). En este sentido, existe un amplio consenso entre la relacidon del consumo
de carotenoides en la dieta y los efectos protectores o beneficiosos para la salud

humana (Rao Rao, 2007).

La propiedad mas importante y la primera que se les atribuyé fue la de
precursores de la vitamina A. Para que una carotenoide tenga actividad provitamina A
debe poseer un anillo - no sustituido en su estructura unido a una cadena poliénica de

once atomos de carbono. Entre los carotenoides se conocen aproximadamente 50 que
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cumplen con estos requisitos, pero los que cominmente se consumen en la dieta son [3-
caroteno, a-caroteno y [-criptoxantina. En la dieta la vitamina A es proporcionada de
dos maneras: como vitamina A preformada a partir de alimentos de origen animal
(retinil éster, retinol, retinal, 3-dehidroretinol y acido retinoico) o cémo carotenoides
(provitamina A) que pueden ser transformados bioldégicamente en vitamina A y que
generalmente provienen de alimentos de origen vegetal. La provitamina A tiene la
ventaja de ser convertida en vitamina A sdlo cuando el cuerpo lo requiere, evitando de
esta manera la toxicidad potencial de una sobredosis de vitamina (van der Berg et al.

2000; Melendez Martinez et al. 2004; Fraser y Bramley 2004).

Derivada de su actividad pro vitamina A, los carotenoides tienen un importante
papel en la prevencidon de enfermedades oculares como cataratas y la formacién y
proliferacion de epitelios ( Snndderly 1995; van der Berg et al 2000; Melendez Martinez
et al.2004; Fraser y Bramley 2004).

Los carotenoides disminuyen el riesgo de contraer enfermedades degenerativas
como ciertos tipos de cancer o enfermedades cardiovasculares. Esto se debe a la
también combinacidn con la capacidad antioxidante de los carotenoides, por la que los
radicales libres, principalmente el oxigeno singlete (Van der berg et al 2000; Melendez

Martinez et al 2004).

Las propiedades fisicas y quimicas de los carotenoides estan altamente
influenciadas por otras moléculas dentro del microambiente, particularmente asociadas
a proteinas y lipidos de membrana. A su vez los carotenoides pueden influir sobre las
propiedades de las estructuras celulares. Las caracteristicas quimicas Unicas de cada
carotenoide como el tamafo, la forma, hidrofobicidad y polaridad determinan su
funcionalidad en las células. Por tanto, la estructura de cada carotenoide determina en
gran medida su biodisponibilidad, absorcidn, circulacion, distribucidn a los tejidos y la
capacidad de incorporarse en los componentes subcelulares y afectar a procesos
moleculares precisos. La estructura caracteristica de cada uno de los carotenoides
puede ser de importancia critica en el efecto de los mismos en el proceso de
enfermedad y salud humana. Por ejemplo el licopeno, por su estructura aciclica,
numero elevado de dobles enlaces conjugados y extrema hidrofobicidad hace que
presente una alta capacidad antioxidante y especialmente activo frente a determinadas

especies reactivas de oxigeno (Clinton 1998).
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El uso de carotenoides a nivel industrial ha ido creciendo, conforme se han ido
describiendo y demostrando los beneficios derivados de su consumo. Se formulan en
complejos vitaminicos, suplementos para la dieta, y cada vez se utiliza mas como
colorante en la industria agroalimentaria para productos carnicos , huevos, peces, etc;
ya que el consumidor exige cada vez mds un producto libre de componentes artificiales.
También se pueden afiadir a otros productos para aumentar su valor como al aceite de

oliva, o se incluyen en productos cosméticos como maquillaje y bronceadores.

1.4 Generalidades sobre la composicion de y biosintesis de carotenoides

Los carotenoides son isoprenoides que se sintetizan en los organulos celulares
denominados plastos, en los cloroplastos en los tejidos fotosintéticos o en los
cromoplastos en los tejidos coloreados y que derivan biosintéticamente del IPP
(isopentenil pirofosfato) a través de la ruta MEP (metil-eritritol fosfato) (Rodriguez-
Concepcidn y Boronat, 2002). De forma genérica, en la biosintesis de carotenoides se
puede diferenciar dos fases, la sintesis de carotenos y la que conduce a la formacién de
xantofilas. Esta ruta se bifurca en el licopeno, primero por degradacién del fitoeno
aparecen los carotenos hasta el licopeno, el cual debido a la ciclacién de la molécula por
oxidacion produce las xantofilas. (figura 2 ). La primera etapa de la ruta es la formacion
de fitoeno por accion de la enzima fitoeno sintasa, que sufre dos desaturaciones
sucesivas, en las que se forman fitoflueno y Z-caroteno. Posteriormente, una nueva
desaturacién conlleva a la formacion de licopeno, ultimo caroteno lineal de la ruta con
15 insaturaciones y que proporciona la coloracidon roja caracteristica de diferentes
frutos, como el tomate, la sandia o los pomelos rojos. A partir del licopeno la ruta se
bifurca, por un lado en la llamada B-,e- que da lugar a a-caroteno y luteina, y es
operativa en los cloroplastos de tejido fotosintético. Durante la maduracién de los frutos
y la transicién de cloroplastos a cromoplastos, se activa la ruta B-, B- a partir del
licopeno, que en primer lugar se produce la ciclacién que origina B-caroteno vy
posteriormente hidroxilaciones y epoxidaciones que dan lugar a la zeaxantina,
anteraxantina, violaxantina y neoxantina. En el caso de los frutos citricos a partir del B-
caroteno también se puede formar B-criptoxantina, y también se produce la
fragmentaciéon de determinadas xantofilas para generar apocarotenoides, como la B-

citraurina, o 8’-B-apocarotenal, entre otros (Fraser y Bramley 2004; Rodrigo et al 2013).
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Diferentes evidencias experimentales acumuladas a lo largo de los afos, indican que la
acumulacidn de carotenoides especificos en los determinados frutos estd controlada
transcripcionalmente, por un complejo programa de expresion génica, en el que no
solamente se controla la biosintesis de carotenoides sino también la degradacién o
catabolismo, y la capacidad de acumulacién en estructuras celulares y subcelulares
especializadas. Asi, por ejemplo, en frutos verdes abunda la luteina, el B-caroteno, la
violaxantina y la neoxantina. En frutos de color amarillo, predominan la luteina, la
violaxantina, el fitoeno y proporciones menores de b-criptoxantina. Los frutos naranjas
pueden contener B-caroteno, luteina, violaxantina, fitoeno y criptoxantina. Los frutos
rojos son ricos en licopeno y suelen contener una mayor proporciéon de fitoeno,

fitoflueno y B-caroteno.

En general, la biosintesis de carotenoides es mas activa en la piel de los frutos
qgue en la pulpa, de ahi que este tejido tenga mayor concentracion (Gross 1987). A
continuacién, en la Figura 2 se muestra la ruta de biosintesis de los carotenoides junto

con las enzimas responsables de los cambios.
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Figura 2. Esquema general de la ruta de biosintesis de los carotenoides en plantas
junto con las enzimas responsables de los cambios. GGPP( geranilgeranil pirofosfato),
PSY (fitoeno sintasa) PDS (fitoeno dasaturasa), ZDS ({—caroteno desaturasa), B-LCY ( B—
licopeno ciclasa), e-LCY ( e- licopeno ciclasa), B-CHX(3—caroteno hidroxilasa), e-CHX (e-

caroteno hidroxilasa), ZEP ( zeaxantina epoxidasa), VDE ( violaxantina de-epoxidasa),

NSY (neoxantina sintasa).
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1.5 Carotenoides en citricos
1.5.1 Generalidades

Los citricos cultivados pertenecen a la familia de la Rutaceas y al género Citrus. Es
un género amplio que comprende un gran nimero de especies, unas cultivadas a nivel
comercial y para la alimentacion, y otras como ornamentales u otros fines. A este género
también pertenecen los citricos cultivados actualmente, cuyas especies ancestrales a
partir de las que se han originado el resto de especies y variedades son el pumelo ( Citrus
maxima), la mandarina (Citrus reticulata) y el cidro (Citrus medica). Evidencias genéticas
acumuladas durante los afios y corroboradas recientemente por estrategias moleculares
y gendmicas, indican que el resto de especies cultivadas han sido el resultado de cruces
naturales entre las especies ancestrales y sus descendientes a los largo de siglos. Desde
la expansion masiva del cultivo de citricos en los distintos continentes, las nuevas
variedades proceden de cruces dirigidos entre especies de interés y, al mismo tiempo, de
un largo proceso de domesticacion y de seleccién de mutaciones naturales, en el que se
han ido seleccionado variedades por sus caracteristicas agronémicas particulares, tanto
de produccién, como de adaptacién ambiental, de resistencia a estreses bidticos o
abidticos, o por las caracteristicas de calidad del fruto, entre otras (Wu et al., 2014;

Carbonell-Caballero et al., 2015; Ibafiez et al., 2015).

Los citricos son el principal cultivo frutal del mundo, con una produccion mundial
estimada superior a 120 millones de toneladas en el afio 2014. Los principales paises
productores mundiales son China, USA, Brasil, México, India y Espafia (Faoestat, 2015).
Espafia es el sexto pais productor de citricos del mundo, con un tonelaje total en el afio
2014 superior a 6 millones de Tm. En la campafia 2014-15, la produccidon de naranjas
superd los 3,5 millones de Tm; 2,2 millones de Tm la de mandarinas, mdas de 818.000 Tm
la de limones y alrededor de 50.000 Tm la de pomelos. Dentro del pais, la produccién de
citricos se concentra principalmente en la Comunidad Valenciana, que representa el
63% del total, seguida por Andalucia con el 26%, 8% en la regién de Murcia y 3% en
Catalufia (MAGRAMA ). Una de las principales caracteristicas de la produccion de citricos
en Espafia es que la mayor parte se dedica al consumo en fresco, con mas del 80% de la
produccidn total, y donde la mayor parte se destina a mercados externos, con un 66%

del total (que en el caso de las mandarinas Clementinas representa el 76% y el 62% en
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las naranjas). El porcentaje destinado al consumo interno y a la industrializacién supone
en ambos casos alrededor del 14%, y las pérdidas medias se sitlan entorno al 5%
( GENERALITAT VALENCIANA GVA). Esta situacion hace que Espafia sea el primer
exportador mundial de frutos citricos para el consumo en fresco, contrariamente a lo
qgue ocurre en dos de los principales paises productores como USA o Brasil, donde la
produccion de destina mayoritariamente a la elaboracién de zumo (Faoestat, 2015).
Estas caracteristicas de la producciéon de citricos en Espafia, y en la Comunidad
Valenciana, hace que la apariencia y presentacidén externa sean unos de los principales
atributos de calidad en la valoracidn de los frutos citricos para el consumo en fresco. Asi,
aspectos como el color (tonalidad e intensidad, uniformidad, etc.) tamafio, ausencia de
defectos y lesiones externas, etc. son determinantes en la comercializacién y aceptacién

por los consumidores de los frutos citricos.

1.5.1 Contenido y composicion de carotenoides en los frutos citricos

El color de la piel y de la pulpa en los frutos citricos es parametro importante de
calidad , ya que supone la primera percepcion que tienen los consumidores y, por ello,
es decisiva en la comercializacidon y adquisicién de los mismos . En la comercializacién de
los frutos para su consumo en fresco generalmente se relaciona el color de la corteza
con la calidad interna, aunque es independiente del grado de madurez interna. En los
frutos citricos, la coloracidn varia desde el amarillo en limones o pomelos, al naranja en
mandarinas y naranjas, y al rojo en algunas variedades de pomelos y pumelos. Los
factores que determinan e influencian el color en en los frutos citricos ha sido
ampliamente estudiado durante década (Alquezar et al.2008 ;Rodrigo et al 2014). El
color estd intrinsecamente relacionada con el contenido y composicién de carotenoides,
cuya distribucién varia en cantidad y calidad en funcion de especies y variedades, tanto
durante el largo desarrollo y la maduracién del fruto, como en diferentes tejidos dentro

del mismo fruto.

La distribucidn de carotenoides en los citricos es una de las mds complejas y
heterogéneas entre los frutos de las diferentes especies, y se han llegado a describir
mas de 110 carotenoides diferentes, aunque algunos de ellos pueden ser producto de
isomerizaciones u otras transformaciones quimicas, o artefactos producidos durante la

extraccion y manipulacidn en los laboratorios ( Stewart y Wheaton 1973; Gross 1987
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Alquézar et al. 2008). El perfil de carotenoides suele ser caracteristico de cada especie,
desde perfiles simples con pocos carotenoides como la pulpa de frutos maduros de
pumelo, hasta el perfil complejo de las mandarinas, en cuya pulpa se pueden encontrar
mas de 20 carotenoides distintos. (Gross, 1987). Los frutos citricos presentan un mayor
contenido de carotenoides en el flavedo (capa externa coloreada de la piel del fruto)
gue es aproximadamente entre 7 y 10 veces mas que en la pulpa (Alquézar et al.,
2008b), salvo en algunas excepciones como los frutos de pomelo y el pumelo de pulpa
roja, en los que se pueden cuantificar un contenido similar de carotenoides en el flavedo

y la pulpa (Xu et al., 2006; Alquézar et al., 2008).

La diversidad de colores que poseen los frutos citricos es la consecuencia de la
diferente composicion y contenido en carotenoides. El ejemplo mejor estudiado a nivel
bioquimico y molecular han sido las naranjas dulces (Citrus sinensis) (Kato et al. 2004,
Rodrigo et al. 2004). El flavedo de estos frutos se mantiene verde durante el periodo de
crecimiento y desarrollo del fruto, iniciando el cambio de color al alcanzar su tamano
final. En ese momento se produce una masiva degradacidon de clorofilas que es
concomitantemente al inicio de la biosintesis de carotenoides tipicos de los
cromoplastos (coloreados), alcanzando la maxima concentracidn de carotenoides en
frutos totalmente maduros. En mandarinas tipo Satsuma (Citrus unshiu) y tipo
Clementinas (Citrus clementina) este proceso es muy similar, aunque con diferencias
cualitativas y cuantitativas (Kato et al., 2004; Rodrigo et al., 2013). En general, en el
flavedo verde de los frutos citricos (frutos inmaduros o verdes) predominan los
carotenoides como la luteina y la trans-violaxantina y a medida que avanza el proceso
de maduracién la concentracién de carotenoides tipo cloroplasticos disminuye y se
produce una acumulacién de [3-, B- xantofilas siendo la 9-cis-violaxantina el carotenoide
gue mayor concentracion alcanza en el flavedo de naranjas, o la B-criptoxantina en el
flavedo de mandarinas. En la pulpa los cambios en el contenido y composicién de
carotenoides son totalmente independientes del flavedo y siguen un patrén diferente
(Rodrigo et al., 2013b) También en pulpa de frutos inmaduros el contenido de
carotenoides es practicamente nulo y aumenta de forma progresiva a lo largo del
desarrollo y maduracién del fruto, acumuldndose siempre los carotenoides del tipo
cromoplasticose, siendo en naranjas el 9-cis-violaxantina también el mas abundante y en

mandarinas la 9-cis-violaxantina y la B-,B-criptoxantina (Gross, 1987).



18

A nivel molecular se ha comprobado que durante la maduracién del fruto de
naranjas o mandarinas existe una clara induccion de la fitoeno sintasa (PSY), que parece
ser uno de los factores limitantes de entrada de metabolitos a la ruta, y junto con el
aumento de expresion de la B-caroteno hidroxilasa (BCHX) activan las sintesis de j,B-
xantofilas. El re-direccionamiento de la ruta desde la rama B,e a la B, esta controlado,
en parte, por la inhibicidon de la expresion del gen e-licopeno ciclasa (BLCY), que con la
induccion del gen B-licopeno ciclasa (BLCY1) puede explicar el aumento masivo de
xantofilas (B-criptoxantina en mandarinas y violaxantina en naranjas) durante la
maduracién (Kato et al., 2004; Rodrigo et al., 2004). Adicionalmente, se ha identificado
un gen que codifica una nueva B-licopeno ciclasa, con expresion especifica en tejido
cromoplastico (BLCY2), y que se induce de forma masiva durante la maduracién y la

coloracién (Alquézar et al., 2009).

1.5.2 Carotenoides en mandarina Clementina

La mandarina clementina es un fruto citrico de caracter hibrido, identificada a
finales del siglo XIX de forma espontanea en una huerto de Argelia (Ibafiez et al., 2015):
Aunque el origen de la mandarina Clementina no es conocido con exactitud, las
evidencias gendmicas indican que puede tratarse de una hibridacidon natural entre el
mandarino comun (Citrus deliciosa) actuando como parental femenino y el naranjo dulce
(Citrus sinensis) como parental masculino. A partir de la mandarina original se han
derivado todas las variedades conocidas y cultivadas actualmente, y en el caso de la
mandarina Clementina de Nules de trata de una mutacidén espontanea encontrada en
Castellon de la Plana en 1953, como un mutante tardio de la Clementina Fina (Agusti,
2000). Existen diversos estudios previos en la composicion y contenido de los
carotenoides principales en mandarina clementina (Tabla 1). Los frutos de clementina
presentan las tonalidades naranja-rojizas mas intensas, que caracterizan esta variedad.
Esta mayor coloracion se debe mayoritariamente a la acumulacién de p—criptoxantina ,
una xantofila de color naranja intenso presente tanto en flavedo como en pulpa de
mandarinas, y a la de apocarotenoides C30 ([3-citraurina y 8-B-apocarotenal) en la piel

(Gross 1987 ; Kato et al 2004 ).
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En general, en el flavedo verde de las clementinas (frutos inmaduros o verdes)
predominan los carotenoides como la luteina y la trans-violaxantina y a medida que
avanza el proceso de maduracién la concentracidon de carotenoides tipo cloroplasticos
disminuye y se produce una acumulacién de 3,3-xantofilas siendo la 3,B-criptoxantina la
mas abundante en el flavedo de mandarinas. Conforme a la maduracion del fruto, la piel
de las Clementinas acumula también una importante cantidad de apocarotenoides C-30,
en especial la B-citraurina, que puede llegar incluso a ser superior a la de J,B-
criptoxatina. La acumulacion de uno y otro parecen estar directamente relacionados, ya
que se ha demostrado recientemente que la ,B-criptoxantina y/o zeaxantina son los
precursores de la B,B-citraurina. Esta relacidn sugiere que la B-criptoxantina es un
precursor de la B-citraurina. En la pulpa, los cambios en el contenido y composicién de
carotenoides son totalmente independientes a los del flavedo y siguen un patrén
diferente (Rodrigo et al., 2013b). A nivel cuantitativo, el contenido de violaxantina
puede descender durante la maduracion, pero aumenta el de B-criptoxantina vy
apocarotenoides C-30,y al final del proceso el contenido en violaxantina sigue siendo

importante, con cantidades que pueden llegar a los 50 ug/g

1.5.3 Carotenoides en pumelo

El pumelo (Citrus maxima) es una de las especies ancestrales de citricos, cuyo
origen se sitla en el sudeste asidtico, y esta en el origen de otras especies cultivadas
actuales, como el pomelo (Citrus paradisi), y naranjo amargo (Citrus aurantium) vy
naranjo dulce (Citrus sinensis). Sus frutos son los mas grandes que existen en los citricos,
normalmente con numerosas semillas, gruesa corteza con un amplio albedo. La piel de
los pumelos suele ser de color amarillo-dorado y la pulpa amarilla palida, aunque existen
pumelos con pulpa de color rosado, como el pumelo Pink, por acumulacidn de licopeno.
Son ampliamente cultivados en China, Vietnam, Tailandia y otros paises asiaticos, donde

tienen un alto valor comercial (Liu et al 2014).

Son numerosos los estudios en el contenido y composicion de carotenoides en
pumelo (Tabla 1), pero ninguno referente al pumelo pink. El contenido de carotenoides
en el flavedo de las variedades de pumelo amarillas varia entre 5 y 15 pg/g PF,

acumulando sobre todo carotenoides incoloros, lo que explica su poca coloracion. En el
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caso de variedades de pulpa roja el contenido de licopeno les proporciona color rosado
o rojizo (Xu et al 2006). Un estudio de los cambios cuantitativos y cualitativos de
carotenoides en el pumelo Yuhuan y el Pumelo Red reveld la existencia de hasta 12
carotenoides diferentes. En la pulpa del pumelo Yuhan, los carotenoides son
practicamente inexistentes, mientras que en el flavedo la concentracién fue cerca de 250
superior, siendo los mas abundantes el fitoeno, el fitoflueno y la luteina. El mutante Red,
sin embargo, tiene la capacidad de acumular mayores concentraciones de carotenoides
en la pulpa, principalmente licopeno, llegando a niveles aproximados de 16 ug/g , y

también de B-caroteno (Xu et al ., 2006 JAFC)

Tabla 1. Contenido y principales carotenoides en mandarina clementinay

pumelo (Alguézar et al 2008 ).

Cultivo (Especie)

i ne/g PF Principales carotenocides Referencia
Variedad

Mandarina (C.reticulata)

) 32% B-citraurina; 16% B-
Piel 74.60 . : (Gross 1987)
citraurineno

Clementina
36% B-criptoxantina; 35% (Fanciullino et al.
Pulpa 24.96 = 1.16 . .
violaxantina 2006)
Pumelo (C. grandis)
Piel 19.30 32% luteina; 22% violaxantina (Gross 1987)
Gross 1987,
Chandler 1-37% violaxantina; 23-90% (
Pulpa  2.16-13.20 . Fanciullino et al.
licopeno
2006)
Chuzhou Piel 4.80 31% fitoeno; 25% fitofluenc (¥u et al. 2006)
Red Pulpa 5.28 51% licopeno; 20% B-caroteno (Xu et al. 2006)
Early Red Picl 31% fitoeno; 25% fitoflueno (Xu et al. 2006)
. ) (Gross y Timberg
Piel 5.00 67% fitoflueno
1983)
Goliath
23% luteina; 19% fitoflueno; (Gross y Timberg
Pulpa 0.4
12% B-caroteno 1983)
) (Fanciullino et al.
Decpred  Pulpa 2.69 2 0.09 57% licopeno; 35% B-caroteno
2006)
o (Fanciullino et al.
Seedless Pulpa 0.91+0.18 36% B-caroteno; 32% licopeno
2006)
Piel 15.50 55% fitoeno; 13% fitoflueno (Xu et al. 2006)
Yuhuan
Pulpa 0.03 35% fitoeno; 35% luteina (Xu et al. 2006)




21

2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1 Objetivos

El objetivo principal de este estudio es la caracterizacion del contenido y la
composicion de carotenoides en la pulpa y el flavedo de cinco frutos de cinco nuevos
hibridos provenientes de un cruce interespecifico entre Pumelo Pink y mandarina
Clementina (Citrus clementina x Citrus maxima) (trault et al., 2012) denominados
Nulpink, de Clementina de Nules y del pumelo pink. Esta poblacidon presenta una
diversidad de color muy diversa e interesante, con el color de los frutos va desde
naranja intenso similar a las mandarinas a amarillo-pédlido como los pumelos, lo que
sugiere una diferenciacion en la acumulacion de carotenoides. De esta poblacion se han
seleccionado 5 hibridos, en base a su color externo e interno, para el estudio detallado

de la carotenogénesis (Figura 4).

Una de las caracteristicas que justifica este estudio es la gran diferencia en el contenido
de B-criptoxantina entre los dos parentales, muy elevado en los frutos de Clementina y
nulo en los de pumelo, cuyo caracter parece haberse segregado en la poblacién de
hibridos. Dado los importantes efectos beneficiosos de esta xantofila para la salud
humana y que los mecanismos que controlan su acumulacién en los frutos citricos no
son bien conocidos, el estudio y la caracterizacion del perfil de carotenoides en estos
hibridos y la comparacién respecto a sus parentales pueden proporcionar informacion
relevante sobre las bases bioquimicas y moleculares implicadas en la sintesis de este

carotenoide, lo que ha constituye el objetivo del presente trabajo fin de grado

.2.2 Plan de trabajo

Para la consecucion de estos objetivos se ha desarrollado las siguientes
actividades:
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-Seleccién de los frutos mdas adecuados en base a las diferencias de color de la piel y de la

pulpa, abarcando desde pigmentacién mdas extrema tanto naranja como amarilla y
tonalidades intermedias, a partir de la de la poblacion de segregantes disponibles en el
Banco de Germoplasma y la coleccion de variedades del Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA).

Determinacién de los pardmetros de color en la piel y la pulpa.

- Extraccién y cuantificacién carotenoides totales en la piel y pulpa de los frutos de las

cinco nuevos hibridos y sus respectivos parentales.

- Identificacion y cuantificacion mediante romatografia liquida de alta resolucidn
acoplada a detector de fotodiodos (HPLC-PDA), de los carotenoides individuales en la

piel y pulpa de los frutos de los cinco nuevos hibridos yen sus respectivos parentales.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Material vegetal

Para realizar el trabajo se han utilizado muestras de frutos maduros de las

siguientes especies y variedades:

Hibridos Nulpink: Como se ha mencionado en el apartado anterior, en el
programa de mejora genética del IVIA se realizaron cruces entre la mandarina
Clementina de Nules (Citrus clementina) como parental femenino y pumelo Pink (Citrus
maxima) como masculino. De la poblacién de 134 segregantes hibridos que se
regeneraron (Ollitrault et al. 2012), se seleccionaron frutos de 5 hibridos por la
diversidad de color del flavedo, desde amarillo a naranja intenso, pasando por
diferentes tonalidades intermedias (Fig. 4). Los hibridos seleccionados fueron: Nulpink
40, 69, 77, 112 y 134. Las caracteristicas morfoldgicas, de tamafio y color de los hibridos

se describen en el apartado siguiente 4.1.

Pumelo Pink (Citrus maxima) : Se recolectaron frutos maduros del parental

masculino, crecidos en las parcelas experimentales del IVIA.
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Mandarina Clementina ( citrus clementina ) : Se utilizaron frutos maduros de esta
mandarina, también conocida como Clemenules, procedentes como en el caso anterior

de las parcelas experimentales del IVIA.

Se recolectaron frutos maduros el 19 de Febrero del 2015, en el caso de los
hibridos de arboles creciendo bajo malla. En el caso del pumelo y de la mandarina se
recolectaron frutos maduros de arboles adultos cultivados en la parcela del banco de
Germoplasma del IVIA. En todos los casos se recolectaron frutos al azar, alrededor de
todo el arbol. Dado que los arboles de algunos hibridos tenian un reducido numero de
frutos, por tratarse de injertos jévenes y los frutos ser de gran tamano, se recolectaron
entre 6-10 frutos, homogéneos en tamafio y coloracién. Para los pumelos y mandarinas
se recolectaron 30 frutos de cada variedad, similar en tamafio y color, y exentos de
defectos y lesiones. Los frutos se transportaron al laboratorio, donde se determind el
color externo e interno, y posteriormente se separé el flavedo y la pulpa con ayuda de
un bisturi. Ambos tejidos se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se
homogeneizaron a un polvo fino con la ayuda de un molinillo en congelacién.

Finalmente las muestras de almacenaron a -802C hasta el momento del analisis.

3.2 Estimacion de indice de color

Para la determinacién del color externo e interno de los frutos se utilizé un
colorimetro Minolta CR-330. Se determinaron las coordenadas de color Hunter L, ay b
en tres localizaciones distintas alrededor del eje ecuatorial de los frutos en el caso del
flavedo y para la pulpa se realizaron tres medidas en cada una de las dos secciones en
las que se dividid cada fruto. Se utilizaron al menos 6 frutos para cada variedad. La
coordenada Hunter a determina la tonalidades de color desde el verde (valor negativo)
hasta rojo (positivo), mientras que la b miden los variaciones en el color desde el azul
(negativo) hasta el amarillo (positivo). Los valores de color se expresan como el cociente

a/b, que es una de las formas mas tradicionales y reconocidas internacionalmente para
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expresar el color de los frutos citricos (Rodrigo et al., 2003). Cuando esta relacion es
negativa refleja color verde, y conforme aumenta el valor indica cambios hacia colores
amarillos y anaranjados, asi para frutos en el momento del cambio de color la relacién
a/b es alrededor de 0 y positiva para frutos de color naranja (Stewart y Wheaton, 1972).
Para la determinacién del color de los frutos en mandarina Clemenules y pomelo Pink se
utilizaron 30 frutos de cada especie. Dado el menor nimero de frutos disponibles en el

caso de los hibridas Nulpink, se utilizaron entre 6-10 frutos para cada hibrido.

3.3 Extraccion y cuantificacion de carotenoides totales

La extraccidén de carotenoides se llevd a cabo a partir de 0,5 g de flavedoy 1,5 g
de pulpa, siguiendo el método descrito por Rodrigo et al (2003; 2004) con las

modificaciones que se detallan a continuacién.
Detalles del proceso:

El material vegetal, previamente triturado y congelado, se introdujo en tubos de
centrifuga tipo Sarsted de 15 ml y se mantuvieron en hielo hasta la adicién de 3 ml de
mezcla de extraccidn (MeOH:Acetona:Diclorometano, 25:25:50, v/v/v) (pureza HPLC,
Scharlau) y 2 ml de solucién Tris- HCL (50 Mm, pH 7,5)NaCl 1 M. A continuacion se pasé
la mezcla por un vértex para homogeneizarla y se sonicé en un bafio de ultrasonidos 5
minutos a temperatura ambiente. A continuacion se centrifugd a 42C durante otros 5
minutos a 4000 rpm y se recuperdé la fase orgdnica en un matraz de fondo redondo . Se
volvio a reextraer el extracto acuoso afiadiendo solo 2,5 ml de DCM (diclorometano) y
se repitid el proceso hasta que la fase organica fue incolora. La fase organica recuperada
en el matraz de baldn se evapord completamente a 40 2C en un evaporador rotatorio
(Buchi R-210). Posteriormente, el extracto seco se resuspendié en 1 ml de
diclorometano y se saponificd mediante la adicidon de 5 ml de hidréxido potasico al 60 %.
Se adiciond corriente de nitréogeno para desplazar el aire de la muestra, ya que los
carotenoides son susceptibles de oxidarse en presencia de oxigeno. La reaccion tuvo
lugar durante aproximadamente 16 h a temperatura ambiente. Tras la saponificacién se
recuperaron los carotenoides libres en un tubo de 15 ml mediante lavados con
diclorometano. Después de este proceso se afiadieron 3 ml de diclorometano y 3 ml de

solucioén salina al 5 % con tampdn Tris-HCl (50 mM, pH 7,5), se agitd la muestra con
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vortex durante unos segundos y se centrifugd a 4000 rpm a 4 2C para separar las fases
acuosa y la organica. Se descarté la fase acuosa, y este proceso se repitié hasta que el

pH la fase acuosa descartada fuese préximo a la neutralidad (entre 8 y 7,5).

Para medir los carotenoides totales en espectrofotdmetro, se llevé el extracto a
sequedad bajo corriente de nitrégeno y se resuspendid en un volumen conocido de
solucion de éter de petrdleo (40-60 oC): éter etilico, 9:1, v/v (aproximadamente 4 ml) .
Se determind la concentracion de carotenoides del extracto midiendo la absorbancia a
450 nm en un espectrofotometro Multiskan Spectrum, (Thermo Electron Corporation).
La concentracidn de carotenoides se calculo aplicando la férmula de Davies (1976) y
expresando el resultado como ug de equivalentes de B-caroteno por gramo de peso

fresco de tejido.
g de carotenoides (equivalentes de p-caroteno) = (E.y)/(E'*1.m.100)
( Férmula de Davies)

E, absorbancia a 450 nm; y, mL de disolucién; E**,,,, 2500 (coeficiente de
extincion del B-caroteno de una solucidn al 1%, medida en una cubeta con 1 cm de paso

de luz).

Los extractos se llevaron a sequedad mediante corriente de nitrégeno y se
almacenaron a -20 2C, en oscuridad y atmédsfera de nitrégeno en un vial de 1,5 ml hasta
el momento de su analisis por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Todas las
muestras fueron extraidas al menos por duplicado y todo el proceso se ha realizado en

ausencia de luz directa para evitar la degradacién de carotenoides.

3.4 Identificacion y cuantificacion de carotenoides individuales mediante

HPLC

La identificacidn y cuantificacidn de los carotenoides individuales en los extractos
se realizd por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de
fotodiodos (HPLC-PDA). Los anlisis se llevan a cabo en un sistema de cromatografia
liquida Waters™, equipada con una bomba 600E y un detector de fotodiodos modelo

2998, utilizando una precolumna C30 (20 mm x 4.0 mm x 5 um) y una columna C30 (250



mm x 4.6 mm x 5 um) (YMC Europa GMBH). Los datos se adquirieron y procesaron con
el paquete informatico Empower Waters. La separacion de los carotenoides se realizé

utilizando un gradiente ternario de elucién compuesto por metanol (MeOH, Scharlau),
agua bidestilada filtrada y metil t-butil éter (MTBE, Scharlau) en combinaciones

detalladas en la Tabla 2.

Tabla 2: Gradiente de elucidn utilizado para la separacién de carotenoides

mediante HPLC

Tiempo 0 12 20 30 50 70 75
(min)
MTBE 5 14 25 50 75 5
H:0 0 0 0 0
MeOH 90 95 86 75 50 25 90
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El detector de fotodiodos se programad para registrar las absorvancias cada 1 nm
en el intervalo 250-540 nm durante toda la elucién. Para cada muestra se obtuvo un
cromatograma en el que se representa el tiempo frente a la absorbancia maxima en el
rango de longitudes de onda registradas. Las muestras a analizar se prepararon
mediante disolucién del extracto seco de carotenoides obtenido previamente en un
volumen variable de cloroformo:metanol:acetona (pureza HPLC) en una proporcion
3:2:1. El volumen de muestra inyectado fue de 20 plL y el flujo de inyeccion en la
columna fue de 1 mL/min a temperatura ambiente. Para cada muestra se obtuvo un
cromatograma en el que se representd el tiempo frente a la absorbancia maxima en el
rango de longitudes de onda registradas (cromatograma MaxPlot). La identificacion de
carotenoides se hizo por comparacién de el tiempo de retencidon de los estdndares
disponibles con el espectro de cada uno de ellos o con los datos obtenidos en estudios
similares descritos en la literatura (Rouseff et al., 1996; Meléndez-Martinez et al., 2003;
Rodrigo et al., 2004) . De cada una de las muestras se obtuvo un cromatograma
‘Maxplot’ (Anexo) que representa el tiempo frente a la absorbancia maxima en el rango
de longitudes de onda registradas. Los picos cromatograficos correspondientes a cada

carotenoide se integraron en su longitud de onda maxima y el contenido de cada




carotenoide se interpold el area de los picos con diferentes curvas de calibrado. Se
disponian de curvas de calibrado dep-apo-8'-carotenal (Hoffman-LaRoche) para
cuantificar apocarotenoides C30, el B-caroteno (Sigma) para a- y B-caroteno, la B-
cryptoxantina (Extrasynthese) para B-cryptoxantina, la luteina (Sigma) para luteina, y
violaxantina, el licopeno (Sigma) para licopeno, y la zeaxantina (Extrasynthese) para
zeaxantina y anteraxantina. Los estandares de fitoeno, fitoflueno y C-caroteno habian
sido purificados en el laboratorio previamente a partir de extractos de frutos (Tabla 3)

(Rodrigo et al., 2003).

Tabla 3: Limites de deteccidn y ecuaciones de las rectas obtenidas para la

cuantificacion de distintos carotenoides.

Carotenoide Limite de Recta de
deteccion (ng) calibrado

Luteina 7 ug=8.24810 10
B-Apo-8’carotenal 32 ug=3.24695 10®
Zeaxantina 10 ug=1.13798 107
Fitoeno 20 ug=3.73158 107
Fitoflueno 8 ug=1.79116 107
B-Criptoxantina 11 ug=1.21613 107
B-Caroteno 9 ug=8.34097 10
Licopeno 5 ug=8.99645 10

3.5 Programas informaticos utilizados

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron los siguientes programas informaticos:
-Empower (Waters™): Programa para la adquisicién y tratamiento de datos del

sistema cromatografico HPLC-PDA
-Microsoft Excel 2010: elaboracion de graficos y tratamiento estadistico

-Microsoft Word 2010: Procesamiento de texto

-Multiskan Spectrum: programa para la adquisicién y el tratamiento de datos del

espectrofotémetro.

-Microsoft Power Point : realizacidn de figuras e imagenes.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccién de frutos de los hibridos 'Nulpink

Color de la piel y de la pulpa en frutos maduros de cinco hibridos ‘Nulpink’ y

sus parentales.

Como se ha indicad en las secciones anteriores, se seleccionaron frutos de 5 hibridos,
denominados “Nulpink”, de la poblacién 140 segregantes del cruce interespecifico
entre la mandarina Clementina de Nules (CMN, parental femenino) y al pumelo Pink
(PP, parental masculino) (Ollitraut et al., 2012). Esta poblacion de hibridos se
propagaron y desarrollaron primero en invernadero y posteriormente se injertaron
sobre el patrdn Citrange carrizo (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata) en parcelas bajo

malla, ambas instalaciones pertenecientes y localizadas en el IVIA (Ollitrault et al.,

2012) (Fig. 3).

Figura 3. Morfologia y color de los frutos maduros de 'Nulpink' 69 (derecha) y 112
(izquierda) cultivado en los correspondientes drboles localizados en una parcela bajo

malla del IVIA.

La observacién visual del fenotipo de los frutos de la amplia coleccidn propagada
revelé diferencias en la coloracién, desde color amarillo, similar al del parental
masculino, hasta piel de color naranja caracteristica de los frutos de mandarina (como
los de Clementina de Nules), pasando por una amplia gradacion de tonalidades entre
estos dos colores extremos. Para la realizacion de este trabajo se seleccionaran frutos

maduros de 5 hibridos, denominados “Nulpink” 40, 69, 77, 112, 134 atendiendo
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principalmente a la gradaciéon de coloracion del flavedo y al hecho de que en las
observaciones de campo se habia comprobado que el color externo se correspondia

en la mayoria de casos con la tonalidad de la pulpa (Figs.4a y 4b).

Figura 4. Aspecto y color externo (a) e interno (b) de frutos
maduros de los hibridos ‘Nulpink’ 112, 13, 77, 69 y 40. Los frutos
se han organizado en las dos fotos en funcién de la gradacion de
color de la piel, desde amarillo a naranja.
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Los frutos de los cinco hibridos seleccionados tenian una morfologia y tamafio
similares entre si, ligeramente achatados por los extremos del caliz y estilar (didmetro
longitudinal comprendido entre 8-12 cm) y un didametro ecuatorial aproximadamente
entre 14-18 cm, y sin otras caracteristicas morfoldgicas apreciables que pudieran
indicar otra fuente de variabilidad. La morfologia y el color externo e interno de los
frutos parentales se muestran en la Fig. 5, donde se puede observar el menor tamafio
y la coloracién naranja intensa de los frutos de la mandarina Clemenules, frente al
gran tamano (en ocasiones puede alcanzar hasta 20-25 cm de didmetro ecuatorial) y
color amarillo del flavedo de los frutos del pumelo Pink. La pulpa de la mandarina
presentaba igualmente una coloracidon naranja intensa (Fig. 5), mientras que en los
frutos de pumelo es ligeramente amarilla con tonalidades rosadas localizadas
principalmente en las zonas de las membranas intercarpelares (Fig. 5). En la Fig. 6 se
muestra una foto comparativa del tamafio de los frutos maduros de los hibridos
Nulpink 69 y 112 frente a un fruto representativo de la mandarina Clementina de
Nules, donde se aprecia que el tamafio de los dos hibridos es similar, y muy superior al
del parental Clementina, mientras que el color de la piel es practicamente igual entre
Nulpink 69 y la mandarina. Dado que los frutos de los hibridos de Nulpink se cultivaron
en la misma experimental del IVIA y estuvieron, por tanto, sometidos a las mismas
condiciones ambientales, nutricionales y de cultivo, se puede descartar el efecto de

otros factores exdgenos en las diferencias fenotipicas del color.
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Figura 5. Morfologia y color externo e interno de frutos maduros de la mandarina
Clementina de Nules (derecha) y del pumelo Pink (izquierda), que se utilizaron como
parentales en el cruce interespecifico que dio origen a los frutos de los hibridos

‘Nulpink’ utilizados en este estudio.

Figura 6. Comparacion del tamario de los frutos maduros de los hibridos ‘Nulpink’ 69
(izquierda) y 112 (derecha) respecto a un fruto maduro de la mandarina Clementina de

Nules recolectados en la misma fecha (febrero) de las parcelas experimentales del IVIA.
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4.2 Color de la piel y de la pulpa en frutos maduros de cinco hibridos ‘Nulpink’ y

sus parentales

La coloracién de la piel y la pulpa en los frutos maduros de los 5 hibridos y en sus
parentales, se ha representado como la relacidon entre las coordenadas Hunter a/b,
donde valores positivos tienden hacia el naranja-rojizo, mientras que los negativos
corresponden a color verde, y los valores préximos a 0 a color amarillo. En la Fig. 7a se
representan los valores a/b del flavedo de los frutos de los cinco hibridos de Nulpink y
de frutos maduros de los dos parentales. Los valores negativos, correspondientes a
frutos de piel amarilla correspondieron en primer lugar al pumelo Pink (PP), seguido de
Nulpink 112. El hibrido 134 presentd valores ligeramente positivos que reflejan una
ligera tonalidad anaranjada, mientras que la piel del resto de hibridos mostraron valores
progresivamente mas positivos, hasta alcanzar en el caso de Nulpink 40 valores de a/b
ligeramente superiores a 0,6 (Fig. 7a). Como era de prever por el intenso color de la piel
en la mandarina Clementina de Nules (CLM), el flavedo presenté una relacion a/b
alrededor de 0,8. Por lo tanto, estos datos indican una creciente gradacion en la
coloracién de la piel, desde amarillo a naranja, en el orden indicado en la Figura 4a,y
que se ha mantenido en la presentacidon del resto de resultados para una mejor

comparacién de los mismos.

En el caso del color de la pulpa, el PP presentd igualmente los valores mas
negativos, seguido de los hibridos 112, 134 y 77, mientras que en el 69 se alterd este
orden, con una relacion a/b cercana a 0, en consonancia con el color mas intenso de su
pulpa (Fig. 3 b). El hibrido 40 también tenia valores negativos de color de pulpa y
solamente la pulpa de los frutos de CLN presentd valores positivos, pero de menor
magnitud que los de la piel (Fig. 7b). Estos resultados indican que el hibrido Nulpink 69
manifiesta una anormalidad o descoordinacién entre el color de la piel y de la pulpa
respecto al resto de hibridos, ya que mientras en el color de la piel existe en buena
progresion en el conjunto de los hibridos, la pulpa tiene valores superiores en el orden

de coloracidn de los cinco hibridos seleccionados. Al mismo tiempo, estos datos



33

también parecen indicar que se ha podido heredar o introgresar progresivamente las
caracteristicas cromaticas del flavedo de la mandarina, especialmente en los hibridos
Nulpink 40 y 69, mientras que en la pulpa esta relacién parece estar invertida. El caso
del hibrido Nulpink 112 parece ser el mas acusado en el que se han mantenido las

caracteristicas de color del PP, con escasa o muy poca influencia de la mandarina.
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Fig. 7. Color (Hunter a/b) de la piel (A) y de la pulpa (B) de frutos maduros del Pumelo
Pink (PP), mandarina Clementina de Nules (CLM) y de cinco hibridos Nulpink. Los valores
representan la media + DE, de 30 lecturas para los frutos de pumelo y mandarina, y al

menos 10 para los frutos 'Nulpink'
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4.3 Contenido en carotenoides totales en la piel y de la pulpa de frutos

maduros de cinco hibridos ‘Nulpink’ y sus parentales

La cuantificacion de los carotenoides totales en el flavedo y la pulpa de los
hibridos Nulpink y sus respectivos parentales se realizdé mediante la suma de los
distintos carotenoides individuales identificados y cuantificados por HPLC-PDA. En
numerosos estudios, la cuantificacion de los carotenoides totales en extractos vegetales
se realiza espectrofotométricamente determinando la absorbancia a 450 nm, y se
refiere como equivalentes de B-caroteno, ya que es el principal carotenoide que absorbe
en esta longitud de onda (ver férmula en apartado correspondiente de Material y
Métodos). Sin embargo, el analisis por HPLC-PDA de los extractos de carotenoides de los
frutos de Nulpink y del parental PP reveld la presencia de cantidades importantes de
carotenoides incoloros, como el fitoeno, que no absorben a 450 nm, por lo que la
determinacion de los carotenoides totales utilizando dicha férmula conllevaria a una
infraestimacion de la concentracién de carotenoides. Por ello, se decidié presentar los
resultados de carotenoides totales como la suma de los identificados y cuantificados por
HPLC-PDA, ya que reflejan con exactitud la concentracién real de carotenoides en los

tejidos de los frutos analizados.

El mayor contenido en carotenoides totales en el flavedo se detectdé en los
extractos de frutos del hibrido 69 y el pumelo Pink, con valores préximos a 120 ug/g PF
(peso fresco) (Fig. 8 a), a pesar de las notables diferencias en la coloracion de la piel (Fig.
4 a). La concentracion de carotenoides se redujo sensiblemente en el resto de hibridos y
en la mandarina Clementina. Asi, los valores mas bajos, comprendidos entre 20-25 ug/g
PF, se contabilizaron en los hibridos 112 y 134, seguidos de Nulpink 40 y 77, con
contenidos medios cerca del doble (alrededor de 50 pg/g PF) que los anteriores. En el
flavedo de la mandarina Clemenules la concentracion de carotenoides totales fue muy
similar a la de los hibridos 77 y 40, a pesar de las notables diferencias en la tonalidad

anaranjada de la piel entre las mismas (Fig. 8 a).
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Figura 8 . Contenido en carotenoides totales en la piel (A) y la pulpa (B) de frutos

maduros del Pumelo Pink (PP), mandarina Clementina de Nules (CLM) y de cinco
hibridos Nulpink.
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En pulpa, las concentraciones de carotenoides totales fueron muy inferiores a las

de flavedo vy las diferencias entre variedades no se correspondieron con las encontradas
en el flavedo. La pulpa de la mandarina Clemenules fue la que contenia niveles
superiores de carotenoides (proximos a 14 ug/g PF), seguida de la del hibrido Nulpink 69
(8 pg/g PF) (Fig. 8 b). La pulpa del resto de variedades analizadas presentd una baja
concentracion de carotenoides totales, con niveles comprendidos entre 2 pg/g PF en
Nulpink 40 y 1 ug/g PF en los hibridos 77 y 134, y menos de 0,5 ug/g PF en el hibrido

mas amarillo Nulpink 112 (Fig. 8 b).

4.4 Identificacion y cuantificacidon de carotenoides en la piel y de la pulpa de

frutos maduros de cinco hibridos ‘Nulpink’ y sus parentales

Mediante HPLC-PDA se identificaron los principales carotenoides en los extractos de
flavedo y de pulpa de los frutos maduros de los cinco hibridos Nulpink, asi como en los
dos parentales Clemenules y pumelo Pink. Como cabia esperar por la distinta
coloracién de la piel y de la pulpa, el perfil de carotenoides y las cantidades relativas
de cada uno de ellos fueron diferentes entre los cinco hibridos y en los dos tejidos de
un mismo hibrido. En las Tablas 4 y 5 se muestran las caracteristicas espectrales, asi
como su presencia, de los distintos carotenoides identificados en el flavedo y la pulpa,
respectivamente, en los distintos genotipos analizados. Los carotenoides identificados
representados en las tablas 4 (flavedo) y 5 (pulpa) son similares, exceptuando algunos
gue son caracteristicos de cada tejido. Los apocarotenoides C30 P—citrurina y 8- -
apocarotenal estan presentes solo en la piel de los frutos algunos de los frutos.
Estos son en gran medida responsables de color naranja de los hibridos 'Nulpink' 77,
69, 40 y mandarina clementina. En la pulpa del pumelo pink hay presencia de
licopeno, la presencia del cual se manifiesta en forma de betas de color rojizo y es

en este estudio exclusiva de la pulpa de este.



Tabla 4. Identificacion de carotenoides y caracteristicas espectrales de estos en la piel de

frutos maduros de cinco hibridos ‘Nulpink’ y sus parentales Pumelo Pink y mandarina

Clementina de Nules.

COMPUESTO CAROTENOIDE ESPECTRO Ccm 40 69 77 112 134 PP
1 s-429-457 s-429-454 X X X X X X
2 s-412-433,8-s s-412-433,8-s X X
3 apo 440 apo 441 X X
4 T-violaxantina 414-442-472 X X X X X X X
5 397,6-420,5-447,2 397,6-420,5-447,3 X X X X X
6 B-Citraurina Apo-456 X X X
7 9-Cis-violaxantina  |Cis(326)-416-440-465 X X X X X X X
8 s-417-447 s-417-447 X X X X X
9 Luteina 421-445-474 X X X X
10 (-caroteno 437-462-494 X X X X
11 neoxantina 412-434-464 X
12 zeaxantina 428-450-478 X X X
13 8-B-apocarotenal X X X X
14 Anteraxantina 422-444-472 X X X X X X
15 s-446-473 s-446-472 X
16 Fitoeno 276-286-297 X X X X X X X
17 Fitoflueno 331-348-367 X X X X X X X
18 B-criptoxantina 428-450-478 X X X X X
19 a-caroteno 422-445-473 X
20 B-caroteno 425-450-477 X

Tabla 5. Identificacion de carotenoides y caracteristicas espectrales de estos en la pulpa de

frutos maduros de cinco hibridos ‘Nulpink’ y sus parentales Pumelo Pink y mandarina

Clementina de Nules.

COMPUESTO CAROTENOIDE ESPECTRO Cm 40 69 77 112 134 PP
1 400-421-448 400-421-447 X X X X X
2 Apo-452 Apo-451 X
3 s-411-435 s-411-434 X X
4 s-401-425 5-401-424 X X X X
5 s-429-458 s-429-457 X X X
6 T-violaxantina 414-442-472 X X X
7 Neoxantina 414-442-471 X
8 s-420-442 s-420-441 X X X X
9 9-cis-violaxantina |Cis(326)-416-440-465 X X X X X X X
10 Mutatoxantina X X X X X
11 s-417-443 s-417-442 X X
12 apo447 apo448 X
13 Luteina 421-445-474 X X
14 Zeaxantina 428-450-478 X X X X X X X
15 Anteraxantina 422-444-472 X X X X X X X
16 s-444-472 5-444-471 X X X X
17 fitoeno 276-286-297 X X X X X X X
18 fitoflueno 331-348-367 X X X X X
19 B-criptoxantina 428-450-478 X X X X X X
20 450-s 451-s X X
21 o-caroteno 422-445-473 X
22 (-caroteno 437-462-494 X X X X
23 B-caroteno 425-450-477 X X
24 Licopeno 444-470-502 X
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En flavedo, los carotenoides comunes a todos los hibridos y sus parentales fueron
trans-violaxantina, 9-cis-violaxantina y los carotenoides lineales fitoeno y fitoflueno. La
cuantificacion de los distintos carotenoides en el flavedo revelé importantes y
significativas diferencias entre los cinco hibridos y sus parentales. Asi, el fitoeno fue el
carotenoide mayoritario en el parental masculino, con concentraciones superiores a
100 ug/g PF, seguido de cantidades menores de fitoflueno (Fig. 9). En el flavedo del
parental femenino, Clemenules, el carotenoide mayoritario fue la violaxantina, con
concentraciones proximas a 30 pg/g PF, destacando igualmente la presencia de
elevadas concentraciones de apocarotenoides C30 (11 pg/g PF). Los apocarotenoides
C30 identificados fueron B-citraurina y 8 B-apocarotenal, y dado que puede haber
interconversion entre ambos, en la Fig. 9 se han cuantificado conjuntamente ambos
compuestos para evitar confusiones. Es de destacar la presencia de una xantofila con
maximos de absorcidn en su espectro de 405, 428 y 456 nm, que muy probablemente
podria tratarse de mutatoxantina, una xantofila artefactual derivada de la violaxantina,
pero dado de su identificacién no es inequivoca, se decidié no asignarle una signatura
especifica. También se detectaron cantidades menores de otras xantofilas como [-

criptoxantina, zeaxantina y anteraxantina (Fig. 9).

La cuantificacion de los carotenoides individuales en el flavedo de los hibridos reveld
importantes caracteristicas. En Nulpink 69 destaca la presencia de altas
concentraciones de fitoeno y especialmente fitoflueno, y sobre todo de pB-
criptoxantina, con cantidades muy superiores a ninguna otra variedad (11 ug/g PF). AL
mismo tiempo, este hibrido también contenia altas concentraciones de anteraxantina
y de violaxantina, practicamente similares a las de la mandarina Clemenules. Sin
embargo, las concentraciones de apocarotenoides C30 fueron extremadamente bajas
(Fig. 9). Este patrdn de carotenoides puede ser indicativo de una situacién en la que se
ha blogqueado o estd muy reducida la capacidad de sintesis de apocarotenoides C30
desde las xantofilas y, consecuentemente, se produce la acumulacién de la xantofila
precursora B-criptoxantina y otros intermediarios anteriores, como el fitoflueno, sin
alterarse la formaciéon de las xantofilas posteriores como la violaxantina. Esta

acumulacidén particular de carotenoides puede explicar la coloracién anaranjada del



39

flavedo de este hibrido, pero sin la intensidad del hibrido 40 o la mandarina

Clemenules, por la ausencia de apocarotenoides C30.

En el flavedo del hibrido 40 presenté la particularidad de acumular concentraciones de
apocarotenoides C30 practicamente idénticas a las de la piel de la mandarina
Clemenules (Fig. 9). Esta caracteristica puede explicar el color naranja intenso de la
piel de Nulpink 40 (Fig. 4 a). Este hibrido también contiene niveles de B-criptoxantina
similares a los de la mandarina, pero mas cantidades de zeaxantina y anteraxantina y
menor concentracidon de violaxantina. Los niveles de la xantofila no identificada
también fueron relativamente altos. Estos resultados podrian interpretarse como que
en este hibrido se ha heredado la capacidad de formacion de apocarotenoides C30,
similar a la de la mandarina, pero sigue teniendo capacidad para la formacidn de las
xantofilas posteriores en la ruta de biosintesis. Finalmente, los hibridos 112, 134y 77
tuvieron concentraciones de carotenoides y xantofilas relativamente similares entre si
y, en general, mucho mds bajas que el resto de variedades. Sin embargo, en Nulpink 77
destacd una baja cantidad de apocarotenoides C30 que no tenian los otros dos, lo que
puede justificar la tonalidad anaranjada que presenta su piel en comparacién con los

otros dos hibridos (Fig. 9).
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‘Nulpink’ y sus parentales.
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Respecto a los carotenoides identificados y cuantificados en las pulpas, los
carotenoides comunes a todos los hibridos y sus parentales fueron 9-cis-violaxantina,
zeaxantina, anteraxantina y el fitoeno. Otros dos carotenoides muy comunes que
aparecen en todos excepto en el pumelo Pink fueron la mutatoxantina y la B-
criptoxantina. Es destacable la presencia de licopeno en el pumelo Pink, que no se
detectd en ninguna de las otras variedades caracterizadas, y que le proporciona el
ligero tono rosado a algunos sectores de la pulpa. Las caracteristicas mas resefiables
entre las distintas variedades fueron que la pulpa de la mandarina Clemenules y del
Nulpink 69 tenian los niveles mas altos de casi todos los carotenoides (Fig. 10). Es de
destacar que el contenido de B-criptoxantina fue similar entre ambos genotipos, pero
los de otras xantofilas fueron mucho menores, y en el caso de la violaxantina cerca de
8 veces mas baja. En este hibrido destaca también la presencia de mutatoxantina, que
fue inexistente en la pulpa de mandarina (Figura 10). Por lo tanto, la presencia de B-
criptoxantina y de mutatoxantina puede explicar la coloracién de la pulpa (Fig. 4b) en
el hibrido 69, a pesar de no contener apenas violaxantina. En la caso de Nulpink 40 se
detectaron cantidades mas apreciables mutatoxantina, y menores concentraciones de
B-criptoxantina, anteraxantina y violaxantina. El resto de hibridos tuvieron niveles muy

bajos de los diferentes carotenoides identificados (Fig. 10).



5. CONCLUSIONES

Del conjunto de resultados obtenidos en este trabajo se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

1.
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Se han seleccionado cinco hibridos provenientes de un cruce interespecifico entre el
Pumelo Pink (Citrus maxima) y la mandarina Clementina (Citrus clementina) denominados
'Nulpink' 112, 134, 77, 69 y 40, por la diversidad en la coloracion externa e interna de sus
frutos, que va desde naranja intenso similar a las mandarinas al amarillo-palido como los
pumelos. Atendiendo al indice de color (Hunter, a/b) externo, los frutos se pueden ordenar
de la siguiente manera: 112<134< 77 <69< 40, presentando los frutos de Nulpink 40 un
color naranja intenso y los 69 y 77 tonalidades anaranjadas, mientras que los 112 y 134
fueron amarillos. En base al color (Hunter, a/b) de la pulpa se ordenan del siguiente
modo: 112<134<77<40<69, presentando los frutos 112, 134 y 77 pulpa amarilla, mientras

gue los hibridos 40 y 69 mostraron pulpa naranja.

La andlisis de los carotenoides totales en el flavedo y la pulpa de los hibridos Nulpink y sus
respectivos parentales (la suma de los distintos carotenoides individuales determinados por
HPLC-PDA) mostré que el flavedo del hibrido 69 y del pumelo Pink tenian el mayor
contenido en carotenoides totales. En el flavedo de Clemenules, la concentracién de
carotenoides totales fue muy similar a la de los hibridos 77 y 40, y los valores mas bajos se
determinaron en el flavedo de los hibridos 112 y 134. La pulpa la mandarina Clemenules
presenté los mayores contenidos de carotenoides, seguida de la del hibrido 69. En la pulpa
del resto de frutos la concentracién fue muy baja, siendo minima en el pumelo Pink e el

hibrido 112.

Mediante HPLC-PDA se identificaron un total de 20 carotenoides en el flavedo y 23 en la
pulpa de los frutos de los hibridos y sus parentales. En el flavedo, los carotenoides
comunes a todos los frutos fueron fitoeno, fitoflueno, trans-violaxantina, 9-cis-violaxantina,
con diferencias significativas en su contenido entre los cinco hibridos y sus parentales. El
fitoeno fue el carotenoide mayoritario en el pumelo Pink, mientras que en Clemenules fue
la violaxantina. Destaca la presencia de apocarotenoides C30, que proporcionan tonalidad
naranja intensa, en el flavedo de la mandarina y en los hibridos 40 y 77. En las pulpas, los

carotenoides comunes a todos los frutos fueron la 9-cis-violaxantina, zeaxantina,
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anteraxantina y el fitoeno. La B-criptoxantina se identificd en todos los frutos excepto en el

pumelo Pink, mientras para el licopeno ocurrid la situacidn contraria.

El flavedo del hibrido Nulpink 40 parece haber heredado gran parte de las caracteristicas
cromaticas y de composicion de carotenoides de la mandarina. El color naranja intenso de
este hibrido, similar al parental, parece estar determinado principalmente por las elevadas

concentraciones de apocarotenoides C30.

La composicidon de carotenoides en el flavedo del hibrido 69 sugiere una alteracion en la
sintesis de apocarotenoides C30, ya que la concentracién de estos compuestos es
practicamente nula, mientras que acumula un elevado contenido de la xantofila precursora
B-criptoxantina. Esta composicién de carotenoides explica el tono naranja del flavedo de
este genotipo, menos intenso que el del hibrido 40 y el parental Clementina. Es interesante

destacar la alta concentracidn de fitoeno que ha heredado de su parental el pumelo Pink.

En general, el color naranja de la pulpa de los hibridos se explica por la concentracion f3-
criptoxantina. El hibrido 69, con una contenido de esta xantofila similar a la de la mandarina
parental, presenta un tono anaranjado de pulpa. El color naranja menos intenso del hibrido
40 es debido a una menor concentracién de B-criptoxantina. El resto de hibridos con
valores muy bajos de B-criptoxantina muestran tonalidades amarillentas e indices de color

mas bajos.

La elevada concentracién de fitoeno, y en menor medida fitoflueno, en el flavedo del

pumelo Pink y algunos hibridos, no repercute en su coloracién, ya que son incoloros.

. La composicion y contenido de carotenoides en los hibridos 112 y 134 sugiere que han

heredado mayoritariamente la capacidad de sintesis de carotenoides del parental pumelo
Pink, mientras que los hibridos 69 y 40 la han heredado de la mandarina. El hibrido 77

presenta un cardcter intermedio entre ambos.

Ninguno de los hibridos ha heredado la caracteristica distintiva del pumelo Pink de

acumular licopeno en la pulpa.
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