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RESUMEN  
Muchos productos hortofrutícolas desarrollan ‘daños de frío’ durante la conservación a 

temperaturas inferiores a 12-15 ºC. El tratamiento de ‘curado’ (3 días 37 ºC) previene la aparición 
de esta alteración en los frutos cítricos cuando se conservan a 2 ºC. En la mandarina ‘Fortune’, muy 
susceptible  al frío, los daños se manifiestan como un picado y áreas de color pardo en la parte más 
externa de la corteza (flavedo). Otra de las alteraciones frecuentes en la postcosecha de los frutos 
cítricos es el ‘colapso de la corteza’, que se produce a temperaturas superiores a las que causan 
‘daños de frío’ y cuyos síntomas se caracterizan por la aparición de depresiones en la piel. El 
acondicionamiento de frutos de ‘Navelate’ durante 4 días con 10 μL L-1 de etileno a 22 ºC y 90-95% 
de humedad relativa (HR) redujo notablemente la incidencia de esta alteración, mientras que la 
aplicación de 1 μL L-1 de 1-metilciclopropeno (1-MCP), un inhibidor de la percepción de etileno, la 
potenció. 

Para entender los mecanismos asociados al efecto beneficioso del curado reduciendo el 
‘daño de frío’ y del etileno frente al ‘colapso de la corteza’, se han evaluado cambios globales en la 
expresión génica en el flavedo de frutos de mandarina ‘Fortune’ almacenados a 2 ºC, directamente o 
después del curado,  y en el flavedo y albedo de frutos de naranja ‘Navelate’ almacenados a 22 ºC y 
90-95% de HR después de ser tratados con etileno o 1-MCP. Para ello se han empleado dos 
micromatrices de cDNA generadas en el Consorcio de Genómica Funcional de Cítricos (CFGP). 

La eficacia del curado reduciendo la incidencia de ‘daños de frío’ parece estar más 
relacionada con su efecto evitando la inducción de genes implicados en la degradación de lípidos 
durante el almacenamiento en frío, que con cambios en la expresión de genes del metabolismo de 
ácidos grasos que afectan al grado de insaturación de los mismos o a la síntesis de ceras. Además, la 
expresión de genes del metabolismo de fenilpropanoides, y de otros que codifican proteínas PR, 
aumentó en respuesta a la combinación de calor y frío, mientras que el frío ‘per se’ favoreció la 
inducción de otros que codifican proteínas de pared celular, CYP79A2, transportadores ABC y de 
genes cor15 y LEA5. La inducción de genes que previenen o reducen la formación de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) en los frutos acondicionados expuestos posteriormente al frío sugiere la 
implicación del estrés oxidativo en esta fisiopatía. La expresión de factores de transcripción 
aumentó en respuesta a la combinación de calor y frío. Entre los más expresados se encontraron 
factores NAM/NAC, WRKY, MYB/MYC y otros de respuesta a etileno; mientras que los que 
codifican miembros de las familias HSF, MADS-box y YABBY lo hicieron en frutos almacenados 
directamente en frío.  

Los resultados del análisis de ontologías génicas indican que el tratamiento con etileno, que 
reduce el ‘colapso de la corteza’, favorece el metabolismo de derivados de aminoácidos, incluyendo 
el de fenilpropanoides, y de transporte electrónico en el albedo y en el flavedo. Además, el etileno 
indujo procesos biológicos relacionados con la síntesis de ácido jasmónico, y de aminoácidos 
aromáticos en el flavedo; mientras que en el albedo, se observó una sobre-respresentación de genes 
implicados en la síntesis de etileno. Dicho análisis puso además de manifiesto que el tratamiento 
con etileno y con 1-MCP indujo la expresión de genes que codifican proteínas que participan en la 
eliminación de ROS, reforzando la idea de la implicación del estrés oxidativo en el ‘colapso de la 
corteza’. El desarrollo de daños en los frutos tratados con 1-MCP en el albedo se relacionó con la 
inducción de genes que participan en procesos de degradación de proteínas y lípidos, y de otros 
relacionados con procesos de respuesta de defensa a hongos patógenos. 

Aunque el curado induce protección cruzada frente al ‘daño de frío’ y el etileno frente al 
‘colapso de la corteza’, y que tanto durante el tratamiento de curado como durante el 
almacenamiento en frío se favorece la biosíntesis de etileno, los mecanismos inducidos por estos 
tratamientos son en su mayoría diferentes. Ambos tratamientos tuvieron un efecto marcado en la 
inducción de procesos del metabolismo de fenilpropanoides y en la activación de respuestas de 
defensa al estrés oxidativo, aunque los genes implicados en estos procesos fueron diferentes. 
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ABSTRACT 
Many fruits and vegetables develop chilling injury (CI) when stored at temperatures below 

12-15 ºC. Conditioning Fortune’ mandarin fruit, a hybrid very sensitive to this physiological 
disorder, for 3 days at high temperature (37 ºC) prevents cold-induced damage during storage at 
2 ºC. Symptoms of CI are manifested in this cultivar as pitting and brown depressed areas in the 
outer coloured part of the peel (flavedo). Another physiological disorder that often occurs during 
postharvest storage at non-chilling temperatures in citrus fruit is non-chilling peel pitting, which is 
manifested by the appearance of sunken areas affecting both the flavedo and the albedo. 
Conditioning mature ‘Navelate’ oranges for 4 days with 10 μL L-1 ethylene reduced this 
physiological disorder during fruit storage at 22 ºC and 90-95% RH, while treating the fruit with 1 
μL L-1 1-methylcyclopronene (1-MCP), an inhibitor of ethylene action, enhanced it. 

To gather a general insight into the mechanisms underlying the heat-induced chilling 
tolerance and the ethylene-induced tolerance to postharvest non-chilling peel pitting, global changes 
in gene expression occurring in the flavedo of heat-conditioned and non-conditioned ‘Fortune’ 
mandarins stored at 2 ºC and in the flavedo and the albedo of ‘Navelate’ oranges stored at 22 ºC 
and 90-95% RH, after being treated with ethylene or 1-MCP, were studied. To that end, two cDNA 
microarrays generated by the Spanish ‘Citrus Functional Genomics Project’ were used. 

The results showed that the heat-induced chilling tolerance appears to be more related to 
the avoidance of induction of genes implicated in lipid degradation during cold storage than to 
changes in the expression of genes encoding enzymes involved in the fatty acids’ unsaturation or in 
wax biosynthesis. Moreover, the expression of genes involved in either phenylpropanoids 
metabolism or PR protein synthesis increased in response to the combination of heat and cold, 
whereas cold storage of non-conditioned fruits favoured the induction of genes encoding cell wall 
proteins, CYP79A2, ABC transporters and cor15 and LEA5 genes. The up-regulation of genes 
preventing the formation of reactive oxygen species (ROS), or encoding enzymes scavenging them, 
in heat-conditioned fruits stored at 2 ºC supports the idea that oxidative stress is involved in 
chilling-induced damage in citrus fruit. The expression of transcription factors was favoured by the 
combination of heat and cold. Among the most induced transcription factors, several NAM/NAC, 
WRKY, MYB/MYC and others that responded to ethylene were found; whereas others members 
of the HSTF, MADS-box and YABBY families were more expressed in non-conditioned fruits 
stored at 2 ºC. 

Gene ontology analysis revealed that ethylene treatment, which reduced the incidence of 
non-chilling peel pitting, induced the metabolism of amino acid derivatives, including 
phenylpropanoids, and the electron transport system in the albedo as well as in the flavedo. 
Furthermore, biological processes related to jasmonic acid biosynthesis and the metabolism of 
aromatic amino acids were also induced by ethylene in the flavedo, whereas an over-expression of 
genes involved in ethylene biosynthesis was found in the albedo. Furthermore, this analysis 
indicated that both ethylene and 1-MCP up-regulated the expression of genes encoding ROS 
scavenging enzymes, reinforcing the idea that oxidative stress is involved in the development of 
non-chilling peel pitting. On the other hand, the severe peel damage in the 1-MCP treated fruit was 
accompanied by the up-regulation of genes participating in the degradation of proteins and lipids 
and of others involved in the defence response against pathogenic fungi.  

Although heat and ethylene-conditioning treatments induced cross-protection against CI 
and non-chilling peel pitting, respectively, and bearing in mind that ethylene biosynthesis increases 
during citrus fruit exposure to either heat or cold, the mechanisms induced by these two treatments 
are mostly different. Both of them had a marked effect on inducing processes related to 
phenylpropanoid metabolism and on activating defence responses against oxidative stress. 
Nevertheless, both treatments induced different sets of genes. 
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El mantenimiento de la calidad de los productos hortofrutícolas desde la 
recolección hasta su consumo constituye el factor más importante en términos de mercado 
y el principal objetivo de las investigaciones llevadas a cabo en el área de postcosecha. Si 
bien es cierto que es difícil mejorar la calidad de un producto una vez ha sido cosechado, se 
puede evitar en la medida de lo posible su deterioro y tratar de minimizar la incidencia de 
alteraciones producidas por diferentes tipos de estrés biótico y abiótico, que 
frecuentemente se derivan de una incorrecta manipulación y procesado del mismo. El 
primer factor que limita la aceptación de cualquier producto hortofrutícola es el aspecto 
externo del mismo. Por ello, aunque muchas de las alteraciones frecuentes en postcosecha 
no afectan a la calidad interna del producto, ocasionan manchas en la piel y por tanto su 
rechazo por parte del consumidor. 

Además de las alteraciones causadas por hongos o por ataque de insectos, el 
deterioro de un producto se debe a la aparición de desórdenes fisiológicos causados por 
temperaturas extremas, tanto de calor como de frío, exposición a niveles de humedad 
relativa (HR) inadecuados o golpes y heridas que se producen durante la manipulación 
postcosecha, entre otros factores. El desarrollo de métodos de acondicionamiento que 
inducen tolerancia a diferentes tipos de estreses, y reducen la susceptibilidad de los 
productos hortofrutícolas a desarrollar fisiopatías, está de sobra justificado y constituye el 
objetivo último de numerosos estudios de investigación que tratan de conocer los 
mecanismos de defensa de las plantas y entender sus bases fisiológicas, bioquímicas y 
moleculares. 

En los cítricos, se han descrito diversas alteraciones fisiológicas que pueden tener 
lugar en el campo y/o después de la recolección durante la postcosecha (Grierson, 1986; 
Kader y Arpaia, 2002; Lafuente y Zacarias, 2006). El clima, las prácticas de cultivo y otros 
factores como la polución atmosférica, pueden dar origen a alteraciones precosecha. La 
incorrecta manipulación y procesado de los productos así como el almacenamiento en 
condiciones no adecuadas para una determinada variedad, son las causas que originan 
muchos de los desordenes fisiológicos durante la postcosecha. Es interesante señalar que 
algunas de estas alteraciones se inician en campo y se desarrollan o manifiestan durante la 
postcosecha, y que la incidencia de las mismas depende en gran medida de la variedad 
seleccionada. 

En los últimos años, en el grupo de investigación de Fisiología y Biotecnología de 
Postcosecha del IATA se ha trabajado en dos de las alteraciones más comunes en la 
postcosecha de los frutos cítricos: los ‘daños de frío’ y el ‘colapso de la corteza’. En esta 
introducción se describen diferentes aspectos que hacen referencia a su morfología y a las 
causas que las originan. Además, se ofrece una visión global de los mecanismos 
fisiológicos, bioquímicos y moleculares conocidos hasta el momento, asociados a estas dos 
alteraciones, objeto del presente trabajo de investigación, y de los mecanismos implicados 
en la susceptibilidad de los frutos a desarrollar dichas fisiopatías inducidos por diferentes 
métodos de acondicionamiento. 
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1. Daños de frío 

1.1. Causas y morfología  

La conservación a bajas temperaturas de los productos hortofrutícolas es la técnica 
más empleada para prolongar su vida útil y mantener la calidad, ya que reduce la tasa de 
respiración de los frutos, la deshidratación, la incidencia de podridos y retrasa la 
senescencia. Además, en los frutos cítricos los tratamientos de cuarentena para el control 
de la mosca del mediterráneo (Ceratitis capitata), que se exigen para la exportación a países 
como Estados Unidos y Japón, se realizan a temperaturas próximas a 0 ºC durante 
periodos de tiempo comprendidos entre 14 y 24 días (Martínez-Jávega et al., 1999). Sin 
embargo, muchos cultivares de frutos cítricos son susceptibles a desarrollar ‘daños de frío’ 
cuando se almacenan a temperaturas inferiores a 10 - 15 ºC (Pantastico et al., 1968; Schirra 
y Mulas, 1995b). La sensibilidad al frío puede variar notablemente entre distintas especies, 
siendo en general los pomelos, limones y limas los más susceptibles. Los híbridos de 
mandarina como ‘Fortune’, y en menor medida ‘Nova’, pueden ser también muy sensibles a 
desarrollar dicha alteración fisiológica. Los síntomas se manifiestan fundamentalmente 
como un picado y áreas de color pardo que afectan al flavedo, aunque también pueden 
afectar en menor medida al albedo, o como un escaldado superficial que se limita 
fundamentalmente a la parte más externa de la corteza del fruto. Un ejemplo del primer 
tipo de síntomas mencionado lo presentan frutos de mandarina de la variedad ‘Fortune’ 
(Martínez-Jávega et al., 1992; Sanchez-Ballesta et al., 2003), mientras que algunas variedades 
de naranjas del grupo Navel, como ‘Navelate’, menos sensibles al frío, manifiestan el 
segundo tipo de síntomas (Alférez et al., 2005a) (Figura 1). En otros cultivares, como en 
algunas variedades de limón, esta alteración afecta principalmente al albedo que se oscurece 
de manera progresiva con el tiempo (Grierson, 1986). En ningún caso se produce una 
alteración de la calidad interna del fruto pero el deterioro de su aspecto externo deprecia su 
calidad y lo hace más susceptible al ataque por agentes patógenos (Chalutz et al., 1985). El 
pardeamiento observado en estados avanzados de la alteración se ha relacionado con la 
disrupción del tonoplasto y la oxidación enzimática del contenido de las vacuolas, rico en 
sustancias fenólicas. Además, se ha sugerido que los cambios en las propiedades de la 
cutícula y de las membranas aparentemente modifican el balance hídrico de las áreas 
dañadas (Matile, 1984; Vercher et al., 1994). La susceptibilidad al frío varía a lo largo de la 
campaña (Purvis et al., 1979; Lafuente et al., 1997), comprobándose que las horas de 
acumulación de frío en campo y las temperaturas a las que están expuestos los frutos antes 
de la recolección son factores que determinan la susceptibilidad de los frutos a desarrollar 
‘daños de frío’ durante la postcosecha (Gonzalez-Aguilar et al., 2000) De hecho, la 
mandarina ‘Fortune’, utilizada como modelo de estudio por su elevada susceptibilidad al 
frío, puede verse afectada por dicha alteración fisiológica tanto en campo como durante la 
postcosecha cuando los frutos se exponen a temperaturas inferiores a 10 ºC (Agustí y 
Almela, 1989; Martínez-Jávega et al., 1992; Martínez-Téllez y Lafuente, 1993) 
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1.2. Métodos que reducen la incidencia de ‘daños de frío’ 

Los tratamientos de acondicionamiento térmico, la aplicación de hormonas y otros 
agentes químicos, como compuestos antioxidantes y fungicidas, así como la modificación 
de la atmósfera que rodea al producto mediante el empleo de atmósferas controladas (AC) 
o modificadas (AM), son algunos de los métodos que pueden reducir o retrasar la 
incidencia de ‘daños de frío’ en las especies vegetales (Wang, 1993). En este apartado se 
resumen los principales métodos ensayados para aumentar la tolerancia al frío en los frutos 
cítricos. 

a)  Tratamientos de acondicionamiento térmico. 
Entre todos los métodos que se han utilizado en los últimos años, hoy por hoy los 

tratamientos de acondicionamiento térmico han resultado ser los más eficaces aumentando 
la tolerancia de los frutos cítricos al frío (Artes, 2000). Sin embargo, la eficacia de dichos 
tratamientos es muy variable y depende de factores precosecha tales como las condiciones 
ambientales a las que están expuestos los frutos antes de la recolección, el estado de 
maduración y el cultivar seleccionado (Lafuente et al., 2005). 

Los tratamientos de acondicionamiento térmico pueden realizarse a altas 
temperaturas (>30 ºC) no letales para el fruto o a temperaturas intermedias entre las del 
crecimiento de la planta y las del frío, lo que comúnmente se denomina en inglés 
‘hardening’. Estos tratamientos pueden aplicarse de forma previa o intermitente durante el 
almacenamiento de los frutos en frío. 

La eficacia de los tratamientos de calor aumentando la tolerancia al frío de los 
productos hortofrutícolas depende de la combinación tiempo-temperatura aplicada y del 
calor de transmisión del medio empleado. Estos tratamientos pueden aplicarse de tres 
formas distintas: 1) en baños de agua caliente a 45 - 55 ºC durante minutos-horas o en 
duchas a 50-70 ºC durante segundos; 2) en aire saturado de vapor de agua a temperaturas 
que oscilan entre 40 y 50 ºC; 3) en aire húmedo caliente entre 12 y 96 h a temperaturas 
comprendidas entre 35 y 46 ºC (Lurie, 1998).  

Los tratamientos de acondicionamiento térmico que emplean agua como medio 
transmisor de calor pueden ser más fáciles de implementarse industrialmente que los que 
emplean aire húmedo caliente y se ha comprobado que su eficacia puede aumentar 
mediante la aplicación de fungicidas  (Wild, 1993; Rodov et al., 1995; Schirra y Mulas, 
1995a; Schirra y Ben Yehoshua, 1999). Sin embargo, la temperatura requerida para un 
tratamiento de corta duración que asegure un grado de efectividad adecuado está próxima a 
la temperatura que puede inducir ‘daños de calor’ en los frutos cítricos, cuyos síntomas se 
caracterizan por la aparición de escaldado superficial (Schirra y D'hallewin, 1997; Schirra et 
al., 1997; Lafuente et al., 2001a). Por otro lado, el margen de temperaturas en el que pueden 

.

Figura 1: Síntomas de ‘daños de frío’ en diferentes 
especies de frutos cítricos. A) picado y áreas de color 
pardo en frutos de mandarina ‘Fortune’; B) escaldado 
superficial en frutos de naranja ‘Navelate’; C) picado y 
áreas de color pardo en frutos de pomelo blanco. 
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producirse cambios en la eficacia es muy estrecho. Además, para una misma variedad el 
bajo grado de reproducibilidad observado cuando se manipulan frutos cosechados en 
distintas campañas o en diferentes estados de maduración, que han estado expuestos a 
condiciones variables durante la precosecha, limitan su aplicación para aumentar la 
tolerancia al frío en los frutos cítricos (Schirra et al., 1997; Lafuente et al., 2001a). 

Los tratamientos que emplean aire húmedo caliente a temperaturas más bajas (35-
46 ºC) y tiempos mayores son más reproducibles que los de inmersión en agua caliente y no 
producen daños en la piel (Lafuente et al., 2005). Resultados previos han demostrado que 
un acondicionamiento de 3 días a 37 ºC y alta humedad relativa (HR), comúnmente 
denominado ‘curado’, previene la aparición de ‘daños de frío’ en frutos muy sensibles al 
frío, como la mandarina de la variedad ‘Fortune’ (Martínez-Jávega et al., 1994; Martínez-
Téllez y Lafuente, 1997). Así, los frutos de esta variedad  desarrollan ‘daños de frío’ 
aproximadamente a partir de 10 días de almacenamiento a 2 ºC mientras que el tratamiento 
de curado previo al almacenamiento a bajas temperaturas evita la aparición de dichos daños 
durante al menos 60 días (Gonzalez-Aguilar et al., 2000) Por otro lado, se ha comprobado 
que la eficacia de dicho tratamiento se reduce cuando se acorta la duración o la temperatura 
del mismo y por tanto, puede variar dependiendo del grado de susceptibilidad de los frutos 
al frío en el momento de ser cosechados (Gonzalez-Aguilar et al., 1998). Numerosos 
estudios han puesto de manifiesto la eficacia de otros tratamientos de acondicionamiento 
térmico que emplean temperaturas intermedias entre las del crecimiento de la planta y las 
que ocasionan ‘daños de frío’ para aumentar la tolerancia al frío en los frutos cítricos, y que 
pueden realizarse de forma previa al almacenamiento a bajas temperaturas (Spalding y 
Reeder, 1983; McDonald et al., 1985; Obenland et al., 1997; Rivera et al., 2006) o de forma 
intermitente durante el mismo (Davis y Hofmann, 1973; Cohen et al., 1983; Martínez-
Jávega y Cuquerella, 1984; Cohen, 1988; Artes et al., 1993; Artes, 1995; Schirra y Mulas, 
1995b; Schirra y Cohen, 1999; Porat et al., 2003). Sin embargo, el curado es uno de los 
métodos más efectivos y su eficacia es muy reproducible independientemente de los 
factores precosecha a los que hayan estado expuestos los frutos antes de almacenarse en 
frío. Por ello, la aplicación de este tratamiento en la variedad de mandarinas ‘Fortune’, 
utilizada como modelo de estudio por su elevada susceptibilidad al frío, constituye una 
herramienta adecuada para el estudio de los mecanismos moleculares implicados en la 
adquisición de tolerancia al frío en los frutos cítricos. 

 

b)  Hormonas y otros tratamientos químicos. 
Además de los tratamientos de acondicionamiento térmico, existen otros 

tratamientos que pueden aumentar, aunque en menor medida, la tolerancia al frío en los 
frutos cítricos (Wang, 1993). Así, se ha comprobado que la aplicación de la hormona 
etileno a frutos de mandarina ‘Fortune’ durante el almacenamiento a 2 ºC reduce la 
incidencia del ‘daños de frío’ mientras que la aplicación de 1-metilciclopropeno (1-MCP), 
un inhibidor de la acción de esta hormona, la aumenta (Lafuente et al., 2001b; Lafuente et 
al., 2004). Este hecho concuerda con resultados obtenidos al aplicar otros inhibidores de la 
síntesis o acción del etileno en diversas variedades de frutos cítricos (Porat et al., 1999; 
Lafuente et al., 2001b). No obstante, el efecto del 1-MCP en la susceptibilidad al frío puede 
depender de la concentración a la que se aplica o de la variedad seleccionada (Dou et al., 
2005; Salvador et al., 2006). 

Existen pocos estudios acerca del efecto de la aplicación exógena de otras 
hormonas en la susceptibilidad al frío de los frutos cítricos. Se ha observado que la 
aplicación de ácido giberélico y otros reguladores del crecimiento como el ácido 2-4 
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diclorofenoxiacético y benziladenina, pueden reducir la incidencia de ‘daños de frío’ en 
frutos de pomelo (Ismail y Grierson, 1977), de lima (Sierra et al., 1993) y de mandarina 
‘Fortune’ (Zaragoza et al., 1996). Por otro lado, se ha demostrado el efecto beneficioso de la 
aplicación de jasmonato y salicilato de metilo aumentando la tolerancia al frío en diversas 
especies vegetales (Ding et al., 2001; Ding et al., 2002; Fung et al., 2004; Fung et al., 2006). 
En frutos cítricos, Meir et al. (1996), observaron que el tratamiento con ácido jasmónico 
podía reducir tanto la severidad de los síntomas de ‘daños de frío’ como el porcentaje de 
frutos  afectados aunque en ningún caso, a diferencia del curado, evitó su incidencia. 

Además de la aplicación de hormonas, existen otros tratamientos químicos que 
pueden aumentar la tolerancia al frío en los cítricos. Así, se ha comprobado que el 
tratamiento exógeno con escualeno evita la aparición de ‘daños de frío’ en frutos de 
pomelo durante al menos 21 días de almacenamiento a 5ºC (McDonald et al., 1993a). La 
aplicación de nitrato cálcico justo antes o durante el cambio de color también puede reducir 
la incidencia de esta alteración en frutos de mandarina ‘Fortune’ en frío lo que se relacionó 
con una disminución de la permeabilidad de la cutícula (Zaragoza et al., 1996). Por otro 
lado, la aplicación de los fungicidas tiabendazol e imazalil, en combinación con 
tratamientos de acondicionamiento térmico, además de controlar el crecimiento de agentes 
patógenos, puede favorecer la eficacia de éstos últimos en la reducción de ‘daños de frío’ 
aunque el efecto es variable según el cultivar seleccionado (Schiffmann-Nadel et al., 1975; 
Wardowski et al., 1975; McDonald et al., 1991; Wild, 1993; Schirra et al., 2002).  

 

c)  Atmósferas controladas, modificadas y encerado. 
El empleo de atmósferas controladas (AC) y modificadas (AM) reduce la incidencia 

de ‘daños de frío’ en numerosas especies vegetales (Wang, 1993), incluyendo los frutos 
cítricos (Grierson, 1971; Hatton et al., 1975). Su eficacia se ha relacionado con la alteración 
de los niveles de O2 y CO2 en la atmósfera de almacenamiento o en el interior de los frutos 
y con su efecto en la HR y deshidratación de los mismos. Así, se ha comprobado que el 
almacenamiento en AC con niveles bajos de O2 o el empleo de envases que aumentan los 
niveles de CO2 y reducen los de O2, disminuyen la incidencia de esta alteración en frutos de 
naranja (Jahn et al., 1969; Porat et al., 2004b), mandarina (Artes, 1999) y pomelo (Porat et al., 
2004b). Por otro lado, el efecto de la HR en la susceptibilidad a los ‘daños de frío’ en los 
frutos cítricos no es claro ya que se han encontrado resultados contradictorios. Así, se ha 
comprobado que la utilización de envases que mantienen una elevada HR (>98%) y 
minimizan la pérdida de agua, pueden reducir la incidencia de ‘daños de frío’ (Pantastico et 
al., 1968; Wardowski et al., 1973; Porat et al., 2004b) mientras que otros estudios apoyan la 
idea de que un elevado estatus hídrico podría favorecer la manifestación de esta alteración 
fisiológica (Purvis, 1984; Cohen et al., 1994; Henriod et al., 2005). Estos resultados 
concuerdan con un estudio realizado por Alférez et al. (2005a), que puso de manifiesto que 
se producía una mayor pérdida de agua en frutos de naranjas del mutante ‘Pinalate’ con 
respecto a su parental ‘Navelate’ durante el almacenamiento en frío a pesar de que este 
mutante es menos susceptible a desarrollar ‘daños de frío’. Además, concuerdan con 
resultados previos que mostraron que los tratamientos de calor aumentan la pérdida de 
agua y reducen la incidencia de ‘daños de frío’ (McDonald et al., 1993a; Schirra et al., 2004; 
Erkan et al., 2005). Por tanto, la pérdida de agua no es un factor crítico en el desarrollo de 
síntomas de dicha alteración fisiológica como se había sugerido originalmente (Purvis, 
1984; Cohen et al., 1994). 

La aplicación de altas concentraciones de CO2 (10-35%), durante periodos cortos 
de tiempo antes o durante la conservación en frío puede reducir los ‘daños de frío’ y 
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retrasar la senescencia en algunas frutas y hortalizas (Kader et al., 1974; Maldonado et al., 
2002; Maldonado et al., 2004). En los frutos cítricos se ha comprobado su eficacia 
aumentando la tolerancia al frío en algunas variedades de pomelos (Wardowski et al., 1988), 
naranjas (Martínez-Jávega et al., 1987) y limones (Artes et al., 1993), observándose 
resultados variables en función de la dosis y momento de aplicación. No obstante, este tipo 
de tratamiento no fue eficaz aumentando la tolerancia al frío en mandarina ‘Fortune’ muy 
susceptible al frío. 

Aunque existen diversos estudios que han puesto de manifiesto que la aplicación de 
ceras puede aumentar la tolerancia al frío de algunos frutos, incluyendo los frutos cítricos 
(Paull, 1990; Wild, 1993), su eficacia es parcial y perece depender en gran medida de su 
composición y de la susceptibilidad varietal o de las condiciones precosecha a las que están 
expuestos los frutos antes de su recolección. Así, se ha comprobado que la aplicación de 
ceras de polietileno puede reducir la incidencia de algunas variedades de frutos de 
mandarina  (Salvador et al., 2000; Bajwa y Anjum, 2007) mientras que los resultados 
obtenidos en frutos de pomelo ‘Marsh’ por Dou (2004) mostraron una mayor eficacia de 
las ceras de goma laca respecto a las de polietileno.  

2. ‘Colapso de la corteza’ 

2.1. Causas y morfología 

El ‘colapso de la corteza’ es una alteración fisiológica conocida hace ya más de 30 
años que puede iniciarse en los frutos antes de su recolección o posteriormente durante su 
almacenamiento a temperaturas superiores a las que causan ‘daños de frío’ (Albrigo y 
Brown, 1970; Zaragoza y Alonso, 1975; Agustí et al., 2001; Lafuente y Sala, 2002; Alférez et 
al., 2003). Entre las variedades de cítricos que son susceptibles a esta alteración se 
encuentran naranjas del grupo Navel como ‘Navelina’ (Casas y García-Bataller, 1986; Sala et 
al., 1992b), ‘Washington Navel’, ‘Lane late’ (Henriod, 2006) y ‘Navelate’ (Agustí et al., 2001; 
Alférez et al., 2003), pero también se ha descrito en otros cultivares como naranjas 
‘Shamouti’ (Ben-Yehoshua et al., 2001; Ben Yehoshua et al., 2001; Porat et al., 2004b), 
pomelos ‘Marsh’ (Petracek et al., 1998a; Alférez y Burns, 2004) y mandarinas ‘Fallglo’ 
(Petracek et al., 1998b; Alférez et al., 2005b). Los síntomas se caracterizan por la aparición 
de depresiones en la piel, más o menos circulares y de extensión variable, que suelen 
presentarse en la zona ecuatorial del fruto y que afecta tanto al flavedo como al albedo 
(Figura 2) (Casas y García-Bataller, 1986; Agustí et al., 2001; Alférez y Burns, 2004). Agustí 
et al. (2001) observaron en frutos de naranja ‘Navelate’ que los síntomas iniciales se 
producen en la zona de transición entre el flavedo y el albedo. Estos autores sugieren que el 
desequilibrio entre el funcionamiento del plasmalema y del tonoplasto de las células 
colapsadas afecta a su capacidad osmoreguladora y favorece la pérdida de su contenido 
celular. Asimismo, la ruptura de las glándulas de aceite junto a la liberación de sustancias 
fenólicas presentes en las vacuolas podrían explicar el pardeamiento observado en estados 
más avanzados de esta alteración fisiológica  (Matile, 1984; Casas y García-Bataller, 1986; 
Agustí et al., 2001; Alférez y Burns, 2004). Por otro lado, un examen microscópico reveló 
que no existen diferencias en la morfología de la cutícula (espesor y contenido en ceras 
epicuticulares) ni en la permeabilidad de la misma entre células dañadas e intactas (Agustí et 
al., 2001). 
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La incidencia de este tipo de alteración varía de un año a otro e incluso dentro de 

un mismo campo, y más aún, entre frutos procedentes de un mismo árbol (Zaragoza y 
Alonso, 1975; Almela et al., 2000). Asimismo, la incidencia de esta alteración depende del 
pie del árbol comprobándose que frutos de ‘Navelate’ provenientes de árboles injertados 
sobre pie citrange Carrizo [Citrus sinensis (L.) Osb. X Poncirus trifoliata (L.) Raf.] eran mucho 
más susceptibles a desarrollar la alteración que aquellos provenientes de árboles injertados 
sobre pie de mandarina Cleopatra o naranjo amargo. Este hecho se relacionó con el mayor 
diámetro medio de los vasos conductores en el xilema del pedúnculo de los frutos que 
favorecían la deshidratación de los mismos (Agustí et al., 2003). Otras observaciones en 
campo sugirieron que las condiciones ambientales, y en particular las que afectan al nivel de 
HR, influyen también de manera importante en la incidencia del ‘colapso de la corteza’ 
(Casas y García-Bataller, 1986; Almela et al., 2000; Agustí et al., 2001). En condiciones 
postcosecha, Lafuente y Sala (2002) observaron en frutos de naranja ‘Navelina’ 
almacenados a 22 ºC y baja HR (55-60%) una menor incidencia de dicha alteración con 
respecto a los almacenados a igual temperatura pero a mayor HR (85-90%). En cambio, 
otros autores encontraron en otras variedades de naranjas que el uso de envases que 
mantienen una HR elevada reducía la incidencia de esta alteración fisiológica (Ben 
Yehoshua et al., 2001; Porat et al., 2004b; Henriod, 2006). Por otro lado, diversos estudios 
han demostrado que el cambio brusco a alta HR ambiental en frutos que han sido 
previamente deshidratados puede potenciar la incidencia de este desorden fisiológico en 
frutos de naranja ‘Navelate’ y ‘Navelina’ (Agustí et al., 2001; Alférez y Zacarias, 2001; 
Alférez et al., 2003), pomelo ‘Marsh’ (Alférez y Burns, 2004) y mandarinas ‘Fallglo’ (Alférez 
et al., 2005b). Además, Alférez et al. (2005b) encontraron un coeficiente de correlación alto 
entre el índice de ‘colapso de la corteza’ y el porcentaje acumulado de pérdida de peso en 
frutos de pomelo deshidratados (30% HR) y transferidos a alta HR (90%). Estos estudios 
ponen de manifiesto la importancia del estatus hídrico de los frutos cítricos en la incidencia 
de esta alteración durante su manipulación postcosecha e indican que el grado de HR y los 
cambios producidos en la misma constituyen un factor importante en el desarrollo del 
‘colapso de la corteza’. No obstante, dicha incidencia depende además del cultivar o del pie 

.

 

Figura 2: ‘Colapso de la corteza’. A) naranjas ‘Navelate’. B) naranjas 
‘Pinalate’. C) Pomelo ‘Marsh’. 
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del árbol, de otros factores precosecha como el tamaño del fruto y su estado fisiológico, así 
como de las condiciones climáticas previas a la cosecha (Treeby et al., 1995; Lafuente y 
Zacarias, 2006). De hecho, se ha comprobado que esta alteración se manifiesta también en 
frutos recolectados después de condiciones que no suponen un estrés hídrico en campo y 
almacenados en cámaras que mantienen un nivel constante y elevado de HR (90-95%) 
(Lafuente y Sala, 2002; Cajuste y Lafuente, 2007). 

Diferentes estudios indican que la modificación de la atmósfera interna o de la que 
rodea al fruto podría ser un factor relevante en la incidencia del ‘colapso de la corteza’. Sin 
embargo, se han encontrado resultados contradictorios sobre el efecto de los niveles de O2 
y CO2 en la incidencia de este desorden. Así, se ha sugerido en frutos de pomelo que la 
disminución de los niveles internos de O2 en el interior de los envases, bien por la 
aplicación de ceras poco permeables o por el empleo de AC, puede favorecer la aparición 
de síntomas característicos de esta alteración (Petracek et al., 1998a; Petracek et al., 1998b). 
Otros autores encontraron un menor porcentaje de frutos de naranja y mandarina 
afectados al emplear envases que modificaban la atmósfera aumentando los niveles de CO2 
y disminuyendo los de O2 (Porat et al., 2004b). Sin embargo, Ben Yehoshua et al. (2001) 
observaron que otros envases que también aumentaban los niveles de CO2 favorecían el 
‘colapso de la corteza’. Además, estudios más recientes en pomelos deshidratados antes de 
transferirlos a HR elevada indican que la modificación de los niveles de O2 y CO2 no es el 
factor desencadenante de la alteración en frutos encerados (Alférez y Burns, 2004). No 
obstante, estos autores indicaron que los niveles internos de CO2 aumentaban como 
consecuencia del incremento en la respiración lo que podría aumentar la severidad del daño 
especialmente si éstos han sido previamente deshidratados.  

2.2. Métodos que reducen la incidencia del ‘colapso de la corteza’ 

El mantenimiento de alta HR durante el almacenamiento puede reducir la 
incidencia del ‘colapso de la corteza’ (Ben Yehoshua et al., 2001; Porat et al., 2004b; 
Henriod, 2006), aunque es aconsejable evitar la exposición a cambios de humedad que 
alteren el estatus hídrido de la piel de los frutos (Casas y García-Bataller, 1986; Alférez et al., 
2003; Alférez et al., 2005a). Así, es recomendable no recolectar los frutos tras un periodo de 
deshidratación provocado por elevadas temperaturas y descensos en la HR ambiental, así 
como tratar de minimizar, en la medida de lo posible, los saltos de HR en las atmósferas de 
conservación una vez éstos han sido cosechados o durante los procesos de lavado o 
encerado en frutos deshidratados.   

El empleo de envases o recubrimiento con films que aseguren un grado adecuado 
de permeabilidad al vapor de agua y por tanto, mantengan niveles altos de HR, pueden 
reducir la incidencia de esta alteración fisiológica (Ben Yehoshua et al., 2001; Porat et al., 
2004b; Henriod, 2006). Por otro lado, se ha sugerido que el lavado de los frutos, que puede 
eliminar o redistribuir el contenido natural de ceras de la cutícula, no es recomendable ya 
que podría favorecer la deshidratación de los mismos y aumentar la incidencia de ‘colapso 
de la corteza’ (Lafuente y Zacarias, 2006). No obstante, hay que tener en cuenta que la 
eficacia de estas medidas puede ser variable ya que puede depender de distintas condiciones 
precosecha a las que han estado expuestos los frutos. De hecho, Lafuente y Sala (2002) 
observaron que la incidencia del ‘colapso de la corteza’ puede ser menor en  frutos de 
naranjas ‘Navelina’ almacenados a baja HR que en los almacenados a alta HR. Como se ha 
indicado anteriormente, el estatus hídrico (o el grado de deshidratación) de los frutos puede 
influir en la eficacia de estos tratamientos (Alférez y Burns, 2004). Además, se ha 
demostrado que pequeñas diferencias en el régimen hídrico durante el almacenamiento de 
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los frutos puede producir diferencias importantes en la inducción de este desorden (Ben 
Yehoshua et al., 2001).  

Por otro lado, Petracek et al. (1998a) observaron que la aplicación de ceras de goma 
laca, y en menor medida de polietileno y carnauba, aumentaba la incidencia del ‘colapso de 
la corteza’ ya que se producía en todos los casos, una reducción de los niveles internos de 
O2 y un aumento paralelo de los de CO2. Otros autores, sin embargo, proponen que el 
encerado de los frutos ‘per se’ no desencadena el ‘colapso de la corteza’ aunque puede 
favorecer el daño en frutos expuestos a cambios de humedad durante el almacenamiento 
(Alférez y Burns, 2004). 

Distintos estudios han puesto de manifiesto que la incidencia del ‘colapso de la 
corteza’ se puede reducir o retrasar almacenando los frutos a bajas temperaturas de 
conservación (2-6 ºC) (Ben Yehoshua et al., 2001; Lafuente y Sala, 2002; Henriod, 2006) 
mientras que los tratamientos de acondicionamiento a altas temperaturas, muy eficaces 
reduciendo los ‘daños de frío’, pueden potenciarlo (Holland et al., 2005). 

El tratamiento exógeno con etileno inmediatamente después de la recolección en 
frutos maduros de naranja ‘Navelina’ y ‘Navelate’ reduce notablemente la incidencia de esta 
alteración fisiológica (Lafuente y Sala, 2002; Sala y Lafuente, 2004; Cajuste y Lafuente, 
2007), siendo su eficacia dependiente de la concentración aplicada (Lafuente y Sala, 2002). 
La eficacia de esta hormona podría depender del estado de maduración del fruto o de la 
variedad. Así, no se observaron diferencias significativas en la incidencia del ‘colapso de la 
corteza’ entre frutos de mandarina ‘Fallglo’ cosechados antes del cambio de color, 
acondicionados o no con esta hormona (Petracek et al., 1998b). A pesar de la eficacia del 
etileno reduciendo el ‘colapso de la corteza’ y que el desarrollo de esta alteración se retrasa 
y reduce almacenando los frutos en frío, conviene señalar que el efecto de la aplicación 
conjunta de ambos tratamientos es variable e incluso puede potenciar su incidencia 
(Lafuente et al., 2008). Por otro lado, el efecto de la aplicación de 1-MCP puede depender 
de la concentración aplicada y de la variedad seleccionada. Así, por ejemplo, se comprobó 
en frutos de mandarina tratados con 500 μg L-1 de 1-MCP una reducción significativa del 
25% en el porcentaje de frutos afectados por esta alteración, mientras que concentraciones 
superiores de 1000 μg L-1 potenciaba su incidencia. En cambio, en pomelos solamente se 
obtuvieron diferencias significativas cuando el tratamiento se aplicó a concentraciones 
superiores (2000 y 5000 μg L-1) (Dou et al., 2005).  

3. Susceptibilidad de los frutos cítricos al frío y tolerancia inducida por los 
tratamientos de acondicionamiento térmico 

3.1. Bases fisiológicas y bioquímicas 

La respuesta primaria del ‘daño de frío’ no se conoce con exactitud aunque existe 
una opinión generalizada de que el estrés de frío provoca un cambio en la permeabilidad de 
la membrana plasmática y que la fluidez de la misma depende de la composición de 
fosfolípidos y la proporción de ácidos grasos insaturados de la bicapa lipídica (Lyons, 
1973). Dicho cambio comportaría un desequilibrio de los procesos de intercambios de 
iones y metabolitos a través de la misma y, en consecuencia, la alteración de procesos 
metabolicos y la generación de una serie de respuestas secundarias que desencadenarían 
finalmente el desarrollo de síntomas característicos de dicha alteración (Wang, 1982). En 
condiciones extremas podría producir autólisis y muerte celular (Raison et al., 1971; Lyons, 
1973; Martin, 1986; Murata, 1990). Diversos estudios, incluyendo ensayos realizados en 
plantas transgénicas, indican que el grado de insaturación de los lípidos de membrana es un 
factor importante que confiere a las plantas la capacidad para percibir cambios de 
temperatura, y han relacionado la adaptación de las plantas al frío con un aumento del 
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porcentaje de ácidos grasos insaturados. No obstante, otros estudios indican que este no es 
un mecanismo universal para todas las especies vegetales (Parkin y Kuo, 1989). En los 
frutos cítricos, se ha comprobado que diversos lípidos pueden cambiar durante el proceso 
de aclimatación al frío en pomelos (Nordby et al., 1987; Schirra, 1993), y que la exposición 
al frío de frutos de mandarina ‘Fortune’ incrementa el contenido total de lípidos aunque las 
modificaciones en el grado de inaturación de los ácidos grasos se producen al final del 
almacenamiento, cuando los daños son muy acusados. Por ello, se pensó que la elevada 
susceptibilidad al frío de esta variedad de mandarinas podría deberse en parte a una falta de 
reorganización de los lípidos de membrana o de reajuste del desequilibrio producido entre 
ambas fracciones insaturada/saturada de los ácidos grasos durante su almacenamiento a 
bajas temperaturas (Mulas et al., 1996). Por otro lado, la falta de correlación entre el grado 
de insaturación de la fracción lipídica en el flavedo y el efecto beneficioso de tratamientos 
de calor intermitente o de acondicionamiento a altas temperaturas ha sido documentada 
(Mulas et al., 1997; Schirra y Cohen, 1999). En tomate, sin embargo, sí se encontró buena 
correlación entre el grado de insaturación de los ácidos grasos y la tolerancia al frío 
inducida por distintos tratamientos de acondicionamiento a altas temperaturas (Lurie et al., 
1997). 

 
Numerosos estudios han revelado que las situaciones de estrés en plantas, incluido 

el estrés de frío (Wise y Naylor, 1987a; Wise y Naylor, 1987b; Ju et al., 1994; Zhang et al., 
1995; Saruyama y Tanida, 1995), conducen a la alteración del balance 
producción/eliminación de especies reactivas de oxígeno (ROS) provocando condiciones 
de estrés oxidativo en la célula (Mittler et al., 2004; Apel y Hirt, 2004; Fedoroff, 2006). Uno 
de los primeros estudios que puso de manifiesto la implicación de procesos de 
fotoperoxidación lipídica en el desarrollo de los ‘daños de frío’ fue realizado a finales de los 
años ‘80’ por Wise y Nylon (1987a,b). Estos investigadores observaron en hojas de pepino 
expuestas al frío y a elevada luminosidad que se producía una caída en la concentración de 
antioxidantes, como clorofilas, carotenoides, ascorbato, glutatión y α-tocoferol, y un 
aumento en la peroxidación lipídica (Wise y Naylor, 1987b). Posteriormente, Hariyadi y 
Parkin (1991) sugirieron que el estrés oxidativo no es sólo una cuestión de 
fotoperoxidación sino que el incremento de productos de peroxidación lipídica puede 
ocurrir también en frutos de pepino almacenados a temperaturas que causan ‘daños de frío’ 
en oscuridad. Numerosos estudios corroboraron después esta hipótesis en diversos 
productos hortofrutícolas como calabacín (Wang, 1994),  melones (Ben-Amor et al., 1999), 
tomates (Fung et al., 2006) y pimientos (Fung et al., 2004) y, en el caso de los frutos cítricos, 
se ha propuesto que el estrés oxidativo puede participar en el desarrollo de dicha alteración 
fisiológica (Purvis et al., 1995; Sala, 1998; Sala y Lafuente, 1999; Sanchez-Ballesta et al., 
2003).  

La importancia de las ROS, fundamentalmente del anión superóxido (O●-
2), el 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH●), radica es su elevada capacidad 
para reaccionar con ácidos grasos poliinsaturados de los lípidos de membrana, inducir 
ruptura y agregación de proteínas, aumentando su susceptibilidad al ataque de proteasas, y 
causar mutaciones y deleciones en los ácidos nucleicos que darían lugar al daño celular. Las 
plantas han desarrollado diferentes mecanismos para defenderse de estas especies evitando 
su formación o favoreciendo su eliminación (Mittler, 2002; Mittler et al., 2004; Moller et al., 
2007). En el primer caso, una vía alternativa que consume oxígeno y evita que el oxígeno 
molecular reaccione con las ubisemiquinonas es la vía de la respiración alternativa mediada 
por la oxidasa alternativa (AOX), que de esta forma evita la generación de ROS (Moller, 
2001). La participación de la respiración alternativa en la tolerancia al frío en los frutos 
cítricos fue propuesta inicialmente por Purvis (1985) quien observó que los frutos 
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cosechados del interior del árbol eran menos susceptibles a desarrollar ‘daños de frío’ 
respecto a los situados en la parte exterior y presentaban una mayor respiración alternativa. 
Estudios posteriores en frutos de pimiento corroboraron esta hipótesis, ya que se encontró 
una correlación negativa entre los niveles de actividad de la enzima AOX, o en la 
acumulación de su mensajero, y la susceptibilidad al frío de este fruto (Purvis, 2001; Fung et 
al., 2004). 

Las diferencias observadas en la actividad de las enzimas del sistema antioxidante  
superóxido dismutasa (SOD), catalasa ( CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y glutatión 
reductasa (GR), que favorecerían la eliminación de ROS, se han relacionado con la mayor 
tolerancia al frío de frutos de mandarina ‘Clementina’ y ‘Clemenules’ respecto a las 
mandarinas ‘Fortune’ y ‘Nova’ (Sala, 1998; Sala y Lafuente, 2000). Asimismo, se ha 
comprobado que el tratamiento de curado (3 días 37 ºC), que induce tolerancia al frío en la 
mandarina ‘Fortune’, aumenta la actividad de las enzimas CAT, APX y SOD y que estas 
diferencias se mantienen durante el almacenamiento de los frutos a 2 ºC (Sala y Lafuente, 
1999). Además, el hecho de que: 1) un inhibidor específico de la actividad CAT revierte la 
eficacia del curado; 2) la eficacia de diferentes métodos de acondicionamiento a altas 
temperaturas se relacione con el nivel de inducción y el tiempo de persistencia de la 
actividad CAT durante la exposición de los frutos a las bajas temperaturas, y 3) la mayor 
actividad de la enzima CAT en el mutante de naranjas ‘Pinalate’ que es tolerante al frío 
respecto de su parental ‘Navelate’, susceptible a desarrollar ‘daños de frío’, sugiere un papel 
clave de esta enzima en el proceso de inducción de tolerancia al frío en los frutos cítricos 
(Sala y Lafuente, 2000; Sala et al., 2005). 

 
Teniendo en cuenta la capacidad antioxidante y estabilizadora de membranas de las 

poliaminas (Drolet et al., 1986), se ha prestado considerable atención al estudio de su 
posible implicación en la tolerancia al frío de los productos hortícolas (Serrano et al., 1996). 
El primer estudio que puso de manifiesto la acumulación de putrescina, poliamina 
mayoritaria en el flavedo, durante el desarrollo de ‘daños de frío’ fue realizado en los años 
‘80’ por  McDonald y Kushad (1986) en pomelo. Estos autores observaron un incremento 
en putrescina en los frutos almacenados en frío por lo que sugirieron que la incidencia y 
desarrollo de dicha alteración podían estar relacionadas con el contenido de esta poliamina. 
Por otro lado, Rodov et al. (1995) observaron que la concentración de putrescina 
aumentaba durante el acondicionamiento de frutos de pomelo y limón a altas temperaturas 
(53 ºC 2-3 min). Sin embargo, se ha comprobado que el acondicionamiento de frutos de 
limón durante 3 ó 7 días a 21 ºC y 27 ºC aumenta la concentración de putrescina pero no 
de espermina o espermidina (McDonald, 1989). Además, estudios posteriores en los que se 
comparó el efecto del almacenamiento de mandarinas ‘Fortune’, cosechadas en distintos 
estados de maduración, a temperaturas que causaban o no ‘daños de frío’ (Gonzalez-
Aguilar et al., 1998) y de diferentes tratamientos de acondicionamiento, que inducen 
distinto grado de tolerancia al frío, en la concentración de las poliaminas putrescina, 
espermina y espermidina (Gonzalez-Aguilar et al., 1997; 2000), mostraron que estas aminas 
no desempeñan un papel determinante en la adaptación de los frutos cítricos al frío.  

 
La reacción de desaminación del aminoácido L-fenilalanina para formar el ácido 

trans-cinámico está catalizada por la enzima L-fenilalanina amonio-liasa (PAL; EC 4.3.1.5) y 
constituye el primer paso en la ruta de biosíntesis de fenilpropanoides tales como 
antocianinas, flavonoides, isoflavonoides y cumarinas, entre otros. El aumento de actividad 
de esta enzima y del contenido de diversos fenilpropanoides podrían formar parte de los 
mecanismos de defensa de diversos sistemas vegetales en repuesta a una gama muy amplia 
de estreses bióticos y abióticos que causan daños celulares (Dixon y Paiva, 1995). Sin 
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embargo, esta enzima puede participar también en el desarrollo de diversos desórdenes 
fisiológicos que se manifiestan como zonas necrosadas  (Hyodo et al., 1978; Ke y Saltveit, 
1989). En los cítricos, se ha demostrado que tanto la actividad PAL como la acumulación 
del transcrito del gen FPAL2 aumentan en respuesta al frío en frutos de mandarina 
‘Fortune’ y que dichos aumentos se producen con la aparición de los primeros síntomas de 
‘daños de frío’, que se manifiestan en este cultivar en forma de picado (Martínez-Téllez y 
Lafuente, 1997; Sanchez-Ballesta et al., 2000a), y son mucho más marcados en las zonas de 
tejido necrosado. Es interesante señalar que este aumento de actividad PAL en respuesta al 
frío solamente se produce en variedades susceptibles de desarrollar ‘daños de frío’ 
(Martínez-Téllez y Lafuente, 1993; Lafuente et al., 2003; Sala et al., 2005) y que el perfil de 
actividad PAL depende del cultivar y del tipo de daño celular. Así, en frutos de mandarina 
‘Fortune’, la actividad PAL aumenta de forma progresiva a lo largo de todo el periodo de 
almacenamiento en frío a medida que aumenta el área del fruto con zonas dañadas o 
picadas, mientras que en frutos de naranja ‘Navelate’ este incremento es transitorio y se 
produce al inicio de los primeros síntomas de daño (Sala et al., 2005). Además, se ha 
observado que la aplicación de un inhibidor específico de la actividad de esta enzima 
favorece el desarrollo de ‘daños de frío’, lo que sugiere que la PAL podría tener un papel 
protector en los frutos cítricos frente al frío (Lafuente et al., 2001b). Sin embargo, la 
capacidad de los frutos cítricos para activar la PAL en respuesta al frío puede depender del 
estado de maduración del fruto, siendo en los frutos más maduros donde se producen los 
mayores incrementos (Lafuente et al., 2003). Por otro lado, aunque se ha sugerido que la 
eficacia del tratamiento de curado (3 días 37 ºC) previniendo la aparición de ‘daños de frío’ 
en frutos de mandarina ‘Fortune’ podría estar relacionada con una inducción transitoria de 
la actividad PAL durante la exposición de los frutos al calor (Sanchez-Ballesta et al., 2000b), 
se ha demostrado que el incrementar la actividad PAL antes de exponer los frutos de este 
cultivar al frío no reduce la incidencia de esta alteración (Lafuente et al., 2001b). Se ha 
comprobado, además, que en los frutos previamente curados no se produce un incremento 
en la actividad PAL una vez realizada la transferencia de los frutos al frío, hecho que se 
relacionó con que los frutos curados no presentaban daños y, por tanto, no resultaba 
necesaria la síntesis de fenilpropanoides para reducir, aunque no evitar, los ‘daños de frío’, 
(Martínez-Téllez y Lafuente, 1997). Un estudio posterior puso de manifiesto que el curado 
inhibía la actividad PAL inducida por el frío pero no la acumulación del transcrito, lo que 
indicaba que el efecto del choque de calor sobre la actividad de la enzima en los frutos 
almacenados en frío se producía a nivel post-transcripcional (Sanchez-Ballesta et al., 2000b). 
El pardeamiento asociado a desórdenes fisiológicos en productos hortícolas se ha 
relacionado también con las enzimas polifenol oxidasa (PPO) (Pesis et al., 2002) y 
peroxidasa (POD) (Ke y Saltveit, 1988), aunque esta última puede participar en procesos de 
defensa de las plantas disminuyendo la formación de ROS (Mittler, 2002). En cambio, en 
frutos de mandarina ‘Fortune’ se ha comprobado que no existían diferencias en la actividad 
de ninguna de ellas en frutos almacenados a temperaturas que causan ‘daños de frío’ y se ha 
sugerido que la adquisición de tolerancia al frío inducida por el tratamiento de 
acondicionamiento térmico en frutos de esta variedad podría estar relacionada con la mayor 
actividad observada de la segunda de estas enzimas, la POD, en los frutos previamente 
acondicionados (Martínez-Téllez y Lafuente, 1997). El incremento en actividad PAL podría 
favorecer la síntesis de compuestos fenólicos que participasen en el sellado de heridas 
(Ismail y Brown, 1979) y también, dada su naturaleza antioxidante (Manthey, 2004), 
proteger a los frutos frente al estrés oxidativo. Aunque no se han encontrado diferencias 
significativas en el contenido de fenoles totales en frutos cítricos almacenados a 
temperaturas que causan o no daños de frío, o en frutos almacenados en frío habiendo sido 
sometidos o no al tratamiento de curado (Martínez-Téllez, 1993), se ha sugerido 
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recientemente que la escoparona puede estar relacionada con la tolerancia al frío de los 
frutos cítricos y con el efecto protector de los tratamientos de acondicionamiento a altas 
temperaturas (Lluch, 2006). Así, se encontró que la concentración de esta cumarina, hasta 
el momento relacionada con la defensa de los frutos cítricos frente a la infección por 
hongos como Penicillium digitatum (Afek y Sztejnberg, 1988; Kim et al., 1991; Rodov et al., 
1992; Ortuño et al., 1997), era mayor en frutos recién cosechados de mandarina 
‘Hernandina’, tolerante al frío, que en frutos de mandarina ‘Fortune’ muy susceptibles a 
dicha alteración y que el tratamiento de curado seguido de la exposición de los frutos de 
‘Fortune’ a 2 ºC, podría favorecer las reacciones de O-metilación y con ello, la síntesis de 
esta cumarina. Aunque no se conoce el modo de acción de este compuesto protegiendo los 
sistemas vegetales frente al frío, se ha descrito su capacidad inhibidora de procesos de 
peroxidación lipídica no enzimática, debido a su acción quelante de iones hierro y, en 
animales, se ha demostrado que es capaz de secuestrar aniones superóxido que inducen 
estrés oxidativo (Hoult y Paya, 1996). 

 
El papel del etileno en la tolerancia al frío de los sistemas vegetales es complejo ya 

que puede reducir o potenciar la manifestación de los síntomas de daño. Su eficacia 
depende de la especie o cultivar, del tipo de síntomas y del efecto del mismo sobre los 
mecanismos implicados en el desarrollo de dichos síntomas (Lafuente et al., 2005). 
Numerosos estudios han demostrado que en los frutos cítricos sensibles al frío se produce 
un incremento en la producción de etileno durante el almacenamiento de los frutos a 2 ºC 
(Cooper et al., 1969; McCollum y McDonald, 1991) y que éste ocurre en paralelo al 
desarrollo de los síntomas de ‘daño de frío’ (McCollum y McDonald, 1991; Martínez-Téllez 
y Lafuente, 1997; Lafuente et al., 2003). Este aumento parece ser el resultado del efecto del 
estrés de frío en los precursores o enzimas que intervienen en su síntesis, ya que aumenta la 
concentración del ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) y la actividad de la 
enzima ACC oxidasa (ACO). Dichos cambios se han relacionado con la expresión del gen 
ACO y de uno de los que codifica ACC sintasa (ACS2) identificados hasta la fecha, que se 
acumulan fundamentalmente en las áreas de tejido afectadas por los ‘daños de frío’. 
(Zacarias et al., 2003). Se ha comprobado que dicho incremento en etileno no es 
responsable del desarrollo de los síntomas de ‘daños de frío’ en los frutos cítricos sino que 
constituye un sistema de defensa y participa reduciendo la severidad de los mismos. Así, se 
ha comprobado en  mandarinas ‘Fortune’ almacenadas a 2 ºC que la aplicación de etileno 
durante el almacenamiento de los frutos en frío reduce la incidencia del ‘daños de frío’ 
(Lafuente et al., 2004), mientras que la aplicación de inhibidores de la síntesis y acción de 
esta hormona favorece el daño en éste y otros cultivares sensibles al frío (Martínez-Téllez et 
al., 1995; Porat et al., 1999; Lafuente et al., 2001b; Lafuente et al., 2004). Estos resultados 
pusieron de manifiesto que el incremento de los niveles basales de etileno son necesarios 
para frenar el desarrollo del daño producido durante la exposición de los frutos cítricos al 
frío (Lafuente et al., 2001b). 

Los mecanismos por los cuales el etileno actúa protegiendo a los frutos cítricos 
frente al estrés de frío no se conocen con exactitud, aunque se ha demostrado que el efecto 
beneficioso de esta hormona puede estar relacionado en parte con su efecto aumentando la 
actividad PAL a bajas temperaturas. Así, en los frutos cítricos el incremento en la 
producción de etileno en respuesta al estrés de frío fue acompañado de un aumento en la 
actividad PAL (Martínez-Téllez y Lafuente, 1997). Además, Lafuente et al. (2001b) 
observaron que la aplicación de inhibidores de la síntesis del etileno disminuía la actividad 
de esta enzima inducida por el frío y favorecía el daño, mientras que la aplicación de la 
hormona durante el almacenamiento de los frutos en frío, que reduce la alteración, la 
aumentó (Lafuente et al., 2004). Por otra parte, la aplicación de inhibidores de la acción del 
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etileno puso de manifiesto otra vía independiente de inducción de la PAL que podía estar 
relacionada con el daño (Lafuente et al., 2001b). En otros frutos como el melón, el etileno 
puede favorecer el ‘daño de frío’ y esto se ha relacionado con el efecto de la hormona 
disminuyendo la actividad de las enzimas del sistema antioxidante (Ben-Amor et al., 1999). 
En cambio, en los frutos cítricos el etileno aplicado a bajas temperaturas origina un 
incremento transitorio de la actividad CAT y no afecta a las enzimas SOD, APX, GR ni a la 
POD libre o unida a pared. Teniendo en cuenta que la actividad CAT no se mantiene 
durante periodos prolongados de almacenamiento en frío, a pesar de que el etileno sigue 
siendo efectivo reduciendo los síntomas de daño, se ha sugerido que la implicación de esta 
enzima en la tolerancia al frío inducida por el etileno es limitada (Lafuente et al., 2004).  

 
El ácido abscísico (ABA), al igual que el etileno, puede participar en las respuestas 

de defensa de las plantas frente a distintas situaciones de estrés, incluido el frío (Wang, 
1993). Estudios llevados a cabo para determinar la implicación de esta hormona en la 
sensibilidad al frío de los frutos cítricos han dado lugar a resultados contradictorios. Así, en 
pomelos se observó un paralelismo entre la susceptibilidad al frío y el contenido de ABA 
en frutos cosechados en distinto estado de maduración y en frutos acondicionados a 29 ºC 
o con etileno, que presentaron mayores concentraciones de ABA (Kawada, 1980). Por 
contra, Lafuente et al. (1997) observaron en frutos de mandarina ‘Fortune’, una falta de 
correlación entre la susceptibilidad a desarrollar esta alteración fisiológica y el contenido en 
ABA en el momento de la cosecha a lo largo de la campaña.  Estos mismos autores 
comprobaron que un tratamiento de acondicionamiento con etileno, que favorece la 
incidencia de ‘daños de frío’, aumenta la concentración de ABA en frutos de esta variedad 
de mandarinas mientras que el tratamiento de curado (3 días a 37 ºC) la disminuye. Estos 
resultados indicaban que en el mecanismo que induce tolerancia al frío no interviene el 
ABA, hecho que se confirmó al comprobar que la aplicación de esta hormona aumentaba 
el daño producido por el frío (Gosalbes et al., 2004). Además, se ha comprobado que los 
frutos de naranja ‘Pinalate’, deficiente en esta hormona, no desarrollan ‘daños de frío’ 
cuando se almacenan a bajas temperaturas de conservación, a diferencia de su parental 
‘Navelate’  que sí es sensible al frío (Alférez et al., 2005a). 

 
La implicación del metabolismo de carbohidratos en la tolerancia al frío de las 

plantas se ha sugerido en base a que éstos pueden actuar como osmoreguladores y el estrés 
de frío puede llevar implícito un estrés hídrico. Diversos estudios realizados en semillas y 
hojas de tomate mostraron que cambios en la susceptibilidad al frío podían estar 
relacionados con cambios en el contenido de algunos carbohidratos, como la sacarosa o el 
almidón, lo que sugirió que estos compuestos podían participar en las respuestas de defensa 
de las plantas frente al estrés de frío (King et al., 1988; Keller y Steffen, 1995). En los frutos 
cítricos, Purvis y Grierson (1982) observaron que la tolerancia al frío de frutos de pomelo 
aumentaba con la acumulación de glucosa y fructosa y la disminución de sacarosa a lo largo 
de la campaña. Sin embargo, Holland et al. (1999) demostraron que el incremento en 
azucares reductores durante el invierno en mandarinas ‘Fortune’ no precedía a la tolerancia 
al frío. Por contra, los frutos que presentaban mayores concentraciones de glucosa y 
fructosa, y también de almidón, fueron los que presentaron más ‘daños de frío’ durante el 
almacenamiento a bajas temperaturas. Asimismo, comprobaron que mientras que los 
niveles de azúcares reductores aumentaban durante los meses más fríos, los de sacarosa se 
mantenían constantes e inferiores a éstos. Sin embargo, la actividad sacarosa fosfato sintasa 
(SPS) fue muy baja y la de las enzimas invertasa ácida y alcalina y de la sacarosa sintasa (SS), 
medida en el sentido de la degradación de sacarosa, aumentó con la maduración del fruto 
durante los meses de invierno. Estos resultados indicaron, de acuerdo a la idea planteada 
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originalmente por Echeverria et al. (1988; 1992), que podría existir una traslocación de 
sacarosa desde otras partes de la planta al fruto. Además, Holland et al. (1999) sugirieron 
que estos cambios en carbohidratos solubles en mandarina ‘Fortune’ estaban más 
relacionados con el proceso de maduración que con las bajas temperaturas a las que 
estaban expuestos los frutos durante este proceso ya que se habían observado cambios 
similares a lo largo de la maduración en otros cultivares de frutos cítricos que maduran en 
el campo en condiciones climáticas diferentes  (Purvis y Grierson, 1982; Tadeo et al., 1987) 
o en frutos que maduran en invernadero a temperatura que no causa ‘daños de frío’ (Sala et 
al., 1992a). Otros resultados que cuestionaron la participación de los azucares reductores, 
así como del almidón, en la tolerancia al frío de los frutos cítricos, pusieron de manifiesto 
que el acondicionamiento a elevadas temperaturas (3 días 37 ºC), que era muy efectivo 
reduciendo el ‘daño de frío’, en mandarinas ‘Fortune’ y naranjas ‘Navelate’ favorecía la 
caída de estos carbohidratos durante el almacenamiento a 2 ºC (Holland et al., 2002; 
Holland et al., 2005). Por contra, la sacarosa y dos de las enzimas claves en su síntesis (SPS 
y SS) se relacionaron con el efecto beneficioso del tratamiento (Holland et al., 2002; 
Holland et al., 2005). No obstante, la participación de la sacarosa en el efecto beneficioso 
del curado no es limitante ya que en frutos inmaduros el efecto del curado en los cambios 
en sacarosa es poco marcado y el tratamiento sigue siendo muy efectivo (Holland et al., 
2002). Otros resultados que sugieren la implicación de la sacarosa en la tolerancia de los 
frutos cítricos al frío pusieron de manifiesto que la concentración de este azúcar y  la 
actividad de las enzimas SS y SPS en frutos recién cosechados de naranjas ‘Pinalate’, 
tolerantes al frío, eran muy superiores a los encontrados en frutos de ‘Navelate’ que es 
sensible al frío (Holland et al., 2005).  

3.2. Bases Moleculares de los ‘daños de frío’ y del efecto beneficioso del tratamiento 
de curado que reduce dicha alteración fisiológica   

La mayor parte de lo que se conoce hasta el momento sobre los mecanismos 
moleculares asociados con la tolerancia al frío en los frutos cítricos deriva de estudios de 
cambios de expresión génica llevados a cabo de forma individual con determinados genes. 
En los frutos cítricos, se generó una biblioteca substractiva de cDNA de flavedo de frutos 
de mandarina ‘Fortune’ enriquecida en genes que se expresaban diferencialmente en 
respuesta a un tratamiento de acondicionamiento térmico de 3 días a 37 ºC (curado) y cuya 
expresión persistía una vez transferidos los frutos a frío o en respuesta a la combinación de 
calor y frío (Sanchez-Ballesta et al., 2003). Posteriormente, Sapitnitskaya et al. (2006) 
construyeron dos bibliotecas substractivas de cDNA a partir del flavedo de frutos de 
pomelo ‘Star Ruby’ acondicionados en baños de agua caliente a 62 ºC 20 s y almacenados 
24 h a 2 ºC, y de frutos de la misma variedad inmediatamente después de ser 
acondicionados en aire húmedo a 16 ºC durante 7 días. Actualmente, los estudios 
moleculares que emplean micromatrices de cDNA permiten evaluar cambios de expresión 
de grandes conjuntos de genes de forma simultánea en respuesta a diferentes tipos de estrés 
o asociados con diversos procesos del desarrollo en numerosas sistemas vegetales, 
principalmente en A. thaliana (Seki et al., 2001; Seki et al., 2002), pero también en tomate 
(Zhan et al., 2004) o en arroz (Rabbani et al., 2003). En el caso de los frutos cítricos, este 
trabajo, realizado dentro del marco del Consorcio de Genómica Funcional de Cítricos 
(CFGP), constituye una de las primeras aproximaciones al estudio global de los cambios de 
expresión mediante el uso de micromatrices de cDNA en respuesta al almacenamiento a 
bajas temperaturas que causan ‘daños de frío’ o asociados al efecto beneficioso del curado 
(3 días 37 ºC) que evita la incidencia de dicha alteración. No obstante, conviene señalar que 
durante la fase final de elaboración de esta memoria, se han publicado los resultados de un 
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estudio transcriptómico, llevado a cabo por Maul et al., (2008), sobre los mecanismos 
implicados en la tolerancia al frío inducida en frutos de pomelo mediante un tratamiento 
previo de acondicionamiento de 7 días a una temperatura intermedia (16 ºC) que no supone 
un choque de calor para el fruto.  

En muchas plantas, la exposición a cambios graduales de la temperatura ambiental 
induce tolerancia a temperaturas extremas que causan daños en la célula. La mayor parte de 
lo que se conoce hasta la fecha deriva de estudios realizados con plántulas de A. thaliana, 
que aunque no desarrollan ‘daños de frío’ a bajas temperaturas, superiores a las de 
congelación, su acondicionamiento a temperaturas de frío (1-2 ºC) activa un conjunto de 
mecanismos que confieren a la planta la capacidad para resistir ulteriores temperaturas de 
congelación y que se conoce con el nombre de ‘aclimatación al frío’ (Seki et al., 2001; 
Thomashow, 2001; Fowler y Thomashow, 2002). Dichos mecanismos implican la 
activación de genes que codifican elementos sensores como la proteína calmodulina, de 
proteínas que participan en procesos de tranducción de señal entre las que se encuentran 
las proteínas MAP quinasas (MAPK), y de factores de transcripción que regulan la 
expresión de otros genes en la respuesta al estrés (Heino y Palva, 2003; Seki et al., 2003). 
Las alteraciones en los lípidos y composición de carbohidratos, la activación de genes que 
codifican enzimas que desdoblan las reservas de almidón y sacarosa aumentando los niveles 
de azúcares solubles, que actúan como agentes osmoprotectores y mantienen el potencial 
hídrico intracelular estabilizando la estructura de las membranas y de las macromoléculas, la 
acumulación de otros solutos compatibles como prolina, betaína (Lynch y Steponkus, 1987; 
Thomashow, 1994; Bohnert et al., 1995) y la activación de canales de intercambio iónico 
(Knight et al., 1996), son algunas de las respuestas que se producen durante la exposición al 
frío y que podrían tener un papel relevante en la tolerancia a la congelación. (Kaplan y Guy, 
2004; Kaplan et al., 2006; Kaplan et al., 2007). Por otro lado, un estudio previo llevado a 
cabo por Provart et al. (2003) con mutantes de A. thaliana que desarrollan ‘daños de frío’ 
cuando se exponen a una temperatura de 13 ºC (temperatura que en inglés se denominó 
con el término ‘chilling’) pero no a temperaturas más bajas de frío (4 ºC), puso de 
manifiesto que la activación de genes que participan en la síntesis de proteínas, incluyendo 
proteínas de unión a RNA necesarias para la traducción, RNA helicasas o proteínas Clp 
que participan en la conformación y procesamiento de las proteínas sintetizadas, es 
necesaria en el proceso que induce tolerancia a las temperaturas que causan ‘daños de frío’. 
Asimismo, estos autores observaron en mutantes letales expuestos a 13 ºC una alteración a 
nivel transcripcional de genes cuyos productos se acumulan en el cloroplasto así como en la 
regulación de componentes del metabolismo de carbohidratos y de la maquinaria de 
fijación del carbono que conllevaría cambios en la tasa de fotosíntesis y generación de 
energía. Además, el análisis fenotípico reveló que existían diferencias entre los mutantes 
crecidos a 13 ºC y a 4 ºC, lo que sugirió que las respuestas moleculares que se inducen a 
ambas temperaturas son diferentes (Provart et al., 2003). Por otro lado, entre los genes 
identificados hasta el momento en plantas que modifican su expresión en respuesta al 
estrés de frío, también denominados genes COR (del inglés ‘cold-regulated’), se incluyen 
genes que codifican enzimas desaturasas de lípidos de membrana (Kodama et al., 1995), 
genes relacionados con la defensa de la planta frente al estrés oxidativo (Scandalios, 1990), 
genes que codifican pequeñas proteínas hidrofílicas denominadas dehidrinas (dhn-) o 
proteínas LEA (del inglés ‘late embryogenesis abundant’) (Lin et al., 1990; Close, 1997), y 
otros genes implicados en la síntesis de proteínas con propiedades crioprotectoras y 
anticongelantes, que presentan alto grado de homología con proteínas PR (del inglés 
‘pathogenesis-related) (Hon et al., 1994).  

La aparición de respuestas comunes a diferentes tipos de estrés ha sugerido la 
existencia de un proceso de protección cruzada mediante el cual la exposición a un estrés 
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confiere tolerancia a otro que tiene lugar a posteriori y que incluso puede ser de naturaleza 
distinta. Este hecho podría explicar la eficacia de los tratamientos de acondicionamiento a 
altas temperaturas, no letales, que inducen tolerancia a temperaturas que causan ‘daños de 
frío’ o ‘daños de congelación’. Sin embargo, los cambios moleculares asociados a este 
proceso han sido poco estudiados y se han llevado a cabo en plantas, fundamentalmente en 
A. thaliana, después de breves (30 min-6 h) exposiciones a altas temperaturas (>30 ºC) (Lee 
et al., 1999; Heino y Palva, 2003; Krishna, 2003). Además de las HSPs (Parsell et al., 1993; 
Sabehat et al., 1998b; Iba, 2002; Krishna, 2003), se han identificado varios genes regulados 
por el calor, tales como los que codifican una triosa fosfato isomerasa y una aldolasa (Wang 
et al., 2001). En frutos que desarrollan ‘daños de frío’ cuando se almacenan a bajas 
temperaturas, en los últimos años se ha profundizado en el conocimiento de los 
mecanismos moleculares de las respuestas que se inducen a dichas temperaturas necesarias 
para prolongar la vida útil durante la postcosecha. Asimismo, se ha profundizado en el 
estudio de los cambios moleculares que ocurren durante su exposición a temperaturas de 
acondicionamiento altas o intermedias entre las del crecimiento de la planta y las que 
causan la alteración, que inducen tolerancia al frío o frente al efecto protector de diversos 
tratamientos como la aplicación de jasmonato y salicilato de metilo que reducen también la 
incidencia de la alteración. Así, destaca el tomate (Sabehat et al., 1996; Kadyrzhanova et al., 
1998; Li et al., 1999; Kerdnaimongkol y Woodson, 1999; Li et al., 2003; Wang et al., 2005b; 
Fung et al., 2006), el pimiento (Fung et al., 2004)o los frutos cítricos (Sanchez-Ballesta et al., 
2000a; Sanchez-Ballesta et al., 2000b; Porat et al., 2002a; Porat et al., 2002b; Lafuente et al., 
2003; Sanchez-Ballesta et al., 2003; Porat et al., 2003; Gosalbes et al., 2004; Sanchez-Ballesta 
et al., 2004; Rozenzvieg et al., 2004; Porat et al., 2004a; Sanchez-Ballesta et al., 2006; 
Sapitnitskaya et al., 2006). 

Como se ha mencionado anteriomente, todavía no se conoce con precisión el 
origen de la incidencia de los ‘daños de frío’ aunque la mayor parte de los autores sugieren 
que los cambios de fase de la fracción lipídica de la membrana plasmática de las células son 
determinantes en los cambios de permeabilidad de la misma (Lyons, 1973). Los estudios 
llevados a cabo con plantas transgénicas que sobreexpresan o carecen de genes que 
codifican distintos tipos de desaturasasas indican que éstas podrían participar en el grado de 
percepción a las bajas temperaturas apoyando así la idea planteada originalmente por 
algunos autores (Silvius, 1982; Somerville, 1995). Así, en plantas de tabaco la sobrexpresión 
del gen FAD7 de A.thaliana (Kodama et al., 1994; Kodama et al., 1995) o del gen Λ9-
desaturasa de cianobacterias (Ishizaki-Nishizawa et al., 1996), aumentó la tolerancia al frío.  
En plantas de arroz y tabaco, la de dos genes que codifican una glicerol 3-fosfato 
aciltransferasa de cloroplastos de A. thaliana (AGPAT) y de espinaca (SGPAT), 
respectivamente, también disminuyó la susceptibilidad al frío y mejoró la capacidad de 
fotosíntesis y de crecimiento a bajas temperaturas (Murata et al., 1992; Murata y Tasaka, 
1997; Yokoi et al., 1998; Ariizumi et al., 2002). Asimismo, se ha comprobado que mutantes 
de A. thaliana que contienen niveles reducidos de ácidos grasos poliinsaturados debido a la 
disrupción de genes que codifican desaturasas desarrollan ‘daños de frío’ cuando se 
exponen durante periodos prolongados a temperaturas de frío (Hugly et al., 1989; Miquel et 
al., 1993; Wu et al., 1997; Routaboul et al., 2000). Por ejemplo, mutantes de A. thaliana fad5 y 
fad 6 que desarrollaban ‘daños de frío’ a 6 ºC llegaban a manifestar clorosis (Hugly y 
Somerville, 1992). Además, la sobrexpresión de un gen plsB de E. coli que codifica una 
glicerol 3-fosfato aciltransferasa selectiva de sustratos acil-ACP saturados (Wolter et al., 
1992) o la disminución de la expresión de un gen que codifica una proteína transferasa de 
aminofosfolípidos (ALA1) (Gomès et al., 2000), incrementó la sensibilidad al frío de plantas 
de A. thaliana que mostraron ‘daños de frío’ a 8-12 ºC. Por otro lado, se han identificado 
genes nsLTP (del inglés ‘non-specific lipid transfer protein’), que codifican proteínas de 
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transporte de lípidos que participan en la biogénesis de la membrana (Kader, 1996), que se 
expresan en algunas plantas en respuesta al estrés salino, hídrico, de frío o de congelación 
(Hughes et al., 1992; White et al., 1994; Hon et al., 1995; Wu et al., 2004). En los frutos 
cítricos, Sanchez-Ballesta (1998) identificó un gen nsLTP en el flavedo de frutos de 
mandarina ‘Fortune’ que disminuía su expresión en respuesta al frío en  éste y otro cultivar 
(‘Navelate’) sensible al frío, mientras que en los frutos de cultivares tolerantes (‘Hernandina’ 
y ‘Pinalate’) no se producía esta disminución. Además, durante el tratamiento de curado se 
produjo una disminución hasta niveles indetectables en la acumulación de este transcrito en 
frutos de mandarina ‘Fortune’. Por otro lado, Sapinitskaya et al. (2006) identificaron dos 
genes que codifican una proteína LTP y una enzima desaturasa FAD2 regulados 
específicamente por la combinación de un tratamiento de acondicionamiento térmico de 7 
días a 16 ºC seguido de un periodo de 9 días de almacenamiento a 2 ºC. Estos resultados 
sugieren la participación de genes del metabolismo de lípidos en el mecanismo que confiere 
tolerancia al frío en frutos de pomelo (Sapitnitskaya et al., 2006). 

 
Por otro lado, diversos estudios han comprobado que la modificación de la 

expresión de genes que participan en la detoxificación de ROS altera la susceptibilidad a 
desarrollar ‘daños de frío’ en numerosas especies de plantas. Así por ejemplo, la supresión 
específica del gen CAT1 en tomate, que redujo de 2 a 8 veces la actividad CAT y aumentó 
la producción de H2O2 durante la exposición de las plantas a 4 ºC, provocó un aumento de 
la incidencia de ‘daños de frío’ (Kerdnaimongkol y Woodson, 1999). Asimismo, se ha 
comprobado que la sobreexpresion de un gen de Arthobacter globiformis que codifica una 
enzima oxidasa de colina en plantas de tomate favorece la acumulación de glicina betaína y 
aumenta su tolerancia al frío probablemente debido a la inducción del sistema enzimático 
detoxificador de H2O2 (Park et al., 2004). Por otra parte, Fung et al. (2004) observaron que 
el tratamiento con salicilato y jasmonato de metilo aumentó la tolerancia al frío en frutos de 
pimiento e incrementó los niveles de acumulación relativa de los transcritos del gen 
CaAOX1, que codifica una AOX que previene o disminuye la formación de ROS, y de 
otros genes que codifican enzimas que eliminan estas especies reactivas como dos enzimas 
Mn y Cu/ZnSOD, una CAT y una APX citosólica. En otras especies de plantas también se 
ha comprobado que la sobreespresión de genes detoxificadores de ROS, como el gen 
LePHGPx, que codifica una enzima peroxidasa de hidroperóxidos de fosfolípidos 
dependiente de glutatión, en plantas de tabaco (Chen et al., 2004), o genes que codifican 
diversas enzimas SOD, APX o GR en maíz (Van Breusegem et al., 1999b), tabaco (Foyer et 
al., 1994; Van Breusegem et al., 1999a), alfalfa (McKersie et al., 1993) o algodón (Payton et 
al., 2001), aumenta la tolerancia al estrés oxidativo disminuyendo con ello la susceptibilidad 
al frío. En los frutos cítricos, se identificó un gen que codifica una proteína homóloga a 
otra oxigenasa inducida por patógenos (PIOX) que aumentaba en el flavedo de los frutos 
de mandarina ‘Fortune’ dañados por frío a los 21 días de almacenamiento a 2 ºC, no 
detectándose en los frutos recién cosechados ni en respuesta al calor o a la combinación de 
calor y frío (Sanchez-Ballesta et al., 2003). Asimismo, Gosalbes et al. (2004) comprobaron 
que los niveles de mRNA de este gen aumentaban transitoriamente en el flavedo de frutos 
de esta variedad de mandarinas con el desarrollo de los primeros síntomas de ‘daños de 
frío’, aunque posteriormente disminuían a pesar del aumento progresivo en la severidad del 
daño. Sin embargo, en frutos de mandarina ‘Hernandina’, que no desarrolla ‘daños de frío’, 
no se observó la inducción de este gen. Además, se comprobó que el acondicionamiento de 
los frutos con 10 μL L-1 de etileno que aumentan la concentración endógena de ABA en el 
flavedo, y la aplicación de altas concentraciones (1 mM) de ABA, aceleraba el desarrollo de 
‘daños de frío’ y el aumento transitorio de los niveles de acumulación relativa del mRNA de 
este gen. Estos resultados indican que este gen, al que se denominó CIOX, podría ser un 
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buen marcador del daño producido por la exposición al frío, sugiriendo la implicación del 
estrés oxidativo en la incidencia de esta alteración en los frutos cítricos (Gosalbes et al., 
2004). Posteriormente, Sapitnitskaya et al. (2006) comprobaron que otros genes 
relacionados con el estrés oxidativo, como dos genes que codifican una tioredoxina (TRX) 
y una CAT, se inducían, al igual que CIOX, en respuesta al frío y en ambos casos los 
tratamientos de acondicionamiento a altas temperaturas seguidos de la exposición al frío 
reducían o retrasaban su inducción. Estos autores observaron también en frutos de pomelo 
que la expresión de un gen que codifica una SOD era superior en frutos sometidos a un 
tratamiento previo de acondicionamiento térmico, que aumentaba la tolerancia al frío, que 
en sus frutos control almacenados directamente en frío (Sapitnitskaya et al., 2006). Por otro 
lado, se ha comprobado que otros genes que participan en la protección frente al estrés 
oxidativo, como dos genes que codifican una proteína homóloga a CEO1 y una 
glutaredoxina (Sanchez-Ballesta et al., 2003), u otro que codifica una formaldehído 
deshidrogenasa dependiente de glutatión (ADH, clase III) (Sapitnitskaya et al., 2006), 
aumentaban más su expresión en respuesta a la combinación de calor y frío que al frío. 
Estos resultados y los anteriores sugieren la posible participación del sistema antioxidante 
en el mecanismo que induce tolerancia al frío en distintos sistemas vegetales incluyendo los 
frutos cítricos. 

 
Teniendo en cuenta que la exposición al frío puede producir un aumento de la 

pérdida de agua por deshidratación, algunas de las respuestas que se producen durante la 
exposición a las bajas temperaturas de conservación pueden ser comunes a las que 
acontecen en condiciones de deshidratación, por una vía dependiente de ABA (Mohapatra 
et al., 1988; Perras y Sarhan, 1989). Un ejemplo de estas respuestas comunes lo constituye 
un grupo de genes que codifican proteínas dehidrinas, con función estabilizadora de 
membranas y de otras estructuras celulares, que se han relacionado con situaciones de 
estrés por dehridratación, pero también con la exposición a bajas temperaturas, la 
aplicación de ABA y con otros tipos de estrés que comportan una deshidratación de los 
tejidos como el estrés salino o la congelación (Baker et al., 1988; Bray, 1993; Close, 1997). 
En estudios previos se ha descrito que los frutos cítricos contienen una única familia de 
dehidrinas que difiere de otras dehidrinas encontradas en otras especies vegetales y que 
podrían estar implicadas en la aclimatación al frío (Cai et al., 1995; Hara et al., 1999; Porat et 
al., 2002b; 2004a). Se ha comprobado que un tratamiento de ducha con agua caliente a 
62 ºC durante 20 segundos previo al almacenamiento a 2 ºC, que incrementa la tolerancia al 
frío en frutos de pomelo (Porat et al., 2000a; Porat et al., 2000b), previene la caída de 
expresión de una dehidrina (cor15) que se produce en respuesta al frío, durante al menos 6 
semanas de almacenamiento a 2 ºC aunque su expresión no se vio modificada en respuesta 
al calor ‘per se’ (Porat et al., 2002b). Por otro lado, Sapitnitskaya et al. (2006) identificaron 
en esta misma variedad de pomelos, otro gen que codifica una dehidrina de Citrus paradisi 
que aumentaba sus niveles de mRNA en respuesta a la combinación específica de calor y 
frío pero no en respuesta al calor ni al frío ‘per sé’. Estos resultados sugirieron que estas 
proteínas, al igual que otros miembros idénticos de la familia descritos en otros cultivares 
de cítricos (Cai et al., 1995; Hara et al., 1999), que se inducen durante la aclimatación al frío, 
podrían tener una función clave en la reducción de ‘daños de frío’ en los frutos cítricos. Por 
otro lado, se ha comprobado que la sobrexpresión del gen cor19 de Citrus unshiu en plantas 
de tabaco transgénicas aumenta la tolerancia al frío (Hara et al., 2003). Posteriormente, 
Porat et al. (2004a) identificaron en el flavedo de frutos de naranja ‘Navel’ y pomelo ‘Star 
Ruby’ 2 genes que codifican dehidrinas, uno de los cuales aumentó su expresión de forma 
específica en respuesta a la combinación de calor y frío aunque el frío ‘per sé’ y otras 
condiciones de estrés como  la ausencia de O2, la herida, la luz UV y un tratamiento con 
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etileno, disminuyeron sus niveles de expresión. Por el contrario, Sanchez-Ballesta et al. 
(2004) encontraron que un tratamiento de calor de 3 días a 37 ºC producía en frutos 
maduros de mandarina ‘Fortune’ una disminución hasta límites indetectables en la 
expresión de un gen (Crcor15) muy abundante en el flavedo de estos frutos aunque ésta no 
varió en respuesta al frío. Estos resultados indican que la expresión del gen Crcor15 de 
mandarinas ‘Fortune’, que codifica una proteína con un 97.8% de homología con la 
proteína cor15 de pomelo, no está relacionada con el grado de susceptibilidad a desarrollar 
‘daños de frío’ ni con la tolerancia al frío inducida por el tratamiento de curado en frutos de 
mandarina ‘Fortune’.  

 
Además de genes que codifican proteínas de la familia de las dehidrinas, Porat et al. 

(2002a) comprobaron en frutos de pomelo que el tratamiento de ducha con agua caliente a 
62 ºC durante 20s previo al almacenamiento a 2 ºC produjo un aumento transitorio de los 
niveles de mRNA de un gen que codifica una proteína vacuolar de intercambio de iones 
Na+/H+ (cNHX1), encargada de eliminar el exceso de iones Na+. La respuesta específica al 
calor y a la combinación de calor y frío, pero no al frío ‘per se’ ni a otras condiciones de 
estrés, como la exposición al etileno o luz UV, sugirió que este gen podría estar relacionado 
con el mecanismo de tolerancia al frío inducido por los tratamientos de acondicionamiento 
térmico en los frutos cítricos.  

 
Por otro lado, se ha comprobado que algunas cultivares de cereales tolerantes al frío 

acumulan proteínas AFPs (Antikainen y Griffith, 1997) que presentan un porcentaje muy 
alto de homología con proteínas hidrolasas como quitinasas y β-1,3 glucanasas, y otras 
relacionadas con el estrés osmótico como taumatinas y osmotinas, todas ellas denominadas 
proteínas PR porque se describieron inicialmente en respuesta a la infección por agentes 
patógenos (Bol et al., 1990; Hon et al., 1994; Van Loon y Van Strien, 1999). En frutos 
cítricos se ha identificado un gen (CrGlcQ) que codifica una β-1,3-glucanasa de clase III que 
se induce en respuesta al frío en frutos de mandarina ‘Fortune’ almacenados a 2 ºC, pero 
no en frutos de la misma variedad almacenados a 12 ºC, ni en frutos de mandarina 
‘Hernandina’ (tolerante al frío), expuestos al 2 ºC (Sanchez-Ballesta et al., 2006). Además, 
estos autores observaron que el aumento en la expresión del gen precedió a la aparición de 
los primeros síntomas de ‘daños de frío’ e incrementó con la severidad del daño. Estos 
resultados, junto al hecho de que la acumulación del transcrito fue mayor en las zonas de 
tejido afectadas por dicha alteración, indican que este gen es un marcador del daño celular 
provocado por el frío probablemente por una vía dependiente de etileno, lo que concuerda 
con los resultados obtenidos por Ding et al. (2002) en frutos de tomate. Teniendo en cuenta 
que la aplicación de esta hormona durante el almacenamiento a 2 ºC de las mandarinas 
‘Fortune’, que reducía la incidencia de ‘daños de frío’ y aumentaba notablemente los niveles 
de mRNA CrGlcQ, se sugirió la implicación de esta enzima en el mecanismo de defensa 
destinado a reducir o reparar el daño celular causado por el frío en los frutos cítricos 
(Sanchez-Ballesta et al., 2006). En un estudio posterior se comprobó que un tratamiento 
con agua a 62 ºC durante 20 s, que induce tolerancia al frío en frutos de pomelo, reprimía la 
expresión de un gen que codifica una proteína homóloga a una endo-1,3;4-β-D-glucanasa 
diferente al gen CrGlcQ identificado por Sanchez-Ballesta et al. (2006) (Sapitnitskaya et al., 
2006). Además, dentro de esta familia de proteínas PR, se han identificado genes que 
codifican proteínas con actividad quitinasa, comprobándose que además de participar en 
respuestas de defensa frente a la infección por hongos patógenos constituyen señalizadores 
implicados en la regulación de interacciones simbióticas con bacterias o de procesos del 
desarrollo como la floración o la senescencia en hojas (Collinge et al., 1993). Además, se 
han relacionado con la tolerancia al calor, al estrés salino y de dehidratación (Kwon y Kim, 
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2007). En frutos cítricos, se identificó un gen que codifica una quitinasa de carácter ácido 
de clase II que aumentaba su expresión en respuesta al curado en frutos de mandarina 
‘Fortune’ y cuyos niveles se mantenían elevados una vez transferidos los frutos al frío 
(Sanchez-Ballesta et al., 2003). La expresión de este gen no varió en respuesta al frío ‘per 
se’, lo que sugirió que podría ser un buen candidato implicado en las respuestas de defensa 
asociadas al mecanismo que confiere tolerancia al frío inducido por la exposición a altas 
temperaturas en los frutos cítricos. 

 
En la mayoría de las plantas, la enzima PAL esta codificada por diferentes 

miembros (2-6) de una familia multigénica que pueden expresarse diferencialmente en 
distintos tejidos de la planta y en respuesta a diferentes situaciones de estrés (Liang et al., 
1989; Lois et al., 1989). En frutos de mandarina ‘Fortune’, la expresión del gen FPAL2 y la 
actividad PAL aumenta con el desarrollo de ‘daños de frío’ (Sanchez-Ballesta et al., 2000a). 
Sin embargo, en respuesta a la combinación de calor y frío se observó una falta de 
paralelismo entre la acumulación de mRNA FPAL2 y de la actividad enzimática lo que 
sugirió que este gen podría estar regulado a nivel post-transcripcional (Sanchez-Ballesta et 
al., 2000b). Por otra parte, los bajos niveles constitutivos de mRNA FPAL2 y de su 
actividad en el flavedo de los frutos recién cosechados de mandarina ‘Fortune’ en 
comparación con los altos niveles observados en la variedad tolerante al frío ‘Hernandina’, 
en la que disminuyen durante el almacenamiento a 2 ºC en frutos acondicionados y sin 
acondicionar, sugirió que este gen podría constituir un marcador molecular del grado de 
susceptibilidad a desarrollar ‘daños de frío’ en los frutos cítricos (Sanchez-Ballesta et al., 
2000b).  

Otro de los genes identificados por Sanchez-Ballesta et al. (2003) implicados en el 
metabolismo de fenilpropanoides, codifica una O-metiltransferasa de ácido cafeico de clase 
II (ACR556), al que se denominó posteriormente FortOMTII. La expresión de este gen se 
inducía por las altas temperaturas y se mantenía alta cuando los frutos se transferían al frío 
a pesar de no inducirse en respuesta al frío ‘per se’. Estos mismos autores identificaron otro 
gen que codifica una O-metiltransferasa de ácido cafeico (ACR 233), distinto a FortOMTII, 
que se indujo en respuesta al frío en frutos de mandarina ‘Fortune’. Se comprobó que un 
tratamiento de 1 d a 37 ºC, que resultó tan efectivo como el curado (3 días a 37 ºC) 
previniendo la aparición de ‘daños de frío’, también incrementó los niveles del gen 
FortOMTII  que se mantuvieron elevados durante 30 días de almacenamiento a 1,5 ºC. 
Estos resultados indican que la expresión de este gen está claramente regulada por el calor 
y/o la combinación de calor y frío constituyendo un buen candidato que podría participar 
en el mecanismo de protección frente al ‘daño de frío’. Además, su mayor acumulación en 
los frutos recién cosechados y en frutos almacenados durante tiempos largos a 1,5 ºC de las 
variedades resistentes al frío, sugirió que FortOMTII era un buen marcador de la tolerancia 
natural (genético-varietal) al frío en los frutos cítricos (Lluch, 2006). Los niveles de estas 
OMTs (ACR 233 y FortOMTII) fueron superiores en las zonas de tejido no dañado 
respecto a las zonas necrosadas en los frutos de mandarina ‘Fortune’ almacenados en frío, 
se ha sugerido que ninguno de estos genes estaría asociado al daño. Este conjunto de 
resultados reforzó la idea de que el metabolismo de fenilpropanoides participa en la 
tolerancia al frío de los frutos cítricos a través de la síntesis de compuestos fenólicos, que 
podrían reducir el estrés oxidativo que se produce en respuesta durante la exposición a 
bajas temperaturas que causan ‘daños de frío’ (Lluch, 2006).  

 
Otro de los genes identificados en la genoteca substractiva de mandarinas ‘Fortune’ 

por Sanchez-Ballesta et al. (2003), codifica una proteína PRP (del ingés ‘proline-rich 
protein’), que puede funcionar como andamiaje para la deposición de ligninas y que se ha 
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relacionado con el remodelamiento de paredes celulares (Györgyey et al., 1997) y en 
procesos de cicatrización de heridas (Yasuda et al., 1997), aumentó en respuesta al frío, 
sugiriendo una posible función de reparación del daño celular causado por las bajas 
temperaturas.  

 
Distintos estudios han puesto de manifiesto el papel protector del etileno en el 

desarrollo de ‘daños de frío’ en los frutos cítricos. A nivel molecular, se observó que los 
niveles de mRNA de un receptor del etileno tipo ERS (CERS) aumentaban en el flavedo de 
frutos de mandarina ‘Fortune’ expuestos a 2,5 ºC, pero no a 12 ºC. El acondicionamiento 
térmico de 3 días a 37 ºC disminuyó los niveles del transcrito aunque éstos incrementaron 
de nuevo al transferir los frutos al frío (Cubells, 1998). Posteriormente, Zacarías et al. 
(2003) mostraron que la exposición al frío de frutos de esta misma variedad de mandarinas 
producía un aumento del nivel de acumulación relativa de los transcritos de ACO y ACS2, 
fundamentalmente en las zonas de tejido afectadas por el frío, lo que explicaría el aumento 
observado en la actividad enzimática ACO y en la producción de etileno. Recientemente se 
ha comprobado en frutos de pomelo que un tratamiento de acondicionamiento a altas 
temperaturas (agua caliente a 62 ºC 20 s) seguido de la exposición al frío, disminuye la 
expresión del gen EIN2, que participa en la transducción de la respuesta al etileno 
(Sapitnitskaya et al., 2006). Estos resultados sugieren que el etileno podría ser un marcador 
del daño cuando los frutos se almacenan directamente en frío.   

 
Además del etileno, se ha comprobado que algunos genes que participan en la 

síntesis de poliaminas pueden ser regulados por el frío, como por ejemplo un gen que 
codifica una espermidina sintasa en raíces de plantas de arroz (Imai et al., 2004) o en 
plántulas de A. thaliana  (Kasukabe et al., 2004). Sin embargo, hasta el momento no existe 
ningún estudio a nivel molecular que relacione esta familia de reguladores con la tolerancia 
al frío en los frutos cítricos. 

 
La exposición de las plantas a condiciones de estrés, aunque en general disminuye la 

tasa de síntesis de proteínas de la célula, induce la síntesis de nuevas proteínas que 
protegerían los tejidos frente al daño causado por dicho estrés (Sachs y Ho, 1986). 
Numerosos estudios indican que la exposición a altas temperaturas no letales induce la 
expresión de HSPs (del inglés ‘heat-shock proteins’) o proteínas de choque térmico, que se 
han relacionado con la protección frente a temperaturas extremas de calor y de frío 
(Vierling, 1991). Durante muchos años, el efecto protector del calor frente al frío se 
relacionó fundamentalmente con la inducción y mantenimiento de estas proteínas. Así, se 
sugirió su implicación en la tolerancia al frío inducida por los tratamientos de 
acondicionamiento a altas temperaturas en tejidos de pepino (Lafuente et al., 1991; Jennings 
y Saltveit, 1994), tomate (Lurie y Klein, 1991; Sabehat et al., 1996; Kadyrzhanova et al., 
1998), aguacate (Woolf et al., 1995), fresas (Ledesma et al., 2004) y manzana (Wang et al., 
2001). Es interesante señalar que algunas de estas proteínas se encuentran asociadas a 
membranas celulares como varias sHSP y HSP70 en maíz (Cooper y Ho, 1987), o la 
proteína HICT2 en frutos de tomate (Sabehat et al., 1998a), por lo que se ha sugerido su 
posible implicación en la protección y mantenimiento de las proteínas de membrana 
durante la exposición a temperaturas extremas de calor o de frío (Jinn et al., 1993). 
Asimismo, se ha comprobado que la acumulación de estas proteínas también puede 
producirse en respuesta a las bajas temperaturas. Por ejemplo, la exposición al frío en 
plantas de A. thaliana, espinaca, arroz y Brassica napus aumenta los niveles de los transcritos 
de genes que codifican  diversos miembros de esta familia de proteínas (Neven et al., 1993; 
Pareek et al., 1995; Krishna et al., 1995; Sung et al., 2001; Seki et al., 2002). Otros estudios 



                                                                                                                                                             INTRODUCCIÓN 

  25 

realizados en patata (Berkel et al., 1994) y tomate (Li et al., 1999), han sugerido que la 
acumulación de estas proteínas en respuesta al frío no evita la aparición de ‘daños de frío’ 
aunque podría minimizar la severidad de los mismos. Por otro lado, se ha comprobado que 
otros tratamientos que también inducen tolerancia al frío pueden activar la expresión de 
genes que codifican HSPs. Así por ejemplo, Ding et al. (2001) observaron que el 
tratamiento con jasmonato de metilo o con salicilato de metilo en frutos de tomate, que 
disminuye la incidencia y desarrollo de ‘daños de frío’, produjo una acumulación de los 
transcritos de genes que codifican diversos miembros de esta familia de proteínas. 
Asimismo, numerosos estudios han puesto de manifiesto que la sobreexpresión o represión 
de genes que codifican HSPs puede modificar el grado de termotolerancia. Así, la represión 
de un gen que codifica una HSP100 disminuye la tolerancia a la congelación en plantas de 
A. thaliana y plántulas de sorgo (Howarth y Skot, 1994) y la sobreexpresión de un gen que 
codifica una sHSP (HSP17.7) aumentó la termotolerancia de una suspensión celular de 
frutos de zanahoria (Malik et al., 1999). Además, se ha comprobado que la sobrexpresión de 
factores de transcripción que regulan positivamente la expresión de genes que codifican 
HSPs (HSF, del inglés ‘heat shock factor’), como HSF1 o HSF3 en plantas de A. thaliana, 
aumenta el nivel basal de los niveles de estas proteínas en situaciones de no estrés 
incrementando el grado de termotolerancia basal, lo que podría conferir una mayor 
protección cuando las plantas se exponen a temperaturas extremas de calor y frío (Lee et al., 
1995; Prandl et al., 1998). Asimismo, la sobreexpresión de un gen que codifica un HSF de 
A. thaliana en semillas de tomate aumentó la tolerancia al calor y al frío lo que apoya la idea 
de la implicación de estas proteínas en el proceso de adquisición de termotolerancia en las 
plantas (Li et al., 2003) 

La inducción de HSPs en respuesta a la exposición a altas temperaturas en los 
frutos cítricos ha sido documentada. Rozenzvieg et al. (2004) comprobaron en frutos de 
pomelo ‘Star Ruby’ que el acondicionamiento en baños de agua caliente a 62 ºC durante 
20s inducía un aumento en los niveles de mRNA de 4 genes que codifican HSPs, 
manteniéndose niveles elevados de tres de ellos durante el almacenamiento en frío y 
solamente uno se indujo por exposición al frío ‘per sé’. Además, estos autores observaron 
que cuando los frutos acondicionados se almacenaban a 20 ºC, los niveles de los transcritos 
de estos 4 genes disminuían a las 48 h y que era necesaria la combinación específica del 
calor y frío para mantener constantes los niveles inducidos en respuesta al calor. 
Recientemente se ha identificado en frutos de esta variedad de pomelos dos genes que 
codifican HSPs, que como en el caso anterior, se inducían en respuesta al calor durante el 
mismo tratamiento de acondicionamiento a altas temperaturas y se mantenían 
posteriormente durante el almacenamiento a 2 ºC, aunque su expresión no varió en 
respuesta a un tratamiento de 7 días a 16 ºC, que también induce aclimatación al frío en 
esta variedad de frutos cítricos (Sapitnitskaya et al., 2006). Estos resultados y los anteriores 
sugieren que esta familia de genes regulados por el calor y la combinación de calor y frío 
podrían formar parte del conjunto de mecanismos que confieren tolerancia al frío en los 
frutos cítricos. Sin embargo, estos genes no fueron aislados por Sanchez-Ballesta et al. 
(2003) en la genoteca substractiva de flavedo de frutos de mandarina ‘Fortune’ 
acondicionados y almacenados en frío. Este resultado podría estar relacionado con la 
naturaleza transitoria de la acumulación de mRNA HSP en los cítricos. No obstante, la 
reducción del tiempo de exposición al calor disminuyó la eficacia reduciendo los ‘daños de 
frío’ lo que indicaría que este proceso de adquisición de tolerancia al frío no está limitado 
por esta familia de proteínas en los cítricos.  

 
La implicación de genes que codifican proteinasas en respuesta al estrés de frío ya 

se ha demostrado en algunos frutos como el tomate, y se han relacionado con funciones de 
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degradación de proteínas desnaturalizadas durante la exposición a bajas temperaturas y con 
procesos de muerte celular (Orth et al., 2000). En los frutos cítricos, Sanchez-Ballesta et al. 
(2003) observaron la inducción de un gen que codifica una ubiquitin proteínasa en 
respuesta al frío cuya expresión aumentó claramente durante el almacenamiento a 2 ºC en 
los frutos de mandarina ‘Fortune’ sin acondicionar, con el desarrollo de los daños. 
Posteriormente, Lliso et al. (2007) observaron que la exposición al frío en frutos de tangor 
incrementaba la actividad de una cistein proteasa en el albedo (Lliso et al., 2007). 

 
Aunque en la bibliografía se ha descrito el papel regulador de los factores de 

transcripción en las respuestas de defensa de las plantas frente a diferentes situaciones de 
estrés biótico y abiótico, incluido el frío (Heino y Palva, 2003; Yamaguch-Shinozaki y 
Shinozaki, 2006), existe poca información relacionada con su implicación en la tolerancia 
de frutos cítricos a este estrés cuando se almacenan durante periodos largos a bajas 
temperaturas para su conservación. En el trabajo realizado por Sanchez-Ballesta et al. 
(2003), uno de los cambios más relevantes observados entre los genes que se inducían en 
respuesta al curado y cuya expresión se mantenía una vez transferidos los frutos a las bajas 
temperaturas, o en respuesta a la combinación de calor y frío, correspondió a un grupo de 
tres factores de transcripción. El primero de  estos genes codifica un factor TFIIB,  
imprescindible para el inicio de la transcripción por la RNA polimerasa II en eucariotas y 
que forma parte del complejo TFIID (Pan et al., 2000). La expresión de este gen se indujo 
por el curado y su expresión fue mayor en los frutos curados que en los no curados durante 
los 7 primeros días de almacenamiento en frío. Además, la expresión de este gen no 
aumentó en respuesta al frío. Los otros dos genes que codifican dos miembros de la familia 
WRKY, específica de plantas, no modificaron el nivel de acumulación de sus transcritos en 
respuesta al calor ‘per sé’ aunque el curado potenció su expresión durante el 
almacenamiento de los frutos a 2 ºC. Aunque diferentes investigaciones indican que 
algunos miembros de esta familia de factores de transcripción pueden estar implicados en 
la regulación de procesos del desarrollo y de la senescencia, y pueden regular la expresión 
de una gran variedad de genes de defensa de las plantas frente a situaciones de estrés 
biótico y abiótico (Hinderhofer y Zentgraf, 2001; Dong et al., 2003; Ulker y Somssich, 
2004; Qiu et al., 2004; Eugelm et al., 2005), existe poca información acerca de su 
implicación en la tolerancia de los sistemas vegetales al frío (Rizhsky et al., 2002; Sanchez-
Ballesta et al., 2003; Narusaka et al., 2004; Marè et al., 2004). En los frutos cítricos, éste fue 
el primer trabajo que sugirió su participación en el mecanismo que confiere tolerancia al 
frío inducido por la exposición a altas temperaturas previa al almacenamiento en frío.  

4. Mecanismos relacionados con el desarrollo del ‘colapso de la corteza’ y con el 
efecto beneficioso del tratamiento con etileno reduciendo la alteración 

4.1. Bases fisiológicas y bioquímicas 

Hoy por hoy son pocos los estudios llevados a cabo para entender las bases 
fiosiológicas y los mecanismos bioquímicos asociados al desarrollo del ‘colapso de la 
corteza’. Alférez y Zacarías (2001) en ‘Navelate’ y posteriormente Alférez et al. (2003) en 
‘Navelina’, propusieron un modelo que explica el efecto que tienen los cambios de baja a 
alta HR en el estado hídrico de las células del flavedo y el albedo de frutos deshidratados y 
transferidos a cámaras de almacenamiento con alta HR y que conducen a la aparición de 
síntomas de daño característicos de esta alteración. Según estos autores, cuando se dan 
condiciones de estrés hídrico se genera una diferencia de presión de vapor de agua entre la 
atmósfera  y las células de la corteza del fruto generándose un flujo de vapor de agua a 
favor de un gradiente de concentración desde las células del exocarpo (flavedo) y 
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endocarpo (albedo) hacia el exterior. Cuando se produce la transferencia a elevada HR se 
invierte  este flujo de vapor de agua y las células del flavedo y albedo se convierten en 
células que demandan agua. Las células más superficiales de la corteza del fruto (flavedo), 
como en cualquier sistema de intercambio de materia, se rehidratan más rápidamente que 
las situadas en la parte interna que demandan agua a las primeras. Como consecuencia, la 
fuerza de succión de las células del albedo provocaría el colapso de las células 
subepidérmicas adyacentes en el flavedo, lo que concuerda con los resultados observados 
por Agustí et al. (2001) que mostraron que el inicio de esta alteración en la zona de 
transición del flavedo y el albedo, hecho que ha sido confirmado posteriormente por otros 
autores (Alférez y Burns, 2004). Además, a medida que aumenta el grado de deshidratación 
del fruto antes de su transferencia a elevada HR, la capacidad con que las células recuperan 
su estado hídrico disminuye lo que potenciaría la severidad de los síntomas (Alférez et al., 
2003).   

Algunos autores han asociado la incidencia de esta alteración con anomalías en el 
contenido o morfología  de las ceras epicuticulares de la corteza que podrían favorecer la 
deshidratación de los frutos (Albrigo y Brown, 1970; Schulman y Monselise, 1970; Albrigo, 
1972a; Albrigo, 1972b). Sin embargo, el papel de las ceras epicuticulares en la 
susceptibilidad de los frutos cítricos al ‘colapso de la corteza’ es todavía desconocido.  
Agustí et al. (2001) no encontraron diferencias en la morfología de la cutícula (espesor y 
contenido en ceras epicuticulares) ni en la permeabilidad de la misma entre células dañadas 
e intactas a pesar de producirse una pérdida de agua en las áreas de tejido afectado. 
Tampoco se encontró relación entre el contenido total de ceras epicuticulares y la 
susceptibilidad de las naranjas ‘Navelina’ a desarrollar esta alteración (Sala et al., 1992b). No 
obstante, se observó que el contenido de ceras ‘duras’, que se fracturan más fácilmente que 
las ceras ‘blandas’ (Albrigo, 1972a) era mayor en frutos de ‘Navelina’ que presentaban más 
daños (Sala et al., 1992b),  hecho que fue confirmado por microscopía electrónica de 
barrido (Sala, resultados no publicados). Además, El-Otmani et al. (1989) observaron que  
la severidad del ‘colapso de la corteza’ en naranjas ‘Valencia’ estaba relacionado con el 
contenido de ceras amorfas y fue mayor cuando estas se rompían.  

 
El etileno juega un papel importante en la tolerancia de los frutos cítricos a las 

condiciones que favorecen esta alteración. Se ha comprobado que se produce un 
incremento en la tasa respiratoria y en la producción de etileno que precede a la aparición 
de los primeros síntomas. Dichos incrementos son transitorios por lo que se ha sugerido 
que están más asociados con los cambios de turgencia y el daño celular provocado por la 
variación del potencial hídrico, que con el progreso de síntomas del ‘colapso de la corteza’ 
(Alférez et al., 2003). Estos autores sugieren además, que el etileno podría ser un buen 
marcador del grado de susceptibilidad de los frutos al desarrollo de dicha alteración 
fisiológica ya que se ha observado que la producción de esta hormona en el momento de la 
recolección es mayor en frutos sometidos a condiciones climáticas que favorecen su 
incidencia. Por otro lado, se ha comprobado que el acondicionamiento de naranjas 
‘Navelina’ y ‘Navelate’ con esta hormona reduce la incidencia y el desarrollo de síntomas de 
este desorden fisiológico (Lafuente y Sala, 2002; Cajuste y Lafuente, 2007) y que la 
aplicación de 1-MCP a concentraciones superiores a 1000 μg L-1

 puede favorecer su 
incidencia en algunos cultivares como mandarinas (Dou et al., 2005). Los mecanismos por 
los cuales el etileno protege a los frutos cítricos frente a esta alteración son todavía poco 
conocidos. Se ha postulado que la eficacia del tratamiento de acondicionamiento con 
etileno podría estar relacionada en parte con su efecto sobre la actividad PAL y la síntesis 
de compuestos subsiguientes del metabolismo de fenilpropanoides, así como sobre la 
actividad de la enzima POD que puede favorecer la eliminación de ROS o participar en la 
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síntesis de ligninas (Cajuste y Lafuente, 2007). Estos autores observaron que la actividad 
PAL y el contenido de fenoles totales y de ligninas aumentaban en el flavedo de naranjas 
‘Navelate’ no acondicionadas con etileno, que desarrollaron la alteración, mientras que en el 
albedo, que presentaba una actividad PAL más baja, el contenido de fenoles apenas 
cambiaba y el de ligninas disminuía a pesar de aumentar la actividad de la enzima al 
manifestarse el daño. Además, observaron que la actividad POD soluble o unida a pared 
disminuía en ambos tejidos. En vista de estos resultados sugirieron que los incrementos en 
PAL y en los metabolitos subsiguientes podían reflejar una demanda de fenilprropanoides 
para reducir la incidencia del ‘colapso de la corteza’, mientras que la falta de capacidad del 
albedo para incrementar la actividad POD o la concentración de dichos metabolitos 
secundarios podría contribuir a la susceptibilidad de los frutos a desarrollar la alteración. 
Además, Sala et al. (2005) observaron que el máximo de actividad de la enzima PAL en el 
flavedo se producía inmediatamente después del mayor aumento en la producción de 
etileno de forma paralela a la aparición de los primeros síntomas de daño. Estos autores 
comprobaron también que el incremento en etileno y en la actividad PAL era mayor en 
frutos de ‘Pinalate’ almacenados a 12 ºC que en frutos de ‘Navelate’, lo que podría estar 
asociado con que el daño fue mayor en el mutante (Sala et al., 2005; Alférez et al., 2005a). 
Cajuste y Lafuente (2007) comprobaron que el acondicionamiento de los frutos con etileno 
aumentó la actividad PAL en ambos tejidos y que este incremento fue transitorio y mayor 
en el albedo que en el flavedo. En ambos casos, la actividad PAL observada en los frutos 
tratados con la hormona fue superior a la de los frutos sin acondicionar. Asimismo, el 
acondicionamiento con etileno disminuyó la caída de la fracción soluble de la POD en 
ambos tejidos, y en el flavedo, aumentó transitoriamente el contenido de fenoles y ligninas 
mientras que en el albedo retrasó la caída en el contenido de fenoles y evitó la disminución 
en el contenido de ligninas. Estos cambios en la actividad de las enzimas PAL y POD así 
como en el contenido de fenoles y ligninas y de los subsiguientes metabolitos podrían ser 
en parte responsables del efecto beneficioso del acondicionamiento de los frutos con 
etileno reduciendo el ‘colapso de la corteza’, aunque sería necesaria la participación de otras 
rutas metabólicas para explicar su eficacia.  

Teniendo en cuenta que el etileno incrementa los niveles de ABA en el flavedo de 
los frutos cítricos (Goldschmidt et al., 1973; Lafuente et al., 1997) y que esta hormona a su 
vez, se ha relacionado con la protección de las plantas frente a condiciones de estrés 
hídrico (Zeevart y Creelman, 1988), Lafuente y Sala (2002) estudiaron si el efecto 
beneficioso de la aplicación de etileno en la reducción del grado de incidencia del ‘colapso 
de la corteza’ podría estar relacionado con el incremento de los niveles de ABA. Así, 
comprobaron que la concentración de ABA aumentaba considerablemente en frutos de 
‘Navelina’ tratados con distintas concentraciones de etileno que protegían al fruto frente al 
‘colapso de la corteza. Sin embargo, no encontraron diferencias en los niveles inducidos de 
ABA por las distintas concentraciones de etileno ensayadas a pesar de que la eficacia del 
tratamiento con etileno aumentaba con la concentración aplicada y la duración del mismo. 
Asimismo, estos autores observaron que la concentración de ABA disminuía notablemente 
al transferir los frutos al aire y que no habían diferencias  en la concentración de ABA entre 
los frutos tratados y no tratados con etileno. Tampoco encontraron diferencias entre el 
contenido de ABA de frutos almacenados a baja  y alta HR a pesar de que los almacenados 
a baja HR presentaron menos daño. Por otro lado, observaron que el almacenamiento a 
2 ºC de frutos de esta misma variedad disminuyó los niveles de ABA a pesar de que éstos 
presentaron un índice de daño menor al de los frutos almacenados a 22 ºC. Este conjunto 
de resultados indicó que el incremento en ABA no era limitante en el efecto beneficioso del 
etileno reduciendo el ‘colapso de la corteza’. Sin embargo, la mayor tendencia a la 
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deshidratación del mutante ‘Pinalate’ , deficiente en ABA, se ha relacionado con su elevada 
susceptibilidad a desarrollar ‘colapso de la corteza’ (Alférez et al., 2005a). 

 
Diversos estudios en plantas han relacionado el daño causado por estrés hídrico 

con el aumento de ROS (Senaratna et al., 1985). La implicación de estas especies en el 
desarrollo del ‘colapso de la corteza’ no se ha demostrado hasta el momento. No obstante, 
distintos trabajos sugieren la implicación del sistema antioxidante en la tolerancia de los 
frutos cítricos al desarrollo de esta alteración fisiológica (Sala y Lafuente, 2004; Sala et al., 
2005). Así, se ha sugerido que las enzimas SOD y CAT podrían estar implicadas en la 
mayor tolerancia al desarrollo del ‘colapso de la corteza’ que presentan los frutos de 
‘Navelate’ respecto a los de ‘Pinalate’ (Sala et al., 2005). Además, la actividad de ambas 
enzimas así como la de la GR y APX fue mayor en frutos de naranja ‘Navelina’ expuestos 
continuamente a condiciones de HR (55-60%) que en los almacenados a alta HR que 
presentaron un mayor índice de daño (Sala y Lafuente, 2004). Por otro lado, se ha 
comprobado que el acondicionamiento de los frutos con etileno (10 μL L-1), que fue muy 
efectivo reduciendo el ‘colapso de la corteza’, aumentó significativamente la actividad GR 
en frutos de ‘Navelina’ (Sala y Lafuente, 2004) y como se ha mencionado, también la 
actividad de la enzima POD y el contenido de fenoles totales, que constituyen la mayor 
proporción de compuestos antioxidantes en la piel de los frutos cítricos (Manthey, 2004), 
en el flavedo de naranjas ‘Navelate’ (Cajuste y Lafuente, 2007). Por otro lado, datos 
recientes que indican que el incremento en la actividad fosfolipasa A (PLA), que se origina 
como consecuencia de la exposición de mandarinas ‘Fallglo’ y naranjas ‘Navel’ a cambios 
bruscos de humedad favorece el ‘colapso de la corteza’ (Alférez et al., 2008). Teniendo en 
cuenta que el aumento de ROS favorece la peroxidación de lípidos de membrana, el 
conjunto de estos resultados apoyan la idea de que el estrés oxidativo está implicado en el 
desarrollo y severidad de esta alteración fisiológica en los frutos cítricos.   

 
Por último, la implicación del metabolismo de carbohidratos en la incidencia del 

‘colapso de la corteza’ ha sido objeto de estudio ya que estos compuestos participan en la 
respuesta de defensa de los frutos cítricos frente a la deshidratación (Hockema y 
Etxeberria, 2001). Holland et al. (2005) observaron en frutos de naranja maduros recién 
cosechados del mutante deficiente en ABA ‘Pinalate’, con tendencia a la deshidratación, un 
mayor contenido en sacarosa respecto a frutos de ‘Navelate’, más tolerantes al ‘colapso de 
la corteza’, mientras que los niveles de azúcares reductores fueron similares en ambos 
cultivares. Por otro lado, comprobaron que el tratamiento de curado (3 días a 37 ºC), que 
no reduce la incidencia del ‘colapso de la corteza’, incrementa la concentración de sacarosa 
aunque no se observaron diferencias significativas entre frutos de naranja ‘Pinalate’ y 
‘Navelate’ acondicionados y sin acondicionar, almacenados a 12 ºC. Asimismo, en este 
estudio no se encontró ninguna relación entre los niveles de azúcares reductores o de 
almidón con la susceptibilidad de los frutos cítricos a desarrollar esta alteración. Estos 
resultados y los anteriores indican que los azúcares solubles y el almidón no parecen tener 
un papel relevante en la susceptibilidad de los frutos cítricos a desarrollar el ‘colapso de la 
corteza’. 

4.2. Bases moleculares 

Hoy por hoy no se conocen las bases moleculares relacionadas con la incidencia y el 
desarrollo del ‘colapso de la corteza’ en los frutos cítricos que puedan explicar las 
diferencias en la susceptibilidad a desarrollar dicha alteración entre diversas variedades. En 
un trabajo en el que se construyó una biblioteca de cDNA a partir de tejido de flavedo de 
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mandarinas ‘Fortune’ almacenadas en frío se aisló un gen Crcor15 que codifican una 
dehidrina (Sanchez-Ballesta et al., 2004) y un gen que codifica una proteína transportadora 
de lípidos (LTP) (Sanchez-Ballesta, 1998). Un análisis Northern reveló que los niveles de 
expresión de estos genes en frutos recién cosechados de naranjas ‘Navelate’ eran muy 
inferiores respecto a los encontrados en ‘Pinalate’ y que estos niveles aumentaban durante 
el almacenamiento a 12 ºC en frutos de ambas variedades de naranja, siendo dicho 
incremento mayor en la variedad más susceptible al ‘colapso de la corteza’ (‘Pinalate’). 
Resultados similares se obtuvieron al estudiar los cambios de expresión del gen FPAL2 
cuya expresión aumentó al producirse esta alteración. La expresión de otros genes aislados 
de esta genoteca de frío que codificaron una proteína homóloga a una acil transferasa (3c1) 
y una proteína β-1,3 glucanasa de carácter ácido (CrGlcQ) aumentaron transitoriamente su 
expresión en frutos de ‘Pinalate’, alcanzando un máximo a los 14 días de almacenamiento a 
12 ºC, disminuyendo posteriormente hasta niveles indetectables. Dicho incremento fue 
muy superior al observado a los 14 días en ‘Navelate’ (Sanchez-Ballesta, 1998; Sanchez-
Ballesta et al., 2008). Estos resultados sugirieron que ambos genes podría ser buenos 
marcadores de la susceptibilidad de los frutos cítricos al desarrollo del ‘colapso de la 
corteza’. Además, se comprobó que el aumento de la expresión del gen CrGlcQ fue paralelo 
al mayor incremento en la producción de etileno y precedió a la aparición de síntomas de 
daño (Sanchez-Ballesta et al., 2008). Este mismo gen ya había sido relacionado 
anteriormente con el daño celular producido por el estrés de frío en frutos de mandarina 
‘Fortune’ (Sanchez-Ballesta et al., 2006) lo que sugiere la participación de estas proteínas PR 
en el desarrollo de daños celulares en los frutos cítricos. El estudio de cambios de 
expresión de 5 genes que codifican PLA puso de manifiesto que la expresión de 3 de ellos 
(CsPAT2, CssPLA2α y CssPLA2β ) aumentaba con el desarrollo del ‘colapso de la corteza’ 
como consecuencia del cambio del estatus hídrico en frutos de mandarinas ‘Fallglo’ al igual 
que la actividad de la enzima PLA2; mientras que la expresión de los  genes CsPAT2 y 
CsPAT3 aumentaba en las zonas necrosadas  o en estados avanzados de la alteración, 
respectivamente (Alférez et al., 2008). 

Por otro lado, la construcción de una biblioteca substractiva de cDNA a partir de 
flavedo de frutos ‘Navel’ que presentaban daños o no en la piel  puso de manifiesto que la 
expresión de 4 genes que codifican proteínas de unión a Ca2+, una cistein proteinasa,  una 
expansina y un factor de transcripción NAC era mayor en el tejido dañado que en el no 
dañado (Gao et al., 2006). Desafortunadamente, los autores no describen el origen ni la 
morfología de este daño por lo que no hay seguridad de que corresponda a la alteración 
fisiológica ‘colapso de la corteza’ objeto de este estudio. En un estudio posterior, se 
demostró que  el factor de transcripción NAC aislado de esta genoteca se inducía de forma 
transitoria por la aplicación de altas concentraciones de etileno (600 μg L-1) y en respuesta a 
condiciones de estrés como la herida y condiciones de anoxia (Gao et al., 2006; Fan et al., 
2007). Aunque se ha sugerido que la exposición a bajas concentraciones de O2 puede 
potenciar la incidencia del ‘colapso de la corteza’ (Petracek et al., 1998a), se comprobó que 
la expresión de este gen no se modificaba al tratar los frutos con un 3% de O2 durante un 
periodo de 24 h (Fan et al., 2007). Los resultados de este trabajo sugirieron que este factor 
de transcripción podría estar implicado en la ruta de señalización del etileno como ya se 
había propuesto para su homólogo en A. thaliana (He et al., 2005).  

Los mecanismos moleculares que se inducen en respuesta al tratamiento con etileno 
y que serían responsables de su efecto beneficioso en la reducción de esta alteración son 
desconocidos. Conviene señalar, sin embargo, que existen diferentes trabajos que han 
examinado las respuestas moleculares de los frutos cítricos al tratamiento con etileno y se 
han descrito conjuntos de genes con funciones muy diversas regulados a nivel 
transcripcional por esta hormona (Jacob-Wilk et al., 1999; Katz et al., 2004; Rodrigo y 
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Zacarias, 2007; Fujii et al., 2007). Recientemente en frutos maduros de mandarina (Citrus 
unshiu Marc.) tratados con altas concentraciones (100 μL L-1) de etileno durante 72 h, se ha 
realizado un estudio molecular mediante la técnica de micromatrices de cDNA que ha 
permitido identificar un total de 1493 genes regulados a nivel transcripcional por esta 
hormona (Fujii et al., 2007). Estos autores encontraron que la expresión de genes de 
funciones muy diversas, como algunos relacionados con la fotosíntesis, biogénesis de 
cloroplastos, metabolismo de hidratos de carbono, metabolismo de pared celular así como 
diversos factores de transcripción, algunos de ellos posiblemente responsables de los 
cambios observados durante la maduración de los frutos cítricos, se modificaban en 
respuesta al etileno. Es interesante señalar que más de la mitad de los mismos reprimían su 
expresión en respuesta al etileno exógeno aplicado. 

5. Situación actual y perspectivas futuras en el estudio transcriptómico del genoma 
de cítricos en España 

La presente revisión bibliográfica pone de manifiesto que en cítricos hoy por hoy 
todavía no se dispone de un marco que nos permita abordar de forma global el estudio de 
los mecanismos moleculares que puedan explicar los cambios que tienen lugar en las 
diversas etapas de su desarrollo así como las respuestas que se producen en situaciones de 
estrés biótico y abiótico, tanto en campo como durante la postcosecha, y que pueden 
originar diferentes alteraciones en los mismos. El desarrollo de nuevas técnicas moleculares 
y bioinformáticas, unido a la disminución de los costes de secuenciación, ha permitido 
desarrollar grandes colecciones de genes con las que se puede evaluar globalmente la 
expresión génica de los mismos y desentrañar cuáles actúan de forma coordinada en una 
determinada ruta metabólica o participan en un mismo proceso biológico. Uno de los 
avances más importantes que se ha realizado en el área de la citricultura ha sido la creación 
del CFGP (Forment et al., 2005). (http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/). Este 
consorcio está integrado por distintos grupos de investigación del Instituto de Biología 
Molecular Celular y de Plantas (IBMCP), del Instituto Valenciano de Investigaciones 
Agrarias (IVIA) y nuestro grupo de Fisiología y Biotecnología de la Postcosecha del IATA. 
El objetivo de este consorcio es el de caracterizar el transcriptoma de los cítricos utilizando 
la mandarina ‘Clemenules’ como modelo. Con este fin se han generado bibliotecas de 
cDNA, tanto estándar como substractiva o normalizadas a partir de tejidos u órganos en 
distintos estadíos de desarrollo o sometidos a diferentes condiciones de estrés biótico y 
abiótico. Actualmente el consorcio cuanta con 53 bibliotecas de cDNA que reúnen un total 
de 27.551 unigenes, 57% ‘singletons’ y 43% ‘contigs’ (Anexo I Tabla 49). A partir de las 
colecciones de ESTs obtenidas se han fabricado tres micromatrices de cDNA, que 
constituyen la herramienta principal en los estudios globales de expresión génica, dos de las 
cuales han sido utilizadas en este trabajo de investigación. La primera de ellas, denominada 
‘micromatriz de primera generación’ o ‘micromatriz 7K’, reúne 12.671 clones que 
representan 6.333 unigenes, procedentes de 15 bibliotecas de cDNA, mientras que la 
segunda, la ‘micromatriz 12k’, contiene 24.288 clones impresos correspondientes a 11.241 
unigenes obtenidos a partir de 40 bibliotecas de cDNA. En el grupo se han generado 5 
bibliotecas de cDNA que incluyen genes que se expresan diferencialmente en respuesta a 
alteraciones postcosecha debidas a la infección por P. digitatum (‘RindPdig24’, ‘PostharvP1’ 
y ‘RindPdigS’) o en respuesta a la exposición de los frutos al calor y a la combinación de 
calor y frío (‘FlavFrSub1’ y ‘FlavCurFr1’). Estos genes fueron incluidos en la micromatriz 
‘12K’ (Figura 3). 
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Figura 3:. Contribución en unigenes (%) de las bibliotecas de cDNA reunidas en el Consorcio Español de 
Genómica Funcional de Cítricos (CFGP). Bibliotecas utilizadas para la construcción de la micromatriz 7K y 
12K. En la construcción de la micromatriz 12K se utilizaron 5 bibliotecas de cDNA construídas en nuestro 
grupo de Fisiología y Biotecnología de la Postcosecha del IATA (□) 
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Los objetivos que se abordan en esta tesis doctoral son: 

 
1. Aislamiento, secuenciación y análisis de un número representativo de ESTs 

mediante la construcción de una biblioteca de cDNA de flavedo de frutos de 
mandarina ‘Fortune’ sometidos a un tratamiento de acondicionamiento térmico a 
37 ºC y almacenados posteriormente en frío.  

2. Estudio de la expresión génica mediante el empleo de micromatrices de cDNA para 
identificar cambios asociados a la tolerancia al frío de los frutos de mandarina 
‘Fortune’ así como otros que pueden participar en el efecto beneficioso del etileno 
en la disminución de la incidencia del ‘colapso de la corteza’ en naranjas ‘Navelate’. 

3. Análisis Northern de factores de transcripción seleccionados de la biblioteca de 
cDNA en respuesta al calor, al frío y a la combinación de calor y frío, y en 
respuesta a la herida en frutos de mandarina de la variedad ‘Fortune’. Asimismo, se 
estudiará su patrón de expresión en respuesta al tratamiento con etileno que reduce 
la incidencia del ‘colapso de la corteza’ en naranjas ‘Navelate’ y en respuesta a la 
aplicación del inhibidor de su acción: 1-MCP.  
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1. MATERIAL VEGETAL. 

El estudio de la tolerancia al frío inducida por el tratamiento de curado, que 
previene la aparición de ‘daños de frío’, y del efecto de los tratamientos con sales de 
metales divalentes o con sistemas que inducen la formación de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) en la incidencia de esta alteración fisiológica, se llevó a cabo con frutos de 
mandarina de la variedad ‘Fortune’ (Citrus clementine Hort. Ex Tanaka x Citrus reticulata, 
Blanco), un híbrido de clementina ‘Fina’ y mandarina ‘Dancy’. Asimismo, el estudio de la 
respuesta a estrés por herida mecánica se llevó a cabo con frutos de esta misma variedad.  

Por otro lado, el estudio del efecto beneficioso del etileno reduciendo la incidencia 
del ‘colapso de la corteza’ se realizó con naranjas del grupo ‘Navel’, concretamente de la 
variedad ‘Navelate’ (Citrus sinensis L. Osbeck).  

Los frutos de mandarina ‘Fortune’ fueron recolectados al azar de árboles adultos de 
la localidad de Burriana (Castellón) durante la campaña 2004-2005, y de la localidad de Liria 
(Valencia) durante la compaña 2005-2006. Además, se utilizó tejido de frutos recolectados 
en una campaña anterior al comienzo de este trabajo (2000-2001) que presentaban un 
índice de ‘daños de frío’ similar como tercera réplica biológica en los análisis de expresión 
mediante hibridación de micromatrices. En las tres campañas, los frutos se recolectaron a 
principios de marzo. Los frutos de ‘Navelate’, procedentes de la localidad de Burriana 
(Castellón), fueron recolectados por las mismas fechas, durante las campañas 2003-2004, 
2004-2005 y 2006-2007. En los frutos de ambas variedades, se procedió a una selección de 
los mismos descartando todos aquellos que presentaban daños mecánicos o causados por 
insectos u hongos, ‘daños de frío’ o ‘colapso de la corteza’, o cualquier otro tipo de 
alteración. 

2. TRATAMIENTOS. 

2.1. Condiciones de almacenamiento y tratamiento de acondicionamiento térmico 
en frutos de mandarina ‘Fortune’. 

Los frutos se dividieron al azar en 3 lotes. El primero se acondicionó durante 3 días 
a 37 ºC y el 90-95% de humedad relativa (HR) (curado) y posteriormente se transfirió a una 
cámara de almacenamiento a 2 ºC (temperatura de ‘daños de frío’) y el 80-85% HR. El 
segundo y tercer lote se almacenaron inmediatamente después de la recolección a 12 ºC 
(temperatura control que no causan ‘daños de frío’) y a 2 ºC respectivamente, y el 80-85% 
HR. El periodo de almacenamiento para los 3 lotes fue de 60 días (Figura 4). 

En cada lote se incluyeron 30 frutos para la evaluación de la incidencia de ‘daños de 
frío’. Por otro lado, para estudiar los cambios de expresión génica asociados con la 
tolerancia al frío a partir de tejido de flavedo, se utilizaron 10 frutos por periodo de 
almacenamiento. Se utilizaron un total de 3 réplicas biológicas, cada una de ellas de frutos 
cosechados en marzo durante tres campañas diferentes. El tejido se separó cuidadosamente 
con un cuchillo de la totalidad del fruto, se congeló en nitrógeno líquido, se trituró en un 
molinillo de café previamente enfriado con nitrógeno líquido y se guardó a -80 ºC para 
posteriores análisis.  
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2.2. Estudio del efecto de tratamientos con metales divalentes en la incidencia de 
‘daños de frío’ en frutos de mandarina ‘Fortune’. 

Teniendo en cuenta que determinados metales divalentes pueden favorecer o 
reducir el estrés oxidativo favoreciendo el efecto Fenton o actuando como cofactores de 
enzimas implicados en los procesos de detoxificación de ROS, se estudió el efecto de la 
aplicación de diferentes sales de metales divalentes en la incidencia de ‘daños de frío’ en 
mandarinas ‘Fortune’. De forma resumida, se estudió el efecto de la aplicación de sales de 
metales divalentes en: 1) frutos recién traídos de campo (RTC) antes de ser almacenados 
durante 30 días directamente en frío (2 ºC); 2) frutos RTC antes del curado y posterior 
almacenamiento durante 30 días en frío; 3) inmediatamente después del curado,  antes del 
almacenamiento durante 30 días en frío; 4) frutos curados y almacenados durante 20 días a 
2 ºC, antes de someterlos a un periodo adicional de almacenamiento en frío de 10 días. 
Adicionalmente, para comprobar la posible fitotoxicidad de los tratamientos ensayados, se 
estudió el efecto de dichos metales en frutos almacenados, después del tratamiento, durante 
30 días a la temperatura que no causa ‘daños de frío’ (12 ºC) (Figura 5). 

Se recolectaron 3150 frutos (campaña 2005-2006), se dividieron en distintos lotes y 
se trataron con distintas concentraciones de sales de metales divalentes antes de ser 
sometidos al tratamiento de curado o al almacenamiento a 2 ºC o a 12 ºC. Los frutos 
sometidos a dichos tratamientos se dejaron secar durante al menos 4 h y se dividieron 
posteriormente en tres lotes conteniendo el mismo número de frutos. El primer lote se 
sometió al tratamiento de curado y posteriormente se almacenó 30 días a 2 ºC. Los otros 
dos lotes se almacenaron también durante 30 días directamente a 2 ºC y a 12 ºC 
respectivamente. Se estudió el efecto de los iones divalentes Fe2+, Cu2+, Zn2+, Mg2+ y Mn2+. 
En los tres lotes, se incluyeron como controles 30 frutos tratados con agua. En todos los 
casos, los tratamientos se realizaron sumergiendo los frutos durante 1 min en bandejas con 
agua o con las sales de estudio disueltas en agua a las concentraciones deseadas. Se 
aplicaron tres concentraciones diferentes de FeSO4.7H2O y CuSO4.5H2O, que en ambos 
casos fueron de 1, 10 y 100 mM. Además, se estudió el efecto del ácido tánico y del 
dietilditiocarbamato de sodio (DETC), agentes quelantes de Fe2+ y Cu2+, respectivamente, 
de forma aislada o en combinación con la sal. En los ensayos que sólo incluían la presencia 
de agente quelante, el ácido tánico se aplicó al 5%, mientras que las concentraciones 
ensayadas de DETC fueron 1, 10 y 100 mM. Además, el ácido tánico al 5% se aplicó en 

 

Figura 4: Condiciones de almacenamiento y tratamiento de acondicionamiento 
térmico a altas temperaturas en frutos de mandarina de la variedad ‘Fortune’. 
RTC: frutos recién traídos de campo; C: frutos curados (3 días 37 ºC); C+F: 
frutos curados y almacenados posteriormente en frío; F: frutos almacenados 
directamente en frío. 
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combinación con el FeSO4.7H2O 10 ó 100 mM y el DETC 100 mM en combinación con 
CuSO4.5H2O 1, 10 ó 100 mM. Por otro lado, se estudió el efecto de la aplicación de 
ZnSO4.7H2O, MnSO4.H2O y MgSO4.7H2O, todos ellos a una concentración 100 mM.  

Con el fin de favorecer la inducción de estrés oxidativo, que podría potenciar la 
incidencia de los ‘daños de frío’, se aplicó una mezcla de diclorohidrato de 1,1’-dimetil-4,4’-
bipiridilo (paracuat, ICI-ZELTIA, S.A.) 1 mM, H2O2 1 mM y Fe2+ 0,1 mM para favorecer 
la formación de radicales hidroxilo (OH•). Dicha mezcla se dejó reaccionar durante 5 min a 
37 ºC antes de ser aplicada a los frutos RTC. Como control adicional al del agua, se 
utilizaron en este caso, frutos tratados con Fe2+ 0,1 mM.  

En este mismo experimento, con el fin de estudiar si el Fe2+ o el Cu2+ revertían el 
efecto beneficioso del curado reduciendo los ‘daños de frío’, otros lotes de frutos se 
sometieron al tratamiento de curado o se almacenaron 20 días en frío tras el curado, antes 
del tratarse con FeSO4.7H2O 1 mM, CuSO4.5H2O 1 mM y agua (controles). Los frutos 
curados y tratados con ambas sales o con agua se transfirieron a 2 ºC y se mantuvieron a 
esa temperatura durante 30 días. De igual modo, los frutos tratados después de ser curados 
y almacenados 20 días en frío, se mantuvieron un periodo adicional de 10 días a 2 ºC 
(Figura 5). 

El número de frutos por tratamiento para estimar la incidencia de los ‘daños de 
frío’ y de posibles efectos fitotóxicos, fue de 30.  

 

 

Figura 5: Tratamientos con sales de metales divalentes y de inducción de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) en frutos de mandarina ‘Fortune’. Se aplicaron sales de Fe2+, Cu2+, Zn2+, Mg2+ 
y Mn2+ de forma aislada o en combinación con agentes quelantes (ácido tánico 5% para Fe2+  y 
DETC 100 mM para Cu2+)  
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En un segundo experimento, tras haber analizado los resultados del primero, se 
estudió el efecto de la aplicación de FeSO4.7H2O y  CuSO4.5H2O a una concentración final 
de 0,1 mM. Además, se estudió el efecto de la aplicación de la sal de Fe2+ tras aplicar un 
agente quelante,  empleándose en este caso ferrocina 1 mM.  

En esta segunda experiencia se confirmó además, el efecto de la mezcla paracuat y 
H2O2 en presencia de Fe2+. En este caso se ensayó el efecto del paracuat y H2O2 a dos 
concentraciones (1 y 10 mM) para una misma concentración de Fe2+ (0,1 mM). Asimismo, 
se estudió el efecto de la aplicación de una mezcla de paracuat y H2O2, ambas a 1 mM, y del 
paracuat 1 y 10 mM en ausencia de Fe2+ en ambos casos. En este experimento los 
tratamientos se aplicaron exclusivamente a los frutos recién recolectados, antes de 
someterlos a cualquier tratamiento térmico. Para cada tratamiento, al igual que en el 
experimento anterior, se emplearon 30 frutos y se utilizaron como controles frutos tratados 
con agua (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Tratamiento con sales de metales divalentes y de inducción de ROS en frutos de 
mandarina ‘Fortune’ acondicionados posteriormente a altas temperaturas y almacenados a 2 ºC, 
almacenados directamente en frío y almacenados a 12 ºC (control).  Se aplicaron sales de Fe2+ y 
Cu2+. Se utilizó ferrocina como quelante del Fe2+. 
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2.3. Estudio de la respuesta a estrés por herida mecánica en frutos de mandarina 
‘Fortune’. 

Los frutos recién traídos de campo se dividieron en dos lotes de 120 frutos. A los 
frutos del primer lote se les practicaron heridas en la superficie con un cepillo de púas 
metálicas a lo largo del eje vertical produciendo alrededor de 9 perforaciones/cm2 de 2-3 
mm de profundidad (CH), y se almacenaron inmediatamente a 22 ºC y el 90-95% HR. Los 
frutos del segundo lote, utilizados como controles, se mantuvieron intactos y se 
almacenaron en las mismas condiciones de temperatura y humedad que los primeros. 
Durante todo el periodo de almacenamiento se hizo pasar una corriente de aire húmedo 
para evitar la deshidratación de los frutos. Periódicamente, a las 4, 8, 13, 24, 48 y 72 h se 
tomaron muestras de 10 frutos de ambos lotes y se separó el tejido de flavedo de la 
totalidad del fruto, se congeló en nitrógeno líquido, se trituró en un molinillo de café 
enfriado con nitrógeno líquido,  y se guardó a -80 ºC para posteriores análisis.  

2.4. Estudio de la tolerancia al ‘colapso de la corteza’ inducida por el 
acondicionamiento con etileno en naranjas ‘Navelate’. 

Los frutos recién cosechados fueron llevados al laboratorio. Diez frutos fueron 
empleados como muestra inicial (RTC), dividiéndose el resto en dos lotes de 120 frutos 
cada uno. El primer lote se trató durante 14 h con 1 μL L-1 de 1-MCP a una temperatura de 
22 ºC en un contenedor de 120 L de 
capacidad herméticamente cerrado en 
presencia de Ca(OH)2 para evitar la 
acumulación de CO2 procedente de la 
respiración de los frutos. El 1-MCP se 
preparó disolviendo la cantidad 
adecuada de producto comercial 
comercial EthylBloc (43% m.a.) (Rohm 
and Haas España, S. A.) en un vial con 3 
mL de H2O a 40 ºC, de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante del 
producto. El segundo lote de frutos se 
almacenó en las mismas condiciones 
pero en ausencia de este inhibidor de la 
acción del etileno. A continuación, el 
lote de frutos sin tratar, se dividió en 
dos grupos de 60 frutos. El primero se 
acondicionó con etileno a una 
concentración de 10 μL L-1 durante 4 días y posteriormente se transfirió a aire durante un 
periodo adicional de 10 días a la misma temperatura y el 90-95% HR. Durante dicho 
periodo se hizo pasar una corriente de aire húmedo para evitar la deshidratación de los 
frutos (Fotografía 1). El resto de frutos se almacenaron durante 14 días directamente en 
aire en las mismas condiciones de temperatura y HR. De forma paralela, se procedió de 
igual modo para los frutos procedentes del tratamiento con 1-MCP, la mitad de los cuales 
se acondicionó con etileno durante 4 días de forma previa al almacenamiento durante 10 
días en aire, y la otra mitad, se almacenó directamente en aire durante 14 días (Figura 7).  

El tratamiento con etileno se realizó inyectando 24 mL de etileno comprimido 
comercial (Acethyl, Air LiquidTM) (50.000 μL L-1 etileno) en un contenedor de 120 L 
herméticamente cerrado. A lo largo de los 4 días de acondicionamiento con etileno, se 
comprobó la concentración de CO2 y de etileno en el interior de los contenedores 

 

Fotografía 1: Frutos de ‘Navelate’ almacenados a 22 ºC 
y el 90-95% HR. Efecto del etileno en la disminución 
de la incidencia del ‘colapso de la corteza’ en naranjas 
‘Navelate’. 
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inyectando una muestra de gas del espacio de cabeza del contenedor en un cromatógrafo 
de gases, comprobándose que la concentración de CO2 era siempre inferior al 0,3% y la del 
etileno de 10,0 ± 0,7 μL L-1. La aplicación de etileno se hizo diariamente después de que los 
contenedores se ventilaran durante 30 min.  

Los frutos de ‘Navelate’ sometidos a los cuatro tratamientos descritos se dividieron 
en dos subgrupos de 30 frutos. El primero sirvió para estimar la severidad del ‘colapso de la 
corteza’ a lo largo del almacenamiento y el segundo, 10 frutos por tratamiento y periodo de 
almacenamiento, para estudiar los cambios en la expresión génica asociados con el 
desarrollo de esta alteración fisiológica y con el efecto beneficioso del etileno reduciendo su 
incidencia. Dicho estudio se llevó a cabo tanto en el flavedo como en el la parte del albedo 
contigua al flavedo, por lo que se separaron ambos tipos de tejidos de la totalidad del fruto 
y se almacenaron a -80 ºC después de haber sido congelados con N2 líquido y triturados 
para posteriores análisis.  

El número de réplicas biológicas empleadas fue de tres. La primera correspondiente 
a frutos recolectados en la campaña 2003-2004, y las otras dos correspondientes a frutos 
procedentes de una misma campaña, 2004-2005, pero procesados de forma independiente.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 7: Diseño experimental de los tratamientos con etileno y/o 1-MCP para 
estudiar la incidencia del ‘colapso de la corteza’ en naranjas ‘Navelate’.  
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3. MÉTODOS. 

3.1. Estimación de daños en la piel. 

a)  Escala visual de ‘daños de frío’ en mandarinas ‘Fortune’. 
El índice de ‘daños de frío’ (IDF) de los frutos acondicionados y no acondicionados 

se calculó de forma periódica a lo largo del almacenamiento. Los ‘daños de frío’, 
caracterizados por la aparición de picado y áreas de color pardo en el flavedo, se evaluó 
estableciendo una escala visual del 0 (sin daño) al 3 (daño severo) de acuerdo con la 
intensidad del manchado. Los frutos se clasificaron de la siguiente forma: 0 = frutos sin 
daño; 1 = daños ligeros; 2 = daños moderados; 3 = daños severos (Figura 8). El IDF se 
calculó a partir del sumatorio del número de frutos pertenecientes a cada categoría 
multiplicado por el valor de la escala correspondiente a cada nivel de daño, todo ello 
dividido por el número total de frutos evaluados (Lafuente et al., 1997). Los resultados se 
presentaron como el valor medio ± el error estándar (S.E.M.).   

 
 
 
 
 
 

 

b)  Escala visual del ‘colapso de la corteza’  en naranjas ‘Navelate’.  
El ‘colapso de la corteza’ se caracteriza por la aparición de depresiones en la piel 

más o menos circulares que suelen presentarse en la zona ecuatorial del fruto y que afecta 
tanto al flavedo como al albedo. Para evaluar la incidencia de este tipo de daños, se 
estableció la siguiente escala visual: 0 = frutos sin daños; 1 = daños incipientes; 2 = daños 
ligeros; 3 = daños moderados; 4 = daños severos (Figura 9). Se calculó el índice de ‘colapso 
de la corteza’ (ICC) a partir del sumatorio del número de frutos pertenecientes a  cada 
categoría multiplicado por el valor de la escala correspondiente a cada nivel de daño, todo 
ello dividido por el número total de frutos evaluados. 

 
 

  

Figura 8: Escala visual de evaluación de ‘daños de 
frío’ en frutos de mandarina ‘Fortune’. 0 = frutos sin 
daño; 1 = daños ligeros; 2 = daños moderados; 3 = 
daños severos.  



MATERIALES Y MÉTODOS   

46 

3.2. Medida de la concentración de CO2 y etileno. 

En el estudio del efecto beneficioso del etileno en la disminución de la incidencia 
del ‘colapso de la corteza’ en naranjas ‘Navelate’, se llevó a cabo un control de la eficacia 
del Ca[OH]2 evitando la acumulación de CO2 en el interior de los contenedores por efecto 
respiratorio de los frutos almacenados en los mismos. Esta concentración se determinó 
diariamente por cromatografía de gases utilizando un cromatógrafo AutoSystem (Perkin-
Elmer) equipado con una columna de Chromosorb® 102 de 1,5 m x 2,0 mm (Supelco) y 
un detector de conductividad térmica (TDC). Las condiciones empleadas fueron las 
siguientes: temperatura del inyector = 160 ºC, temperatura de la columna = 60 ºC, 
temperatura del detector = 180 ºC. La temperatura de la columna fue constante y el flujo 
del gas portador, el helio, fue de 30 mL/min. Por otro lado, durante el tratamiento con 
etileno, se comprobó por cromatografía la concentración de dicho gas en el interior de los 
contenedores. Para ello, se empleó una columna de alúmina activa de 1 m x 2,6 mm 
(Supelco) y un detector de ionización de llama (FID). Las condiciones empleadas fueron las 
siguientes: temperatura del inyector = 160 ºC, temperatura de la columna = 140 ºC,  
temperatura del detector = 180 ºC. Al igual que en el caso anterior, la temperatura de la 
columna se mantuvo constante. Como gas portador se empleó el nitrógeno con un flujo de 
30 mL/min. En ambos casos, se utilizaron 5 réplicas para cada determinación tomando 1 
mL del espacio de cabeza de los contenedores a través del septum con una jeringa 
hipodérmica después de la aplicación de etileno comercial y antes de la apertura de éstos 
para ventilar. Se determinó la concentración de CO2 y etileno a partir del área del pico por 
referencia a un patrón formado por una mezcla de gases de concentración conocida (0,5% 
CO2, 1 μL L-1 etileno y N2 como gas inerte).  

3.3. Extracción de RNA. 

El protocolo que se describe a continuación está basado en el método descrito por 
Ballester et al (2005). El RNA se extrajo de muestras de flavedo de los frutos de mandarina 
‘Fortune’ o muestras de flavedo y albedo de naranjas ‘Navelate’ congeladas a -80 ºC. Para la 
extracción se añadieron 2 g de tejido a una mezcla que contenía 10 mL de tampón de 
extracción (Tris-HCl 200mM pH 8,0, NaCl 400mM, EDTA 50 mM  pH 8,0, Sarkosyl 2% y 
PVP-40 1%), 5 mL de fenol y 100 µL de β-mercaptoetanol previamente calentada durante 

 

Figura 9: Escala visual de la severidad del ‘colapso de la corteza’ en naranjas 
‘Navelate’. 0 = frutos sin daños; 1 = daños incipientes; 2 = daños ligeros; 3 = daños 
moderados; 4 = daños severos. 
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5 min a 65 ºC. A continuación, se homogeneizó con un disruptor Politrón (Kinematica) 
durante 1 min. El extracto se incubó 15 min a 65 ºC con agitación esporádica, y después de 
atemperar las muestras, se añadió 5 mL de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1; v/v) y se 
centrifugó a 3990 x g durante 20 min a 4 ºC. La fase acuosa se volvió a extraer con 5 mL de 
fenol y 5 mL de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1; v/v) y se volvió a centrifugar a 3990 
x g durante 20 min a 4 ºC. Los ácidos nucleicos se precipitaron con 1,5 volúmenes de 
etanol 100% y posterior centrifugación a 27000 x g durante 15 min a 4 ºC. Después de lavar 
el precipitado con etanol al 70%, se disolvió el precipitado con 7,5 mL de TESa (Tris-HCl 
10mM pH 8,0, EDTA 5mM pH 8,0 y Sarkosyl 0,1%) a 65 ºC. A continuación, se añadió 
7,5 mL de agua miliQ estéril y se precipitó el RNA con 5 mL de LiCl 12M y posterior 
incubación a 4 ºC durante al menos 12 h. El precipitado obtenido después de centrifugar a 
27000 x g durante 1 h a 4 ºC, se lavó con etanol al 70%. Para eliminar los polisacáridos se 
lavó el precipitado con 250 µL de acetato de sodio 3 M pH 6,0, se centrifugó durante 5 min 
a 13000 x g a temperatura ambiente y se lavó nuevamente con etanol al 70%. Finalmente, el 
RNA se disolvió con agua estéril, se incubó a 65 ºC durante 15 min y se centrifugó durante 
5 min a 13000 x g a temperatura ambiente, recuperándose únicamente el sobrenadante. 

El RNA se cuantificó mediante determinación de la absorbancia a  230, 260, 280 y 
320 nm. Para comprobar que no se había producido ningún tipo de degradación, se realizó 
una electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). 

3.4. Construcción de una biblioteca de cDNA y análisis de secuencias. 

a)  Biblioteca de cDNA ‘FlavCurFr1’. 
Con el objetivo de tener una muestra representativa de las respuestas tempranas y 

tardías de los frutos al tratamiento de acondicionamiento térmico y a la combinación del 
tratamiento térmico y posterior almacenamiento en frío, la construcción de la biblioteca de 
cDNA se llevó a cabo a partir de poly(A+) RNA de una muestra formada por una mezcla 
proporcionada de RNA de flavedo de frutos de mandarina ‘Fortune’ acondicionados 4 h , 1 
y 3 días a 37 ºC, y de frutos curados y almacenados 1, 3 y 10 días a 2 ºC. Para la 
purificación de poly (A+) se utilizó el kit ‘MicroPoly(A)Purist’ (Ambion) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. La cuantificación del RNA poly (A+) se llevó a cabo con un 
espectrofluorímetro (Fluoroskan Ascent FL. Labsystems) utilizando el fluoróforo 
RiboGreen (Molecular Probes). Además, para comprobar la integridad del RNA poly(A+), 
se llevó a cabo un análisis Northern (véase apartado 3.5) empleando como sonda un 
fragmento amplificado del gen ‘lipid transfer protein’ (LTP), previamente disponible en el 
grupo de trabajo. 

La síntesis del cDNA se realizó  utilizando el kit comercial ‘ZAP-cDNA Synthesis 
Kit’ (Stratagene) siguiendo las instrucciones suministradas en el mismo. En resumen, en 
primer lugar se sintetizó una cadena complementaria de DNA con residuos de cisteína 
metilados mediante retrotranscripción por la enzima transcriptasa inversa, que sirvió de 
molde para la síntesis de la cadena complementaria por la acción de la DNA polimerasa I. 
A continuación, tuvo lugar la adición de los adaptadores EcoRI y su fosforilación, la 
digestión con la enzima de restricción XhoI y finalmente la ligación del inserto al vector 
Uni-ZAP XR, suministrado previamente predigerido con EcoRI y XhoI , mediante la acción 
de la enzima T4 DNA ligasa. Posteriormente, se llevó a cabo el empaquetamiento y la 
transfección con el kit ‘ZAP-cDNA GigapacK III Gold Cloning Kit’ (Stratagene) 
siguiendo las instrucciones del mismo. Para la transfección se utilizó un cultivo de XL1-
Blue-MRF-, en medio LB + Tetracilina (Tet). A partir de la biblioteca primaria se procedió 
a su amplificación por medio de la excisión en masa del fásmido pBluescript que contiene 
el vector Uni-ZAP XR empleándose para ello el fago ‘ExAssistant Helper Phage’ en células 
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de E.coli no supresivas SOLR en medio LB + Ampicilina (Amp). La purificación del 
plásmido se realizó en placas de 96 pocillos con el kit ‘Montage Plasmid Miniprep96’ 
(Millipore) y la secuenciación se llevó a cabo en el ‘Servicio de secuenciación de ADN’ del 
Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas (IBMCP) (http://www.ibmcp.upv.es). 
En la secuenciación de los diferentes clones se utilizaron  dideoxinucleótidos 
(terminadores) marcados con compuestos fluorescentes. La resolución y análisis de los 
productos marcados se realizó en un equipo de secuenciación automática  ABI 3100 
(Applied Biosystems).  

b)  Análisis de secuencias. 
El análisis de las secuencias se realizó con el programa informático Seqtools 

(http://www.dnatools.org/seqtools.html). En primer lugar, los cromatogramas obtenidas 
fueron depurados manualmente para la eliminación de las secuencias del vector y de los 
adaptadores, descartando aquellas secuencias que poseían menos de 50 pb, sin contar los 
nucleótidos correspondientes a la cola poly (A+). En la búsqueda de secuencias homólogas 
se utilizó el algoritmo BLASTX contra un una base de datos de proteínas (GenBank non-
redundant (nr) protein database), fijándose un E-value de 10–5 por encima del cual no se 
consideró significativa la homología de secuencia. Además, se realizó una comparación 
interna de las secuencias de la genoteca para conocer el número de ‘singletons’, es decir 
ESTs que constituyen una copia única del gen en la biblioteca de cDNA, y ‘contigs’ o 
secuencias solapantes pertenecientes a un mismo gen. Identificadas todas las secuencias, se 
procedió a su clasificación. 

La anotación funcional fue realizada por el grupo de bioinformática del CFGP. Para 
ello, se realizó una búsqueda de secuencias homólogas con el algoritmo BLASTX contra la 
base de datos de proteínas de A. thaliana del MIPS (Munich Information Center for Protein 
Sequences, http://mips.gsf.de). La anotación funcional por ontologías génicas (‘Gene 
Ontology’, GO) (http://www.geneontology.org) de cada ortólogo de A. thaliana, fue 
asignada al unigen correspondiente. Por otro lado, los unigenes con ortólogo en A. thaliana 
se clasificaron de acuerdo al modelo propuesto por la base de datos Kegg 
(http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway.html) (Kanehisa et al., 2006). Se les asignó un 
código E.C. lo que permitió identificar las reacciones en donde podían intervenir, así como 
su integración en diversas rutas metabólicas. 

3.5. Análisis Northern. 

a)  Electroforesis y transferencia del RNA membranas de nylon. 
Las muestras de RNA, 8 µg por muestra, fueron desnaturalizadas y separadas 

mediante electroforesis en gel de agarosa (1,2% p/v) conteniendo formaldehído 2,2 M 
(Sambrock et al., 1989). Acabada la electroforesis, se procedió a la transferencia por 
capilaridad de los RNAs a membranas de Nylon Hybond N+ (Amersham Biosciences) 
empleando tampón 20 X SSC (NaCl 3M, citrato sódico 300 mM, pH 7,0) como solución 
de transferencia. El RNA se unió de forma covalente a la membrana irradiando con luz UV 
a 120 mJ/cm2 en un UV Crosslinker (Hoefer). Después de la fijación, se realizó una tinción 
del RNA transferido con azul de metileno al 0,03% en acetato de sodio 300mM pH 5,2, y 
se lavó con agua miliQ para eliminar los restos de colorante de la membrana.  

b)  Preparación de las sondas de DNA. 
Se realizó  una primera amplificación por PCR de los clones seleccionados 

utilizando como molde 1 ng de DNA plasmídico, y los cebadores FOR17 (5’-GTT TTC 
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CCA GTC ACG AC -3’) y REV 17 (5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’), ambos a una 
concentración de 0,4 µM, dNTPs a 0,2 mM y 1 U de la enzima EcoTaq polimerasa 
(Ecogen). El programa utilizado fue el siguiente: 1 ciclo a 94 ºC 3 min, 35 ciclos a 94 ºC 
durante 30 s, 56 ºC durante 45 s y 72 ºC durante 90 s, seguidos de una extensión final a 
72 ºC durante 10 min. Los fragmentos de DNA amplificados se purificaron con el kit 
“High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche). A continuación, se cuantificó el DNA 
purificado con un espectrofluorímetro (Fluoroskan Ascent FL. Labsystems) utilizando el 
fluoróforo RiboGreen (Molecular Probes).  

El marcaje de las sondas se realizó con el isótopo [α-32P]dATP mediante una 
amplificación lineal de la hebra complementaria al mRNA mediante el sistema Strip-EZ 
PCR (Ambion) y los cebadores T7 o T3 en función de la orientación de las sondas. El 
isótopo no incorporado se eliminó por cromatografía en columna MicroSpinTM S-300 HR 
(Amersham Biosciences). Finalmente, se cuantificó la incorporación del isótopo en un 
contador de centelleo líquido (Wallac 1409).  

c)  Hibridación y análisis de datos. 
Los filtros se trataron con el tampón de prehibridación ‘ULTRAhyb Ultrasensitive 

Hybridization Buffer’ (Ambion) en un horno de hibridación a 42 ºC durante un periodo 
mínimo de 2 h. Se añadió a cada tubo las sondas marcadas a una concentración superior a 
1,0 x 106 dpm/mL,  y se incubó a 42 ºC durante al menos 12 h. Acabada la hibridación, se 
lavaron los filtros con  2 X SSC y 0,1% SDS (p/v) pH 7,0 durante 10 min a temperatura 
ambiente y 30 min a 55 ºC con 0,1 X SSC y 0,1% SDS (p/v). Los filtros se expusieron con 
pantallas ‘Imaging Plate’ (Fujifilm) y se densitometraron con un sistema de adquisición de 
imágenes FLA 3000 (Fuji). La cuantificación de las señales de hibridación se realizó con el 
programa Image Gauge V4.0. (Fuji). 

La eliminación de la sonda de los filtros, para poder ser hibridados de nuevo con 
sondas diferentes, se llevó a cabo siguiendo el procedimiento y con los reactivos incluidos 
en el ‘kit’ de marcaje. 

Con el fin de normalizar los resultados obtenidos con las distintas sondas, los filtros 
se hibridaron con un fragmento del gen 26S rRNA de Citrus sinensis (Acc AJ969115), a una 
concentración de 1,0 x 105 dpm/mL previamente disponible en el grupo de trabajo. En 
primer lugar se cuantificó el nivel de intensidad de los pixels dentro del área delimitada 
correspondiente a la banda/s de mRNA para un determinado filtro y sonda utilizada, y por 
otro lado, el del área correspondiente al rRNA para cada filtro y muestra. Se calculó la 
relación entre ambos niveles de intensidad (mRNA/rRNA) para cada muestra, y se asignó 
un valor arbitrario de referencia de 100 al mRNA de la muestra correspondiente a los 
frutos recién traídos de campo (RTC), refiriendo el resto de muestras a ésta. 

3.6. Análisis de la expresión génica diferencial mediante el empleo de 
micromatrices de cDNA. 

a)  Micromatrices de cDNA. 
El análisis de los cambios de expresión génica asociados con la tolerancia al frío, 

adquirida por el tratamiento de curado, en las mandarinas ‘Fortune’, se llevó a cabo con dos 
micromatrices de cDNA diferentes. En primer lugar, se utilizó una micromatriz que 
contenía 12671 clones correspondientes a 6874 unigenes, con un diámetro de sonda de 120 
µm y una concentración entre 100 y 400 ng/µL. El 54% de los clones incluídos en la 
micromatriz correspondían a ‘contigs’, que sumaron un total de 40, el 24% a ‘singletons’, el 
11% eran ESTs cuya secuencia no había sido obtenida hasta el momento, y el 5% restante 
correspondió a secuencias vector o con menos de 20 ó 50 pb. En esta micromatriz de 
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cDNA, que denominamos ‘7K’, se incluyen 96 controles. La segunda micromatriz 
empleada, denominada ‘12K’, contiene 24288 clones, 3% de los cuales correspondían entre 
otros, a controles internos de calibración y a controles negativos. El número de unigenes 
totales fue de 11193, 42% de los cuales pertenecían a ‘contigs’ y 58% eran ‘singletons’. En 
esta micromatriz, cada sonda se representó al menos por duplicado, con un diámetro de 90  
µm y una concentración de 100 ng/µL. Cabe señalar que en la construcción de la 
micromatriz ‘7K’ usada inicialmente no se incluyó ningún clon de la biblioteca de cDNA 
del presente trabajo. Por otro lado, el estudio de la expresión diferencial en respuesta al 
tratamiento con etileno, que reduce la incidencia del ‘colapso de la corteza’ en naranjas 
‘Navelate’, y en respuesta al 1-MCP que bloquea la percepción de esta hormona, se llevó a 
cabo con la micromatriz 12K. 

b)  Diseño experimental. 
En el estudio de la tolerancia al frío en mandarinas ‘Fortune’ se utilizaron 3 réplicas 

técnicas de frutos recolectados en la campaña 2003-2004 para la micromatriz 7k y 3 réplicas 
biológicas procedentes de tres campañas diferentes para la micromatriz ‘12K’). En el 
experimento con ‘Navelate’ se emplearon 3 réplicas biológicas, dos procedentes de una 
misma campaña a partir de frutos recolectados en el mismo periodo pero procesados de 
forma independiente. El número de frutos utilizado para cada réplica biológica fue de 10 
para ambas variedades estudiadas. 

El diseño experimental seguido en los tres casos fue el de ‘referencia común’. En el 
estudio de los ‘daños de frío’, se analizaron cuatro condiciones diferentes: 1) frutos recién 
traídos de campo (RTC); 2) frutos acondicionados 3 días a 37 ºC (C); 3) frutos curados y 
almacenados durante 20 días (‘7K’) o 30 días (‘12K’) a 2 ºC (CF); 4) frutos almacenados 
directamente a 2 ºC durante 20 días (‘7K’) o 30 días (‘12K’) (F). En todos los casos, el RNA 
fue extraído a partir de flavedo de frutos sometidos a tales condiciones. En el estudio de la 
expresión diferencial en respuesta al etileno y/o MCP, se analizaron muestras de RNA de 
flavedo y albedo, de forma independiente, de frutos sometidos a 7 condiciones diferentes: 
1) frutos recién recolectados (RTC); 2) frutos almacenados en aire durante 4 días (4d A); 3) 
frutos almacenados en aire durante 14 días (14d AA); 4) frutos acondicionados con 10 μL 
L-1 de etileno durante 4 días (4d E); 5) frutos acondicionados con 10 μL L-1 de etileno 
durante 4 días y almacenados un periodo adicional de 10 días en aire (14d E-A); 6) frutos 
tratados durante 14 h con 1 μL L-1 de 1-MCP y almacenados durante 4 días en aire (4d 1-
MCP); 7) frutos tratados durante 14 h con 1 μL L-1 de 1-MCP y almacenados 14 días en 
aire (14d 1-MCP-A). Cada una de estas muestras se hibridó junto a una muestra de 
referencia compuesta por una mezcla proporcionada de todas ellas: [RTC + C + CF + F] 
en ‘Fortune’, y [RTC + 4d A + 14d A + 4d E + 14d E-A + 4d 1-MCP + 14d 1-MCP-A] 
en ‘Navelate’. La elección de este tipo de diseño experimental se realizó con la finalidad de 
obtener el máximo posible de señal en el canal Cy3, teniendo en cuenta los criterios de 
normalización empleados.  

c)  Obtención y marcaje del aminoallyl-cDNA. 
Las muestras estudiadas se marcaron con el fluoróforo Cy5 y la de referencia 

común con Cy3. Para ello, se utilizó un método indirecto de marcaje que evita el problema 
de la diferente eficiencia de incorporación, emisión y estabilidad de los fluoróforos. 

El protocolo de síntesis de cDNA y marcaje indirecto está basado en el protocolo 
descrito por Chris Seidel (http://www.pangloss.com/seidel/Protocols/amino-
allylRT.html) y modificado posteriormente por Benjamín Schroeder, Eric Snesrud e Ivana 
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Yang del TIGR (The Institute for Genomics Research; 
http://atarrays.tigr.org/PDF/Aminoallyl.pdf). 

En primer lugar, se realizó una síntesis de cDNA a partir de 30 µg  de RNA 
utilizando como cebador el oligonucleótido Oligo(dT)VN (Invitrogen). Se mezclaron 16,5 
µL de solución de RNA molde con 1 µL de cebador (2,5 µg/µL). La mezcla se incubó a 
70 ºC durante 5 min y se mantuvo posteriormente en hielo durante 1 min. A continuación, 
se adicionaron 12,5 µL de solución que contiene 2 µL de una mezcla de dNTP (7,5 mM 
dATP, 7,5 mM dCTP, 7,5 mM dGTP, 2,5 mM dTTP y 5mM aminoallyl-dUTP) (Sigma), 6 
µL de tampón de primera hebra 5X, 1,5 µL de ditiotreitol (DDT) (Life Technologies), 10 U 
de una enzima inhibidora de ribonucleasas (Invitrogen) y 400 U de la enzima 
retrotranscriptasa Superscript III RT (Invitrogen). La mezcla se mantuvo en un horno de 
hibridación a 50 ºC durante al menos 12 h. Terminada la incubación, se procedió a detener 
la reacción mediante incubación a 70 ºC durante 10 min. Seguidamente, se procedió a la 
hidrólisis del RNA mediante adición de 10 µL de NaOH 1M y 10 µL de EDTA 0,5M pH 
8,0. Tras una incubación a 70 ºC durante 15 min, se neutralizó la reacción con 10 µL de 
HCl 1 M. El aminoallyl –cDNA (aa-cDNA) obtenido se purificó previamente a la unión 
covalente de los fluoróforos Cy5 y Cy3, que reaccionan específicamente con el grupo 
amino del aminoallyl-dUTP (aa-dUTP), a fin de  eliminar los aa-dUTP no incorporados y 
las aminas libres susceptibles de unirse a éstos. En esta fase de purificación en columna se 
siguió el protocolo descrito por Quiagen (MinElute PCR Purification Kit, ‘Quiagen spin 
column protocol’) empleando 5mM K3PO4 pH 8,0 en 80% EtOH como solución de 
lavado y 4 mM K3PO4 pH 8,5 como tampón de elución. 

Para la preparación de los fluoróforos Cy3® y Cy5® (Amersham), se resuspendió un 
vial de cada uno de éstos con 70 µL de DMSO (Fluka) y se distribuyeron en tubos 
eppendorf alícuotas de 4 µL que se centrifugaron en vacío para su secado total y se 
guardaron a 4 ºC en oscuridad y ambiente seco hasta su uso. Para cada reacción, se 
resuspendió cada fluoróforo con 9 µL de Na2CO3 0,1 M pH 9,0 recién preparado, y se 
transfirieron a los tubos que contenían el aa-dUTP. La mezcla se incubó al menos durante 
3 h en oscuridad a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, fue necesaria una 
segunda etapa de purificación a fin de eliminar el fluoróforo no incorporado, por lo que se 
adicionó en primer lugar 35 µL de NaAcO 100 mM pH 5,2 y seguidamente las soluciones 
PB, PE y EB diluído 1:5 del kit de purificación en columna utilizado anteriormente.  

Después de cada etapa de purificación, se cuantificó la cantidad total de aa-cDNA 
sintetizado y la cantidad del aa-cDNA marcado (Cy’s-cDNA). Para ello, se realizó una 
lectura de la absorbancia en placas de 96 pocillos a 260, 550 y 650 nm en un 
espectrofotómetro ‘MultisKan Termo Electron’ y se calculó la concentración teniendo en 
cuenta que los coeficientes de extinción molar son de 150000 y 25000 M-1cm-1 para Cy3 y 
Cy5 respectivamente, y que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 37 ng/µL de 
cDNA. Además, se calculó el porcentaje de nucleótidos marcados (coeficiente FOI) 
considerándose óptimo un porcentaje entre el 20 y el 40% de acuerdo a nuestras 
condiciones de hibridación y características de la micromatriz utilizada. 

A continuación, los tubos eppendorf que contenían 100 µL de Cy’s-cDNA 
purificado, se centrifugaron a vacío donde se concentraron hasta un volumen de 2-3 µL y 
se guardaron a -20 ºC hasta su utilización.  

d)  Hibridación. 
Todas las muestras, marcadas con el fluoróforo Cy5, se hibridaron con una misma 

muestra de referencia que se marcó con el fluoróforo Cy3. 
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Los cristales se prehibridaron con un volumen de 50 mL de solución que contiene 
3X SSC, 0,1% SDS y 0,1 mg/mL de 1% seroalbúmina bovina (BSA; Sigma), a 42 ºC 
durante 1 h. De forma paralela, se adicionó a cada una de las muestras marcadas y 
concentradas el tampón de hibridación compuesto por formamida 25% (AppliChem), 5X 
SSC (Sigma), 0,1% SDS (Ambion) y 0,1 mg/mL DNA de esperma de salmón. La 
cuantificación del cDNA marcado permitió el ajuste de una misma cantidad de pmoles en 
un volumen de 30 µL para la muestra de estudio y su referencia. A continuación, se 
mezclaron 30 µL de cada solución de cDNA marcado con Cy5 y Cy3, y se incubó a 95 ºC 
durante 1 min, se centrifugó a 13000 x g durante 30 s a temperatura ambiente y se dejó 5 
min a temperatura ambiente.  

Finalizada la fase de prehibridación, se lavaron los cristales de forma secuencial en 
H2O miliQ estéril (15 s), isopropanol (2 s) (Panreac) y H2O miliQ estéril (2 s), y se 
centrifugó a 1064 x g durante 10 min. A continuación, los cristales secos se colocaron en las 
cámaras de hibridación (HybChamberTM, GeneMachines) previamente humedecidas y se 
cubrieron con un cubre biselado (Erie Scientific Company). La mezcla de hibridación se 
aplicó por capilaridad, se cerró la cámara y se incubó 16 h en un baño de agua caliente a 
42 ºC. Terminada la incubación, se procedió a lavar de forma secuencial los cristales con: 1) 
solución 2X SSC, 0,1% SDS 3 veces durante 1 s, 5 y 3 min a 42 ºC; 2) solución 0,1X SSC, 
0,1% SDS durante 10 min a temperatura ambiente; 3) solución 0,1X SSC 5 veces durante 1 
min a temperatura ambiente; 4) solución 0,01X SSC durante 5 s a temperatura ambiente. 
Inmediatamente después de los lavados, los cristales se centrifugaron a 1064 x g durante 10 
min.   

e)  Obtención y procesado de las imágenes, normalización y análisis estadístico. 
Las imágenes se escanearon en un plazo no superior a 4 h después de la fase de 

lavado y centrifugación. Se usó un scanner con laser confocal (GenePix 4100A o 4000B) 
capaz de detectar la fluorescencia emitida por cada uno de los fluoróforos y de producir 
imágenes TIFF separadas para cada uno de ellos. 

Los cristales hibridados se escanearon primero a 635 nm correspondiente al 
fluoróforo de mayor longitud de onda (Cy5), y posteriormente a 532 nm correspondiente al 
de menor longitud de onda (Cy3). 

Asumiendo que la cantidad total de cDNA marcado con cada uno de los 
fluoróforos es igual, y que la mayor parte de los genes tienen una expresión constitutiva y 
no se expresan de forma diferencial, el cociente de las intensidades de ambos fluoróforos 
para el conjunto de sondas de la micromatriz tiene que ser próximo al valor de la unidad. 
Por ello, durante el escaneo, se ajustó la ganancia del fotomultiplicador para que el cociente 
medio entre las señales Cy5 y Cy3 fuese de 1,0 ± 0,2. De esta forma, aunque la intensidad 
para una determinada sonda pueda ser mayor en uno de los canales que en el otro, al 
promediar los valores de las intensidades de todas las sondas reunidas en la micromatriz, 
estas fluctuaciones se compensan.  
Una vez obtenidas las imágenes, se llevaron a cabo tres pasos secuenciales: el procesado  de 
la imagen obtenida para el cálculo de los niveles de expresión relativa de cada sonda, la 
normalización de los datos y el análisis estadístico a fin de identificar los unigenes que se 
expresan de forma diferencial. La cuantificación de las imágenes se realizó con el programa 
Genepix Pro 6.0 (Axon Instruments) y los resultados fueron normalizados y analizados 
estadísticamente con los paquetes informáticos TM4  (http://www.tigr.org/) (Saeed et al., 
2003) y GEPAS (http://www.gepas.org/) (Montaner et al., 2006). 

El procesado de la imagen implicó tres etapas. En primer lugar la identificación de 
cada una de las sondas incluidas en la micromatriz y diferenciación de cualquier artefacto o 
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defecto de hibridación como hibridación inespecífica, precipitación de los cDNA marcados 
o, la presencia de polvo u otros contaminantes sobre la superficie del cristal. La 
información de cada sonda que permitió su identificación está reunida en un fichero ‘gal’ 
que consiste en una gradilla  que se colocó sobre la imagen escaneada de forma manual. A 
continuación, el programa calculó el ruido de fondo a nivel local para cada sonda, en vez de 
calcularlo a nivel global sobre la imagen completa ya que éste es heterogéneo y varía 
espacialmente. Además, calculó la media y la mediana del conjunto de intensidades para 
cada sonda y fluoróforo, y proporcionó también estos últimos valores de intensidad 
substrayendo el valor del ruido de fondo.  
La siguiente etapa consistió en una normalización para ajustar diferencias en marcaje y 
eficiencias de detección de ambos fluoróforos así como también diferencias en la cantidad 
de RNA de partida de las dos muestras examinadas en la micromatriz. El proceso de 
normalización comprendió varias fases. En primer lugar, se descartaron del análisis aquellas 
sondas que, en al menos un canal, presentaban una señal, una vez substraído el ruido de 
fondo local, menor al doble de la desviación estándar del ruido de fondo local (SNR). A 
continuación, y teniendo en cuenta que las fluctuaciones estadísticas en los niveles medidos 
pueden causar una variación importante en los cocientes calculados y que pequeñas 
diferencias en la eficiencia de detección o incorporación entre fluoróforos pueden tener 
gran peso en los genes que tiene un nivel de expresión bajo, se realizó una normalización 
espacio-intensidad dependiente (LOWESS). La tercera fase consistió en una normalización 
entre cristales de ajuste de desviaciones en torno a la media del cociente global. Estos dos 
últimos procesos de normalización se realizaron utilizando el programa de normalización 
DNMAD (http://dnmad.bioinfo.cipf.es) (Vaquerizas et al., 2004). 

Una vez normalizados los datos, se procedió al pre-procesado de los mismos con el 
programa ‘Pre-processing’ (http://bioinfo.cnio.es/cgi-bin/tools/dnarray/preprocess) 
(Herrero et al., 2003). En esta fase de pre-análisis, el programa obtiene el valor medio y 
desviación estándar de los valores, expresados como logaritmo en base 2 del cociente entre 
las intensidades de ambos fluoróforos (Cy5/Cy3), de los clones que forman parte un 
mismo unigen. Estableciendo un intervalo de confianza del 95%, los clones con un valor 
fuera de este intervalo se eliminaron del análisis. A partir de este momento se habla de 
unigenes, ya sean ‘singletons’ o ‘contigs’. A continuación, para cada uno de los unigenes, 
utilizando el programa Excel, se analizaron los valores de cada una de las tres réplicas y se 
determinó cuáles de ellas habían de ser eliminadas antes de proceder al análisis estadístico. 
Solamente se consideró en el análisis estadístico aquellos unigenes que tenían al menos dos 
de los tres posibles valores para un determinado tratamiento o ensayo. Después de esta 
“normalización” entre réplicas, se realizó un test estadístico SAM (‘Significance Analysis of 
Microarrays’; http://www.tm4.org) (Tusher et al., 2001) de dos comparaciones 
estableciendo un valor delta correspondiente a un FDR <1%. Es decir, el número de falsos 
positivos o unigenes calificados con expresión diferencial pero que tienen expresión 
constitutiva, fue inferior al 1% del total de unigenes con expresión diferencial. Además, se 
llevó a cabo este mismo análisis considerando conjuntamente todas las situaciones 
estudiadas. 

Por último, se realizaron dos tipo de análisis de forma paralela, un análisis funcional 
por ontologías génicas utilizando el programa informático FatiGO+ (Al-Shahrour et al., 
2004), y otro de visualización de rutas metabólicas mediante la herramienta ‘OMICS 
Viewer’ dentro del programa AraCyc 3.5. Este programa se encuentra implementado via 
web en ‘The Arabidopsis Information Resource’ (TAIR) (http//www.arabidopsis.org). En 
ambos casos, el análisis se realizó únicamente con aquellos genes con homología en A. 
thaliana, que fueron del orden de 71 y 77% en las micromatrices 7 y 12K, respectivamente. 
Los resultados de este análisis permitieron estudiar la expresión diferencial del conjunto de 
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genes cuyas proteínas participan en un mismo proceso biológico, tienen una misma función 
molecular o se localizan en el mismo compartimiento celular (FatiGO+), o en el segundo 
caso, dentro de una misma ruta metabólica. El análisis FatiGO+ establece categorías 
funcionales en diferentes niveles atendiendo al grado de especificidad. Así, en el nivel 
inferior (nivel 3) las categorías funcionales son muy amplias y a medida que éste aumenta el 
proceso biológico, función molecular o componente celular definido es más específico. En 
el análisis AraCyc 3.5 aquellos genes cuyo nivel de expresión se redujo hasta límites 
indetectables también fueron incluidos en el análisis, asignando para cada comparación 
estudiada, valores extremos. Asimismo, se representan en este análisis los niveles promedio 
correspondientes a los valores relativos de acumulación de los mRNA en el caso de existir 
varios genes con la misma homología en A. thaliana.  
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1. ESTUDIO TRANSCRIPTÓMICO DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN 
LA TOLERANCIA AL FRÍO INDUCIDA POR EL ACONDICIONAMIENTO 
TÉRMICO A ALTAS TEMPERATURAS EN FRUTOS DE MANDARINA 
‘FORTUNE’. 

1.1. Efecto del tratamiento de curado en los ‘daños de frío’. 

La evaluación de la incidencia de los ‘daños de frío’ se llevó a cabo con 30 frutos en 
tres campañas diferentes. Los daños comenzaron a aparecer a partir de los 10 días en los 
frutos no acondicionados almacenados a 2 ºC y el mayor incremento en el IDF se produjo 
entre los 10 y 30 días (Figura 10). El tratamiento de acondicionamiento térmico de 3 días a 
37 ºC (curado) fue muy efectivo incrementando la tolerancia al frío de las mandarinas 
‘Fortune’, ya que los frutos curados no presentaron ‘daños de frío’ durante al menos 60 días 
de almacenamiento a 2 ºC (Figura 10). A 12 ºC, no aparecieron estos daños (datos no 
mostrados) y, por tanto, los frutos almacenados a esta temperatura fueron utilizados como 
controles. 

 

1.2. Construcción de una biblioteca de cDNA y análisis de secuencias. 

Con objeto de estudiar las respuestas tempranas y tardías al tratamiento de curado y 
las que tienen lugar una vez realizada la transferencia de los frutos acondicionados al frío, 
se construyó una biblioteca de cDNA a partir de tejido de flavedo de frutos expuestos a 
37 ºC durante 4 h, 1 día y 3 días (curado) y de frutos curados y almacenados 
posteriormente durante 1, 3 y 10 días a 2 ºC (Figura 11A). 

El título de la genoteca primaria fue de 1,3 x 106 fagos. A partir de la biblioteca 
primaria de cDNA, se seleccionaron 20 fagos que se amplificaron por PCR y se calculó el 
tamaño medio del inserto que fue de 900 pb, obteniéndose un 100% de fagos con inserto. 
Después de la escisión en masa se obtuvo una colección de clones de cDNA, a la que se le 
denominó ‘FlavCurFr1’, de los que se secuenciaron 1.152. Las secuencias obtenidas fueron 
depositadas en la base de datos del CFGP y los clones se utilizaron para la construcción de 

 

Figura 10: Cambios en el IDF de frutos de mandarinas ‘Fortune’ procedentes de 3 campañas diferentes 
almacenadas a 2 ºC inmediatamente después de ser cosechadas (■) (■) (■), o después de ser acondicionadas 
durante 3 días a 37 ºC (□) (□) (□). C1: campaña 2000-2001 (datos cedidos por Lafuente, M.T.); C2: campaña 
2004-2005; C3: campaña 2005-2006. 
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una micromatriz de ‘segunda generación’, también llamada micromatriz ‘12k’, junto con las 
secuencias obtenidas de otras bibliotecas de cDNA reunidas en el CFGP. En este 
consorcio se han reunido varios miles de unigenes (>20000) procedentes de distintas etapas 
del ciclo fisiológico de los cítricos o que se inducen frente a diversas situaciones de estrés 
en frutos u otras partes de la planta. Se comprobó que, del total de secuencias analizadas, 
1117 eran válidas y correspondían a 936 unigenes, lo que supone una redundancia del 16%. 
Cabe señalar que un 46% de estos unigenes (455) sólo se encuentran en esta genoteca 
(Figura 11B). El 74% de estos unigenes fueron ‘singletons’, es decir ESTs que constituyen 
una copia única del gen en la base de datos del CFGP. Los otros pertenecían a distintos 
agrupamientos que reúnen varios fragmentos solapados del mismo gen (‘contig’), un 73% 
de los cuales estaban constituidos por dos únicos representantes (Figura 11C).  

Del total de unigenes analizados, un 19% no presentaron homología en la base de 
datos de A. thaliana (http://mips.gsf.de) y en el resto, se encontró un total de 618 
secuencias (63%) correspondientes a genes que codifican proteínas de función conocida en 
esta misma base de datos. El análisis de las secuencias de este último grupo de genes indica 
que codifican proteínas de funciones muy diversas. Además de proteínas del metabolismo 
primario (42,4%), destacan diversas proteínas relacionadas con funciones de transcripción 
(13,1%), proteínas implicadas en procesos de ciclo celular y procesamiento del DNA 
(10,7%), transducción de señal (3,2%), energía (3,1%), respuesta de defensa de la célula 
(3,4), transporte celular (2,3%), así como otras relacionadas con síntesis de proteínas (7,9%) 
y con procesos de plegamiento, localización y modificación de las mismas (7,9%) (Figura 
11D). 

Por otro lado, los unigenes que tenían una mayor representación en esta biblioteca 
de cDNA, codifican una metalotioneína (MT), una nodulina y una dehidrina, con 16, 11 y 9 
ESTs, respectivamente (Tabla 1). Además, se encontró una gran abundancia de genes que 
codifican proteínas relacionadas con el estrés oxidativo, como una peroxidasa (POD), una 
tioredoxina (TRX) y una SOD dependiente de Mn, y de genes que codifican factores de 
transcripción, como un coactivador de la transcripción de respuesta a etileno. Otros genes 
agrupados en ‘contigs’ de 4 miembros codifican una ciclofilina implicada en plegamiento de 
proteínas y dos proteínas precursoras de una enzima implicada en la biosíntesis de tiazol y 
de una quitinasa de carácter ácido, respectivamente. Además de estos genes, se encontró un 
gen del metabolismo de fenilpropanoides, concretamente una OMT correspondiente a un 
‘contig’ de 3 miembros, y otros genes que codifican dos proteínas LEA, una proteína 
relacionada con la patogénesis (PR), una proteína de transporte de lípidos (LTP), una 
metalotioneína, una proteína inhibidora de proteinasas así como otra que participa en la 
síntesis de almidón (Tabla 1). 
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Tabla 1: Listado de unigenes más representados en la biblioteca ‘FlavCurFr1’. En la tabla se indica el nombre 
de la proteína más similar representante del ‘contig’, el nº de acceso en la base de datos, el nº de clones que 
forman el ‘contig’ y el E-value de homología de secuencia. 
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1.3. Estudio de los cambios en la expresión génica asociados a la adquisición de 
tolerancia al frío mediante empleo de micromatrices de cDNA. 

a)  Micromatriz ‘7K’. 
La micromatriz de ‘primera generación’ o micromatriz ‘7K’, en el marco del 

proyecto CFGP, reúne un total de 12.671 clones que representan aproximademante 6300 
unigenes, procedentes de 15 bibliotecas de cDNA reunidas en la base de datos del mismo. 
El análisis funcional por ontologías génicas del total de genes de esta micromatriz y que 
presentaban homología con genes de función conocida de A. thaliana (71%), reveló que un 
58% de los mismos participan en el metabolismo primario, un 43% intervienen en 
procesos metabólicos de macromoléculas, un 22% en procesos de biosíntesis de 
componentes celulares y un 11% corresponden a genes de respuesta a condiciones de 
estrés (Figura 12). 

 
 

 

Figura 12: Análisis FatiGO+ de los procesos biológicos en el conjunto de unigenes que presentan homología 
con genes de A. thaliana incluídos en la micromatriz ‘7K’. 
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 En el estudio de la tolerancia al frío en frutos de mandarina ‘Fortune’ se utilizaron 
3 réplicas técnicas para cada una de las siguientes condiciones de estudio: 1) frutos recién 
traídos de campo (RTC); 2) frutos acondicionados 3 días a 37 ºC (C); 3) frutos curados y 
almacenados durante 20 días a 2 ºC (C+F); 4) frutos almacenados directamente a 2 ºC 
durante 20 días (F). La hibridación se realizó con una muestra correspondiente a cada una 
de estas cuatro condiciones, que se marcó con el fluoróforo Cy5, y una muestra de 
referencia, formada por una mezcla equitativa de RNA de flavedo de frutos en cada una de 
dichas situaciones que se marcó con el fluoróforo Cy3 (Figura 13).  

En la Figura 14 se muestran dos diagramas de Venn que reúnen el conjunto de 
genes con diferencias de expresión estadísticamente significativas (SAM con FDR<1%), de 
inducción y de represión, en respuesta al frío, al calor y a la combinación de ambos 
estímulos, respecto al nivel de expresión correspondiente a los frutos recién cosechados 
(RTC). Los resultados mostraron que alrededor de un 48% de los genes analizados en la 
micromatriz ‘7K’ modifican su expresión frente a alguna de las tres condiciones estudiadas 
y en todos los casos, el número de genes reprimidos fue superior al de genes inducidos. Así, 
entre los genes que responden al calor, un 43% se inducen y un 57% se reprimen; entre los 
que responden al frío, estos porcentajes fueron del 41 y 59%, respectivamente; y entre los 
que se expresan diferencialmente en respuesta a la combinación de calor y frío, el número 
de genes reprimidos superó en un 8% al número de genes inducidos. Por otro lado, la 
mayor abundancia de genes tanto inducidos como reprimidos se observó en los frutos 
acondicionados durante el almacenamiento a 2 ºC, constituyendo un 65% del total de genes 
inducidos y un 62% de los reprimidos. Además, el análisis SAM reveló un total de 682 
genes inducidos de forma específica en respuesta a la combinación de calor y frío respecto 

 

Figura 13: Diseño experimental del análisis de la expresión génica mediante el empleo de la micromatriz 
‘7K’. En las hibridaciones, la muestra problema se marcó con el fluoróforo Cy5 y la muestra de referencia, 
formada por una mezcla equitativa de todas las muestras evaluadas, con el fluoróforo Cy3. Para cada 
situación estudiada, se utilizaron 3 réplicas técnicas. 
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a RTC mientras que los inducidos en respuesta al calor o al frío sumaron un total de 414 y 
209, respectivamente. Del mismo modo, el número de genes reprimidos específicamente en 
los frutos curados y almacenados en frío superó en un 22% al número de genes reprimidos 
por el calor y en un 81% al de genes reprimidos solamente en los frutos almacenados 
directamente a 2 ºC. Por otro lado, el número de genes que presentan una respuesta común 
a varios estímulos, representados en las intersecciones de los círculos de cada diagrama de 
Venn, constituyen un 34 y un 45% del total de genes inducidos y reprimidos, 
respectivamente. El 27 y el 23% de estos genes de respuesta no específica se inducen o 
reprimen, según el caso, en respuesta a los tres estímulos estudiados, respecto a RTC, como 
puede observarse en el centro de cada diagrama. Además, dentro de este contexto, se 
encontró una mayor abundancia de genes que se expresan diferencialmente tanto en los 
frutos acondicionados y transferidos posteriormente al frío como en los almacenados 
directamente a 2 ºC (39% inducidos y 38% reprimidos).  

El análisis estadístico SAM reveló un total de 750 genes con mayor nivel de 
expresión relativo en frutos acondicionados y almacenados en frío respecto a los 
transferidos directamente a 2 ºC y 859 que, por el contrario, presentaron mayor expresión 
en respuesta al frío en los frutos sin acondicionar respecto a los acondicionados. En la 
Tabla 2 se muestra un listado de los 30 genes que mostraron mayor expresión diferencial en 
frutos acondicionados y almacenados en frío respecto a los almacenados directamente a 
2 ºC (C+F>F). Con una diferencia de al menos 4 veces en el nivel de expresión entre 
ambos tipos de frutos, se encontraron dos genes que codifican quitinasas, con la misma 
homología en la base de datos de A. thaliana (At3g12500),  y 4 genes correspondientes a 
una ferritina 3 (At5g01600) y a tres proteínas de unión al RNA ricas en residuos de glicina 
(At2g21660). Además, se observaron dos factores de transcripción, uno de ellos de 
respuesta a etileno (At3g16770) y otro de la familia NAM (Atg01720). Otros dentro de este 
grupo codifican una enzima desaturasa de lípidos de membrana (At2g46210), cuya 
expresión a 2 ºC fue al menos 3 veces superior en los frutos acondicionados respecto a los 

 

Figura 14: Diagramas de Venn que muestran el número de genes con cambios de expresión estadísticamente 
significativos en respuesta al calor, al frío y a la combinación de ambos estímulos, respecto al nivel de 
expresión de frutos recién cosechados en la micromatriz ‘7K’. En las intersecciones de los círculos se 
representa el número de genes que presentan una respuesta diferencial frente a varias de las situaciones 
estudiadas. En los círculos pequeños se indica el número de genes que sólo se expresan o dejan de expresar 
en cada una de estas sitiuaciones. 
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transferidos directamente a dicha temperatura, y tres enzimas que participan en la glicólisis. 
Entre estos últimos, dos corresponden a enzimas piruvato descarboxilasas (At5g01320 y 
At4g3307) cuya expresión disminuyó en respuesta al frío ‘per se’ y el tercero a una 
fosfoglucosa isomerasa (At5g42740) que se indujo 8 veces en respuesta al calor y su 
expresión se mantuvo alta durante 20 días de almacenamiento a 2 ºC (Tabla 2). Entre los 
restantes al menos dos veces más expresados en respuesta a la combinación de calor y frío 
respecto al frío ‘per se’ (Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ adjunto), se encontraron genes que 
participan en el metabolismo de fenilpropanoides como 3 genes que codifican una 
cinamato 4-hidroxilasa (C4H) (At2g30490), una cafeil-CoA O-metiltransferasa 
(CCoAOMT) (At4g34050) y una isoflavona reductasa (IRL) (At4g39230). En los dos 
primeros, el curado evitó la caída del nivel de expresión que se produce en respuesta al frío 
en los frutos sin acondicionar mientras que en el tercero, se produjo una inducción 
específica en respuesta a la combinación de calor y frío. Asimismo, se encontraron genes de 
estrés oxidativo, como un gen que codifica una AOX (At3g22360) que se indujo más de 4 
veces en respuesta a la combinación de calor y frío respecto de los niveles de expresión en 
los frutos RTC, u otros que codifican una glutatión S-transferasa (GST) (At2g30860) o una 
glutaredoxina (At3g11920) cuya inducción se produjo solamente en los frutos 
acondicionados antes y después de la transferencia a 2 ºC. Otros genes de este grupo 
codifican HSPs, proteínas de respuesta a hormonas como etileno o auxinas, histonas y 
proteínas reparadoras de DNA y otras relacionadas con el metabolismo de carbohidratos. 
Así, entre estos últimos se incluyen dos SS (At3g43190), una proteína transportadora de 
sacarosa de clase 2 (At2g02860), una invertasa (At1g56560) o una proteína SPF1 
(At2g38470) relacionada con la degradación de almidón e inducida más de 7 veces en 
respuesta a la combinación de calor y frío. Por último, también destaca una gran 
abundancia de genes implicados en la biosíntesis de aminoácidos así como proteínas de 
señalización y factores de transcripción. 

Entre los genes con mayor nivel de expresión en frutos almacenados directamente a 
2 ºC respecto a los acondicionados previamente (F>C+F), se encontró un gen que codifica 
una monoxigenasa P-450 (At5g05260), con una diferencia en el nivel de acumulación 
relativa de los transcritos de al menos 8 veces (Tabla 3). Asimismo destacan otros genes 
que codifican dos HSP (At5g12020 y At4g27670), tres LEAs (At4g02380 y At4g15910), 
una  β-poligalacturonasa (At1g70370) o una proteína similar a una β-glucosidasa 
(At1g26560), cuya expresión se reprimió en respuesta a la combinación de calor y frío 
siendo 4 veces mayor en los frutos no acondicionados expuestos al frío. En otros casos, 
como en dos genes que codifican una proteína precursora de fitosulfoquina (At3g44735) y 
un precursor PAR-1b de respuesta a fotoasimilados (At5g52390), se observó una inducción 
específica en respuesta al frío ‘per se’ y una diferencia de al menos 3 veces en el nivel de 
expresión entre los frutos acondicionados y sin acondicionar. (Tabla 3). En el resto de 
genes de este grupo, que se detallan en el Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ adjunto, se encontró 
una gran abundancia de genes COR15 algunos de los cuales mostraron una caída de la 
expresión durante el almacenamiento en frío en los frutos curados y una inducción en los 
frutos almacenados directamente a 2 ºC. Un comportamiento similar lo presentaron dos 
genes que codifican dos invertasas (At1g12240 y At3g13790) o un gen que codifica una 
esterasa inducida por etileno (At2g23620). Asimismo, se encontraron diversos genes que 
codifican HSPs, proteínas de pared como una β-xilosidasa (At1g02640) o una exostosina 
(At4g38040) y otros de degradación de lípidos y proteínas, estos últimos reprimidos en 
respuesta al frío aunque el curado potenció dicho efecto. Por último, se encontró un 
número elevado de genes que codifican la enzima Rubisco, ATPasas, citocromos P-450, 
proteínas de unión a clorofilas, enzimas de estrés oxidativo, enzimas de transporte de 
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fosfolípidos, lipoxigenasas (LOX) y otras que participan en la síntesis de isoprenoides y 
compuestos derivados como carotenoides.  

Tabla 2: Listado de los 30 primeros genes que mostraron las mayores diferencias de expresión (SAM 
FDR<1%) entre los frutos acondicionados y almacenados 20 días en frío respecto a los frutos almacenados 
20 días directamente a 2 ºC siendo ésta superior en los primeros (C+F>F). En las tres primeras columnas de 
valores logarítmicos se muestra el resultado de las comparaciones de los niveles de expresión encontrados en 
los frutos curados (C), curados y almacenados en frío (C+F) y almacenados directamente a 2 ºC (F), respecto 
a los observados en los frutos recién traídos de campo (RTC). La última columna refleja el incremento del 
nivel de expresión observado en respuesta a la combinación específica de calor y frío respecto al frío ‘per se’ 
(valores positivos de Log2 C+F/F). (●) inducciones; (●) represiones. Solamente se incluyen en la tabla 
aquellos genes en los que se encontró un nivel relativo de expresión detectable en F y C+F.   
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Tabla 3: Listado de los 30 primeros genes cuya expresión fue significativamente mayor en los frutos 
almacenados a 2 ºC respecto a los frutos acondicionados y transferidos al frío (Ver detalles en Tabla 2). 
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Estudiando la especificidad de respuesta para cada tipo de estímulo, representada 
en los círculos periféricos de los diagramas de Venn, se observó que 34 genes se 
expresaban exclusivamente en los frutos curados. Asimismo, se observaron 25 genes 
expresados de manera específica en respuesta a la combinación de calor y frío, y 
únicamente 4 genes en respuesta al frío. Considerando el caso contrario, es decir genes que 
se expresan en todas las condiciones a excepción de una de ellas, encontramos un total de 
109, 73 y 53 genes reprimidos de forma específica en respuesta al calor, al frío y a la 
combinación de calor y frío, respectivamente (Figura 14). Entre los genes expresados de 
forma específica en respuesta a la combinación de calor y frío (Anexo II Tabla 50A), se 
encontraron genes de codifican proteínas de función muy diversa como enzimas 
implicados en sistemas antioxidantes incluyendo una proteína geranil geranil transferasa 
(GGTA) del ácido homogentísico (At2g18950) que interviene en la síntesis del tocoferol, 
una enzima deshidrogenasa de cadena corta Tic32 (At4g23420), que participa en el balance 
redox celular, una citocromo c oxidasa (COX), implicada en el transporte de electrones, o 
un precursor de una ferritina 2 del cloroplasto (At2g40300). Además, se encontraron dos 
factores de transcripción ‘zinc finger’ de clase C3HC4 RING (At4g02075 y At4g30400), un 
gen que codifica una proteína nucelina (At4g33490) y dos genes que codifican proteínas 
quinesinas (At3g16630 y At3g54870), que actúan en el citoesqueleto desplazando vesículas, 
mitocondrias, lisosomas y otros componentes celulares. Los genes que se inducen 
únicamente en los frutos almacenados directamente a 2 ºC y que no se expresan en 
respuesta al calor ni a la combinación de calor y frío fueron solamente 4 y codifican una 
isopentenil pirofosfato sintasa (At3g02780) y una proteína SABRE (At1g58250), implicado 
en la regulación de la expansión celular y otros dos sin homología en A. thaliana o 
correpondiente a una secuencia no disponible (Anexo II Tabla 50B). Por otro lado, fueron 
53 genes los que a excepción de la combinación de calor y frío, se expresan en el resto de 
condiciones. Entre los 30 con mayor nivel de represión en los frutos acondicionados y 
almacenados a 2 ºC (Anexo II Tabla 51), se encontraron dos genes que codifican proteínas 
relacionadas con lípidos de membrana como una LOX (At3g45140) que también se 
reprimió por el frío ‘per se’ aunque el curado favoreció la caída de la expresión del gen 
durante la exposición a frío hasta niveles no detectables, y un precursor de una proteína de 
transferencia de lípidos (At2g38540), que no modificó su nivel de expresión en respuesta al 
frío en los frutos no acondicionados. Otros genes que se reprimieron durante el curado y 
su expresión no se detectó al transferir a frío codifican una UDP-glucosiltransferasa 
(At3g55700) y una glicosil hidrolasa (At3g18080). Asimismo, un total de 73 genes reunidos 
en la micromatriz ‘7K’ reprimieron su expresión hasta límites no detectados en respuesta al 
frío ‘per se’, 15 de los cuales también lo hicieron, aunque en menor grado, en respuesta a la 
combinación específica de calor y frío y 2 en respuesta al calor durante el curado. Entre los 
30 primeros genes de este grupo con mayor represión en respuesta a frío con respecto a los 
niveles de expresión de los frutos RTC (Anexo II Tabla 52), se encontraron 3 genes que 
codifican una MAP quinasa 4 (At4g01370), una tioesterasa del ácido palmítico (At3g60340) 
y una proteína de respuesta a nitratos (At5g55850) cuya expresión disminuyó también en 
los frutos curados y almacenados 20 días a 2 ºC. En este grupo de genes, solamente uno de 
ellos que codifica una enzima acetil-CoA sintasa (At5g36880), implicada en la biosíntesis de 
novo de ácidos grasos a partir de acetato, se indujo en respuesta a la combinación de calor 
y frío.  

En base a resultados que ponen de manifiesto la implicación del estrés oxidativo en 
la incidencia de ‘daños de frío’ y la participación de enzimas del sistema antioxidante en el 
efecto beneficioso del curado (Purvis et al., 1995; Sala, 1998; Sala y Lafuente, 1999; 
Sanchez-Ballesta et al., 2003), se realizó un análisis del conjunto de genes de esta familia 
incluidos en la micromatriz ‘7K’. Entre aquellos más expresados en respuesta a la 
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combinación de calor y frío respecto al frío ‘per se’ (C+F>F) (Tabla 4A), se encontraron 11 
genes, algunos de los cuales, como un gen que codifica una AOX (At3g22360), se 
indujeron durante la exposición a altas temperaturas y su expresión se mantuvo altas 
temperaturas durante 21 días de almacenamiento a 2 ºC. Asimismo, con este perfil se 
encontraron 4 genes que codifican dos GST 22 (At2g30860), una glutaredoxina 
(At3g11920) y una dehidroascorbato reductasa (DHAR) (At1g75270), todas ellas con una 
diferencia de expresión de al menos dos veces entre ambos tipos de frutos. Además, 
destacan 3 genes cuya inducción fue específica de la combinación de calor y frío y codifican 
una tioredoxina (At5g06690), una proteína precursora de POD (At1g05260) y una GST 14 
(At3g09270). Por último, se encontraron dos genes que codifican dos SOD dependientes 
de Cu y Mn (At1g08830), uno de los cuales se indujo durante el curado aunque su 
expresión no se mantuvo al transferir los frutos a 2 ºC y el otro se reprimió en respuesta al 
frío hasta límites indetectables en los frutos sin acondicionar.  

Por otro lado, entre un total de 13 genes con mayor expresión en los frutos 
almacenados a 2 ºC respecto a los previamente acondicionados a altas temperaturas 
(F>C+F) (Tabla 4B), 5 codifican tioredoxinas con diverso perfil de expresión, dos de los 
cuales (unigenes 6636 y 4820) se reprimieron en respuesta al frío, aunque el curado 
potenció este efecto. Asimismo, se encontraron 3 genes que codifican dos enzimas POD 
dependientes de glutatión (At4g11600), un precursor mitocondrial de una Mn-SOD 
(At3g10920), una GST (At2g47730) o una peroxiredoxina, sin homología en la base de 
datos de A. thaliana (unigen 6749), cuyo nivel de expresión disminuyó en los frutos durante 
la exposición al calor y/o después de la transferencia a 2 ºC pero no en respuesta al frío 
‘per se’.  
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Por otro lado, en base a resultados previos que indican que el metabolismo de 
fenilpropanoides podría participar en la tolerancia al frío de los frutos cítricos a través de la 
síntesis de compuestos fenólicos en donde participan diversas OMTs, se estudió esta 
familia de genes incluidos en la micromatriz ‘7K’. El gen FortOMTII, correspondiente al 
clon ACR556 identificado por Sanchez-Ballesta et al. (2003), que se inducía en frutos de 
mandarina ‘Fortune’ por las altas temperaturas y su expresión se mantenía alta cuando éstos 
se transferían al frío, presentaba como ortólogo en A. thaliana el gen At5g54160 
correpondiente al unigen 6305 en la base de datos del CFGP. El análisis SAM de los 
resultados de la hibridación con la micromatriz ‘7K’ reveló un aumento en su nivel de 
expresión en respuesta al calor, al frío y a la combinación de calor y frío, aunque éste fue 
1,7 veces mayor en los frutos almacenados a 2 ºC que habían sido previamente 
acondicionados respecto a los frutos que se transfirieron directamente a frío. Asimismo, el 
gen ACR233, correspondiente a una OMT que se inducía en respuesta al frío en frutos de 

Tabla 4: Genes incluidos en la micromatriz ‘7K’ que codifican proteínas relacionadas con el estrés oxidativo y 
que presentan expresión diferencial en la comparación C+F vs F. Los valores se expresan en escala 
logarítmica (LOG2) (Ver detalles en Tabla 2).  
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esta misma variedad de cítricos y que presenta la misma homología en la base de datos de 
A. thaliana que FortOMTII, aunque correspondiente a un unigen distinto (5970) en la base 
del CFGP, se indujo al menos 3 veces durante la exposición al frío en frutos 
acondicionados y sin acondicionar, no observándose diferencias significativas al comparar  
entre sí ambos tipos de frutos. El análisis detallado de todos aquellos genes incluidos en la 
micromatriz ‘7K’ con la misma homología al gen At5g54160 de A. thaliana mostró perfiles 
de expresión muy diversos. Así, se encontraron 3 genes, además de FortOMTII y ACR233, 
inducidos por la exposición al frío tanto en frutos acondicionados como en los transferidos 
directamente a 2 ºC, uno reprimido en respuesta al frío en estos últimos frutos, tres 
reprimidos en respuesta a la combinación de calor y frío y los 4 restantes con expresión 
constitutiva (Tabla 5). 

El análisis funcional por ontologías génicas (FatiGO+) (Tabla 6) mostró que el 
tratamiento de curado en los frutos almacenados en frío (RTC vs C+F) favorecía la 
inducción de procesos de regulación de la transcripción (nivel 7). Asimismo, este análisis 
reveló que un elevado porcentaje de genes que participan en el metabolismo de ácidos 
monocarboxílicos y de biosíntesis de lípidos (nivel 6) se reprimían en respuesta a la 
combinación específica de calor y frío pero no en respuesta al frío ‘per se’. Un análisis más 
detallado de este último grupo de genes (Tabla 7) indicó que muchos de ellos participan en 
la biosíntesis y elongación de ácidos grasos, como una proteína precursora de ACP1 
(At4g25050), una enoil-ACP reductasa dependiente de NADH2 (At2g05990), una 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (At4g11820), una 3-cetoacil-ACP sintasa (At1g74960) o 
una acetil-CoA carboxilasa (At2g38040), esta última implicada en la regulación del estado 
redox. Otros genes dentro de este grupo, codifican enzimas desaturasas como una acil-
ACP desaturasa (At2g43710) o una desaturasa de ácidos grasos ω-3 (At5g05580). Además, 
se encontraron genes que codifican enzimas que participan en procesos de biosíntesis de 
ceras epiculticulares como una enzima CUT1 (At1g68530), una proteína ‘Fiddlehead’ 

Tabla 5: Genes que codifican OMTs con homología al gen At5g54160 de A. thaliana. En gris (●) se marcan 
los unigenes 6305 y 5970 correspondientes al gen  FortOMTII y al gen ACR233, respectivamente. (●): 
inducciones; (●): represiones. (Ver detalles en Tabla 2). 
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(At2g26250) y una proteína CER1 (At5g57800). Según la clasificación FatiGO+, en estos 
procesos también se incluyeron genes de biosíntesis de isoprenoides como los que 
codifican una geranil pirofosfato sintasa (GPPS) (At4g36810), una farnesil pirofosfato 
farnesil transferasa (FPFTA) (At4g34640), una mevalonato difosfato descarboxilasa 
(At3g54250), una proteína precursora de LYTB (At4g34350), una proteína precursora de 
1-deoxi D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (At5g62790) y otros relacionados con la 
biosíntesis de carotenoides, como lo que codifican una β-caroteno hidroxilasa (β-OHasa 1) 
(At4g25700), una fitoeno sintasa (PSY) (At5g17230), una ζ-caroteno desaturasa (ZDS) 
(At3g04870) o una anteraxantina/zeaxantina epoxidasa (ABA1) (At5g67030).  

Por otro lado, el análisis FatiGO+ mostró una proporción muy elevada de genes 
relacionados con procesos de traducción (nivel 6) reprimidos en respuesta al frío en frutos 
acondicionados y sin acondicionar. Asimismo, se observó que el grupo de genes con 
menor expresión en frutos curados y almacenados a 2 ºC respecto a los no tratados a altas 
temperaturas está enriquecido en genes de respuesta al calor (nivel 5) y del metabolismo de 
isoprenoides (nivel 6). La exposición al calor (C) induce la expresión de genes que 
participan en procesos de modificación de proteínas aunque una vez realizada la 
transferencia de los frutos a bajas temperaturas de conservación (C+F), no se observan 
diferencias respecto al nivel correspondiente a los frutos recién cosechados (RTC). 
Asimismo, se observa que la exposición al calor reprime genes del metabolismo de 
derivados de aminoácidos (nivel 5) al comparar los frutos curados antes y después de la 
transferencia a 2 ºC.  

Por otro lado, los resultados del análisis FatiGO+ que hacen referencia a 
componente celular (Tabla 8A) indicaron que la exposición al frío tanto en frutos 
previamente acondicionados a altas temperaturas como expuestos directamente a 2 ºC 
favorece la represión de genes que codifican proteínas constituyentes de los ribosomas. 
Más específicamente, en el grupo de genes que disminuyeron su expresión en los frutos 
transferidos directamente a las bajas temperaturas con respecto a los niveles iniciales, se 
encontró un porcentaje elevado de genes que codifican proteínas que forman parte de la 
subunidad 40S del ribosoma (nivel 9) a partir de la cual se forman los complejos 43S y 48S 
(nivel 8). Estos resultados concuerdan con los anteriores que indicaron una proporción 
muy reducida de genes implicados en procesos de traducción dentro del grupo de genes 
que se indujeron en respuesta al frío tanto en frutos acondicionados como almacenados 
directamente a 2 ºC. Asimismo, el curado favorece el aumento de expresión de genes 
localizados en orgánulos intracelulares unidos a membrana (nivel7) mientras que el frío ‘per 
sé’ tuvo un efecto represor sobre los mismos. Por último, al comparar el grupo de genes 
diferenciales entre ambos tipos de frutos expuestos al frío se encontró una gran abundancia 
de genes localizados en orgánulos no unidos a membrana (nivel 3) más expresados en los 
frutos acondicionados y en el caso contrario, de genes localizados en el cloroplasto (nivel 
9). 

El análisis FatiGO+ que hace referencia a función molecular puso de manifiesto 
que la exposición a frío favorece la represión de genes que codifican componentes 
estructurales del ribosoma (nivel 3) en ambos tipos de frutos. Además, se encontró un 
elevada proporción de genes de unión a oxígeno (nivel 3) reprimidos de forma específica 
en respuesta a la combinación de calor y frío (Tabla 8B). Asimismo, se comprobó en este 
análisis que la combinación de calor y frío favorecía la actividad de factores de 
transcripción (nivel 5). No obstante, en el grupo de genes con expresión diferencial entre 
frutos curados y expuestos directamente al frío, este análisis no mostró ninguna categoría 
funcional sobre o infrarrepresentada con significancia estadística. 

En base a resultados previos que indican que la membrana es un componente 
celular clave donde tienen lugar muchas de las respuestas que se producen frente al estrés 
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de frío, se realizó un estudio detallado de genes que codifican ATPasas, LOXs, desaturasas 
de ácidos grasos y enzimas de degradación de lípidos (Tabla 9). En el grupo de genes más 
expresados en los frutos expuestos directamente al frío respecto a los previamente 
acondicionados se encontraron dos genes que codifican ATPasas de tipo AAA y tres de la 
familia V-ATPasa (‘vacuolar type H+-ATPasa’). Sin embargo, también se detectaron otros 
miembros de estas familias de transportadores entre aquellos genes con mayor expresión en 
estos últimos frutos. Por otro lado, se encontraron 4 genes que codifican enzimas LOX 
reprimidos en ambos tipos de frutos aunque de forma más marcada en los frutos curados. 
En relación al conjunto de genes incluidos en la micromatriz que codifican desaturasas de 
ácidos grasos se observaron perfiles de expresión muy diversos. Así, se encontraron tres de 
ellos con mayor expresión en los frutos no acondicionados y dos, por el contrario, más 
expresados en los frutos previamente curados. Entre estos últimos, destaca un gen que 
codifica una desaturasa de δ-8-esfingolípidos, la cual se indujo más de 8 veces en respuesta 
a la combinación de calor y frío con respecto a los frutos RTC. Por último, la mayoría de 
genes que participan en procesos de degradación de lípidos de membrana presentaron una 
expresión más alta en los frutos no acondicionados expuestos a las bajas temperaturas. 
Entre ellos, un gen que codifica una fosfolipasa D tipo α-1 (PLD α-1), cuya represión por 
frío se vio favorecida por el curado, o una palmitoil tioesterasa, que se indujo de forma 
specífica en respuesta al frío ‘per se’.  
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Tabla 7: Genes que participan en procesos de biosíntesis de lípidos que constituyen, en el nivel 6 del 
análisis FatiGO+, un porcentaje estadísticamente sobrerrepresentado en el total de genes incluidos en la 
micromatriz ‘7K’ que disminuyeron su expresión en respuesta a la combinación específica de calor y frío 
(Ver detalles en Tabla 2). 
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Tabla 8: Resumen de los resultados del análisis FatGO+ (BABELOMICS) referentes a componente 
celular (A) y a función molecular (B) basado en las hibridaciones con la miromatriz ‘7K’ en el estudio de 
los cambios de expresión en el flavedo de frutos de mandarina de la variedad ‘Fortune’ en respuesta al 
calor, al frío y a la combinación de calor y frío. (↑): inducción en el segundo término de la comparación 
respecto al primero; (↓): inducción en el primer término de la comparación respecto al segundo. 
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Tabla 9: Genes que codifican ATPasas, LOX, desaturasas y de degradación de lípidos de membrana con 
mayor nivel de expresión en los frutos almacenados directamente a 2 ºC respecto a los previamente 
acondicionados (A) o viceversa (B) (Ver detalles en Tabla 2). 
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A partir de los genes que se expresan diferencialmente frente a alguna de las tres 
situaciones de estudio se llevó a cabo una visualización de rutas metabólicas usando la 
herramienta ‘OMICS Viewer’ dentro del programa AraCyc 3.5. Los resultados mostraron 
que la combinación de calor y frío favorece el aumento de expresión de genes que 
participan en la biosíntesis de etileno (Figura 15). Así, inducidos en los frutos 
acondicionados y almacenados 20 días a 2 ºC con respecto a los frutos RTC se encontraron 
3 genes que codifican  metionina adenosiltransferasas (At3g17390, At4g01850 y SAM-1: 
At1g02500) y 4 genes que codifican 2 ACSs (ACS1 y ACS10) y 2 ACOs (At1g03400 y 
EFE). No obstante, a los 20 días de almacenamiento a 2 ºC solamente los tres primeros y el 
gen EFE mostraron una mayor expresión en los frutos acondicionados respecto a los 
almacenados directamente en frío (C+F>F). Cabe destacar este último, EFE (At1g05010), 
el cual se indujo más de 8 veces por la combinación de calor y frío y por frío ‘per se’.  

Los resultados del análisis FatiGO+, que indicaron una elevada proporción de 
genes del metabolismo de isoprenoides menos expresados en los frutos acondicionados 
respecto a los expuestos directamente a 2 ºC, fueron confirmados en Aracyc (Figura 16). 
En las dos rutas que conducen a la biosíntesis de IPP se encontró un comportamiento 
diferencial. En la primera de ellas, la ruta del 2-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) localizada 
en los plastidios, la exposición al calor disminuyó los niveles de expresión de algunos genes 
y éstos se mantuvieron reducidos durante la exposición a 2 ºC como es el caso de tres que 
codifican 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR; At5g62790), una 4-
hidroxi-3-metilbut-2-en-1-il-difosfato sintasa (GcpE; At5g60600) o una 1-hidroxi-2-metil-
2-(E)-butenil-4-difosfato reductasa (IspH; At4g34350). Sin embargo, se encontraron dos 
genes de la ruta citosólica del mevalonato que codifican una acetil-CoA C-acetiltranferasa 
(BAP1; At4g11820) y una mevalonato quinasa (MVK; At5g27450) cuya expresión 
disminuyó en respuesta al frío ‘per se’ y se indujo durante la exposición al calor aunque una 
vez realizada la transferencia a 2 ºC sus niveles fueron similares a los de los frutos RTC. A 
diferencia de estos últimos, se observó otro gen que codifica una GGPPS (At4g36810) que 
se indujo más de 5 veces por el curado y sus niveles de expresión se mantuvieron elevados 
después de la transferencia al frío y no variaron en respuesta al frío ‘per se’. Por último, si 
observamos las etapas finales que conducen a la biosíntesis de carotenoides, y en último 
término a ABA y compuestos derivados (Figura 17), encontramos un total de 9 genes 
reprimidos en los frutos acondicionados y almacenados a 2 ºC. En dos de ellos esta 
respuesta fue específica de la combinación de calor y frío y codifican las enzimas 
anteraxantin/zeaxantin epoxidasa (ABA1; At5g67030) y dioxigenasa de 9-cis 
epoxicarotenoides (NCED3; At3g14440) implicadas en las etapas finales que conducen a la 
biosíntesis de ABA. Asimismo, con un perfil similar encontramos 3 genes que codifican las 
enzimas fitoeno sintasa (PSY; At5g17230), licopeno β-ciclasa (LYC; At3g10230) y una 
oxidasa del aldehído del ácido abscísico (AAO3; At2g27150). Por último, fueron tres los 
genes de esta ruta que disminuyeron su nivel de expresión tanto en los frutos 
acondicionados como sin acondicionar durante el almacenamiento a bajas temperaturas, 
aunque el curado favoreció este efecto represor, y codifican una ζ-caroteno desaturasa 
(ZDS; At3g04870), una β-caroteno hidroxilasa (β-OHasa 1; At4g25700), y una ε-caroteno 
hidroxilasa (LUT1; At3g53130) implicadas en la síntesis de licopeno, de los compuestos β-
criptoxantina y zeaxantina precursores de apocarotenoides, y de luteína, respectivamente. 
Además, con este perfil también se encontraron dos genes que codifican 
glucosiltransferasas (UGT84B1; At2g23260 / UGT84B2; At2g23250) que forman esteres 
de glucosa con el ácido abscísico.  

Por último, entre los genes más expresados en los frutos almacenados en frío 
después de ser acondicionados respecto a los expuestos directamente a 2 ºC (C+F>F) 
también se encontraron genes que participan en la biosíntesis de poliaminas y en el 
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metabolismo de carbohidratos (Ver Fichero Excel-‘Fortune’ ‘7K’). Así, entre los primeros 
destacan dos que codifican enzimas adenosilmetionina descarboxilasas (At3g02470 y 
At5g15950) que se indujeron al menos dos veces de forma específica en respuesta a la 
combinación de calor y frío. En el segundo grupo, se encontró  un gen que codifica una SS 
SUS4 (At3g43190) y otros correspondientes a enzimas de la ruta de biosíntesis de almidón 
como una glucosa 6-fosfato isomerasa (At5g42740) que aumentó 8 veces su nivel de 
expresión al final del tratamiento de curado y se mantuvo elevado después de la 
transferencia de los frutos acondicionados al frío.  

 

 

Figura 15: Representación gráfica (Aracyc) del estudio de la influencia del tratamiento de curado en la 
expresión de los genes de la ruta de biosíntesis de etileno en el flavedo de los frutos de mandarina ‘Fortune’ 
almacenados en frío. Se indican aquellos genes incluidos en la micromatriz ‘7K’ que mostraron cambios 
significativos (*) en la expresión en respuesta al calor (C), al frío (F) o a la combinación de calor y frío (C+F) 
con respecto al nivel correspondiente a frutos recién traídos de campo (RTC), así como entre frutos 
acondicionados y no acondicionados almacenados 20 días a 2 ºC (C+F/F). Todos los valores vienen 
expresados en escala logarítmica en base 2. Este análisis se llevó a cabo con la herramienta informática 
‘OMICS Viewer’ de ‘Aracyc 3.5’. En cada paso de la ruta se indica entre paréntesis el número de genes con 
homología en la base de datos de A. thaliana incluidos en la micromatriz y en segundo término, el número de 
genes de A. thaliana descritos hasta la fecha que interviene en el paso metabólico.  
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Figura 16: Representación gráfica (Aracyc) del estudio de la influencia del tratamiento de curado en la 
expresión de los genes de la ruta del mevalonato y la ruta MEP que conducen a la biosíntesis de isopentenil 
PP, precuror en la biosíntesis de geranil geranil PP, en el flavedo de los frutos de mandarina ‘Fortune’ 
almacenados en frío (Ver detalles en Figura 15). 
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Figura 17: Representación gráfica (Aracyc) del estudio de la influencia del tratamiento de curado en la 
expresión de los genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides y ABA, en el flavedo de los frutos de 
mandarina ‘Fortune’ almacenados en frío (Ver detalles en Figura 15). 
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El análisis de ontologías génicas FatiGO+ de función molecular, como se ha visto, 
mostró en el nivel 7 una sobrerrepresentación de factores de transcripción que aumentaron 
su nivel de expresión en respuesta a la combinación de calor y frío con respecto a los frutos 
RTC (Tabla 8B). Teniendo en cuenta estos resultados y otros previos que ponían de 
manifiesto la importancia de este grupo de proteínas en el proceso de aclimatación a las 
bajas temperaturas en los frutos cítricos (Sanchez-Ballesta et al., 2003), se realizó un estudio 
más detallado de aquellos genes reunidos en la micromatriz que codifican factores de 
transcripción y otras proteínas que intervienen en procesos de transducción de señal. De 
344 genes estampados en la micromatriz ‘7K’, un 48% (166) mostraron expresión 
diferencial en al menos una de las tres situaciones de estudio. De estos 166, 50 presentaron 
mayores niveles de expresión en los frutos acondicionados y almacenados en frío respecto 
a los expuestos directamente a 2 ºC, mientras que 29 se expresaron más en éstos últimos. 
En la Tabla 10 se muestra un resumen de las principales familias de genes que codifican 
proteínas de señalización y factores de transcripción que se inducen o reprimen en 
respuesta al frío o a la combinación de calor y frío respecto a los frutos RTC. Además, en 
las Tablas Tabla 11 y Tabla 12 se detallan los genes que se expresaron diferencialmente al 
comparar entre sí los frutos acondicionados y sin acondicionar almacenados a 2 ºC. 

Tabla 10: Principales familias de genes incluidos en la micromatriz ‘7K’ que codifican proteínas 
relacionadas con procesos de señalización celular y factores transcripción con expresión diferencial en 
respuesta al frío o a la combinación de calor y frío respecto de los frutos recién traídos de campo (RTC) 
indicando en primer lugar el número de genes específicos (Esp) y en segundo lugar, el número total de 
genes inducidos o reprimidos en cada una de las condiciones estudiadas (∑). Asimismo, en las dos últimas 
columnas se indica el número de genes con cambios de expresión entre frutos acondicionados y no 
acondicionados almacenados 20 días a 2 ºC.  
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Entre aquellos cuya expresión se vio favorecida por el curado (Tabla 11) se 
encontraron 5 genes que intervienen en la señalización celular y codifican una proteína 
MAPK 4 (At4g01370), una quinasa ASK y tres proteínas de la ruta de señalización del 
etileno, uno de los cuales, el receptor EIN3 (At2g27050), que presentó el doble de 
expresión en los frutos almacenados en frío que habían sido previamente acondicionados. 
Además, se observaron 3 genes que codifican factores de transcripción de respuesta a esta 
hormona destacando uno de ellos (At3g16770) que se indujo durante el curado y aumentó 
más de 4 veces su expresión a los 20 días después de la transferencia a 2 ºC u otro que se 
indujo dos veces de manera específica en respuesta a la combinación de calor y frío 
(At3g14230). Además de genes que codifican factores de transcripción de la familia ‘zinc 
finger’, se observó una abundancia de genes que codifican proteínas de la familia NAM, 
MYB/MYC y bZIP. Asimismo, se encontraron 3 genes de respuesta a auxinas. Dos de 
ellos (At5g62010 y At3g16500) se indujeron en respuesta a la combinación de calor y frío 
mientras que en el tercero (At5g65670) la exposición a frío reprimió sus niveles de 
expresión tanto en frutos acondicionados como sin acondicionar con respecto a los niveles 
iniciales. Sin embargo, solamente en este último se observó una expresión 
significativamente mayor en los frutos acondicionados respecto a los frutos sin 
acondicionar transferidos directamente a las bajas temperaturas de conservación. Por 
último, la combinación de calor y frío favoreció la expresión de 3 genes que codifican 
proteínas WRKY aunque solamente uno de ellos (At4g01720) presentó diferencias 
significativas en su expresión entre ambos tipos de frutos almacenados a bajas 
temperaturas.  

Por otro lado, entre los genes más expresados en los frutos no acondicionados 
durante la exposición al frío (Tabla 12), se encontraron diversos genes que codifican 
proteínas relacionadas con procesos de señalización. Así, se encontró un gen que codifica 
una MAPK homóloga a NTF6 reprimido en respuesta a la combinación específica de calor 
y frío u otro, correspondiente a la subunidad α de una proteína G (At2g26300), inducido 
dos veces en los frutos no acondicionados expuestos al frío. Asimismo, se encontró un 
miembro del complejo TFIID, que codifica la proteína β-TFIIF (At1g75510) cuyo nivel de 
expresión disminuyó al 50% en los frutos curados y almacenados a 2 ºC. Además, se 
encontró un gen que codifica una TATA-binding’ (TBP) (At1g02680) cuya expresión se 
redujo en los frutos acondicionados respecto a los frutos RTC aunque en la comparación 
entre frutos acondicionados y sin acondicionar, no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas. Por otro lado, destacan 2 genes que codifican proteínas que 
regulan la expresión de HSPs, denominados ‘heat shock factors’ (HSF), uno de los cuales 
(At2g26150) se reprimió de forma específica en respuesta a la combinación de calor y frío. 
Un comportamiento similar lo tuvo un gen que codifica un miembro de la familia de 
factores de transcripción MADS-box (At1g24260), donde se observó una disminución de 
los niveles del mensajero en respuesta al frío aunque el curado potenció este efecto. Por 
último, se encontraron 2 genes que codifican factores de transcripción de la familia 
YABBY, que al igual que los WRKY se han relacionado con la respuesta de defensa frente 
a patógenos y con procesos de muerte celular, cuya expresión fue superior en los frutos 
almacenados directamente en frío respecto a los previamente acondicionados. Uno de ellos 
(At2g37630) se indujo en respuesta al frío ‘per se’ y otro se reprimió en respuesta a la 
combinación de calor y frío (At1g69180). 
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Tabla 11: Lista de genes incluidos en la micromatriz ‘7K’ que codifican proteínas relacionadas con 
procesos de señalización celular y factores transcripción agrupados por familias con mayor nivel de 
expresión en los frutos almacenados 20 días a 2 ºC que habían sido previamente acondicionados 3 días a 
37 ºC (C+F) respecto de los frutos almacenados directamente en frío (F) (Ver detalles en la Tabla 2).  
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Tabla 12: Lista de genes incluidos en la micromatriz ‘7K’ que codifican proteínas relacionadas con procesos 
de señalización celular y factores transcripción agrupados por familias con mayor nivel de expresión en los 
frutos no acondicionados almacenados 20 días a 2 ºC (F) respecto a los previamente acondicionados 3 días a 
37 ºC (C+F) (ver detalles en la tabla 2).  
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b)  Micromatriz ‘12K’. 
La segunda micromatriz empleada, la micromatriz ‘12K’, reúne un total de 24.288 

clones correspondientes a 11.193 unigenes. El 77% de los mismos presentan homología en 
la base de datos de A. thaliana. La distribución por categorías funcionales de esta 
micromatriz es similar a la de la micromatriz ‘7K’. Los procesos biológicos de metabolismo 
celular (65%), de metabolismo primario (58%) y los procesos metabólicos de 
macromoléculas (43%) son los más representados, mientras que los procesos de respuesta a 
estrés suponen un 11% y más específicamente, los de respuesta a estímulos abióticos, un 
9% (datos no mostrados). El diseño experimental utilizado fue el mismo al empleado con 
la micromatriz ‘7K’, aunque en este caso se utilizaron tres réplicas biológicas a partir de 
frutos cosechados en campañas diferentes, incluyendo la campaña 2004 utilizada en el 
primer caso. 

En la Figura 18 se muestran los resultados del análisis estadístico SAM (FDR<1%) 
referentes al número de genes que mostraron cambios significativos en los niveles de 
acumulación de sus transcritos en respuesta a cada una de las tres condiciones de estudio, 
calor (C), frío (F) y combinación de calor y frío (C+F), respecto a los niveles iniciales 
correspondientes a los frutos RTC. Este análisis indicó que un 24% de los genes de esta 
micromatriz se expresaron de forma diferencial al menos frente a alguna de las situaciones 
estudiadas, de los cuales alrededor del 40% se indujeron o reprimieron en repuesta al calor 
o al frío, aunque la mayor parte de ellos (51%) lo hicieron en respuesta a la combinación de 
calor y frío. Asimismo, se observó un mayor porcentaje de genes reprimidos respecto de 
los inducidos en los frutos recién acondicionados y en los que posteriormente se 
transfirieron al frío con una diferencia en ambos casos de más del doble. Sin embargo, en 
los frutos expuestos directamente al frío predominan las respuestas de inducción (795 
genes) sobre las de represión (358 genes). Por otro lado, solamente 15 de los genes que 
aumentaron su expresión en los frutos recién acondicionados a 37 ºC continuaron 
inducidos durante la exposición de los frutos al frío mientras que el número de genes 
reprimidos en respuesta al calor y a la combinación de calor y frío fue mucho mayor (247). 
Sin embargo, el número de genes con expresión diferencial en respuesta al frío, tanto en 
frutos acondicionados como sin acondicionar, fue más igualado, sumando un total de 141 
genes inducidos y 124 reprimidos.   
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El análisis individual de los genes incluidos en esta micromatriz reveló un total de 
945 genes cuya expresión fue estadísticamente superior en los frutos almacenados 
directamente en frío con respecto a los frutos tratados previamente 3 días a 37 ºC, aunque 
solamente 46 de éstos mostraron niveles detectables de expresión en estos últimos frutos 
(Tabla 13). Entre ellos destacan dos citocromos P-450 correspondientes al gen At5g05260 
de A. thaliana, inducidos más de 16 veces en los frutos no tratados almacenados a 2 ºC, y 
diversos transportadores ABC, todos ellos inducidos también de forma específica en 
respuesta al frío ‘per sé’. Además, se encontraron varios genes que codifican 
oxidoreductasas dependientes de FAD, 3 de la familia CPRD2 (dos con homología a 
At4g20820 y una a At1g26390), una nectarina 5 de tabaco (At5g44360) que posee actividad 
glucosa oxidasa, una proteína relacionada con la síntesis de alcaloides (At5g44380) y otra 
sin nombre asignado (At2g34790). En todos ellos, la expresión fue al menos 4 veces mayor 
en los frutos no acondicionados almacenados 30 días a 2 ºC que en los previamente 
tratados a altas temperaturas. Además, entre los que mostraron una diferencia de al menos 
3 veces entre ambos tipos de frutos expuestos al frío se encontraron dos genes del 
metabolismo secundario, que codifican una OMT del ácido cafeico (At4g34050) y una 
cafeína sintasa (At1g19640), dos que codifican proteínas de biosíntesis de tocoferol con 
homología al gen At2g18950, y otro correspondiente a una fosfolipasa D (At2g42010). 
Asimismo, se encontraron diversos factores de transcripción y genes que codifican 
proteínas de pared celular como una proteína inhibidora de endoglucanasas fúngicas 
(At1g03220), una exostosa (At5g04500) o una poligalacturonasa (At4g23820).  

Cabe señalar que, debido a la variabilidad intrínseca que conlleva el empleo de 
réplicas biológicas, en esta micromatriz no se encontró ningún gen con niveles de 
expresión detectables mayores en frutos acondicionados respecto a los frutos almacenados 
directamente a 2 ºC. Sin embargo, al comparar estos primeros respecto a los frutos RTC, el 
análisis estadístico reveló un total de 315 genes inducidos en respuesta a la combinación de 
calor y frío, 83 de los cuales no modificaron su expresión en respuesta al frío ‘per se’. En la 

 

Figura 18: Diagramas de Venn que muestran el número de genes de la micromatriz ‘12K’ con expresión 
diferencial en respuesta al calor (C), al frío (F) y/o a la combinación de ambos estímulos (C+F), respecto al 
nivel de expresión de los frutos recién cosechados (RTC). En las intersecciones de los círculos se representa 
el número de genes que presentan una respuesta diferencial frente a varias de las situaciones estudiadas. En 
los círculos pequeños se indica el número de genes que se expresan o reprimen de forma específica en cada 
una de estas situaciones 
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Tabla 14 se muestra una lista con los 30 genes que presentaron un mayor nivel de 
inducción en la comparación C+F vs RTC. Entre ellos, se encontraron genes que codifican 
enzimas de pared celular como una β-1,3-glucanasa (At5g55180) que se indujo más de 
5 veces en los frutos acondicionados durante la exposición a frío, y otras proteínas 
hidrolasas como una carboxil esterasa (At5g27320) y una β-amilasa (At3g23920) las cuales 
se indujeron dos veces en estos mismos frutos. También forman parte de este grupo un 
gen que codifica una desaturasa de δ-8 esfingolípidos (At2g46210) con un nivel de 
acumulación relativa de los mensajeros 3 veces superior al de los frutos RTC en respuesta a 
la combinación de calor y frío, u otros dos que codifican una proteína de choque térmico 
DnaJ (At5g22060) y un factor TFIIE de inicio de la transcripción, que se indujeron dos 
veces durante la exposición a las altas temperaturas y cuyos niveles se mantuvieron altos 
después de la transferencia a 2 ºC. 

El número de genes que se expresan específicamente en respuesta al calor o a la 
combinación de calor y frío fue muy reducido, concretamente 26 y 10, respectivamente, lo 
que contrasta con el número de genes que se reprimieron, también de forma específica, en 
respuesta a dichas condiciones: 519 y 508 en cada caso. Sin embargo, en el tratamiento de  
frío ‘per se’ fueron 98 los genes inducidos específicamente y 31 los reprimidos. Una 
información más detallada de estos genes se incluye en el anexo II. Así, entre los genes más 
expresados en respuesta al frío cuyos niveles no fueron detectados en el resto de las 
situaciones estudiadas, incluyendo los frutos RTC (Anexo II Tabla 53), se encontraron 
genes que codifican proteínas de función muy diversa como fosfatasas, una proteína 
catecol OMT (At5g54160) y una enzima que participa en la síntesis de celulosa, la celulosa 
sintasa (At1g55850), aunque la mayoría codifican proteínas sin homología en la base de 
datos de A. thaliana o de función desconocida. Entre aquellos cuya expresión no fue 
detectada en los frutos acondicionados a los 30 días de almacenamiento a 2 ºC pero sí en el 
resto de las situaciones estudiadas y que mostraron los niveles más elevados en los frutos 
RTC (Anexo II Tabla 54), se encontraron genes que codifican proteínas ribosomales y 
otras implicadas en la degradación de proteínas como una proteína reguladora del complejo 
COP9 de A. thaliana (At4g14110). En el resto, se observó una abundancia de genes que 
codifican enzimas de degradación de lípidos y proteínas, diversas glicosil hidrolasas y 
proteínas R de la familia NBS-LRR (Fichero Excel ‘Fortune’-‘12K’ adjunto). Por último, 
entre los genes sin nivel de detección en la condición de frío pero sí en el resto de 
situaciones estudiadas (Anexo II Tabla 55) se encontraron genes que codifican proteínas 
muy diversas como una proteína transportadora de azúcares, una SOD o diversas enzimas 
de biosíntesis de vitaminas.  
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Tabla 13: Listado de todos los genes incluidos en la micromatriz ‘12K’ con mayor nivel de expresión en los 
frutos almacenados directamente en frío respecto a los previamente acondicionados 3 días a 37 ºC. En 
ambos casos el tiempo de almacenamiento de los frutos a 2 ºC fue de 30 días. (Ver detalles en la Tabla 2).  
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En la Tabla 15 se muestra un resumen del número de genes que codifican proteínas 
de las principales familias implicadas en procesos de señalización y de factores de 
transcripción que modificaron su expresión en respuesta al frío y a la combinación de calor 
y frío. A continuación, en la Tabla 16 se detallan aquellos genes con niveles diferenciales de 
expresión en los frutos acondicionados respecto a los almacenados directamente a 2 ºC. Un 
total de 42 genes presentaron mayor expresión en estos últimos y entre ellos, diversos 
miembros de la familia ‘zinc finger’, bHLH y otros factores de respuesta a etileno como un 
gen con homología a At5g47230 que mostró una diferencia de expresión entre ambos tipos 
de frutos de 4 veces. Además, dentro de este grupo se encontraron 7 genes que codifican 
tres proteínas MAPK (At2g18170, At3g13530 y At3g21220), una proteína G Ras 
(At4g17530), dos receptores kinasas (At2g31880 y At5g56040) y una proteína 
transmembrana rica en residuos de leucina (At4g28490), que podría actuar como 
mediadora de la interacción de la proteína G con su receptor. Sin embargo, en ninguna de 
éstas se detectó expresión en respuesta a la combinación de calor y frío. Por otro lado, 
aunque se observó una abundancia de genes que codifican factores de transcripción NAM, 
WRKY, MYB y bZIP o dos TBP del complejo TFIID entre aquellos más expresados en 
respuesta al frío respecto a RTC, a los 30 días de almacenamiento a 2 ºC no se detectaron 
diferencias entre los frutos curados y no curados. Por otra parte, solamente 3 genes 
presentaron un nivel de expresión mayor en los frutos acondicionados durante el 
almacenamiento en frío respecto a los frutos no tratados, en los cuales no se detectó 
expresión, y codifican  un factor de transcripción con dominio AP2 y dos miembros de la 
familia PHD y MYB.   

Tabla 15: Principales familias de genes incluidos en la micromatriz ‘12K’ que codifican proteínas 
relacionadas con procesos de señalización celular y factores transcripción con expresión diferencial 
estadísticamente significativa (SAM, FDR<1%) en respuesta al frío o a la combinación de calor y frío 
respecto de los frutos control (RTC). (Ver detalles en Tabla 10).   
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Tabla 16: Genes incluidos en la micromatriz ‘12K’ que codifican proteínas relacionadas con procesos de 
señalización celular y factores transcripción agrupados por familias con mayor nivel de expresión en A) los 
frutos almacenados directamente a 2 ºC respecto a los previamente acondicionados (F>C+F); B) los frutos 
curados y expuestos a 2 ºC respecto a los almacenados directamente e 2 ºC (C+F>F). En todos los frutos el 
tiempo de almacenamiento fue de 30 días.  Los valores están expresados en escala logarítmica en base 2 
(Log2) 
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Los resultados del análisis funcional FatiGO+ de los genes con homología en la 
base de datos de A. thaliana que mostraron expresión diferencial en respuesta a alguna de 
las tres situaciones estudiadas (Tabla 17) indican que la exposición al calor y a la 
combinación de calor y frío induce la expresión de una elevada proporción de genes 
implicados en el metabolismo de RNA con respecto a los niveles iniciales correspondientes 
a los frutos RTC. Asimismo, la combinación de calor y frío disminuyó la expresión de 
genes del metabolismo de lípidos (nivel 6) (Tabla 18) y de biosíntesis de isoprenoides (nivel 
7). Entre los genes reprimidos en respuesta al frío ‘per se’ se encontró una abundancia de 
genes implicados en procesos biosintéticos celulares (nivel 4) y de genes del metabolismo 
de ácidos carboxílicos (nivel 5). No obstante, en este análisis no se encontró ningún 
proceso biológico sobre o infrarrepresentado al comparar entre sí los frutos 
acondicionados y sin acondicionar a los 30 días de almacenamiento a 2 ºC.  

Un análisis más detallado del conjunto de genes agrupados en este análisis dentro 
de los procesos de biosíntesis de lípidos (nivel 6), altamente representados entre los genes 
reprimidos en respuesta a la combinación de calor y frío respecto a RTC (Tabla 18), reveló 
que la gran mayoría de ellos están implicados en metabolismo de isoprenoides y 
compuestos derivados como carotenoides. Así, se encontraron genes que codifican 
enzimas que participan en la biosíntesis de IPP y de sus derivados isoprenoides como las 
enzimas mevalonato difosfato descarboxilasa (At3g54250) o farnesil difosfato sintasa 
(FPS) (At4g17190), cuyos niveles de expresión también disminuyeron en respuesta al frío 
en los frutos sin acondicionar. Sin embargo, otras como una FPFTA (At4g34640), una 
isopentenil isomerasa (At3g02780) o algunas de la ruta de biosíntesis de carotenoides, 
como una capsantina/capsorubina sintasa (At3g10230), una ZDS (At3g04870) o una 
ABA1 (At5g67030), solamente se reprimieron en los frutos expuestos a 2 ºC que habían 
sido previamente curados. No obstante, en este grupo se incluyen otros genes no 
relacionados con los anteriores que codifican enzimas desaturasas de ácidos grasos como 
una ω-3 desaturasa (At3g11170) o una estearil-CoA / δ-9 desaturasa (At3g15870), y otros 
como dos genes que codifican una oxidoescualeno ciclasa (At2g07050) y una enzima de 
condensación CUT1 (At1g68530), cuya respuesta también fue específica del calor y/o de la 
combinación de calor y frío. Destaca el primero de estos genes, que mostró una 
disminución de su expresión de hasta 4 veces en los frutos curados y expuestos a 2 ºC 
respecto a los frutos RTC. Además, se encontraron genes de biosíntesis de terpenos. Entre 
ellos, un gen que codifica una γ-terpineno sintasa (At3g25830), que se reprimió en 
respuesta al frío aunque el curado potenció dicho efecto, y el correspondiente a una β-
farneseno sintasa (At5g23960), que disminuyó su expresión hasta niveles imperceptibles en 
respuesta al calor y a la combinación de calor y frío. En el resto, donde se incluyen enzimas 
de biosíntesis y elongación de ácidos grasos y diversas LOX, la exposición al frío 
disminuyó de forma similar los niveles de expresión del gen en ambos tipos de frutos no 
detéctándose diferencias entre ellos.  

Por otro lado, el análisis FatiGO+ referente a función molecular indicó que el 
curado puede favorecer durante el almacenamiento en frío la expresión de genes con 
dominio de unión a ácidos nucleicos (nivel 3) ya que se encontró una proporción 
significativamente elevada de estos genes inducidos en respuesta a la combinación de calor 
y frío respecto a RTC. No obstante, este análisis no reveló ningún otro término con 
significancia estadística en el resto de comparaciones realizadas. Asimismo, tampoco se 
obtuvieron resultados significativos en este mismo análisis en cuanto se refiere a 
componente celular (datos no mostrados).   
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Tabla 18: Genes que participan en procesos de biosíntesis de lípidos incluidos en el nivel 6 de la jerarquia de 
ontologías génicas y que  presentan una disminución de su nivel de expresión en respuesta a la combinación 
específica de calor y frío (Ver detalles en Tabla 2). 
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De forma paralela al análisis de la micromatriz ‘7K’, en esta micromatriz también se 
llevó a cabo un análisis detallado de los genes que mostraron diferencias significativas entre 
frutos acondicionados y no acondicionados almacenados a 2 ºC (C+F vs F) y que codifican 
enzimas ATPasas, LOX, desaturasas y lipasas. Entre los más expresados en los frutos 
expuestos directamente al frío se observó una gran abundancia de genes de degradación de 
lípidos, la mayoría de los cuales se reprimieron hasta límites no detectables en respuesta a la 
combinación de calor y frío, como diversos genes que codifican lipasas extracelulares y de 
la familia de hidrolasas α/β. Además, destaca un gen que codifican una β-fosfolipasa D    
(β-PLD) (At2g42010) que se indujo más de 4 veces en repuesta al frío ‘per se’. Por otro 
lado, en esta micromatriz solamente se encontró un gen LOX y dos genes que codifican 
enzimas desaturasas con diferencias significativas entre ambos tipos de frutos, y en todos 
ellos se produjo una represión en respuesta a la combinación específica de calor y frío. El 
resto de genes que codifican enzimas ATPasas mostraron perfiles muy diversos, 
encontrándose algunos de ellos más expresados en los frutos almacenados directamente a 
2 ºC mientras que en otros, por el contrario, el curado favoreció su expresión.   

 

 
 

Tabla 19: Genes que codifican ATPasas, LOX, desaturasas y de degradación de lípidos de membrana con 
mayor nivel de expresión en los frutos almacenados directamente a 2 ºC respecto a los previamente 
acondicionados (A) o viceversa (B) (Ver detalles en Tabla 2). 
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En la ruta de biosíntesis de etileno, visualizada en el análisis Aracyc, y a diferencia 
de los resultados obtenidos en la micromatriz ‘7K’, no se observó un efecto inductor de la 
expresión de genes que participan en la misma en respuesta a la combinación del calor y 
frío (Figura 19). Solamente dos ACOs (At2g19590 y EFE) se indujeron en los frutos 
acondicionados y almacenados a 2 ºC, aunque este efecto fue mucho mayor en los frutos 
almacenados directamente a dicha temperatura. Por otro lado, se observó una caída de la 
expresión de diversos genes de la rutas de biosíntesis de isoprenoides fundamentalmente en 
respuesta a la combinación de calor y frío,  aunque en algunos de ellos también se produjo 
en respuesta al frío ‘per se’ (Figura 20). Los genes que participan en la ruta citosólica del 
mevalonato no mostraron diferencias en la expresión entre frutos acondicionados y no 
acondicionados expuestoa a 2 ºC. Sin embargo, en la ruta MEP que también conduce a la 
síntesis de IPP, se encontraron 3 genes reprimidos en respuesta al calor y/o a la 
combinación de calor y frío pero no al frío ‘per se’. Éstos codifican las enzimas 4-(citidina 
5'-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol quinasa (At2g26930), IspH (At4g34350) e isopentenil 
pirofosfato δ-isomerasa (IPP2; At3g02780). En la ruta de biosíntesis de carotenoides, no 
obstante, ningún gen mostró diferencias significativas en sus niveles de acumulación de 
mensajero entre frutos acondicionados y no acondicionados almacenados directamente a 
2 ºC (Figura 21).   

Otras rutas visualizadas en este análisis que incluyen un número importante de 
genes con mayores niveles de expresión en los frutos almacenados directamente a 2 ºC 
respecto a los previamente acondicionados, son la ruta de biosíntesis de celulosa, de 
degradación de homogalacturanos y diversos compuestos lipídicos y de biosíntesis de ácido 
jasmónico (datos no mostrados). En esta última, el curado evitó la inducción que se 
produce en respuesta al frío en los frutos sin acondicionar de dos genes que codifican una 
S-adenosil L-metionina: ácido jasmónico carboxil metiltransferasa (At1g19640) y una 
OPDA reductasa OPR2 (At1g76690). No obstante, el resto de genes de la misma en 
general disminuyeron sus niveles de mensajero durante la exposición a frío, no 
encontrándose diferencias significativas entre ambos tipos de frutos, acondicionados y no 
acondicionados expuestos al frío. Por otro lado, en este grupo (F>C+F) se detectaron 
otros genes que participan en las rutas de biosíntesis de glicina y alanina, fotorespiración y 
biosíntesis de fenilpropanoides (datos no mostrados). Algunos de ellos, como los que 
codifican una alanina glioxilato transminasa (AGT1) (At2g13360), una alanina transaminasa 
2 (AOAT2) (At1g70580), una flavonol 3’-OMT (OMT1; At5g54160), se reprimieron hasta 
límites indetectables en respuesta a la combinación de calor y frío.  

Por último, en este análisis no se visualizó ninguna ruta metabólica 
sobrerrepresentada en el conjunto de genes más expresados en respuesta a la combinación 
de calor y frío respecto al frío ‘per se’.  
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Figura 19: Representación gráfica (Aracyc) del estudio de la influencia del tratamiento de curado en la 
expresión de los genes de la ruta de biosíntesis de etileno en el flavedo de los frutos de mandarina ‘Fortune’ 
almacenados en frío. Se indican los valores relativos de expresión de los genes incluidos en la micromatriz 
‘12K’. (Ver detalles en Figura 15). 



RESULTADOS   

98 

 

 

Figura 20: Representación gráfica (Aracyc) del estudio de la influencia del tratamiento de curado en la 
expresión de los genes de la ruta de mevalonato y la ruta MEP que conducen a la biosíntesis de isopentenil 
PP, precuror en la biosíntesis de geranil geranil PP, en el flavedo de los frutos de mandarina ‘Fortune’ 
almacenados en frío. (Ver detalles en Figura 15). 
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Figura 21: Representación gráfica (Aracyc) del estudio de la influencia del tratamiento de curado en la 
expresión de los genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides y ABA en el flavedo de los frutos de 
mandarina ‘Fortune’ almacenados en frío (Ver detalles en Figura 15). 
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c)  Comparación de los resultados obtenidos en los ensayos de hibridación con las 
micromatrices ‘7K’ y ‘12K’. 

El empleo de réplicas biológicas (M‘12K’) redujo aproximadamente en un 24% el 
número de unigenes que se expresan diferencialmente en respuesta a alguna de las tres 
condiciones estudiadas. Este hecho puso de manifiesto la influencia de los factores 
precosecha en la reproducibilidad de las respuestas inducidas por este tipo de tratamientos. 
En la micromatriz ’7K’ se encontró una mayor abundancia de genes que respondían a la 
combinación de calor y frío, ya se trate de inducción (1361 genes) o represión (1576 genes) 
constituyendo un 73% del total de genes que mostraron cambios significativos en el nivel 
de acumulación de los mensajeros en respuesta al calor, al frío o a la combinación de calor 
y frío. Sin embargo, en la micromatriz ‘12K’ el porcentaje de genes con cambios de 
expresión significativos en respuesta a cada uno de estos estímulos fue similar oscilando 
alrededor del 40-50% del total de genes diferencialmente expresados. En ambos casos, el 
porcentaje de genes que responden al calor y al frío ‘per se’ fue similar en ambas 
micromatrices. Asimismo, en la primera de estas micromatrices se encontró un mayor 
número de genes reprimidos que inducidos en respuesta a las tres situaciones de estudio 
con respecto al nivel de acumulación relativa correspondiente a los frutos recién traídos de 
campo (RTC). Este mismo hecho se observó en la segunda micromatriz en respuesta al 
calor y a la combinación de calor y frío, aunque en los frutos almacenados directamente a 
las bajas temperaturas que causan los ‘daños de frío’ predominaron los fenómenos de 
inducción, ya que entre los genes que mostraron cambios en respuesta al frío un 78% se 
indujo mientras que el 22% restante se reprimió.  

Entre los 4407 genes comunes a ambas micromatrices, se encontraron 37 genes con 
mayor expresión en los frutos transferidos directamente al frío respecto de los que habían 
sido previamente acondicionados (F>C+F), entre los que se incluyen 11 genes obtenidos 
en el análisis SAM y 26 cuya expresión no se detectó en respuesta a la combinación de calor 
y frío. Entre los primeros (Tabla 20A) destacan 3 genes relacionados con el estrés oxidativo 
que se indujeron en respuesta al frío pero no a la combinación de calor y frío y codifican 
dos proteínas CPRD2 que en la micromatriz ‘12K’ se indujeron más de 9 veces con 
respecto a los frutos RTC, y una citocromo P-450 que mostró en esta misma micromatriz 
una diferencia de expresión al menos de 28 veces entre ambos tipos de frutos almacenados 
a 2 ºC. Además, con un perfil similar se encontraron dos genes que codifican una 
glutamato descarboxilasa y una proteína transmembrana de la familia de transportadores 
ABC inducidos en la micromatriz ‘12K’ más de 4 y 12 veces en respuesta al frío, 
respectivamente. En otros casos, como un gen que codifica un transportador de sulfatos, se 
observó una inducción tanto en frutos acondicionados como sin acondicionar durante el 
frío aunque en los primeros este efecto fue menor. Este comportamiento también fue 
observado en el caso de la micromatriz ‘7K’ para un gen que codifica una proteína GMFP5 
(del inglés ‘Glycine max farnesylated protein 5’) con capacidad de unión a metales. Por otro 
lado, se observaron en ambas micromatrices dos genes cuya expresión en respuesta al frío 
no varió pero disminuyó en respuesta a la combinación de calor y frío. Estos genes 
codifican una capsantina sintasa implicada en la biosíntesis de carotenoides y una 
CCoAOMT (At4g34050). 

La comparación de los resultados obtenidos de ambas micromatrices puso además 
de manifiesto que solamente dos de los genes comunes presentaron mayores niveles de 
expresión en los frutos acondicionados y transferidos a 2 ºC respecto a los almacenados 
directamente a dicha temperatura (C+F>F). Estos genes codifican una ATPasa tipo AAA 
(At1g02890) y una proteína sin homología en A. thaliana (unigen 4947). No obstante, 9 de 
los genes que en la micromatriz ‘7K’ mostraron mayores diferencias significativas entre 
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ambos tipos de frutos, en la micromatriz ‘12K su expresión fue al menos dos veces mayor 
en respuesta a la combinación de calor y frío respecto al frío ‘per se’ aunque estas 
diferencias no fueron significativas (Tabla 20B). Entre ellos, destacan 7 genes que se 
indujeron durante la exposición al calor y/o en respuesta a la combinación de calor y frío 
pero no modifican sus niveles de expresión en respuesta al frío ‘per se’ respecto de los 
niveles en RTC y codifican una proteína precursora de ferritina 3, una quitinasa de carácter 
ácido de clase I, la subunidad catalítica LigB de una proteína de la familia de dioxigenasas 
que rompen los anillos de los compuestos aromáticos así como tres proteínas que no 
presentan homología en A. thaliana y otra proteína de función desconocida. Asimismo, se 
encontró un gen que codifica una proteína de pared celular que hidroliza enlaces 
glicosídicos cuya expresión aumentó en respuesta a la combinación de calor y frío y un gen 
que codifica una dehidrina de Citrus sinensis cuya expresión disminuyó específicamente en 
respuesta al frío pero no en respuesta al calor ni a la combinación de ambos estímulos.  

El análisis funcional (FatiGO+) mostró en ambas micromatrices una represión 
significativa de procesos biológicos de biosíntesis de lípidos en respuesta a la combinación 
de calor y frío (Tabla 21). Al estudiar con detalle los genes agrupados dentro de esta 
categoría funcional (nivel 6) se encontró un total de 8 genes comunes al comparar ambas 
micromatrices cuya expresión disminuía en los frutos almacenados a 2 ºC después de ser 
acondicionados con respecto a RTC (Tabla 26). En general, este grupo de genes mostró 
también una represión en respuesta al calor y al frío directo, aunque sólo en el caso de la 
micromatriz ‘7K’ la mayoría de las represiones fueron estadísticamente significativas.  

Además, en ambas micromatrices el calor y el frío ‘per se’ reprimió procesos 
relacionados con la traducción lo que refleja aspectos comunes en las respuestas a ambas 
situaciones extremas de temperatura.  

Por otro lado, aunque los resultados obtenidos a partir de la micromatriz ‘7K’ 
pusieron de manifiesto que la exposición al calor y/o a la combinación de calor y frío podía 
alterar la expresión de genes del metabolismo de derivados de aminoácidos u otros 
implicados en la modificación de proteínas, en la micromatriz ‘12K’ el análisis por 
ontologías génicas no confirmó estos hechos. 

La evaluación de la incidencia de ‘daños de frío’ en los frutos de mandarina 
‘Fortune’ recolectados en las tres campañas mostró valores más similares en el IDF a los 30 
días de almacenamiento a 2 ºC, alrededor de 1,5, que a los 20 días (Figura 10). Además, en 
los frutos procedentes de la tercera campaña, el IDF a los 20 días fue muy reducido. Por 
ello, aunque el estudio de la expresión génica mediante el empleo de réplicas técnicas se 
realizó a partir de RNA procedente de frutos, acondicionados y sin acondicionar, 
almacenados 20 días a 2 ºC, en la micromatriz ‘12K’ se estudió la expresión a los 30 días de 
almacenamiento a dicha temperatura. Aunque no podemos descartar la posibilidad de que 
algunas de las respuestas que se producen a los 20 días podrían ser transitorias y no 
observarse a 30 días, o viceversa, no obstante, el IDF de los frutos utilizados en la 
micromatriz ‘7K’ fue similar al de los frutos utilizados en la micromatriz ‘12K’. 
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1.4. Efecto del tratamiento con sales de metales divalentes en el estudio de los 
‘daños de frío’ en mandarinas de la variedad ‘Fortune’. 

Los resultados del análisis de micromatrices de cDNA mostraron que algunos de 
los genes que se expresaron diferencialmente en respuesta al calor y/o a la combinación de 
calor y frío codifican proteínas cuya función está relacionada con la presencia de metales 
divalentes. Por ello, se estudió el efecto de la aplicación de sales de Fe2+, Cu2+, Zn2+, Mn2+ y 
Mg2+ en la incidencia de ‘daños de frío’ en frutos recién traídos de campo almacenados a 2 
y 12 ºC, y en frutos acondicionados durante 3 días a 37 ºC y almacenados en frío. 

En la Figura 22 se muestra el efecto de la aplicación de concentraciones crecientes 
de FeSO4 en la aparición de daños en la piel de mandarinas ‘Fortune’ almacenadas a 2 y 
12 ºC, inmediatamente después de ser cosechadas, y en mandarinas almacenadas a 2 ºC 
después de ser acondicionadas durante 3 días a 37 ºC. La aplicación de Fe2+ 100 mM tuvo 
un efecto fitotóxico muy marcado ya que originó daños severos en los frutos, distintos a los 
del frío, inmediatamente después del tratamiento. Por tanto, resultó imposible evaluar el 
efecto de este tratamiento en la susceptibilidad al frío de la mandarina ‘Fortune’ (datos no 
mostrados). La aplicación de FeSO4 10 mM también originó daños en la piel, que fueron 
evidentes desde el principio del almacenamiento. Aunque dichos daños fueron menos 
severos que los de los frutos tratados con Fe2+ 100 mM, no pudieron obtenerse resultados 
concluyentes sobre el efecto del tratamiento en los ‘daños de frío’. Cuando se aplicó la 
concentración de sal de Fe2+ 1 mM se detectaron daños en la piel, claramente diferentes a 
los del frío, en los frutos almacenados directamente a 12 ºC y en los frutos curados y 
almacenados en frío. Este tipo de síntomas fue muy poco evidente en los frutos 
almacenados a 2 ºC, que presentaron un índice de daño en la piel a esta temperatura similar 
o ligeramente superior al de los frutos tratados sólo con agua (Figura 22). Por otra parte, se 
comprobó que la aplicación de esta concentración de sal de Fe2+ no revertía el efecto 
beneficioso del curado cuando la sal se aplicó inmediatamente después del curado, o tras 
un periodo de almacenamiento de 20 días a 2 ºC en los frutos previamente curados, antes 
de ser expuestos durante un periodo adicional de 30 y 10 días en frío, respectivamente 
(datos no mostrados).  

Con el fin de evitar que otros daños fitotóxicos pudiesen dificultar la evaluación de 
la incidencia de ‘daños de frío’, se estudió el efecto de una concentración de FeSO4 más 
baja (0,1 mM). En este caso no aparecieron daños en la piel en los frutos almacenados a 
12 ºC ni en los frutos curados almacenados en frío (Figura 22). Por otro lado, este 
tratamiento apenas modificó la susceptibilidad al frío de los frutos almacenados 
directamente a 2 ºC (Figura 22). Sin embargo, en frutos cosechados un mes más tarde que 
presentaron mayor susceptibilidad al frío la la aplicación de esta concentración de sal redujo 
en aproximadamente un 30% el índice de ‘daños de frío’ durante al menos 43 días de 
almacenamiento a 2 ºC en los frutos no acondicionados. Estas diferencias se redujeron 
después de periodos superiores de almacenamiento a 2 ºC. En un tercer experimento con la 
misma concentración de FeSO4 se volvió a observar este efecto (Figura 29). No obstante, 
después de periodos prolongados de almacenamiento aparecieron daños en la piel 
relacionados con el envejecimiento de los frutos, que fueron más acusados en los frutos 
acondicionados a altas temperaturas, sin encontrarse diferencias relevantes en los frutos 
sometidos a los distintos tratamientos, incluyendo el agua (datos no mostrados). 

Además de estudiar el efecto de la aplicación de Fe2+, se estudió el efecto de la 
aplicación de dos quelantes de este metal divalente: el ácido tánico (5%) y la ferrocina (1 
mM). En ningún caso se modificó la susceptibilidad al frío de los frutos tratados con el 
quelante de forma aislada o en combinación con la sal de Fe2+ con respecto a los frutos 
control tratados sólo con agua (datos no mostrados).  
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La aplicación de la sal de Cu2+ 1, 10 y 100 mM también originó daños fitotóxicos en 

la superficie de los frutos expuestos a las tres condiciones de almacenamiento (2 ºC, 12 ºC, 
3 días 37 ºC + 2 ºC), siendo este efecto mayor a medida que aumentaba la concentración de 
la sal (Figura 23). Aunque este tipo de daño fue diferente al de los ‘daños de frío’, no 
pudieron obtenerse resultados fiables sobre el efecto del cobre en la incidencia de los 
mismos en los frutos almacenados directamente a 2 ºC. Teniendo en cuenta que a las 
concentraciones ensayadas de sal de Cu2+ no se pudo llevar a cabo una evaluación fiable de 
los ‘daños de frío’, debido a la aparición de daños fitotóxicos, en una segunda experiencia 
se ensayó una concentración menor de esta sal: 0,1 mM.  La aplicación se realizó sobre 
frutos recién cosechados y almacenados a 2 ºC, con y sin acondicionamiento previo, y a 
12 ºC. Esta concentración de Cu2+ redujo en un 40% la incidencia de los ‘daños de frío’ en 
los frutos almacenados directamente a 2 ºC (Figura 24) y no produjo daños fitotóxicos en 
los frutos almacenados a esta misma temperatura previamente acondicionados ni en los 
almacenados a 12 ºC.  

 

Figura 22: Estudio del efecto de la aplicación de FeSO4 en la incidencia de daños en la piel en frutos de 
mandarina ‘Fortune’ almacenados, inmediatamente después de ser cosechados, 30  días a 2 y 12 ºC, y en 
frutos curados (3 días 37 ºC)  y almacenados en frío durante el mismo periodo de tiempo. Los frutos se 
trataron con H2O (♦) o con concentraciones de sal de Fe2+ 0,1 (♦), 1 (●) y 10 mM (■). 
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Figura 23: Estudio del efecto de la aplicación de CuSO4 en la incidencia de daños en la piel en frutos de 
mandarina ‘Fortune’ almacenados, inmediatamente después de ser cosechados, durante 30 días a 2 y 12 ºC, y 
en frutos curados (3 días 37 ºC)  y almacenados en frío durante el mismo periodo de tiempo. Los frutos se 
trataron con H2O (♦) o con concentraciones de sal de Cu2+ 1 (●) y 10 mM (■).  



RESULTADOS   

108 

 
 
 
 
 
 
 

 
La aplicación de DETC, quelante del Cu2+, no modificó la susceptibilidad al frío de 

las mandarinas ‘Fortune’. En los frutos almacenados directamente a 2 ºC sólo se 
observaron pequeñas diferencias entre el índice de ‘daños de frío’ de los frutos tratados con 
las tres concentraciones de DETC ensayadas (1, 10 y 100 mM) y el de los frutos tratados 
solo con agua, al final del almacenamiento, presentando estos últimos un índice de daño 
20% inferior al de los tratados con DETC. Por otro lado, el DETC no favoreció la 
aparición de ‘daños de frío’ en los frutos curados aunque, después de tiempos largos de 
almacenamiento, aparecieron síntomas de senescencia, más evidentes a medida que 
aumentaba la concentración de DETC. Estos daños aparecieron incluso en los frutos 
almacenados a 12 ºC después de 20 días de almacenamiento cuando la concentración de 
DETC fue 100 mM (Figura 25).  

La aplicación conjunta del DETC 100 mM y de Cu2+ a las tres concentraciones 
ensayadas (1, 10 y 100 mM) tampoco afectó a la incidencia de ‘daños de frío’ en los frutos 
almacenados directamente a 2 ºC. No obstante, este tratamiento favoreció la aparición de 
daños en la piel, distintos a los del frío, en los frutos curados durante el almacenamiento a 
2 ºC. Dichos daños fueron similares a los observados en los frutos tratados exclusivamente 
con Cu2+, aunque menos severos. Estos daños no se observaron en los frutos almacenados 
a 12 ºC (datos no mostrados).  

 

.

Figura 24: Efecto de la aplicación de 
CuSO4 0,1 mM en la incidencia de ‘daños 
de frío’ en frutos de mandarina ‘Fortune’ 
almacenados, inmediatamente después de 
ser cosechados, durante 30 días a 2 ºC. 
Los frutos se trataron con H2O (♦) o la 
sal de Cu2+ 0,1 mM (♦) 
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Teniendo en cuenta que genes como los que codifican nodulinas o MTs, altamente 
representados en la biblioteca de cDNA construída en este trabajo, son capaces de unir, 
además del Fe2+ o Cu2+, otros metales divalentes, se evaluó el efecto de la aplicación de 
sales de Zn2+, Mn2+ y Mg2+ en la incidencia de ‘daños de frío’ (Figura 26). En este caso, se 
aplicaron dichas sales a una concentración 100 mM. La aplicación de ZnSO4.7H2O 100 
mM tuvo un claro efecto fitotóxico con síntomas, diferentes a los ‘daños de frío’, que 
pudieron apreciarse a las pocas horas tras la aplicación en los frutos curados y almacenados 
a 2 ºC y en los frutos almacenados a 12 ºC, y a los 7 días en los frutos almacenados 
directamente en frío. Como se observa en las fotografías (Figura 26), estos daños se 
caracterizaron por la aparición de áreas necróticas de color verde oscuro que fueron 
pardeando con el tiempo. Los frutos almacenados directamente a 2 ºC también presentaron 
‘daños de frío’ aunque no pudo realizarse una evaluación fiable de los mismos, puesto que 
fueron enmascarados en gran medida por los daños fitotóxicos.  

El tratamiento con MnSO4.H2O 100 mM también produjo daños en la piel, 
diferentes a los ‘daños de frío’, en los frutos almacenados a 2 ºC, con y sin 
acondicionamiento previo, pero no en los almacenados a 12 ºC que mantuvieron igual 
apariencia hasta el final del almacenamiento. Estos daños, aparentemente similares a los 
daños por senescencia, fueron muy ligeros en los frutos almacenados directamente a 2 ºC, y 
aparentemente no se encontraron diferencias en la incidencia de ‘daños de frío’ entre los 
frutos control y los tratados con la sal de Mn2+. 

Por último, la aplicación de MgSO4.7H2O 100 mM, que no produjo daños 
fitotóxicos en ninguna de las tres condiciones de almacenamiento, no modificó la 

 

Figura 25: Estudio del efecto de la aplicación de DETC en la incidencia: A) de ‘daños de frío’ en frutos de 
mandarina ‘Fortune’ almacenados, inmediatamente después de ser cosechados, durante 30 días a 2 ºC; B) de 
daños en la piel en frutos de mandarina ‘Fortune’ curados (3 días 37 ºC) y almacenados durante 30 días a 
2 ºC, y en frutos recién cosechados almacenados a 12 ºC durante igual periodo de tiempo (frutos control). 
Los frutos se trataron con H2O (♦) o con concentraciones de DETC 1 (●), 10 (■) y 100 mM (▲).  
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incidencia de ‘daños de frío’ en los frutos almacenados directamente a 2 ºC ni en los frutos 
curados y expuestos al frío.   

 

Figura 26: Estudio del efecto de la aplicación de ZnSO4, MnSO4 y MgSO4 100 mM en la incidencia de daños 
en la piel en frutos de mandarina ‘Fortune’ almacenados, inmediatamente después de ser cosechados, durante 
30 días a 2 (●) y 12 ºC (♦), y en frutos curados (3 días 37 ºC)  y almacenados en frío durante igual periodo de 
tiempo (○). Como controles se emplearon frutos tratados con H2O, curados y almacenados 30 días a 2 ºC 
(◊), o expuestos directamente al frío (♦) durante el mismo periodo de tiempo.  
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De forma paralela al estudio del efecto de la aplicación de sales de metales 
divalentes en la susceptibilidad al frío de frutos de mandarina ‘Fortune’, se llevó a cabo en 
este mismo experimento un tratamiento para favorecer la inducción de especies activas de 
oxígeno (ROS). Para ello, se aplicó paracuat 1 mM, un inductor de radicales superóxido 
(O2

• -), en combinación con H2O2 1 mM y Fe2+ 0,1 mM, para favorecer la formación de 
radicales hidroxilo (OH•). Los resultados de dicho tratamiento indican que reduce 
ligeramente la incidencia de los ‘daños de frío’ en las mandarinas ‘Fortune’ (Figura 27). Así, 
el índice de ‘daños de frío’ de los frutos tratados con la mezcla paracuat 1 mM + H2O2 1 
mM y Fe2+ 0,1 mM fue aproximadamente un 20% o un 30% inferior al de los frutos 
tratados con agua o Fe2+ 0,1 mM, respectivamente, al final del almacenamiento. Los frutos 
curados y almacenados a 2 ºC y los frutos almacenados a 12 ºC, no presentaron síntomas 
de ‘daños de frío’ al menos durante los 30 días que duró el almacenamiento, aunque 
presentaron daños de senescencia ligeros, que no se observaron en los frutos no 
acondicionados almacenados a 2 ºC. Cabe señalar que en los frutos tratados con esta 
mezcla y almacenados a 2 y 12 ºC, el parámetro a/b, que indica un cambio de color hacia 
tonalidades más amarillas, se redujo en aproximadamente un 20 y un 30% respecto a los 
frutos tratados con agua, en un caso y en otro (Figura 28). Estos resultados podrían reflejar 
una degradación de carotenoides, que se ha utilizado como indicador de estrés oxidativo. 

 
 
 
 

 
 
 

Figura 27: Efecto de la aplicación de una 
mezcla de paracuat (par) 1 mM + H2O2 
1 mM + Fe2+ 0,1 mM (♦ ◊) en la 
susceptibilidad al frío de frutos de 
mandarina ‘Fortune’. Como controles se 
emplearon frutos tratados con H2O (♦ ◊) y 
con Fe2+ 0,1 mM (♦ ◊). Los frutos 
sometidos a dichos tratamientos se 
almacenaron directamente a 2 ºC (F) o se 
acondicionaron de forma previa al 
almacenamiento en frío (C+F). 
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El efecto protector frente al frío del tratamiento paracuat + H2O2 + Fe2+ se 
confirmó en una segunda experiencia con frutos cosechados un mes mar tarde, que 
presentaron una susceptibilidad muy inferior al frío con respecto a los frutos utilizados en 
el primer experimento (Figura 29). Utilizando las mismas concentraciones que en el 
experimento anterior, se comprobó cómo en este caso dicho tratamiento reducía 
notablemente la incidencia de ‘daños de frío’. Así, después de 60 días de almacenamiento a 
2 ºC, el índice de ‘daños de frío’ de los frutos expuestos a este tratamiento fue muy bajo y 
aproximadamente 3 veces inferior al de los frutos tratados con agua. La eficacia de este 
tratamiento fue similar a la encontrada al evaluar el efecto de la combinación de paracuat y 
H2O2, en ausencia de Fe2+, o del paracuat 1 mM. Estos tratamientos también redujeron 3 
veces el índice de ‘daños de frío’ después de 60 días de almacenamiento (Figura 29A). La 
eficacia de la mezcla paracuat + H2O2 + Fe2+ y de paracuat + H2O2 fue similar a lo largo de 
todo el periodo de almacenamiento y superior a la del paracuat 1 mM ya que ambas 
mezclas frenaron o retrasaron en mayor medida el desarrollo de ‘daños de frío’ que el 
paracuat ‘per sé’. En este mismo experimento, se comprobó además que la eficacia de la 
mezclas paracuat + H2O2 + Fe2+ y de paracuat + H2O2 no mejoraba al aumentar la 
concentración del paracuat y del H2O2 desde 1 (Figura 29A) hasta 10 mM (Figura 29B). Del 

 

Figura 28: Efecto del tratamiento con la mezcla paracuat 1 mM + H2O2 1 mM + Fe2+ 0,1 mM (●) en el 
parámetro a/b de medida del color en frutos de mandarina ‘Fortune’ almacenados a 2 y 12 ºC, 
inmediatamente después de ser cosechados, y en mandarinas almacenadas a 2 ºC después de ser 
acondicionadas durante 3 días a 37 ºC. Como controles se emplearon frutos tratados con H2O (●) y con Fe2+ 
0,1 mM (●). 
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mismo modo, se confirmó que al aumentar la concentración de paracuat no aumentaba su 
eficacia reduciendo los ‘daños de frío’. Además de utilizar frutos control tratados con agua, 
en este experimento se utilizaron frutos tratados con la sal FeSO4.7H2O 0,1 mM como un 
control adicional en el estudio del efecto de la mezcla paracuat + H2O2 + Fe2+. En este 
caso, se observó que el Fe2+ reducía la incidencia de ‘daños de frío’ con respecto a los 
frutos tratados con agua pero en mucha menor medida que dicha mezcla a las dos 
concentraciones de paracuat y H2O2 estudiadas. En ambos casos, el tratamiento con este 
sistema de inducción de estrés oxidativo no provocó la aparición de ‘daños de frío’, aunque 
sí favoreció la aparición de otros daños en la piel asociados con la senescencia, en los frutos 
curados y almacenados a 2 ºC y en los frutos almacenados a 12 ºC (Figura 30).  

 
 
 

 

Figura 29: Efecto de la aplicación de un tratamiento que favorece la inducción de especies activas de oxígeno 
(ROS) en la incidencia de ‘daños de frío’ en frutos de mandarina ‘Fortune’ almacenados 60 días a 2 ºC. (A) 
Frutos tratados con paracuat 1 mM + H2O2 1 mM + Fe2+ 0,1 mM (●), paracuat 1 mM (●), paracuat 1 mM + 
H2O2 1 mM (●), Fe2+ 0,1 mM (●) y agua (♦); (B) Frutos tratados con paracuat 10 mM + H2O2 10 mM + 
Fe2+ 0,1 mM (■), paracuat 10 mM (■). 
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Figura 30 Detalle de la sintomatología de los daños en la piel en frutos de mandarina ‘Fortune’. 
(A) Frutos tratados con paracuat 1 mM + H2O2 1 mM + Fe2+ 0,1 mM almacenados 50 días a 
2 ºC; (B) Frutos tratados con paracuat 1 mM + H2O2 1 mM + Fe2+ 0,1 mM a lo largo del 
tratamiento de acondicionamiento térmico, y almacenados 50 días a 2 ºC después del curado. 
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2. ESTUDIO TRANSCRIPTÓMICO DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN 
LA TOLERANCIA AL ‘COLAPSO DE LA CORTEZA’ INDUCIDA POR EL 
ACONDICIONAMIENTO CON ETILENO EN FRUTOS DE NARANJA 
‘NAVELATE’. 

2.1. Efecto del etileno en la disminución de la incidencia del ‘colapso de la corteza’ 
en naranjas ‘Navelate’. 

a)  Evaluación de los daños en la piel por ‘colapso de la corteza’: 
Los resultados obtenidos al evaluar la incidencia del ‘colapso de la corteza’ en frutos 

de naranja ‘Navelate’ cosechados en dos campañas diferentes y almacenados a 22 ºC y a 
HR próximas a la saturación (90-95%), para minimizar su deshidratación, pusieron de 
manifiesto que los frutos maduros de esta variedad desarrollan dicha alteración 
independientemente de las condiciones climáticas a las que hubiesen estado expuestos 
antes de ser cosechados. Así, ésta se produjo tanto en frutos cosechados después de 
periodos secos (HR inferiores al 40%) (campaña 2) como en los expuestos a HR próximas 
al 80% (campaña 1), aunque en ningún caso los frutos se cosecharon después de vientos 
fuertes y secos (datos no mostrados). Asimismo, el acondicionamiento de los frutos de 
ambas campañas durante 4 días con una concentración de etileno de 10 μL L-1 redujo la 
incidencia del ‘colapso de la corteza’, observándose al final del almacenamiento en ambos 
casos un índice de daño inferior a 0,5. Además, en todos ellos se comprobó que la 
aplicación de 1-MCP potenciaba dicha alteración. Así, en las dos campañas, los frutos 
expuestos a 1-MCP presentaron tras 14 días de almacenamiento un ICC próximo a 2,0 
mientras que en los frutos control, almacenados contínuamente en aire, éste fue inferior a 
1,0. (Figura 31). 

 
 
 
 
 
 

.

Figura 31: Evolución del ‘colapso de la 
corteza’ en naranjas ‘Navelate’ cosechadas a 
principios de marzo y almacenadas 1) 
contínuamente en aire (○); 2) tratadas 4 días 
con 10 μL L-1 de etileno a 22 ºC y 
posteriormente transferidas a aire a la misma 
temperatura (□); 3) tratadas 14 h con 1-MCP 
(1 μL L-1) a 22 ºC y transferidas 
inmediatamente a aire a la misma temperatura 
(●); 4) tratadas 14 h con 1-MCP (1 μL L-1) a 
22 ºC, luego 4 días con 10 μL L-1 de etileno a 
22 ºC y por último transferidas a aire a la 
misma temperatura (■). La HR fue constante 
y del 90-95% durante todo el periodo de 
almacenamiento en todas las condiciones de  
estudiadas.   
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2.2. Estudio de los cambios de expresión génica mediante empleo de micromatrices 
de cDNA asociados al efecto protector del etileno reduciendo la incidencia del 
‘colapso de la corteza’. 

En el estudio de los cambios en el transcriptoma en respuesta al tratamiento con 
etileno y/o MCP se analizó la expresión del conjunto de genes reunidos en la micromatriz 
‘12K’ en frutos: 1) recién traídos de campo (RTC); 2) almacenados 4 días en aire; 3) 
tratados 4 días con 10 μL L-1 de etileno; 4) tratados 14 h con 1 μL L-1 de 1-MCP y después 
almacenadas 4 días en aire; 5) almacenadas 14 días en aire; 6) tratados 4 días con 10 μL L-1 
de etileno y después almacenados 14 días en aire; 7) tratados 14 h con 1 μL L-1 de 1-MCP y 
después almacenadas 14 días en aire. En todos los casos, el análisis transcriptómico se llevó 
a cabo a los 4 y 14 días de almacenamiento en los dos tejidos que constituyen la corteza del 
fruto, el flavedo y el albedo, de forma independiente.  Se analizaron tres réplicas biológicas, 
una a partir de frutos recolectados en la campaña 2003-2004 y dos en la campaña 2004-
2005 pero procesados de forma independiente. Como referencia común, se empleó una 
mezcla de RNA procedente de flavedo y albedo de frutos sometidos a cada una de las 
situaciones de estudio descritas (Figura 32). 

 

Figura 32: Diseño Experimental del análisis de los cambios de expresión mediante el empleo de la 
micromatriz ‘12K’. El marcaje se realizó indirectamente para asegurar una misma eficacia entre ambos 
fluoróforos. En las hibridaciones, la muestra problema correspondiente a cada una de las 7 situaciones 
estudiadas se marcó con el fluoróforo Cy5 y la muestra de referencia, formada por una mezcla equitativa de 
todas las muestras evaluadas, con el fluoróforo Cy3. En cada una de las condiciones analizadas el flavedo y el 
albedo se estudiaron de forma separada y se utilizaron 3 réplicas biológicas.  
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El análisis estadístico de los resultados de hibridación con la micromatriz ‘12K’ 
reveló un total de 1970 genes en el flavedo y 3899 en el albedo expresados 
diferencialmente en respuesta a al menos una de las condiciones estudiadas con respecto a 
los niveles iniciales correspondientes a los frutos RTC, lo que representa un 18 y un 35% 
del total de genes reunidos en dicha micromatriz, respectivamente. Estos datos reflejan que 
el albedo es el tejido que mostró mayor número de cambios significativos en la expresión 
génica, comprobándose además este hecho en todas las situaciones estudiadas.   

En respuesta al tratamiento de 4 días con etileno, el número de genes inducidos en 
ambos tejidos fue mayor al de genes reprimidos. Por el contrario, en los frutos expuestos a 
1-MCP y almacenados 4 días en aire el número de genes que aumentaron su expresión en 
el flavedo y albedo fue reducido y mucho menor al de genes reprimidos (Figura 33). En 
relación a las respuestas comunes de inducción, representadas en las áreas de intersección 
de los círculos de los diagramas de Venn, a 4 días destacan 122 genes inducidos en el 
albedo de los frutos acondicionados con etileno y de los controles mantenidos en aire. Por 
otro lado, el número de genes que disminuyeron su expresión a los 4 días de 
almacenamiento en respuesta al etileno o a la combinación de 1-MCP y aire fue similar en 
el flavedo mientras que en el albedo éste fue mayor en los frutos recién acondicionados 
con la hormona. (Figura 33).  

A los 14 días de almacenamiento, el mayor número de respuestas de inducción lo 
presentaron los frutos que habían sido expuestos a 1-MCP, fundamentalmente en el 
albedo, donde se encontraron un total de 1.927 genes. Estos mismos frutos fueron los que 
presentaron el mayor número de represiones tanto en el flavedo (474 genes) como en 
albedo (1.330) (Figura 33). 

El conjunto de estos resultados indica que la aplicación de 1-MCP tuvo más bien 
un efecto represor que inductor en los frutos almacenados 4 días en aire con respecto a los 
niveles iniciales de los frutos RTC, mientras que en los frutos tratados con etileno antes de 
la transferencia a aire predominaron las respuestas de inducción. Al final del 
almacenamiento los mayores cambios, tanto en inducción como en represión, se 
observaron en los frutos tratados con 1-MCP. 

En la Figura 34 se representa la evolución de los cambios diferenciales a tiempos 
cortos y largos en cada una de las situaciones analizadas. En respuesta al etileno,  un 84% 
(481 genes) y un 63% (565 genes) de los genes inducidos en el flavedo y albedo, 
respectivamente, lo hicieron de forma transitoria al acabar el periodo de 
acondicionamiento. Únicamente 41 genes en el flavedo y 136 en el albedo presentaron 
mayor expresión durante todo el periodo de almacenamiento. Aunque en estos frutos el 
mayor número de represiones en el flavedo y albedo también se observó antes de la 
transferencia a aire, en este caso las diferencias entre 4 y 14 días no fueron tan marcadas. 
Por el contrario, en los frutos expuestos a 1-MCP y almacenados en aire, más del 90% de 
las respuestas de inducción en ambos tejidos se produjeron al final del almacenamiento. 
Asimismo, la gran mayoría de los genes que disminuyeron su expresión en el albedo de 
estos frutos tratados con 1-MCP lo hicieron a tiempos largos (>80%), mientras que sólo 
un 8% de ellos se reprimieron a los 4 días (111 genes) y un 10% (145 genes) mantuvo sus 
niveles reducidos hasta el final del almacenamiento en aire. En el flavedo, sin embargo, el 
número de genes reprimidos a los 4 y 14 días de almacenamiento fue similar y un 14% 
(104 genes) fueron comunes a ambos tiempos. 

En resumen, el conjunto de los resultados de este análisis puso de manifiesto que 
en ambos tejidos el mayor número de cambios en la expresión génica se produjo 
inmediatamente después del acondicionamiento con etileno (4 días 10 μL L-1) y a los 14 
días de almacenamiento en aire en los frutos que habían sido tratados con 1-MCP, que 
fueron los que presentaron el mayor ICC (Figura 34). Así, se observaron alrededor de 900 
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genes en el flavedo (55% inducidos y 45% reprimidos) y 1200 genes en el albedo (57% 
inducidos y 43% reprimidos) que mostraron cambios significativos en el nivel de 
acumulación relativa de sus transcritos en respuesta al etileno exógeno, y del orden de 800 
genes en flavedo (53% inducidos y 47% reprimidos) y de 3200 en el albedo (59% 
inducidos y 41% reprimidos), en el segundo caso. 
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Del estudio de la especificidad de respuesta en los frutos tratados 4 días con 
etileno, es decir, de aquellos genes solamente detectados en dichos frutos pero no en los 
frutos RTC ni en los expuestos o no a 1-MCP y almacenados en aire, se detectaron 9 genes 
en el flavedo y 21 en el albedo, aunque solamente fueron 4 y 10 los que presentaron 
homología con genes de A. thaliana o con función conocida, respectivamente (Figura 33 y 
Tabla 23-1). Entre ellos, se encontró uno en el flavedo que codifica una proteína Skp1 
(At5g42190) que junto a la culina 1 forma parte del complejo ‘SCF-type E3 ubiquitin 
ligase’, necesario para marcar proteínas destinadas a degradación por el proteasoma 26S. 
En el albedo, tres codifican una catecol OMT (At5g54160), una invertasa de pared celular 
(At3g13790) y una palmitoil tioesterasa (At3g60340), encargada de liberar el grupo acil-
CoA del ácido para su utilización en el ciclo de Krebs y la β-oxidación. La expresión de 
este último, tampoco se detectó a los 14 días de almacenamiento en ninguna situación, 
incluyendo los frutos acondicionados con dicha hormona. Otros en cambio, como el gen 
que codifica una glucosiltransferasa 2 (At1g22370) u otro correspondiente a un precursor 
de citocromo c1 (At5g40810), se indujeron a los 14 días en los frutos inicialmente tratados 
con 1-MCP. Por otro lado, entre los genes únicamente expresados en los frutos tratados 
con 1-MCP y almacenados 4 días en aire (Tabla 23-2), destacan en el albedo dos genes que 
codifican una proteína transmembrana de transporte ‘emp24’ (At3g07680) y una proteína 
similar a la proteína argonauta del complejo RISC (‘RNA-induced silencing complex’) 
(At2g27880) cuya expresión no se detectó a los 14 días de almacenamiento en ninguna de 
las tres situaciones estudiadas. Sin embargo, algunos genes, como dos que codifican un 
transportador ABC (At4g04770) y un factor de elongación EF-1-alpha del citoesqueleto 
(At5g60390) fueron igualmente expresados en este tejido y tipo de frutos al final del 
almacenamiento.  

La aplicación de 1-MCP en los frutos almacenados posteriormente 4 días en aire 
tuvo más un efecto represor que inductor (Figura 33), coincidiendo con el momento en 
que se produjo el aumento brusco en el desarrollo del ‘colapso de la corteza’ (Figura 31). 
Así, se encontraron un total de 396 genes en el flavedo y 256 en el albedo cuya expresión 
se redujo específicamente en estos frutos con respecto a los frutos RTC (Figura 33). Entre 
ellos, se encontraron genes que codifican proteínas de función muy diversa incluyendo 
enzimas del estrés oxidativo, proteínas de respuesta de defensa a hongos, como proteínas 
inhibidoras de endoglucanasas (At1g03220), y diversos factores de transcripción, como un 
HSF8 (At4g17750) o un MYB (At2g21650). Otros, codifican proteínas ribosomales, de 
inicio de la traducción, como el factor 5A (At1g13950) que se ha relacionado con la 
senescencia en plantas, y proteínas tipo quinasa. Asimismo, se encontraron 269 genes en el 
flavedo y 30 en el albedo cuya expresión no fue detectada a los 4 días en los frutos tratados 
con 1-MCP (Figura 33). En el flavedo, se encontraron genes que codifican proteínas 
ribosomoales y otras de estrés oxidativo, como diversas PODs. Otros codifican proteínas 
del metabolismo de fenilpropanoides, como una flavonona 3-hidroxilasa o una cinamil 
CoA reductasa, o enzimas de pared celular y de degradación de lípidos, como una PLA2 
que no varió su expresión en resto de condiciones analizadas (Fichero Excel ‘Navelate’). 
En el conjunto de reprimidos en los frutos tratados con 1-MCP almacenados 4 días en 
aire, un total de 4 genes en el flavedo y 21 en el albedo se indujeron en respuesta al 
tratamiento con etileno en los frutos recién acondicionados antes de su transferencia a aire 
(Tabla 24). Así, además de genes que codifican proteínas sin homología en A. thaliana o de 
función desconocida, se identificaron genes que codifican UDP-glucosiltransferasas, una 
SPS, una proteínas rica en residuos de glicina e hidroxiprolina implicada en refuerzo de 
pared celular (unigen C05068B07) y dos genes del metabolismo de fenilpropanoides que 
codifican una PAL y una reductasa del éster del ácido fenilcumaran, implicada en la 
biosíntesis de lignanos. Además, se identificaron otras de respuesta a estrés como dos 
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fosfatasas y una lipasa. Por otro lado, se analizó la expresión de los genes que se indujeron 
a los 4 días en los frutos tratados con 1-MCP y que por el contrario, se reprimieron en los 
acondicionados con etileno. Sin embargo, no se encontró ninguno en el flavedo y 
solamente 1 en el albedo que codifica una enzima constituyente del complejo OEC (del 
inglés ‘oxygen-evolving complex’) del fotosistema II implicado en la oxidación de agua 
para proporcionar protones dirigidos al fotosistema I.  
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Tabla 24: Listado de genes que se indujeron a los 4 días en los frutos tratados con etileno y se reprimieron en 
los tratados 14 h con 1-MCP almacenados en aire (1) o viceversa (2). Los valores de expresión de las 
comparaciones realizadas respecto a los frutos RTC se expresan en escala logarítmica en base 2 (Log2). (●): 
inducción; (●): represión. (+): ausencia de valor de expresión en el primer término de la comparación que 
corresponde a los frutos RTC; (-): ausencia de valor de expresión en el segundo término de la comparación. 
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Asimismo, podrían ser igualmente interesantes aquellos genes que aumentaron su 
expresión al final del almacenamiento en los frutos que presentaron ‘colapso de la corteza’, 
no acondicionados con etileno, expuestos o no de forma previa al almacenamiento a 1-
MCP, con respecto a RTC (14 días Aire y 14 h 1-MCP + 14 días Aire). Este conjunto de 
genes se detallan en las Tabla 56 y Tabla 57 incluidas en el anexo III. Cabe destacar la 
presencia de 3 genes que codifican dos enlongasas de ácidos grasos (At2g28630 y 
At1g01120) y una lisofosfolipasa (At2g38420) que se indujeron en el flavedo de ambos 
tipos de frutos dañados más de3 veces, siendo dicho incremento claramente superior al de 
los frutos tratados con etileno. Asimismo, en este grupo se incluyen genes que se indujeron 
inmediatamente después del tratamiento con etileno aunque sus niveles no se mantuvieron 
después de la transferencia a aire como dos genes que codifican una proteína de transporte 
de azúcares (At5g41760) y una hidroquinona glucosiltranferasa (At4g01070). Con este 
mismo perfil, en el albedo se encontraron genes que codifican proteínas de funciones muy 
diversas como un gen que codifica un receptor quinasa LecrK relacionado con la respuesta 
a ácido salicílico (At2g37710), uno homólogo  a una exostosa de pared celular (At5g04500) 
u otro similar a una OPDA reductasa OPR2 (At1g76690), implicada en la biosíntesis de 
ácido jasmónico. 

Los genes que se indujeron en respuesta al tratamiento con etileno, antes de 
transferir los frutos a aire, que también lo hicieron en los frutos tratados con 1-MCP al 
final del almacenamiento podrían tener un papel protector en la reducción del daño en 
estos últimos, que fueron los que presentaron el mayor ICC. Alternativamente, dicha 
inducción en los frutos tratados con 1-MCP podría producirse como consecuencia del 
incremento en etileno que se origina en estos últimos (datos no mostrados) si se hubiesen 
sintetizado nuevos receptores. Por ello, se estudió más en detalle este conjunto de genes. 
Conviene señalar que algunos de ellos también se indujeron en los contraoles almacenados 
4 días en aire aunque en general dicho incremento fue inferior al de los frutos tratados con 
etileno (Figura 34D). Entre los inducidos en el flavedo (Tabla 25) y en el albedo (Tabla 26) 
en ambos tipos de frutos, se observó un número elevado que codifican enzimas del 
metabolimo secundario implicados en la ruta de biosíntesis de fenilpropanoides. Así, entre 
los que presentaron mayor nivel de inducción en respuesta al etileno se encontraron 4 
genes que codifican una hidroxicinamil transferasa (At5g48930), una catecol OMT 
(At5g54160), una OMT de ácido cafeico (At5g54160) y una cinamil alcohol 
deshidrogenasa (At5g19440), todos ellos inducidos al menos dos veces en ambos tejidos en 
respuesta a etileno. Sin embargo, dicha inducción fue mucho mayor a los 14 días en los 
frutos pretratados con 1-MCP, observándose en los tres primeros un incremento de al 
menos 8 veces respecto a RTC. Asimismo, se encontraron genes que codifican diversas 
proteínas relacionadas con el estrés oxidativo, como dos GSTs con homología al gen 
At2g29420 de A. thaliana, cuya  inducción en el albedo de los frutos tratados con el 
inhibidor a los 14 días fue superior a 12 veces, u otras proteínas con actividad redox como 
una CPRD2 (At4g20820) o una nectarina 5 (At5g44360), que se indujo más de 8 veces en 
el albedo de los frutos recién acondicionados y más de 32 veces en el de los frutos tratados 
con 1-MCP al final del almacenamiento. Dentro de este grupo destaca además un gen que 
codifica una β-cianoalanina sintasa (At3g61440), implicada en la eliminación de cianida 
durante el proceso de biosíntesis de etileno, que se indujo en los dos tejidos y condiciones 
estudiadas pero fundamentalmente en el albedo de los frutos  acondicionados con etileno 
(22 veces). Es interesante señalar que a los 4 días de almacenamiento, este gen también se 
indujo en el albedo de los controles, más de 16 veces, pero no en los tratados con 1-MCP. 
Con un perfil de expresión similar al anterior, se detectó un gen que codifica una proteína 
de la familia cupina (Atg07750), que participa en el metabolismo de azúcares y en la 
biosíntesis de la pared celular, cuya inducción en el albedo de los frutos recién 
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acondicionados y de los controles fue superior a 8 y 3 veces, respectivamente. Su expresión 
en los frutos tratados con 1-MCP y almacenados 4 días en aire disminuyó en ambos tejidos 
aunque estas diferencias no fueron estadísticamente significativas (SAM; FDR<1%). 

En el grupo de genes cuya expresión disminuyó en los frutos acondicionados 4 días 
con etileno y en los almacenados 14 días en aire previamente expuestos a 1-MCP se 
encontraron genes muy diversos. Muchos de ellos, además, se reprimieron a los 4 días en 
los frutos control mantenidos en aire pero no en los tratados con 1-MCP. Entre los que 
más disminuyeron su expresión tanto en el flavedo (Tabla 27) como en el albedo (Tabla 
28) en respuesta al etileno se encontraron 3 genes COR15 y diversos genes que codifican 
enzimas del metabolismo de carbohidratos como proteínas CP12 y galactinol sintasas 
implicadas en la síntesis de polisacáridos de la familia rafinosa. Además, destacan 3 genes 
que codifican una subunidad del complejo de transporte intracelular de proteínas ‘clathrin 
adaptor’ (At4g24550), un precursor de una proteína OEE1 (del inglés ‘oxygen-envolving 
enhancer protein 1’) del fotosistema II (At3g50820) y una proteína que participa en la 
síntesis de conjugados de IAA (At5g56650). Este último se reprimió al final del 
almacenamiento solamente en los frutos no acondicionados con etileno, expuestos o no a 
1-MCP (Tabla 27). Por último, se encontró un gen que codifica una HSP (At4g27670) cuya 
expresión disminuyó más de 8 veces en el flavedo y albedo de los frutos expuestos a 1-
MCP al final del almacenamiento. En general, el grado de disminución observado en 
respuesta a etileno en los frutos recién acondicionados en la mayoría de los genes incluidos 
en este grupo fue inferior al de los frutos expuestos a 1-MCP y almacenados 14 días en 
aire. 
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El análisis por ontologías génicas FatiGO+ mostró tanto en procesos biológicos, 
función molecular o componente celular, que los cambios diferenciales de expresión génica 
más relevantes se produjeron en los frutos recién acondicionados con etileno y en los 
frutos expuestos durante 14 h a 1-MCP y almacenados 14 días en aire, algunos de los cuales 
ocurren simultáneamente en ambas situaciones (Tabla 29 y Tabla 30).  

El análisis de procesos biológicos (Tabla 30), reveló que la aplicación de etileno 
induce procesos del transporte de electrones (nivel 5) y la biosíntesis de fenilpropanoides 
(nivel 7) en el flavedo y el albedo. Además, en el flavedo se encontraron genes que 
participan en el metabolismo del triptófano y en la biosíntesis de indolalquilaminas (nivel 
8), en la síntesis de aminoácidos aromáticos  y en el metabolismo del ácido jasmónico u 
oxilipinas (nivel 9). Asimismo, en el albedo se encontró un gran número de genes que 
participan en la biosíntesis de hormonas (nivel 5) y en la biosíntesis de aminoácidos (nivel 
7), fundamentalmente de aminoácidos azufrados (nivel 7). Por otro lado, estudiando los 
genes reprimidos en el flavedo en respuesta al etileno, antes de transferir los frutos al aire, 
se observó un porcentaje significativamente elevado de genes que intervienen en procesos 
de metabólicos de biopolímeros (nivel 4) y de proteínas (nivel 5), mientras que en el albedo 
en categorías no redundantes se encontró una proporción elevada de genes implicados en 
traducción (nivel 6), en metabolismo del DNA (nivel 5) y en procesos de biogénesis y 
ensamblaje del complejo ribonucleoproteína (nivel 4). 

Entre los genes que se inducían en el albedo de forma específica en los frutos 
tratados con 1-MCP a los 14 días de almacenamiento se encontró un alto porcentaje que 
participa en procesos de generación de precursores metabólicos (nivel 4) y de genes de 
respuesta a la infección por hongos (nivel 6). Y entre los que reprimían su expresión, genes 
implicados en la biosíntesis de carbohidratos (nivel 6) y de compuestos terpenoides, 
fundamentalmente tetraterpenoides (nivel 8).  

Es interesante señalar, que muchas de las respuestas observadas en los frutos recién 
acondicionados con etileno fueron comunes a las observadas en los frutos tratados con 1-
MCP a los 14 días de almacenamiento. Así, ambas condiciones de almacenamiento 
favorecieron en el albedo la represión de un elevado porcentaje de genes implicados en 
procesos fotosintéticos (nivel 3) y en procesos de organización y biogénesis celular (nivel 
3). 

Por otro lado, se observó que muchos de los genes inducidos en el flavedo en 
respuesta al etileno se inducían en el albedo en los frutos tratados con el inhibidor de la 
acción del etileno a los 14d de almacenamiento en aire. Este es el caso de genes que 
participan en la respuesta sistémica dependiente de ácido jasmónico y etileno (nivel 8) u 
otros implicados en la biosíntesis de compuestos aromáticos (nivel 5), los cuales también se 
indujeron en albedo en respuesta a etileno.  

Las mayores diferencias encontradas entre ambas condiciones de almacenamiento 
se observaron en el albedo, en genes implicados en procesos de ubiquitinación (nivel 8) o 
procesos de catabolismo de proteínas (nivel 9). Así, mientras en los frutos tratados con 1-
MCP este tejido está enriquecido en genes que participan en procesos que conducen a la 
degradación de proteínas, éstos constituyen un porcentaje muy reducido en el global de 
genes de respuesta a etileno en los frutos recién acondicionados.    
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Los resultados del análisis FatiGO+ referentes a componente celular (Tabla 31) 
confirmaron que el albedo fue el tejido más afectado por el tratamiento con etileno o 1-
MCP. En este tejido se observó que el grupo de genes que se inducen inmediatamente 
después del tratamiento con etileno, ya sea en la comparación respecto a los frutos RTC o a 
los controles almacenados 4 días en aire, está enriquecido en genes del sistema de 
endomembranas que hace referencia a sistemas de transporte intracelular a través de 
membranas (Tabla 31A). Por el contrario, en este grupo se encontró una representación 
reducida de genes localizados en el interior de la célula. En los frutos expuestos 14 h a      
1-MCP y almacenados 4 días en aire este análisis no reveló ningún componente celular 
estadísticamente sobre o infrarrepresentado en el conjunto de genes inducidos o reprimidos 
con respecto a los frutos RTC o a los controles. Sin embargo, al final del almacenamiento 
en estos mismos frutos se observó entre los genes inducidos con respecto a RTC un 
porcentaje también elevado de genes del sistema de endomembranas y muy reducido de 
genes de orgánulos intracelulares al igual que sucedía en respuesta al etileno a tiempos 
cortos (Tabla 31B). Asimismo, es interesante señalar que en estos frutos que presentaron el 
ICC más elevado, el número de  genes constituyentes del complejo de ubiquitinación (6) 
fue elevado. Además, al comparar el grupo de genes inducidos en estos últimos con 
respecto a los frutos acondicionados o los controles al final de su almacenamiento, también 
se encontró una abundancia de genes del complejo proteosoma lo que indica una 
activación de procesos de degradación de proteínas y confirma los resultados del análisis 
FatiGO+ referentes a procesos biológicos. Además, según indica este análisis, la 
mitocondria y el peroxisoma juegan un papel importante en el albedo de estos frutos 
tratados con 1-MCP, ya que se observó un porcentaje elevado de genes localizados en estos 
orgánulos inducidos en los mismos respecto a los controles (14 días Aire). Asimismo, en 
estos frutos los plastidios formaron una categoría infrarrepresentada en las comparaciones 
realizadas tanto frente  a los frutos RTC como frente  a los almacenados en aire con o sin 
tratamiento previo con etileno.  

 

 

Tabla 31: Resumen de los resultados del análisis de ontologías génicas (FatiGO+) referente a componente 
celular. Se indica la locación celular no redundante de genes cuya expresión se alteró en el flavedo y albedo de 
frutos de naranja ‘Navelate’ (A) tratados 4 días con etileno (10μL L-1) y (B) almacenados 14 días en aire 
inmediatamente después de tratarse 14 h con 1-MCP (1μL L-1) (↑): sobrerrepresentado en el segundo término 
de la comparación; (↓): infrarrepresentado en el segundo término de la comparación. 
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El análisis de ontologías génicas referente a función molecular puso de manifiesto, 
como ya se había observado en los análisis anteriores, que los cambios más relevantes en la 
mayoría de las situaciones estudiadas tienen lugar en el albedo (Tabla 32). En primer lugar, 
fijándonos en el conjunto de genes inducidos en respuesta al tratamiento con etileno en los 
frutos recién acondicionados antes de su transferencia a aire con respecto a los niveles 
iniciales de los frutos RTC, se encontró un porcentaje elevado de genes con actividad 
oxidoreductasa, tanto en el flavedo como en el albedo. Además, en el albedo destacan 
también genes con actividad de unión a oxígeno y otros con actividad quinasa de 
nucleótidos. Entre aquellos que se reprimieron en estos mismos frutos se encontró un 
elevado número de genes con capacidad de unión a ácidos nucleicos en el albedo, y si 
establecemos la comparación de estos frutos con respecto a los controles almacenados 
durante igual tiempo pero sin acondicionar con la hormona (4 días Aire), observamos que 
el etileno favorece la represión de genes con actividad UDP-glucosiltransferasa. 

Al final del almacenamiento en los frutos acondicionados con etileno se observó 
una proporción elevada de genes inducidos en el flavedo con actividad lipoxigenasa con 
respecto a los frutos tratados con 1-MCP y almacenados 14 días en aire. Por el contrario, 
otros genes que codifican GST y CoA-ligasa presentaron mayor expresión en el albedo de 
estos últimos. Sin embargo, al comparar ambos tipos de frutos con respecto a los 
correspondientes controles (14 días Aire), este análisis no reveló diferencias significativas 
en el porcentaje de estos grupos de genes, lo que parece indicar que ambos tipos de frutos 
tratados con etileno o 1-MCP representan las situaciones más diferentes y de hecho fueron 
los que presentaron las mayores diferencias en el ICC. Por otro lado, el conjunto de genes 
que codifican proteínas constituyentes del ribosoma y de unión a DNA constituyeron una 
categoría funcional infrarrepresentada en el conjunto de genes que en el albedo mostraron 
mayor nivel de expresión en los frutos expuestos a 1-MCP respecto a los tratados con 
etileno, ambos al final del almacenamiento.  

 El tratamiento con 1-MCP a tiempos cortos (4 días) favoreció en el albedo la 
inducción de genes de transporte de carbohidratos. Sin embargo, el número de genes 
inducidos con actividad de unión a RNA o reguladora de la transcripción en este mismo 
tejido y tipo de frutos fue muy reducido. 
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Tabla 32: Resumen de los resultados del análisis FatiGO+ (BABELOMICS) indicando las funciones 
moleculares sobre o infrarrepresentadas en el conjunto de genes que mostraron cambios de expresión 
diferencial en el flavedo y albedo de frutos de naranja ‘Navelate’ tratados con etileno (10μL L-1) o 1-MCP 
(1μL L-1) y almacenados posteriormente en aire. (↑): sobrerrepresentado en el segundo término de la 
comparación; (↓): infrarrepresentado en el primer término de la comparación. 
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Como se acaba de mencionar, el análisis FatiGO+ mostró entre los procesos 
biológicos más sobrerrepresentados inducidos en el flavedo de los frutos tratados con 
etileno antes de su transferencia al aire, los relacionados con el metabolismo del ácido 
jasmónico u oxilipinas, lo que fue confirmado posteriormente en la visualización de rutas 
metabólicas mediante la herramienta AraCyc (Figura 35). Así, se observó un total de 7 
genes inducidos que participan en la biosíntesis del ácido jasmónico, como los que 
codifican las enzimas lipoxigenasa LOX2, óxido aleno sintasa (AOS) u OPDA reductasa 
OPR3 (At2g06050). Los dos últimos además aumentaron su expresión en el albedo de 
estos frutos. Asimismo, otros 5 genes de esta ruta que codifican una lipoxigenasa LOX1, 
una AOS, dos OPDA reductasas (OPR3: At2g06050 y OPR2: At1g76690) y una metil 
transferasa (At1g19640), también se indujeron en el albedo de los frutos inicialmente 
tratados con el inhibidor de la acción del etileno y almacenados 14 días en aire. Entre ellos, 
destaca LOX1 con un aumento de 8 veces con respecto a los niveles iniciales 
correspondientes a los frutos RTC. Por otro lado, diversos genes que participan en la 
biosíntesis de glicolípidos, fosfolípidos y triacilgliceroles (TAG) así como implicados en la 
biosíntesis de ácidos grasos de cadena larga aumentaron sus niveles de mensajero en el 
flavedo y el albedo en respuesta a la aplicación exógena de etileno. Entre ellos, los que 
codifican las enzimas MGDG galactosil transferasa (DGD1; At3g11670), fosfatidato 
fosfatasa (At3g02600) y dolicol quinasa (At3g45040), junto a otro gen que codifica una β-
fosfolipasa D (β-PLD), se indujeron en el albedo y/o flavedo de los frutos tratados con 1-
MCP al final del almacenamiento, siendo el aumento en los tres primeros mayor al 
observado en los frutos recién acondicionados con etileno (Figura 35). En base a estos 
resultados, se estudió en detalle todo el conjunto de genes impresos en la micromatriz 
relacionados con el metabolismo del ácido jasmónico u oxilipinas y de otros asociados a 
membrana con actividad lipasa o tioesterasa, implicados en la degradación de lípidos, o 
implicados la biosíntesis, elongación y β-oxidación de ácidos grasos (ver más adelante Tabla 
35).  

El análisis por ontologías génicas indicó que el tratamiento con etileno favoreció los 
procesos de biosíntesis de aminoácido aromáticos en el albedo de los frutos recién 
acondicionados con la hormona. En esta categoría funcional se incluyeron 
fundamentalmente genes que participan en la biosíntesis de etileno aunque se encontraron 
también dos genes de biosíntesis de cisteína y cistationina así como otro que codifica una β-
cianoalanina sintasa implicada en la detoxificación de cianida (Tabla 29). En el análisis de 
visualización de rutas metabólicas (Figura 36) se observó que varios de estos genes fueron 
inducidos también en el flavedo y/o albedo de los frutos tratados con 1-MCP al finalizar el 
almacenamiento. Así, en el caso del gen que codifica una S-metil-5-tioribosa quinasa 
(At1g49820) o en el que codifica la enzima metionina adenosiltransferasa (At4g01850), 
dicho aumento fue de dos veces en el flavedo. Con un perfil similar se encontraron 4 genes 
que intervienen en la síntesis de etileno a partir de SAM y que codifican 2 enzimas ACS 
(ACS6 y ACS12) y 2 ACO (EFE y At1g03400), cuya inducción se produjo 
fundamentalmente en el albedo en ambos tipos de frutos. 

Siguiendo el mismo paralelismo entre los resultados obtenidos en el análisis 
FatiGO+ y AraCyc, diversos genes del metabolismo de aminoácidos aromáticos 
aumentaron su expresión en el flavedo y/o albedo de los frutos acondicionados con etileno 
antes de su transferencia a aire (Figura 37 y Figura 38). Así, se encontraron 3 genes 
inducidos en el  albedo y 4 en el flavedo que codifican enzimas implicados en la biosíntesis 
de corismato, antranilato 5-fosforibosil 1-fosfato, indol y triptófano (Figura 37). Además, 
en esta ruta se encontraron 7 genes inducidos al final del almacenamiento en el flavedo y/o 
albedo de los frutos inicialmente tratados con 1-MCP, entre los que destacan una siquimato 
5-deshidrogenasa (At3g06350) y una antranilato sintasa (At1g25220) en el flavedo, y una 
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antranilato fosforibosiltransferasa (At5g17990) en ambos tejidos, con un aumento de al 
menos dos veces respecto a los niveles iniciales (RTC). Por otro lado, 4 genes implicados 
en la biosíntesis de fenilalanina y tirosina se indujeron al finalizar el tratamiento con etileno 
y al final del almacenamiento en los frutos expuestos 14 h a 1-MCP y codifican las enzimas 
fosfoglicerato deshidrogenasa (At4g34200), ACS (ACS12), arogenato/prefenato 
deshidrogenasa dependiente de NADP+ (At5g34930) y CYP79A2 monoxigenasa 
(At5g05260). El gen que codifica la última de estas enzimas, implicada en la biosíntesis de 
derivados glucosilados a partir de L-phe, aumentó dos veces su expresión en el albedo de 
los frutos recién acondicionados con etileno y 5 veces en el albedo de los tratados con el 
inhibidor de su acción y almacenados 14 días en aire (Figura 38). 

El metabolismo de fenilpropanoides, según el análisis FatiGO+, constituyó un 
proceso biológico altamente representado en el conjunto de genes que se indujeron en el 
flavedo y albedo de los frutos tratados con etileno antes de ser transferidos a aire. En la 
Figura 39 se representan todos los genes reunidos en la micromatriz que participan en las 
rutas que biosíntesis de flavonoides, ácidos fenilpropanoides libres o suberina. Entre ellos, 
5 aumentaron su expresión en ambos tejidos y codifican una fenilalanina amonio-liasa 
(PAL1), una cinamil CoA reductasa (CCR1), una 4-cumarato CoA ligasa (At4g05160) y dos 
OMTs (OMT1 y At5g20230). Así, dicho aumento fue superior a dos veces en ambos 
tejidos en el caso del gen PAL1, y de 8 y 5 veces en el flavedo de los que codifican OMTs, 
respectivamente. Asimismo, los genes que codifican las enzimas cinamato 4-hidroxilasa 
(ATC4H) e hidroxicinamil transferasa (Atg48930) se indujeron en estos frutos de forma 
específica en el flavedo mientras que en los que codifican una cumarato 3-hidroxilasa 
(REF8), una 3-monoxigenasa de flavonoides (At5g07990) y una alcohol deshidrogenasa 
(At5g19440) dicha inducción tuvo lugar en el albedo. Por otro lado, la mayoría de estos 
genes que se indujeron por etileno mostraron también un aumento en sus niveles relativos 
de mRNA en los frutos tratados con 1-MCP y almacenados 14 días en aire. Destacan los 
genes OMT1 y At5g20230, que codifican OMTs, cuya inducción en estos últimos frutos fue 
superior a 5 veces en el flavedo y albedo para el gen OMT1, y de 4 veces en el flavedo y 8 
en el albedo para el gen At5g20230, con respecto a los niveles iniciales (RTC). Otros, como 
los que codifican las enzimas PAL1, 4-cumarato CoA ligasa (At4g05160) o 3-monoxigenasa 
de flavonoides (At5g07990), solamente aumentaron en el albedo y en todos ellos, alrededor 
de 2,5 veces. 

Los resultados del análisis de ontologías génicas indicaron que el tratamiento con 1-
MCP en los frutos almacenados 14 días en aire favoreció en el albedo la caída de expresión 
de genes que participan en procesos de biosíntesis de terpenoides. De nuevo, el análisis 
AraCyc, confirmó dichos resultados. En relación a la biosíntesis de carotenoides y ABA 
(Figura 40), se observó una represión de la mitad de los genes de esta ruta. Destacan 3 
genes que codifican las enzimas licopeno β-ciclasa (LYC), zeaxantina/anteraxantina 
epoxidasa (ABA1) y fitoeno sintasa (PSY), el primero de los cuales también disminuyó su 
expresión en estos mismos frutos y tejido aunque a tiempos más cortos (14 h 1-MCP + 4 
días Aire).  
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Figura 35: Representación gráfica (Aracyc) del estudio del efecto del tratamiento de etileno y 1-MCP en la 
expresión de los genes de la ruta de biosíntesis de fosfolípidos y glicolípidos, y de degradación de éstos por 
acción de enzimas fosfolipasas, en muestras de flavedo (F) y albedo (A) de naranjas ‘Navelate’. Además, se 
representa la ruta de biosíntesis de ácido jasmónico. En cada una de las etapas se indica entre paréntesis el 
número de genes estudiados incluidos en la micromatriz ‘12K’ con respecto al número total de genes de A. 
thaliana identificados hasta el momento que participan en dicha reacción Para cada gen se indica el valor 
logarítmico (log2) de la expresión relativa en cada una de las situaciones estudiadas con respecto a los niveles 
de los frutos RTC en el flavedo y el albedo. (*): genes con cambios de expresión significativos (SAM 
FDR<1%).  
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Figura 36: Representación gráfica (Aracyc) del estudio del efecto del tratamiento de etileno y 1-MCP en la 
expresión de los genes de la ruta de biosíntesis de etileno en muestras de flavedo (F) y albedo (A) de naranjas 
‘Navelate’ (Ver detalles en Figura 35). 
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Figura 37: Representación gráfica (Aracyc) del estudio del efecto del tratamiento de etileno y 1-MCP en la 
expresión de los genes de la ruta de biosíntesis de triptófano en muestras de flavedo (F) y albedo (A) de 
naranjas ‘Navelate’ (Ver detalles en Figura 35). 
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Figura 40: Representación gráfica (Aracyc) del estudio del efecto del tratamiento de etileno y 1-MCP 
en la expresión de los genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides en muestras de flavedo (F) y 
albedo (A) de naranjas ‘Navelate’ (Ver detalles en Figura 35). 
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El análisis FatiGO+ mostró una sobrerrepresentación de genes implicados en 
procesos de transporte de electrones (nivel 5), y por tanto en el balance redox celular, en el 
flavedo y en el albedo de los frutos de ‘Navelate’ tratados 4 días con etileno (Tabla 29A y 
Tabla 30). El análisis detallado de este grupo mostró una abundancia de genes que 
codifican proteínas oxidorreductasas con dominio de unión a FAD, incluyendo varias 
proteínas CPRD2 o una nectarina 5, los cuales en su mayoría se indujeron tanto en el 
flavedo como en el albedo de dichos frutos así como de los tratados con 1-MCP 
almacenados 14 días en aire (Tabla 33). Además, se encontraron 13 genes que codifican 
proteínas citocromo P-450, 6 inducidos en el flavedo y 11 en el albedo en respuesta al 
tratamiento con etileno. La expresión de 6 de ellos también aumentó en el albedo de los 
frutos control a los 4 días mientras que en los frutos tratados con 1-MCP solamente se 
encontró un gen inducido en ambos tejidos (unigen 3012). Al final del almacenamiento (14 
días) solamente 4 genes de esta familia mantuvieron su expresión elevada en los frutos 
acondicionados con etileno mientras que la mayoría se indujo en los frutos tratados con 1-
MCP y lo hicieron fundamentalmente en el albedo. Por otro lado, se encontraron genes 
que codifican otros componentes principales de los complejos de transporte de electrones 
que, además de flavinas (FMN, FAD), incluyen deshidrogenadas dependientes de NADH, 
proteínas ferrosulfuradas, como la ferredoxina, o citocromos b y c. Así, se encontró un gen 
que codifica una NADH oxidorreductasa (unigen 3492) que se indujo a los 4 días 
específicamente en el albedo de los frutos tratados con etileno aunque sus niveles no se 
mantuvieron después de 10 días de almacenamiento en aire. Este gen, además, se indujo a 
los 14 días únicamente en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP al menos dos veces 
respecto a RTC. Otros genes de este grupo codifican proteínas relacionadas con el estrés 
oxidativo como una TRX o una glutaredoxina que se indujeron en el albedo de los frutos 
tratados 4 días con etileno y de los expuestos a 1-MCP almacenados 14 días en aire. No 
obstante, este último aumentó su expresión en el resto de las condiciones analizadas 
aunque dicho incremento no fue significativo.  

Aunque el análisis FatiGO+ no mostró una sobrerrepresentación de procesos de 
estrés oxidativo, teniendo en cuenta resultados previos de fisiología que indican que éste 
puede estar implicado en el desarrollo de esta alteración, se llevó a cabo un análisis más 
detallado de los genes incluidos en la micromatriz ‘12K’ en las dos condiciones de 
almacenamiento estudiadas que mostraron mayores cambios de expresión génica: 1) en 
respuesta al tratamiento de 4 días con etileno o 2) a los 14 días de almacenamiento en los 
frutos tratados con 1-MCP. Este análisis mostró que un total de 36 genes modificaron su 
expresión en el primer caso (22 inducidos y 14 reprimidos) y que 39 lo hicieron en el 
segundo (24 inducidos y 15 reprimidos). En la Tabla 34 se muestra un resumen de las 
principales familias de este grupo de enzimas que participan en el metabolismo de ROS 
indicando el número de genes encontrado de cada una de ellas en las dos situaciones de 
estudio seleccionadas, los cuales se describen con más detalle en las Tabla 58-Tabla 61 del 
Anexo III. 

Entre los genes que aumentaron su expresión en respuesta al etileno (Anexo III 
Tabla 58) destaca una gran abundancia de genes que codifican proteínas GST en el flavedo 
y el albedo. Además de estos genes, se encontraron otros 9 genes diferentes de esta familia, 
que aunque no variaron en respuesta al etileno ‘per se’, se indujeron a los 14 días de 
almacenamiento específicamente en el albedo de los frutos dañados tratados con 1-MCP 
(Anexo III Tabla 59). Por otro lado, el etileno reprimió la expresión de 3 catalasas (CAT), 1 
en el flavedo y 2 en el albedo, y de una SOD dependiente de Cu-Zn en el flavedo (Anexo 
III Tabla 60). Es interesante señalar que no se observaron otros genes CAT con expresión 
diferencial en el resto de situaciones estudiadas. Sin embargo, sí se observaron 3 genes que 
codifican enzimas SOD inducidos en los frutos expuestos a 1-MCP al final del 
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almacenamiento, dos dependientes de Fe y uno de Cu-Zn (Anexo III Tabla 59), y otros 3 
reprimidos (Anexo III Tabla 61).  

Entre los genes reprimidos en respuesta a etileno, se encontraron 2 genes del ciclo 
Halliwell-Asada que codifican una GR y una MDHA reductasa (Anexo III Tabla 60). Por 
otra parte, otro gen que codifica una MDHA reductasa, diferente al anterior, y dos que 
codifican enzimas APX, se indujeron en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP al 
finalizar su almacenamiento pero no en respuesta al etileno ‘per se’ (Anexo III Tabla 59). 
Sin embargo, se encontró un gen que codifica otra enzima APX (unigen 5091) que se 
indujo 2,8 veces en el flavedo y más de 5 veces en el albedo en estos últimos frutos 
expuestos a 1-MCP. Si observamos el grupo de genes que disminuyeron su expresión en 
estos últimos, pero no en los frutos recién tratados con etileno, encontramos 3 genes que 
codifican dos ferredoxinas y una enzima NAD(P)H-quinona oxidoreductasa cuya 
expresión se redujo más de dos veces y no varió en el resto de condiciones de 
almacenamiento estudiadas (Anexo III Tabla 61). 

 
 

 
 
 

Tabla 33: Genes incluidos en la categoría de procesos de transporte de electrones (nivel 5) del análisis 
FatiGO+ que se indujeron en el flavedo (●), albedo (●) o en el flavedo y el albedo (●) de los frutos tratados 
4 días con etileno. Se indica el valor relativo de expresión (Log2) en cada condición de almacenamiento con 
respecto a los valores correspondientes a frutos RTC. (●): inducciones; (●): represiones; (+): sin valor 
detectado en el primer término de la comparación; (-): sin valor detectado en el segundo término de la 
comparación.  
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Continuación de Tabla 33. 
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Además de procesos de transporte de electrones, el análisis FatiGO+ de procesos 
biológicos mostró una inducción en el flavedo de los frutos recién acondicionados con la 
hormona de procesos de defensa relacionados con la interacción incompatible planta-
patógeno (nivel 7) (Tabla 30). Analizando detalladamente este grupo de genes se observó 
que la gran mayoría de ellos correspondían a enzimas LOX y otras implicadas en la 
biosíntesis de ácido jasmónico así como reguladores, como PAD4, de la señalización 
dependiente de ácido salicílico, ácido jasmónico y etileno (Anexo III Tabla 64). Además, el 
análisis de ontologías génicas también reveló la activación en el flavedo de procesos de 
metabolismo del ácido jasmónico u oxilipinas (nivel 9) y de respuesta sistémica dependiente 
de ácido jasmónico y etileno (nivel 8), en respuesta al tratamiento con etileno (Anexo III 
Tabla 62). En base a estos resultados, se estudió con más detalle este conjunto de genes 
reunidos en la micromatriz ‘12K’. Asimismo, junto a éstos, se estudiaron otros genes de 
membrana con actividad lipasa o tioesterasa implicados en la degradación de lípidos y otros 
que participan en procesos de biosíntesis, elongación y β-oxidación de ácidos grasos. 
Además, se realizó una búsqueda de enzimas que participan en la biosíntesis de ceras 
epicuticulares para analizar su posible implicación en el desarrollo de esta alteración 
fisiológica (Tabla 35). En las Tabla 66-Tabla 68 del Anexo III se detalla la información de 
este conjunto de genes. 

En este análisis el resultado más concluyente lo constituye el conjunto de genes que 
participan en la ruta metabólica de biosíntesis de ácido jasmónico y otras moléculas de la 
familia de las oxilipinas. Así, se observó un total de 9 genes que codifican enzimas LOX y a 
excepción de una de ellas, que presenta una respuesta diferencial en ambos tejidos, el resto 
se indujeron de forma específica en el flavedo en respuesta al etileno antes de la 
transferencia de los frutos acondicionados a aire. Es interesante señalar que 3 de ellos 
también se indujeron a los 4 días de almacenamiento en los frutos control mantenidos en 
aire pero, en ningún caso, se observó inducción en los frutos expuestos a 1-MCP a ese 
tiempo de almacenamiento. Asimismo, 7 de estos genes que codifican LOX incrementaron 
de forma progresiva sus niveles de acumulación de mensajero durante el almacenamiento 
en aire en los frutos acondicionados con la hormona, observándose al final del mismo un 
aumento en los niveles de este grupo de genes de al menos 4 veces con respecto a los 
iniciales correspondientes a los frutos RTC. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 
en el análisis FatiGO+ referente a función molecular, que mostró una proporción 
significativamente elevada de genes con actividad lipoxigenasa entre el grupo de genes 
inducidos en los frutos acondicionados al final del almacenamiento. Por otro lado, al 
finalizar el periodo de almacenamiento en aire de los frutos expuestos a 1-MCP solamente 
dos de estos genes se indujeron y ambos lo hicieron en el albedo. 

Siguiendo con la familia de genes que codifican enzimas de la β-oxidación de ácidos 
grasos, el número más elevado de genes inducidos se observó al final del periodo de 
almacenamiento en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP. Es interesante señalar que 
la expresión de estos genes no se modificó en respuesta a etileno antes de la transferencia a 
aire. Por otro lado, fijándonos en el grupo de genes que codifican enzimas lipasas, 
fosfolipasas o esterasas, todas ellas implicadas en procesos de degradación de lípidos de 
membrana, se encontró un total de 10 genes inducidos en los frutos recién acondicionados 
con etileno, 6 de los cuales también lo fueron en los frutos expuestos a 1-MCP al final del 
almacenamiento y lo hicieron de forma más acusada. Además, en todos ellos estas 
respuestas fueron específicas del albedo, a excepción de un gen que codifica una fosfolipasa 
D, correspondiente al gen At2g42010 de A. thaliana, que se indujo en ambos tejidos aunque 
de forma más acusada en el albedo. En relación al grupo de genes implicados en la 
biosíntesis de ceras de la cutícula, algunos aumentaron su expresión en respuesta a etileno 
(4 días) y más aún en los frutos tratados con 1-MCP y almacenados en aire (14 días). Entre 



RESULTADOS   

152 

éstos, diversos genes que codifican enzimas de condensación de ácidos grasos de cadena 
muy larga u otras enzimas de elongación de ácidos grasos. Otros, sin embargo no variaron 
en respuesta al tratamiento con etileno, como un gen que codifica una proteína ‘fiddlehead’ 
que aumentó dos veces su expresión en los frutos sin acondicionar expuestos o no a 1-
MCP y almacenados 14 días en aire pero no en los frutos acondicionados ni antes ni 
después de la transferencia a aire. Por último, en los genes implicados en biosíntesis, 
elongación o desaturación de ácidos grasos apenas se observaron cambios significativos de 
expresión en las condiciones de almacenamiento estudiadas. 

Tabla 35: Resumen del análisis de genes reunidos en la micromatriz ‘12K’ que codifican proteínas que 
participan en la biosíntesis de ácido jasmónico, degradación de lípidos de membrana o implicados en 
procesos de biosíntesis, elongación y β-oxidación de ácidos grasos. Para cada familia, se indica el número 
de genes que presentaron cambios significativos de expresión en los frutos de naranja ‘Navelate’ tratados 4 
días con etileno y en los almacenados 14 días en aire inmediatamente después de tratarse 14 h con 1-MCP, 
con respecto a los frutos recién traídos de campo (RTC). Se indica el número de genes de respuesta 
específica del flavedo o del albedo, y los comunes a ambos tejidos.   
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Asimismo, en base a los resultados del análisis FatiGO+ de componente celular, 
que indicó una inducción marcado de sistemas de transporte de membrana en el albedo de 
los frutos recién acondicionados con etileno (Tabla 31A) y en el de los tratados con 1-MCP 
almacenados 14 días en aire (Tabla 31B), se analizó el conjunto de genes reunidos en la 
micromatriz que codifican transportadores inducidos en este tejido en las dos condiciones 
de almacenamiento (Anexo III Tabla 69 y Tabla 70). De forma resumida, el tratamiento 
con etileno indujo la expresión de genes que codifican transportadores ABC, de metales 
como el hierro, de nitratos, fosfatos y sulfatos así como implicados en el transporte de 
azúcares (Anexo III Tabla 69. Muchos de estos genes se indujeron también en los frutos 
tratados con el inhibidor al final de su almacenamiento. En estos últimos, destaca una gran 
abundancia de transportadores ABC, la mayoría inducidos de forma específica en esta 
condición, y de transportadores de metales, azúcares y aminoácidos. Además, se 
encontraron varios transportadores de nitratos, fosfatos, sulfatos y de micronutrientes 
como el potasio (Anexo III Tabla 70). Además, se analizaron los genes que codifican 
proteínas de unión a calcio que interviene en el transporte o señalización del mismo. En 
este análisis se encontró un elvado número de ellos cuya expresión se indujo en el albedo 
de los frutos tratados con 1-MCP y almacenados 14 días en aire, algunos de los cuales 
también se indujeron a los 4 días en el albedo por el tratamiento con etileno (Anexo III 
Tabla 71).  

En el grupo de genes inducidos en el albedo en los frutos tratados con 1-MCP que 
presentaron el mayor ICC al final del almacenamiento se detectó una proporción 
significativa de genes que participan en la respuesta sistémica dependiente de etileno y 
ácido jasmónico y otros que codifican  proteínas que participan en la respuesta de defensa a 
hongos y en procesos de ubiquitinación de proteínas, según indican los resultados del 
análisis FatiGO+. Entre los primeros, además de genes LOX y otros de la biosíntesis de 
ácido jasmónico, se encontrararon genes de función muy diversa como los que codifican 
una qutinasa, una proteína GH3 de respuesta a auxinas, dos MAPK implicadas en procesos 
de señalización o 2 4CLs (Anexo III - Tabla 63). En relación al grupo de genes implicados 
en la respuesta de defensa a hongos, de un total de 14 genes incluidos en la micromatriz, 10 
se indujeron en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP a los 14 días (Tabla 36). Entre 
ellos, destacan dos genes que codifican una quitinasa (At3g12500), agrupada en el proceso 
anterior, que aumentó al menos 4 veces en el albedo, y la subunidad β de la proteína G 
(At4g34460), que se indujo 1,6 veces en el flavedo y 1,8 veces en el albedo. Además, se 
encontró un gen que codifica una sintaxina SYP121 (At3g11820) cuyos niveles de 
acumulación relativa del mensajero también aumentaron de forma significativa en respuesta 
al etileno en los frutos acondicionados antes de su transferencia a aire. Otros, codifican  
factores de transcripción o proteínas constituyentes de complejos de ubiquitinación, como 
la proteína ubiquitina ligasa SGT1. Asimismo, también relacionados con procesos de 
ubiquitinación (Tabla 37), se encontraron genes que codifican diversas proteínas con 
dominio ‘armadillo’, proteínas quinasas y otras ubiquitinas como una proteína de 
interacción con COP1. 

Por otro lado, los genes implicados en procesos de biosíntesis de carbohidratos 
constituyeron un porcentaje significativamente representado en el grupo de genes 
reprimidos en el albedo de los frutos expuestos durante 14 h a 1-MCP y almacenados 
posteriormente 14 días en aire con respecto a los frutos RTC (Tabla 38). De un total de 66 
genes implicados en dichos procesos reunidos en la micromatriz, 21 se incluyen en este 
grupo. Entre ellos, se encontró una gran abundancia de genes implicados en la biosíntesis 
de almidón, como dos genes que codifican enzimas ramificadores de 1,4-α-glucanos. Otros, 
codifican enzimas de biosíntesis de celulosa y de sacarosa u otros polisacáridos de la familia 
de rafinosas (RFOs). Entre ellos, destacan dos genes que codifican galactinol sintasas, uno 
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de los cuales, el gen GolS2 (At1g56600), se reprimió hasta 5 veces en el albedo de los frutos 
acondicionados con etileno antes de ser transferidos a aire así como de los tratados con 1-
MCP al final de su almacenamiento. Con este perfil también se encontró un gen que 
codifica una proteína precursora de CP12-2 (At3g62410), cuya disminución fue del orden 
de 4 veces respecto a los niveles iniciales (RTC). Éste y otros genes como el que codifica 
una fosfoglucomutasa (PGM; At5g51820) participan en la degradación de sacarosa por una 
vía anaerobia dando lugar a etanol y lactato.  

Además, conviene señalar que, a diferencia de este último grupo de genes, a los 14 
días de almacenamiento en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP se encontró una 
abundancia de genes inducidos que participan en la respiración como dos succinato CoA 
ligasas (At2g20420 y At5g08300), una NAD+-isocitrato deshidrogenasa (At1g65930) o una 
fumarato hidratasa (At2g47510) (datos no mostrados; véase Fichero Excel ‘Navelate’ 
adjunto). 
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En la construcción de la micromatriz ‘12K’ se incluyeron un total de 726 genes que 
codifican proteínas señalizadoras y factores de transcripción de acuerdo a la clasificación 
GO. El análisis más detallado de este conjunto de genes reveló que los cambios de 
expresión más relevantes se produjeron tanto en flavedo como en albedo en los frutos 
tratados con etileno antes de ser transferidos a aire y en los que presentaron el mayor ICC 
que corresponde a frutos tratados 14 h con 1-MCP y almacenados posteriormente 14 días 
en aire (Tabla 39A). Asimismo, en estas dos situaciones  fue donde se observaron las 
mayores diferencias al comparar entre sí los dos tejidos que forman la corteza del fruto 
(Tabla 39B). Por ello, se seleccionaron estas dos condiciones de almacenamiento para el 
estudio en profundidad de este grupo de genes.  

 
En la Tabla 40 se representa un resumen con las principales familias de este grupo 

de proteínas indicando si la respuesta es específica o común a ambas situaciones, y si se 
produce en el flavedo, albedo o en ambos tejidos. En las Tabla 72-Tabla 75 del Anexo III 
se proporciona una información más detallada sobre estos genes. En el conjunto de estas 
familias de proteínas señalizadoras y reguladoras de la transcripción se observó un total de 
42 genes que aumentaron de forma significativa sus niveles de expresión en respuesta a 
etileno en los frutos recién acondicionados, 31 de los cuales también se indujeron a los 14 
días de almacenamiento en los frutos expuestos a 1-MCP. Entre los que solamente se 
indujeron en respuesta a etileno (Anexo III Tabla 72), se incluyen 5 genes que codifican 
diversas MAP kinasas y otro que da lugar a la enzima PI-PLC. Asimismo, se encontraron 3 
genes que codifican factores de transcripción de respuesta a etileno, dos de los cuales, 
ERF5 y DDF1, también fueron específicos de esta condición. Otros genes que codifican 
miembros de la familias WRKY, NAM/NAC/ARF o MYC/MYB y diversas proteínas tipo 
‘zinc finger’, bZIP, bHLH o HD-ZIP, se indujeron también en los frutos tratados con 1-
MCP al final del almacenamiento en aire, y en algunos de ellos dicha inducción fue mucho 
mayor que en respuesta a etileno. Conviene señalar que la mayoría de estos genes se 

Tabla 39: Número de genes que codifican proteínas relacionadas con procesos de señalización 
celular y factores transcripción que aumentaron (+) o disminuyeron (-) su expresión (SAM, 
FDR<1%) en el flavedo y albedo de frutos de naranja ‘Navelate’ en respuesta a cada una de las 
condiciones almacenamiento estudiadas con respecto a los niveles iniciales correspondientes a los 
frutos RTC (A). Se indica el número de genes con mayor o menor nivel de expresión al comparar 
entre sí ambos tejidos en cada condición de almacenamiento (B). 
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agrupan en familias cuyos miembros se caracterizan por poseer un mismo dominio idéntico 
en estructura de unión al DNA aunque en la mayoría de los casos no se conocen sus genes 
diana ni los procesos que regulan. Por otro lado, si nos fijamos en el conjunto de genes que 
aumentaron su expresión en los frutos tratados con 1-MCP, observamos un número 3 
veces mayor al de genes inducidos en respuesta a etileno y, en al menos un 60% de los 
casos, estas respuestas fueron específicas del albedo (Anexo III Tabla 73). Entre ellos, 
algunos codifican proteínas de señalización fundamentalmente tipo MAP kinasas y 
proteínas transmembrana ricas en residuos de leucina y otros, factores de transcripción de 
la familia AP2, como dos con homología a un ERF  y un EREBP-4. Además, se observó 
una gran abundancia de genes ‘zinc finger’, MYB, bZIP y bHLH, aunque sino todos, la 
gran mayoría, con una función desconocida. Asimismo, destacan 5 genes que codifican 
HSFs y dos que codifican dos miembros de la familia YABBY. 

Entre los genes reprimidos en respuesta a etileno se encontraron diversos genes que 
codifican proteínas de señalización y factores de transcripción de respuesta a etileno, 
WRKY, ‘zinc finger’ u otros de la familia MYB/MYC (Anexo III Tabla 74). La mayoría de 
ellos también mostraron niveles reducidos de expresión en los frutos expuestos a 1-MCP y 
almacenados 14 días en aire. Por el contrario, se encontró un número elevado de genes con 
una repuesta específica en estos últimos frutos (Anexo III Tabla 75). Entre ellos, 5 genes 
que codifican factores de transcripción de respuesta a auxinas y 8 de la familia MADS-box, 
y en todos ellos, esta respuesta fue específica del albedo. Por último, se encontraron genes 
que codifican proteínas que forman parte de los complejos TFIID y CBF/NF-Y.  

El conjunto de estos resultados pone de manifiesto que el tratamiento con etileno 
favorece la activación de procesos de señalización y de regulación de la transcripción 
aunque el número de genes que mostraron cambios significativos fue mucho mayor en los 
frutos almacenados 14 días en aire después de haber sido tratados con 1-MCP, que fueron 
los que presentaron el mayor ICC. 
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2.3. Análisis comparativo de los cambios de expresión génica en el flavedo y el 
albedo de frutos de ‘Navelate’ tratados con etileno o con 1-MCP  mediante empleo 
de micromatrices de cDNA. 

El análisis comparativo de los genes que mostraron diferencias significativas de 
expresión entre los dos tipos de tejido que constituyen la corteza de los frutos cítricos, 
flavedo y albedo, indicó que en los frutos recién traídos de campo (RTC) el flavedo es un 
tejido más enriquecido en genes que participan en la formación de la cutícula (nivel 5), en la 
biosíntesis de fenilpropanoides (nivel  7) y en la respuesta sistémica dependiente de etileno 
y ácido jasmónico (nivel 8), que incluye la biosíntesis de ácido jasmónico y oxilipinas (nivel 
9) (Tabla 41). Además, en estos frutos, este análisis reveló un mayor número de genes en el 
flavedo implicados en transporte de electrones, transporte de lípidos (nivel 5), metabolismo 
del triptófano e indolalquilaminas, así como de genes implicados en la biosíntesis de 
aminoácidos aromáticos y flavonoides. Por el contrario, en el albedo de estos mismos 
frutos se encontró un mayor porcentaje de genes inducidos relacionados con la respuesta a 
estrés (nivel 3) o implicados en procesos del metabolismo de proteínas celulares (nivel 5). 
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre ambos tejidos en los frutos 
recién acondicionados con etileno o en los expuestos durante 14 h a 1-MCP y almacenados 
posteriormente 4 días en aire. No obstante, al final del periodo de almacenamiento en los 
frutos que habían sido acondicionados con etileno durante 4 días y posteriormente 
transferidos a aire se encontró una mayor expresión en el flavedo de genes de biosíntesis de 
compuestos aromáticos (nivel 5), derivados de aminoácidos, fenilpropanoides (nivel 6) y de 
isoprenoides (nivel 7), así como implicados en la biosíntesis de ácido jasmónico y oxilipinas 
(nivel 9). En el albedo, sin embargo, se encontró una proporción mayor de genes que 
participan en procesos de biosíntesis y organización de componentes celulares (nivel 3). En 
los frutos expuestos al inhibidor de la acción del etileno se observó un elevado número de 
genes con mayor expresión en este último tejido respecto del flavedo implicados en 
procesos del metabolismo de proteínas (nivel 5) y otros relacionados con respuestas de 
defensa a patógenos típicas de una interacción incompatible (nivel 7) o que forman parte de 
la ruta de biosíntesis del etileno (nivel 9). En estos frutos, los genes que intervienen en la 
biosíntesis de pigmentos (nivel 5) y más concretamente del IPP, compuesto precursor de 
isoprenoides como los carotenoides (nivel 8), mostraron mayores niveles de expresión en el 
flavedo que en el albedo, formando una categoría funcional estadísticamente 
sobrerrepresentada en el primero de estos dos tejidos. Por último, es interesante señalar 
que los procesos de desarrollo de la cutícula (nivel 5) y de biosíntesis de ceras (nivel 9) 
fueron procesos altamente representados en el flavedo tanto en los frutos control como en 
los expuestos a 1-MCP almacenados 14 días en aire. 

 
 
 



  RESULTADOS 

  161 

 
 
 
 

 
 
 
 

Tabla 41: Análisis FatiGO+ (BABELOMICS) de los procesos biológicos que mostraron cambios 
significativos al comparar entre sí los tejidos de flavedo y albedo para cada una de las condiciones estudiadas. 
Se indican aquellos procesos biológicos que para una determinada condición están más representados en el 
flavedo (A) o en el albedo (B). N: nivel de especificidad en el análisis (Ver detalles en Tabla 17). 

 



RESULTADOS   

162 

Siguiendo con la comparación entre flavedo y albedo, en la Tabla 42 se resumen los 
resultados obtenidos en el análisis FatiGO+ que hacen referencia a función molecular y 
componente celular del grupo de genes que mostraron diferencias significativas de 
expresión entre ambos tejidos en cada una de las situaciones estudiadas. El conjunto de 
estos resultados ponen de manifiesto que la aplicación de etileno favorece una mayor 
expresión en el flavedo de genes con actividad peroxidasa y oxidoreductasa dependiente de 
NADP(H) (nivel 5). Sin embargo, al final del almacenamiento solamente en los frutos no 
acondicionados con etileno, tratados o no con 1-MCP, se observó una abundancia de este 
grupo de genes con actividad oxidoreductasa más expresados en el flavedo que en el 
albedo. Asimismo, de acuerdo a resultados previos obtenidos en este trabajo, este análisis 
indicó que el etileno también favorece en el flavedo la expresión de genes con actividad 
lipoxigenasa (nivel 6) en los frutos acondicionados después de ser almacenados durante un 
periodo adicional de 10 días en aire (4 días Etileno + 10 días Aire), y en el albedo de estos 
mismos frutos antes de su transferencia a aire (4 días Etileno), de genes de unión a ácidos 
nucleicos y otros que codifican componentes estructurales del ribosoma (nivel 3). Una 
proporción significativamente elevada de estos últimos también se observó en el albedo de 
los frutos expuestos a 1-MCP y almacenados 14 días en aire. El conjunto de estos 
resultados parece indicar que muchas de las respuestas que se producen en los frutos recién 
acondicionados con etileno suceden de forma más tardía en los frutos sin acondicionar 
expuestos al inhibidor de su acción al final del almacenamiento y que presentan un elevado 
ICC. Por último, destacar que genes que codifican factores de transcripción (nivel 5) 
formaron una categoría funcional estadísticamente sobrerrepresentada con mayor 
expresión en el albedo respecto del flavedo en los frutos acondicionados con etileno al final 
del periodo de almacenamiento pero no en el resto de frutos tratados con 1-MCP o 
almacenados directamente en aire. 

El análisis de componente celular puso de manifiesto que una gran parte de las 
proteínas codificadas por genes que mostraron mayor expresión en el flavedo que en el 
albedo en los frutos tratados con etileno antes del almacenamiento en aire, se encuentran 
localizadas en el sistema de endomembranas, plastidios, parte tilacoidal y cloroplasto.  Sin 
embargo, la localización en el ribosoma predomina entre las proteínas correspondientes a 
los genes que tuvieron mayor nivel de expresión en el albedo. Por otro lado, a los 14 días 
de almacenamiento en los frutos que presentaron el mayor índice de daño inicialmente 
tratados con 1-MCP, se observó que las proteínas localizadas en orgánulos unidos a 
membranas (nivel 3) están más representadas en el flavedo, mientras que las no unidas a 
membrana por el contrario son más abundantes  en el albedo (nivel 7). 
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Tabla 42: Análisisi FatiGO+ (BABELOMICS) de las funciones moleculares (1) y componente celulares (2) 
que mostraron cambios significativos al comparar entre sí los tejidos de flavedo y albedo para cada una de las 
condicionaes estudiadas. N: nivel de especificidad en el análisis (Ver detalles en Tabla 17). 
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3. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN EN 
RESPUESTA A DIFERENTES SITUACIONES DE ESTRÉS EN LA 
POSTCOSECHA DE LOS FRUTOS CÍTRICOS POR ANÁLISIS NORTHERN. 

3.1. Selección de factores de transcripción. 

De las 50 ESTs (del inglés ‘Expressed Sequence Tags’)  aisladas de la biblioteca de 
cDNA ‘FlavCurFr1’ que presentaban similitud con diversos factores de transcripción se 
seleccionaron 22. Para dicha selección se tuvo en cuenta el nivel de similitud con factores 
de transcripción de función conocida, el número de repeticiones en la biblioteca y la 
especificidad de los mismos en relación a 13000 genes procedentes de diferentes variedades 
de cítricos, tejidos u órganos en distintos estadíos o sometidos a diferentes condiciones de 
estrés biótico y abiótico, depositados en la base de datos del CFGP (Forment et al., 2005) 
(http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/). 

El 55% de los genes seleccionados fueron ‘singletons’ y el resto ‘contigs’ que 
presentaban homología con factores de transcripción. En la Tabla 43 se reúne el conjunto 
de genes que mostraron homología con factores de transcripción, indicando aquellos que 
fueron seleccionados para el análisis de expresión mediante hibridación Northern en 
relación a su posible implicación en el mecanismo de tolerancia a las bajas temperaturas de 
conservación que causan ‘daños de frío’  inducida por el curado (apartado 3.2.), en 
respuesta al estrés por herida mecánica (apartado 3.3.) en frutos de mandarinas de la 
variedad ‘Fortune’ y en relación al efecto beneficioso del tratamiento con etileno que 
reduce la incidencia del ‘colapso de la corteza’ en frutos de naranjas ‘Navelate’ almacenados 
a 20 ºC y 90-95% HR (apartado 3.4.). Dichos genes se describen con más detalle en la 
Tabla 44.  
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Tabla 43: Lista del conjunto de ESTs de la biblioteca de cDNA ‘FlavCurFr1’que mostraron homología con 
factores de transcripción en la base de datos de proteínas no redundante del GenBank. Para cada clon se 
indica el valor esperado (E-value) (≤ 10–5), si constituye un ‘singleton’ o si pertenece a un ‘contig’, indicando 
en tal caso el número de ESTs presentes en la biblioteca de cDNA y el número total de representantes del 
‘contig’ en la base de datos del CFGP. (●) Clones seleccionados para el análisis de expresión génica mediante 
hibridación Northern en el estudio de la tolerancia al frío y la respuesta a estrés por herida mecánica en frutos 
de mandarina ‘Fortune’ y en relación al efecto beneficioso del tratamiento con etileno que reduce la 
incidencia del ‘colapso de la corteza’ en frutos de naranja ‘Navelate’.  
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Continuación de la Tabla 43 
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Tabla 44: Caracterización de los clones que presentaron homología con factores de transcripción 
seleccionados en la biblioteca de cDNA ‘FlavCurFr1’. Para cada clon  se indica la homología de la secuencia 
o proteína más similar, la longitud de la secuencia EST (pb), si constituye un ‘singleton’ o si pertenece a un 
‘contig’ en cuyo caso se indica el número de representantes así como el valor esperado (E ≤ 10–5), el número 
de acceso en la base de datos de proteínas no redundantes del GenBank, el porcentaje de identidad y el 
número de aminoácidos de la proteína.  
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3.2. Estudio de la expresión de factores de trasncripción en respuesta a los 
tratamientos de acondicionamiento térmico que previenen la aparición de ‘daños 
de frío’en frutos de mandarina de la variedad ‘Fortune’. 

Los genes estudiados se clasificaron en 7 patrones de expresión teniendo en cuenta 
su regulación por frío, calor y la combinación de calor y frío (Tabla 45). En los patrones 1 y 
2 se incluyeron aquellos genes cuyo nivel de expresión en los frutos curados y almacenados 
en frío fue superior al de los frutos expuestos directamente al frío (C+F > F) (Figura 41). 
En los patrones 3, 4 y 5 se englobaron los genes cuya expresión fue superior en los frutos 
no curados respecto a los frutos acondicionados durante el almacenamiento en frío (C+F < 
F). Por último, en un tercer grupo, se incluyeron todos aquellos que apenas mostraron 
diferencias entre ambos tipos de frutos, acondicionados y sin acondicionar, a lo largo del 
almacenamiento a bajas temperaturas que causan ‘daños de frío’ (C+F = F).  

En el patrón 1 se agruparon los genes que aumentaron su nivel de expresión a 2 ºC 
en los frutos previamente acondicionados pero que no se indujeron en respuesta al calor 
durante los 3 días de curado ni al frío en los frutos no acondicionados. Dentro de este 
patrón se incluyeron 4 genes. Uno de ellos presentaba homología con una TATA-binding 
protein (TBP), que forma parte del complejo TFIID del aparato basal de la transcripción, y 
el resto con factores de transcripción de la familia WRKY. La acumulación del factor TBP 
en los frutos curados y almacenados a 2 ºC fue transitoria, alcanzándose un máximo a los 
20 días de almacenamiento a 2 ºC. Un incremento similar ocurrió en la acumulación del 
transcrito WRKY correspondiente al clon C06009F11, aunque dicho incremento fue 
superior y se mantuvo durante más tiempo en respuesta a la combinación de calor y frío. El 
efecto del calor en el WRKY del clon C06003F10 fue claramente inferior. La expresión del 
gen correspondiente al clon C06019B06 no aumentó por la combinación del calor y frío. 
Sin embargo, el curado retrasó la caída de expresión del gen durante el almacenamiento de 
los frutos en frío. Los cambios en la acumulación de estos mensajeros a 12 ºC fueron poco 
relevantes, excepto en el caso del WRKY C06009F11, que aumentó hasta 1,8 veces a esta 
temperatura.   

De los 22 factores de transcripción sólo uno (C06013H07) pertenece al patrón de 
expresión 2 por presentar una inducción en respuesta al frío ‘per se’ aunque mostró un 
nivel de expresión mayor en los frutos previamente acondicionados después de 20 días de 
almacenamiento en frío. La expresión de este gen, homólogo al factor de transcripción 
TFIIA, aumentó en respuesta al frío en los frutos no acondicionados después de 1 día de 
almacenamiento a 2 ºC aunque a los 60 días la acumulación relativa de sus transcritos en los 
frutos curados fue aproximadamente 1,4 veces superior a la de los no curados. La 
expresión de este gen en los frutos almacenados a la temperatura que no causa ‘daños de 
frío’ (12 ºC) fue aproximadamente constante durante todo el periodo de almacenamiento. 

La expresión de los genes clasificados en el patrón 3 fue mayor en los frutos no 
curados durante el almacenamiento a 2 ºC (C+F < F). Otra característica común de estos 
genes es que se indujeron en respuesta al frío pero no al calor. Dentro de este grupo se 
identificó un gen homólogo a un co-regulador transcripcional SEUSS de A. thaliana 
relacionado con la floración (Franks et al., 2002) cuya expresión fue siempre mayor en los 
frutos no acondicionados durante el almacenamiento en frío; un gen  que presentaba 
homología con un factor de transcripción de arroz inducido por auxinas, que se indujo 
progresivamente hasta los 60 días a 2 ºC en los frutos no acondicionados, y un factor de 
transcripción MYB que presentó la máxima acumulación relativa (440%) a los 10 días, 
antes de la aparición de los ‘daños de frío’. Los cambios en la acumulación de estos 
transcritos no fueron relevantes a 12 ºC. Además, se identificaron dos genes homólogos a 
factores de transcripción que codifican proteínas ‘zinc finger’ que presentaron una 
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expresión similar. Ésta aumentó durante el almacenamiento en frío, tanto en los frutos 
acondicionados como en los no acondicionados, pero dicho aumento fue retrasado por el 
tratamiento de acondicionamiento a altas temperaturas. Ninguno de estos dos genes 
presentó cambios importantes de expresión durante el almacenamiento a 12 ºC, aunque la 
de uno de ellos aumentó ligera y transitoriamente durante el primer día de almacenamiento.  

Además de estos 2 genes que codifican proteínas homólogas a proteínas ‘zinc 
finger’, se identificó otro (C06007B01) con un patrón de expresión diferente (patrón 4) ya 
que este gen  sí se indujo por el calor. Así, su nivel de expresión aumentó a 37 ºC 
alcanzándose un máximo el primer día de exposición de los frutos a esta temperatura. La 
acumulación del mRNA en los frutos expuestos 3 días a 37 ºC fue similar a la de los recién 
cosechados y no se incrementó al transferirlos a 2 ºC. En cambio, su expresión aumentó 
progresivamente en los frutos no acondicionados desde el décimo día de almacenamiento, 
inmediatamente antes de que apareciesen los ‘daños de frío’, hasta los 60 días. A 12 ºC se 
produjo un aumento transitorio en su expresión durante los 3 primeros días, aunque dicho 
incremento fue poco relevante. 

En el conjunto de genes que codifican proteínas que presentan homología a 
factores de transcripción presentes en la biblioteca ‘FlavCurFr1’ se seleccionaron dos genes 
que codifican factores de transcripción regulados por la hormona etileno y ambos se 
indujeron transitoriamente durante el tratamiento de curado a 37 ºC. Los cambios 
inducidos por el calor en el gen que codifica un co-activador transcripcional de respuesta a 
etileno (clon C06023F07) fueron más acusados que en el gen ERF (del inglés ‘Ethylene-
responsive factor’) (C06003G03). Sin embargo, en el segundo no se observaron diferencias 
significativas en el nivel de acumulación de los transcritos entre los frutos acondicionados y 
sin acondicionar durante el almacenamiento en frío y por ello, se agruparon en diferentes 
patrones de expresión (patrón 5 y 6, respectivamente). Es interesante señalar que la 
expresión del gen ERF disminuyó a 12 ºC, mientras que la del primero se incrementó 
notablemente después de un día de exposición de los frutos a esta temperatura, que no 
origina ‘daños de frío’. 

Por último, la mayoría de los clones seleccionados correspondieron al patrón 7. En 
él se incluyeron 9 genes cuya expresión no se indujo por calor, frío ni por la combinación 
del calor y frío. Además, el nivel de expresión de los mismos en los frutos almacenados 
directamente a 2 ºC fue similar al de los previamente acondicionados y al de los frutos 
almacenados a 12 ºC. En general, la expresión de estos genes disminuyó durante la 
exposición de los frutos al frío y el efecto fue más marcado en los frutos previamente 
curados. Dos de ellos presentaron homología con proteínas ‘zinc finger’ previamente 
identificadas en A. thaliana, mientras que los 7 restantes formaron un grupo muy 
heterogéneo de factores de transcripción implicados, en general, en respuestas de las 
plantas frente a diversas situaciones de estrés. 
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De los 22 factores de transcripción analizados por Northern, 5 de ellos estaban 
incluidos en la micromatriz ‘7K’ y quince en la micromatriz ‘12K’. Conviene recordar que 
el RNA utilizado en el análisis de expresión Northern y en los ensayos de hibridación con 
la micromatriz ‘7K’ procede de frutos cosechados en la misma campaña (2004). Sin 
embargo, en los ensayos de hibridación con la micromatriz ‘12K’ se emplearon tres réplicas 
biológicas correspondientes a frutos cosechados tres en campañas diferentes, incluyendo la 
campaña utilizada en los análisis anteriores. Con objeto de evaluar los resultados de 
hibridación de dichas micromatrices se compararon los resultados obtenidos en las mismas 
con los obtenidos en las hibridaciones Northern (Figura 42). En la comparación de los 
resultados del análisis Northern y los obtenidos a partir de la hibridación con la 
micromatriz ‘7K’, dos genes que codifican un factor de transcripción de la familia WRKY, 
correspondiente al clon C06009F11, y el factor de transcripción TFIIA (clon C06013H07), 
presentaron perfiles de expresión muy similares tanto a nivel cualitativo como cuantitativo 
(Figura 42). Otros genes analizados por Northern también presentes en la micromatriz 
‘7K’, que codifican un factor de transcripción ‘zinc finger’ LSD1, una proteína reguladora 
de la transcripción del complejo CCR4-NOT, una proteína MADS-box presentaron una 
misma tendencia frente al calor, al frío y a la combinación de calor y frío aunque, a 
diferencia de los anteriores, se encontraron diferencias a nivel cuantitativo en los niveles de 
acumulación de los mensajeros observándose cambios más acusados en el análisis 
Northern. En resumen, en los 5 genes analizados por Northern incluidos en la micromatriz 
de ‘primera generación’, se encontraron resultados similares por lo que se podría considerar 
que los resultados de la hibridación con la micromatriz ‘7K’ están validados. 

Por otro lado, de los quince genes incluidos en la micromatriz ‘12K’ que fueron 
analizados por Northern, 9 de ellos mostraron un perfil de expresión similar en las dos 
aproximaciones. Estos genes corresponden a los clones C06013H07, C06019B06, 
C06003F10, C06017B01, C06001G08, C06017B03, C06023F04, C06007B01 y C06003G10. 
El resto, presentaron perfiles de expresión diferentes. Estas diferencias podrían deberse por 
un lado a que este tipo de proteínas reguladoras de la transcripción presentan en general 
cambios reducidos en los niveles de acumulación de los mensajeros en respuesta al calor, al 
frío y a la combinación de ambos estímulos abióticos por lo que pequeñas diferencias del 
nivel de inducción o represión pueden originar marcadas discrepancias entre los resultados 
obtenidos por ambos tipos de análisis. Por otro lado, hay que tener presente la elevada 
variabilidad biológica del sistema de estudio y el hecho de que en el análisis de la 
micromatriz ‘12K’ se han incluido tres muestras biológicas de campañas diferentes.  
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Figura 42: Comparación de los resultados obtenidos a partir de las hibridaciones realizadas con las 
micromatrices ‘7K’ y ‘12K’, y los análisis Northern en el estudio de los cambios de expresión de factores de 
transcripción en frutos de mandarina ‘Fortune’. El RNA empleado en los análisis Northern (●) y en los 
ensayos de hibridación con la micromatriz ‘7K’ (●) procede de los mismos frutos mientras que en la 
micromatriz ‘12K’ (●) se emplearon tres réplicas biológicas a partir de frutos cosechados en tres campañas 
diferentes. Se estudiaron cuatro situaciones: 1) frutos recién traídos de campo (RTC); 2) frutos curados (3 
días a 37 ºC) (C); 3) frutos curados y almacenados 20 (‘7K’) ó 30 (‘12K’) días a 2 ºC (C+F); 4) frutos 
almacenados directamente a 2 ºC durante  20 (‘7K’) ó 30 (‘12K’) días. Los niveles de acumulación de los 
transcritos son relativos y vienen expresados en referencia al correspondiente a los frutos recién recolectados 
(RTC) al que se asignó un valor arbitrario de 100. 
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3.3. Estudio de la expresión de factores de transcripción en respuesta a estrés por 
herida mecánica en frutos de mandarina de la variedad ‘Fortune’.  

Para averiguar la posible implicación de los factores de transcripción seleccionados 
en la biblioteca de cDNA en respuesta al estrés por herida mecánica se llevó a cabo un 
análisis de expresión Northern en frutos heridos y en frutos sanos almacenados a 20 ºC y 
90-95% HR, y se evaluó el nivel de acumulación de los mensajeros a las 4, 8, 12, 24, 48 y 72 
h de almacenamiento en ambos tipo de frutos. De los 22 factores, solamente 10 mostraron 
expresión diferencial en las situaciones estudiadas y se dividieron en 2 grupos. En el primer 
grupo, se incluyeron los genes que presentaron un mayor nivel de expresión en los frutos 
heridos respecto a los frutos sanos almacenados en las mismas condiciones de humedad y 
temperatura, mientras que aquellos con menor expresión en respuesta a la herida se 
agruparon dentro del segundo grupo (Tabla 46 y Figura 43).  

Dentro del primer grupo, se distinguieron dos perfiles de expresión claramente 
diferenciados. En el primero de ellos se producía un aumento transitorio del nivel de 
acumulación relativa de los transcritos a las 4 h de almacenamiento en los frutos heridos 
aunque a las 8 h no se observaron diferencias significativas respecto al nivel 
correspondiente a los frutos recién cosechados. Con este perfil de expresión se encontraron 
4 genes que codifican el factor LSD1 de la familia ‘zinc finger’, un factor MYC, una 
proteína reguladora de la transcripción que forma parte del complejo CCR4-NOT y el 
factor CBF1. Con excepción de la proteína LSD1, el resto de factores de transcripción 
presentaron una reducción de aproximadamente el 50% en el nivel de acumulación del 
mensajero en los frutos heridos al final del almacenamiento. De éstos, el factor CBF1 
también disminuyó su expresión en los frutos no heridos, no observándose diferencias a las 
72 h de almacenamiento entre los frutos heridos y sanos. El segundo patrón de expresión 
dentro de este primer grupo corresponde al factor HSF5, en el cual el estrés por herida 
mecánica produjo un retraso en la caída de expresión que se produce en los frutos sanos a 
partir de las primeras 12 h de almacenamiento. En los frutos heridos sin embargo, esta 
disminución no se observó hasta una vez finalizado el tiempo de almacenamiento a 20 ºC.  

Entre los genes cuyo nivel de expresión fue superior en los frutos sanos se incluyen 
5, que a su vez fueron clasificados en dos patrones diferentes de expresión. En el patrón 3 
se incluye el factor de transcripción KNAT4, cuyo nivel de expresión aumentó de forma 
transitoria un 40% a las 4 h de almacenamiento en los frutos sanos. Posteriormente,  a 
partir de las 8 h de almacenamiento ya no se observaron diferencias en el nivel de expresión 
entre frutos heridos y sanos. Los 4 genes restantes, incluidos en el patrón 4, se 
caracterizaron porque presentaron una caída del nivel de acumulación relativa de los 
transcritos en respuesta a la herida al final del almacenamiento. Estos genes codifican una 
proteína correguladora de la transcripción SEUSS, un factor de transcripción de respuesta a 
auxinas (ARF7a), una proteína MADS-box y un factor de transcripción con dominio de 
unión al DNA de dedos de zinc de la familia ‘C3HC4 Ring’.  
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3.4. Estudio de la expresión de factores de transcripción en respuesta al tratamiento 
de etileno y a la aplicación de 1-MCP en relación al ‘colapso de la corteza’ en 
naranjas ‘Navelate’. 

El análisis de los cambios de expresión de los 22 factores de transcripción y que 
fueron seleccionados de la biblioteca ‘FlavCurFr1’ también se llevó a cabo en frutos de 
naranjas ‘Navelate’ sometidos a 5 condiciones distintas: 1) frutos recién recolectados 
(RTC); 2) frutos almacenados en aire durante 14 días; 3) frutos acondicionados con 10 μL 
L-1 de etileno durante 4 días y posteriormente almacenados 10 días en aire; 4) frutos 
tratados durante 14 h con 1 μL L-1 de 1-MCP y almacenados durante 14 días en aire; 5) 
frutos tratados durante 14 h con 1 μL L-1 de 1-MCP, acondicionados durante 4 días con 10 
μL L-1 de etileno y posteriormente almacenados 10 días en aire. En todos los casos los 
frutos se mantuvieron al 90-95% HR para minimizar su deshidratación y a 22 ºC. Para cada 
una de estas situaciones de estudio, se evaluó el nivel de expresión de estos genes a 
diferentes tiempos de almacenamiento en los dos tejidos que forman la corteza del fruto, 
flavedo y albedo, de forma independiente.  

 Los resultados mostraron un comportamiento diferente de los genes analizados en 
el flavedo y en el albedo (Tabla 47 y Tabla 48). En ambos casos los genes fueron 
clasificados en diferentes perfiles de expresión atendiendo a si los niveles de acumulación 
relativa de los mensajeros en los frutos no tratados (Aire), que presentaron un ICC de 0,8 al 
final del periodo de almacenamiento, era mayor o menor respecto a los observados en los 
frutos acondicionados con etileno (Etileno) que apenas presentaron síntomas de esta 
alteración fisiológica. Así, se establecieron 5 patrones de expresión diferentes para el 
flavedo y 6 para el albedo.  

Entre los genes que presentaron una mayor expresión en el flavedo de los frutos 
tratados con etileno respecto a los controles almacenados directamente en atmósfera de 
aire (E-A>A) se encontraron tres que se clasificaron en dos patrones de expresión 
diferentes (Tabla 47 y Figura 44). Los dos primeros (patrón 1) codifican un factor de 
transcripción de la familia WRKY correspondiente al clon C06009F11 y el factor HSF5, los 
cuales aumentaron su nivel de expresión después de 1 día de la aplicación de la hormona. 
Los niveles de acumulación del mensajero correspondiente al gen WRKY se mantuvieron 
elevados durante todo el periodo de acondicionamiento con etileno aunque después de la 
transferencia a aire, éstos disminuyeron y no se encontraron diferencias significativas a los 
14 días de almacenamiento. Sin embargo, en el caso del gen HSF5, se observó una 
diferencia de alrededor del 60% en el nivel de acumulación relativa entre estos frutos y lo 
controles. A los 4 días también se observó una inducción transitoria en los frutos no 
tratados y a ese tiempo de almacenamiento, no se observaron diferencias respecto a los 
frutos acondicionados. Por otra parte, si observamos el comportamiento de estos genes en 
los frutos que habían sido tratados durante 14 h con 1-MCP y almacenados posteriormente 
en aire, el gen WRKY no mostró cambios significativos, aunque sí el gen HSF5. Éste se 
indujo al inicio del almacenamiento en aire después de la aplicación con el inhibidor de la 
acción del etileno y, a diferencia de los frutos tratados con etileno, su nivel de expresión se 
mantuvo hasta el final del almacenamiento. La aplicación de 1-MCP seguida de un 
acondicionamiento con etileno y posterior almacenamiento en aire durante 10 días no 
produjo cambios sustanciales en ninguno de estos genes a excepción del gen WRKY que se 
indujo un 85% de forma transitoria a los 3 días de la aplicación de la hormona.  

El gen que codifica el factor de transcripción ‘zinc finger’ de la familia ‘C3HC4 Ring’ 
clasificado en el patrón 2, aumentó su nivel de expresión 1,6 veces en respuesta al etileno 
aunque dicho incremento fue transitorio y tuvo lugar en el segundo día del tratamiento con 
la hormona. La aplicación de 1-MCP produjo una ligera disminución después de 1 día de 
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almacenamiento en aire. Por tanto, al comparar de forma global los niveles de acumulación 
relativa, observamos una situación intermedia correspondiente a los frutos control y las 
mayores diferencias entre los frutos que no se dañaron tratados con etileno y los frutos 
donde la incidencia del ‘colapso de la corteza’ fue mayor. Excepto en los frutos tratados 
con 1-MCP y posteriormente acondicionados con etileno y almacenados 10 días en aire, 
cuya expresión fue similar a la de los frutos RTC, en el resto de condiciones estudiadas se 
observó una disminución de la expresión a los 14 días de almacenamiento.  

En el segundo grupo de genes caracterizados por tener a los 14 días de 
almacenamiento una mayor expresión en los frutos no tratados con etileno respecto a los 
controles (E-A<A), se encontraron 12 genes que se agruparon en dos patrones de 
expresión diferentes. El gen que codifica el factor SEUSS (patrón 3) solamente se indujo en 
los frutos control mantenidos en aire. En el caso del gen MYC, además se observó un 
aumento de expresión en los frutos tratados con 1-MCP y acondicionados con etileno 
aunque éste fue transitorio y no se observaron diferencias al final del almacenamiento con 
el resto de situaciones de estudio.  

En los dos primeros (patrón 3), que codifican un factor de transcripción MYC y un 
co-regulador de la transcripción SEUSS, solamente se produjo un aumento de expresión en 
los controles almacenados en aire. Sin embargo, en el caso del gen MYC  no modificaron 
de forma importante sus niveles de acumulación del mensajero en respuesta al etileno o al 
1-MCP respecto a los niveles iniciales aunque ambos tratamientos evitaron el aumento del 
nivel de acumulación relativa de los mensajeros que se produjo en los frutos control y tuvo 
lugar en el primer caso a los 4 días y en el segundo a los 14 días, siendo en ambos casos del 
orden del 60%. No obstante, el gen MYC se indujo transitoriamente casi al doble a los 3 
días de la aplicación de etileno en los frutos previamente tratados con 1-MCP. Dicho 
incremento fue transitorio y no se observaron diferencias significativas al final del 
almacenamiento con el resto de frutos tratados o no con etileno o 1-MCP.  

En el patrón 4 se agruparon los genes que reprimieron su  expresión en respuesta al 
etileno, algunos de los cuales también en respuesta a la aplicación de 1-MCP después de 
tiempos largos de almacenamiento (14 días). En ningún caso se observaron cambios 
importantes en los niveles de los mensajeros en los frutos control no tratados y 
almacenados 14 días en aire. Los genes que disminuyeron su expresión desde el principio 
del acondicionamiento con etileno en los frutos no tratados con 1-MCP fueron 7 y 
codifican una proteína reguladora de la transcripción del complejo CCR4-NOT, un factor 
de transcripción de respuesta a etileno (ERF), dos proteínas de la familia WRKY 
(C06019B06 y C06003F10), un activador de la transcripción CBF1 con un dominio de 
unión DREB, un factor de transcripción ‘zinc finger’ de la familia ‘C3HC4 Ring’ y un 
factor de unión a la secuencia NLI. En general, en el resto de condiciones estudiadas los 
cambios en su expresión fueron poco relevantes a excepción del gen CBF1, que se indujo 
transitoriamente más de dos veces a las 14 h inmediatamente después de la aplicación de 1-
MCP, y el gen WRKY correspondiente al clon C06003F10 cuya expresión disminuyó de 
forma transitoria también en los frutos tratados con 1-MCP acondicionados o no 
posteriormente con etileno. Los 3 genes restantes dentro de este patrón de expresión, que 
codifican un factor MYB, una factor KNAT4 y una ‘TATA-binding protein 2’ (TBP2), 
aunque no mostraron cambios de expresión durante la aplicación de etileno con respecto a 
los frutos RTC, mostraron una reducción de su expresión en los frutos acondicionados al 
final de su almacenamiento en aire, que en los dos últimos también se produjo en los frutos 
tratados con 1-MCP y almacenados 14 días en aire.  

En el patrón 5 se agruparon 7 genes que no mostraron diferencias significativas 
importantes al comparar los frutos tratados con etileno, con 1-MCP o los transferidos 
directamente a aire. Solamente uno de ellos, que codifica un co-activador de la 
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transcripción de respuesta a etileno, mostró una inducción transitoria y temprana en 
respuesta a la aplicación de 1-MCP que fue más marcada (más de dos veces) en los frutos 
que se trataron posteriormente con etileno.   

En el albedo, los genes fueron clasificados en 6 patrones diferentes de expresión 
(Tabla 48). Siguiendo el mismo esquema que en el flavedo, en primer lugar se estableció un 
grupo de 6 genes agrupados en tres patrones distintos, cuyos niveles de acumulación 
fueron superiores en los frutos acondicionados con etileno que en los expuestos al aire (E-
A>A). Los clones C06009F11 y C06011G10 correspondientes a dos genes que codifican 
una proteína WRKY y un factor ‘zinc finger’ de la familia ‘C3HC4 Ring’, respectivamente, 
así como el gen que codifica una proteína de unión a la secuencia NLI o el que codifica un 
HSF5, mostraron una clara inducción en respuesta al etileno a tiempos cortos. En los tres 
primeros casos, este aumento fue transitorio disminuyendo posteriormente hasta niveles 
similares a los observados en los frutos recién cosechados y en los almacenados 
directamente en aire. Sin embargo, en el gen HSF5 este aumento no fue transitorio y se 
mantuvo hasta el final del almacenamiento, observándose el mayor incremento, de hasta 7 
veces el nivel inicial correspondiente a los frutos recién cosechados, en el segundo día de 
dicho tratamiento. En los frutos tratados con 1-MCP también aumentó el nivel de 
expresión de este gen aunque de forma más tardía, a los tres días de almacenamiento, y se 
mantuvo hasta el final del mismo, momento en el cual, se observó una mayor expresión del 
gen en estos frutos (481%) respecto a los frutos tratados con etileno en ausencia del 
inhibidor (329%). Asimismo, un hecho que llamó la atención fue el efecto sinérgico de la 
combinación del inhibidor y del etileno en la inducción del gen ya que para todos los 
tiempos de almacenamiento analizados, los frutos tratados con ambos compuestos fueron 
los que presentaron los mayores niveles de expresión, con un máximo de 944% y 937% a 
los 3 y 4 días durante la aplicación de la hormona. Un comportamiento similar lo tuvo el 
gen que codifica un factor de transcripción MYC (patrón 2) cuya expresión no varió en 
respuesta al etileno en el flavedo pero aumentó 3 veces en el albedo a los 4 días del 
tratamiento con la hormona y sus niveles se mantuvieron elevados después de transferir los 
frutos a aire. Este gen, a diferencia de los anteriores, se indujo también en los frutos control 
durante todo el periodo de almacenamiento aunque el etileno potenció dicho efecto. Al 
igual que el gen HSF5, se observó un aumento de la expresión en los frutos expuestos 14 h 
a 1-MCP a tiempos cortos (1 día) que en general fue menor al observado en los frutos en 
respuesta al etileno aunque a los 14 días de almacenamiento, los niveles de acumulación 
relativa fueron mayores en los frutos tratados con el inhibidor. La combinación de ambos 
tratamientos, también indujo la expresión del gen, aunque a diferencia del gen HSF5, la 
combinación del tratamiento con 1-MCP y etileno potenció su expresión solamente 
durante los tres primeros días de almacenamiento en presencia de etileno, y al final ésta fue 
similar a la de los frutos tratados solamente con etileno. En cualquier caso, los frutos 
control mostraron los menores niveles de inducción del gen MYC. Por último, se observó 
un caso en donde el etileno evitó la represión de un gen que codifica el factor de 
transcripción WRKY correspondiente al clon C06003F10, que tiene lugar a los 4 días de 
almacenamiento de los frutos no tratados en aire, e incluso potenció su expresión en 
respuesta a la combinación de 1-MCP y etileno durante el almacenamiento en aire. Este gen 
se clasificó en el patrón 3. 

Se encontraron 7 genes que presentaron mayor expresión en los frutos control 
respecto a los acondicionados con etileno en ausencia de 1-MCP (E-A<A). Dos de ellos, el 
factor de transcripción CBF1 y el factor WRKY4 (patrón 4), aumentaron su expresión en 
los frutos no tratados durante el almacenamiento en aire, y en el segundo caso, también en 
respuesta al etileno. En ambos casos los mayores incrementos se observaron en los frutos 
expuestos a 1-MCP en ausencia de etileno y, en el factor WRKY, también en los tratados 
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con ambos compuestos. En este caso, en los frutos tratados con 1-MCP acondicionados y 
no acondicionados con etileno, se observaron niveles relativos de acumulación de los 
mensajeros muy similares, del orden de 400-450% durante el tercer y cuarto día de 
almacenamiento, mientras que en el caso del factor CBF1, el aumento en respuesta a la 
combinación de ambos tratamientos solamente se produjo a los 14 días y fue inferior al que 
se produjo en respuesta al 1-MCP. Otros genes dentro de este grupo (patrón 5) no 
modificaron su expresión en los frutos control pero el tratamiento con etileno redujo ésta 
aproximadamente al 50%.  

Por último, en el patrón 6 se agruparon 9 genes cuyo niveles de expresión fueron 
similares en todos los frutos. De entre ellos, solamente destaca el gen que codifica el factor 
KNAT4 el cual se indujo de forma transitoria dos veces a los tres días de almacenamiento 
en los frutos expuestos durante 14 h a 1-MCP y a los 4 días en los frutos tratados con 
ambos compuestos, aunque en ambos casos a los 14 días de almacenamiento no se 
observaron diferencias significativas con el resto de frutos. 

El estudio de los cambios de expresión de quince de los factores de transcripción 
analizados por Northern en frutos de naranja ‘Navelate’ en relación al desarrollo del 
‘colapso de la corteza’ y en respuesta al etileno que reduce la incidencia de dicha alteración 
fisiológica, se llevó a cabo también mediante el empleo de micromatrices de cDNA. 
Aunque una de las réplicas biológicas utilizadas en la hibridación con la micromatriz ‘12K’ 
fue la que se empleó en la hibridación Northern, los resultados obtenidos en ambas 
aproximaciones genómicas no puedieron compararse teniendo en cuenta ls variabilidad 
biológica intrínseca al sistema biológico estudiado.  
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1. ESTUDIO TRANSCRIPTÓMICO DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN 
LA TOLERANCIA AL FRÍO INDUCIDA POR EL ACONDICIONAMIENTO 
TÉRMICO A ALTAS TEMPERATURAS EN FRUTOS DE MANDARINA 
‘FORTUNE’. 

El estudio de los cambios de expresión génica asociados al desarrollo de ‘daños de 
frío’ en los frutos cítricos y de los mecanismos que aumentan la tolerancia a las bajas 
temperaturas inducidos en respuesta al curado (3 días 37 ºC) se llevó a cabo mediante el 
empleo de micromatrices de cDNA. La mandarina ‘Fortune’ fue seleccionada como 
sistema de estudio por su elevada susceptibilidad a desarrollar esta alteración fisiológica. 
Durante dos campañas sucesivas se analizó la incidencia de ‘daños de frío’ en frutos 
curados y transferidos a 2 ºC y en frutos almacenados directamente a dicha temperatura. 
Los resultados obtenidos confirmaron datos previos ya que mostraron que el curado fue 
efectivo aumentando la tolerancia al frío y evitó la aparición de daños durante al menos 60 
días de almacenamiento (Gonzalez-Aguilar et al., 2000). Los índices de ‘daños de frío’ en 
los frutos no acondicionados de las dos campañas fueron similares. Los primeros síntomas 
aparecieron a partir de los 10 días de almacenamiento y aumentaron progresivamente hasta 
observar un índice de aproximadamente 1,5 a los 30 días y de 3,0 al final mismo (Figura 
10). En un estudio previo con frutos recolectados en la campaña 2000 se obtuvieron 
resultados muy similares por lo que también fueron utilizados, como una tercera réplica, 
para los ensayos de hibridación con la micromatriz ‘12K’.  

En el presente estudio se construyó una biblioteca de cDNA, a la que se denominó 
‘FlavCurFr1’, a partir de poly(A+) mRNA de una muestra formada por una mezcla 
proporcional de RNA de flavedo de frutos de mandarina ‘Fortune’ acondicionados 4 h, 1 y 
3 días a 37 ºC, y de frutos curados y almacenados 1, 3 y 10 días a 2 ºC. Por tanto, cabría 
esperar la presencia en esta biblioteca de cDNAs correspondientes a genes inducidos por 
tratamientos cortos y largos de calor o por la combinación de calor y frío. Asimismo, 
podrían encontrarse genes inducidos por el frío a pesar de que su expresión pudiese estar 
afectada por el tratamiento previo de acondicionamiento a altas temperaturas. De un total 
de 1.152 clones secuenciados y depositados en la base del CFGP, 1.117 fueron secuencias 
válidas y correspondían a 936 unigenes, 46% de los cuales fueron ‘singletons’ (Figura 11B). 
Además de proteínas del metabolismo primario (42,4%), una elevada proporción codifican 
proteínas con funciones relacionadas con la transcripción (13,1%), ciclo celular y 
procesamiento del DNA (10,7%), síntesis de proteínas (7,9%) y con procesos de 
plegamiento, localización y modificación de las mismas (7,9%) (Figura 11D). 

Entre los genes más representados de esta biblioteca de cDNA, dos codifican MTs, 
uno de los cuales presentó 16 representantes (Tabla 1). En la bibliografía se ha descrito que 
diversos miembros de esta familia de proteínas tienen capacidad de unión a diferentes 
metales, como Zn2+, Cd2+, Hg2+ o Cu2+ y, en algunos casos, se ha sugerido que podrían 
tener funciones de detoxificación y mantenimiento de la homeóstasis celular así como 
funciones en la defensa frente al estrés oxidativo (Kiningham y Kasarskis, 1998; Tapia-
Alamos, 2002; Hall, 2002). Otros genes altamente representados codifican nodulinas. Los 
miembros de esta familia de proteínas, específica de plantas, se activan durante la 
formación de nódulos favoreciendo las interacciones simbióticas entre plantas leguminosas 
y bacterias del género Rhizobium. Estas proteínas poseen dominios conservados ricos en 
residuos de cisteína con capacidad de unión a diferentes iones divalentes, como el Fe2+, 
Cu2+, Ni2+, Zn2+, Co2+, Cd2+ o Hg2+, pudiendo también jugar un papel importante en la 
fijación del nitrógeno y en la unión a O2 (Pawlowski et al., 1997; Kawashima et al., 2001; 
Kato et al., 2002; Gupta et al., 2002). Sheres et al. (1990) sugirieron que algunas podrían 
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participar en el transporte transmembrana de metales como el Fe2+ o Mo2+ hacia 
bacteroides para la síntesis de nitrogenasa y posteriormente Pawlowski et al. (1997) y Gupta 
et al. (2002) confirmaron esta idea. Otros autores asignaron a estas proteínas un papel 
regulador del balance redox en el tejido nodular (Moran et al., 2000). Posteriormente, se 
comprobó que la sobrexpresión de un gen que codifica una nodulina 22 (Nod22) en E. coli 
aumentaba la tolerancia al estrés oxidativo, lo que indica que estas proteínas podrían estar 
implicadas en el mecanismo de protección frente a ROS en dichos procesos de simbiosis 
(Mohammad et al., 2004). 

Otros genes altamente representados en la biblioteca codifican enzimas 
relacionados con el estrés oxidativo, el metabolismo de fenilpropanoides, proteínas PR, 
entre las que se encuentra una proteína precursora de quitinasa de clase II de carácter ácido, 
y proteínas dehidrinas tipo LEAs. El papel de estas últimas en la protección al estrés por 
deshidratación se ha descrito no solamente por su función chaperona sino también por su 
capacidad de secuestrar iones de hierro (Wise, 2003; Wise y Tunnacliffe, 2004). Además, se 
ha comprobado que participan en la defensa frente al estrés oxidativo y se ha observado su 
inducción en respuesta al aumento de la concentración de H2O2 inducido por el 
tratamiento con paracuat o en situaciones de deficiencia de actividad catalasa (Desikan et 
al., 2000; Vanderauwera et al., 2005; Mowla et al., 2006). En cítricos se ha demostrado su 
papel en la eliminación de ROS (Hara et al., 2004) y se ha observado que son capaces de 
unir metales como Fe3+, Co2+, Ni2+, Cu2+ y Zn2+ (Hara et al., 2005). Asimismo, destacan 
diversos genes que codifican  enzimas LTP, una enzima de síntesis de almidón, y una 
proteína inhibidora de cisteín proteasas. Algunos miembros de esta familia de proteasas, 
que actúan sobre los grupos tiol, están implicados en la movilización de proteínas 
almacenadas en vacuolas y su inducción se ha relacionado con procesos de señalización en 
respuesta a diversos tipos de estrés biótico y abiótico, y con procesos de senescencia y 
muerte celular (Grudkowska y Zagdanska, 2004). Por último, se encontró una proteína 
ribosomal que participa en la traducción de proteínas en el citoplasma, y dos factores de 
transcripción, uno de ellos de respuesta a etileno. 

En el estudio de las bases moleculares asociadas con la tolerancia al frío inducida 
por el tratamiento de curado se emplearon dos micromatrices diferentes de cDNA 
generadas dentro del marco del CFGP, denominadas ‘7K’ y ‘12K’, cada una con un total  
de 6300 y 11193 unigenes, respectivamente. En la primera de ellas se emplearon réplicas 
técnicas mientras que en la segunda se utilizó material genético procedente de frutos 
cosechados en tres campañas diferentes. Conviene recordar que en la construcción de la 
micromatriz ‘12K’ se incluyeron los genes aislados de la biblioteca de cDNA generada en 
este trabajo. Utilizando ambas micromatrices se analizaron los cambios en expresión 
génica que tenían lugar en respuesta al calor, al frío y a la combinación de calor y frío. 

El análisis estadístico SAM (FDR<1%) reveló que un 48% de los genes reunidos 
en la micromatriz ‘7K’ modificaron los niveles de acumulación de sus transcritos en 
respuesta a alguna de las tres situaciones estudiadas (frío, calor y combinación de calor y 
frío), mientras que el empleo de réplicas biológicas redujo este número en 
aproximadamente un 24%. Este hecho puso de manifiesto la influencia de los factores 
precosecha en la reproducibilidad de las respuestas inducidas por este tipo de tratamientos 
ya que los índices de ‘daño de frío’ en los frutos no acondicionados y el estado de 
maduración de éstos fueron similares en las tres campañas y el curado fue siempre muy 
efectivo. En la mayoría de los casos se observó una misma tendencia o perfil de expresión 
aunque la variabilidad de la magnitud de los cambios de expresión en respuesta a las 
condiciones de estudio originó una falta de significación estadística en los resultados 
obtenidos a partir del análisis SAM (FDR<1%). Dicha variabilidad podría ser debida a la 
influencia de condiciones ambientales precosecha en la expresión de los genes analizados 
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en los frutos recién cosechados y también a la sensibilidad de los frutos al estímulo 
estudiado. 

Por otro lado, en la micromatriz ‘7K’ la condición que indujo el mayor número de 
respuestas diferenciales fue la combinación de calor y frío (3 días 37 ºC + 20 días 2 ºC) 
(73%) encontrándose un total de 1361 genes inducidos y 1576 reprimidos (Figura 14). En 
cambio, en la segunda micromatriz el número de genes que mostraron cambios fue similar 
en las tres condiciones estudiadas, alrededor de un 40-50% de total de genes se 
expresaron diferencialmente (Figura 18). En las dos micromatrices se comprobó que las 
respuestas de represión al calor y a la combinación de calor y frío predominaron sobre las 
de inducción. En respuesta al frío ‘per se’ en la micromatriz ‘7K’ el número de genes 
reprimidos superó en un 18% al de genes inducidos (Figura 14). Sin embargo, en la 
micromatriz ‘12K’ en los frutos almacenados directamente en frío predominaron los 
fenómenos de inducción, ya que entre los genes que mostraron cambios en respuesta al 
frío, un 78% se indujo mientras que el 22% se reprimió (Figura 18). 

Actualmente no se dispone de una base de datos de anotación funcional para los 
frutos cítricos ni de herramientas de análisis funcional que permitan el estudio de rutas 
específicas del metabolismo de los mismos. Por ello, se utiliza como planta modelo A. 
thaliana (http://www.arabidopsis.org/). Aunque sólo podemos obtener información de 
aquellos genes que presentan homología en la base de datos de A. thaliana, teniendo en 
cuenta que el porcentaje de los mismos en las dos micromatrices utilizadas fue elevado (71 
y 77 %, respectivamente), el empleo de programas de análisis de A. thaliana (FatiGO+ y 
AraCyc 3.5) ofrece una buena aproximación para el estudio de los mecanismos 
moleculares implicados en la respuesta al calor, al frío y a la combinación de calor y frío 
en los frutos cítricos. No obstante, conviene señalar algunas de las limitaciones de estos 
programas. Una limitación importante reside en el hecho de que varios genes de cítricos 
pueden tener un mismo ortólogo en A. thaliana. En el caso del programa FatiGO+, al 
estudiar el grupo de genes que para una determinada comparación mostraron cambios de 
expresión con respecto al resto de genes reunidos en la micromatriz, esto constituye un 
sesgo en el análisis, ya que un mismo gen de A. thaliana no puede agruparse en ambos 
conjuntos de genes. En el caso de AraCyc 3.5, se representa el promedio de la expresión 
de todos aquellos genes con el mismo ortólogo en A. thaliana a pesar de que éstos son 
genes diferentes. Conviene señalar que en muchos casos la nomenclatura empleada para 
designar los genes en la base de A. thaliana difiere de los correspondientes ortólogos en 
los frutos cítricos. Un ejemplo lo constituyen los genes ACS6, ACS1 y EFE de A. thaliana 
que corresponderían a los genes CsACS1 (AF048753), CsACS2 (AJ012696) y ACO 
(AF321533) de cítricos, respectivamente. La información y nomenclatura empleada en el 
TAIR se revisa cuatrimestralmente por los miembros de dicha comunidad científica y por 
tanto está siempre acutalizada. Es interesante señalar, que en algunos genes la 
nomenclatura empleada corresponde a la asignación original desde su caracterización y 
que se ha conservado hasta la actualidad, como es el caso del gen EFE. Sin embargo, se 
ha comprobado que pueden existir genes representados en AraCyc 3.5 en una 
determinada ruta metabólica habiéndose  observado una falta de actividad enzimática. 
Este sería el caso por ejemplo de los genes que codifican ACS10 y ACS12, que no poseen 
actividad ACC sintasa sino actividad transaminasa de aminoácidos aromáticos e 
intervienen en la síntesis de tirosina y fenilalanina (Yamagami et al., 2003).  

El análisis funcional de ontologías génicas (FatiGO+) mostró en ambas 
micromatrices una represión significativa de genes de procesos de biosíntesis de lípidos en 
respuesta a la combinación de calor y frío (Tabla 20). Un análisis más detallado de estos 
genes mostró que varios de ellos participan en la biosíntesis y elongación de ácidos grasos, 
biosíntesis de ceras epicuticulares y desaturación de ácidos grasos. Dentro de esta 
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categoría funcional se incluyeron, además, un gran número de genes implicados en la 
biosíntesis de isoprenoides, como carotenoides, probablemente debido a que estos 
compuestos se encuentran asociados con los lípidos de membrana (Tabla 7 yTabla 18). 
Por otro lado, en la micromatriz ‘7K’ los resultados de este análisis pusieron de manifiesto 
que la exposición al calor y/o a la combinación de calor y frío alteró la expresión de genes 
del metabolismo de derivados de aminoácidos y otros implicados en la modificación de 
proteínas. Asimismo, en dicha micromatriz este análisis indicó que la tolerancia inducida 
por el tratamiento de curado está relacionada con la inducción de procesos de regulación 
de la transcripción (Tabla 6 yTabla 8B). Además, se observó una proporción muy elevada 
de genes relacionados con procesos de traducción reprimidos en respuesta al frío en 
frutos acondicionados y sin acondicionar (Tabla 6). Estas observaciones se confirmaron 
con los resultados del análisis de componentes celulares que indicaron que el frío favorece 
la represión de genes que codifican proteínas constituyentes de los ribosomas (Tabla 8A). 
Al analizar réplicas biológicas no se confirmaron estos hechos (Tabla 17). Sin embargo, 
teniendo en cuenta que los resultados de este análisis estadístico son porcentuales, es 
decir, que el nivel de significancia estadística en la representación de procesos biológicos 
varía en función del conjunto total de genes que se considere, y dada la variabilidad 
biológica del sistema de estudio, no podemos descartar la validez de los mismos obtenidos 
al utilizar réplicas técnicas. No obstante, los resultados comunes en ambas micromatrices, 
aunque más restrictivos, ofrecen un elevado grado de fiabilidad.  

1.1. Metabolismo de lípidos. 

Aunque no se conoce la señal primaria del ‘daño de frío’, existen numerosos 
trabajos que apoyan la teoría propuesta a principios de los 70 por Lyons (Lyons, 1973) 
indicando que esta alteración se produce como consecuencia de los cambios originados de 
por el estrés de frío en la permeabilidad de la membrana plasmática. Según esta teoría, los 
cambios en la composición de fosfolípidos y el grado de insaturación de lípidos de 
membrana formarían parte de las respuestas de defensa de las plantas frente a este tipo de 
estrés. El análisis detallado de genes relacionados con el metabolismo de lípidos mostró 
en las dos micromatrices utilizadas la presencia de un gen que codifica una enzima  
desaturasa de δ-8 esfingolípidos, homólogo al gen At2g46210 de A. thaliana (unigen 
C07008B12), cuya expresión  se indujo más de 3 veces de forma específica en respuesta a 
la combinación de calor y frío (Tabla 2 y Tabla 14), lo que podría indicar que el efecto 
beneficioso del curado reduciendo los ‘daños de frío’ podría estar relacionado con su 
efecto incrementando el grado de insaturación de lípidos de membrana. En pomelos sin 
embargo, se comprobó que la exposición a 5 ºC de frutos previamente acondicionados 7 
días a 16 ºC disminuía la expresión de un gen que codifica otra desaturasa Δ-8 de 
esfingolípidos diferente a la anterior, y aunque dicho tratamiento difiere del curado, 
también es efectivo reduciendo la incidencia de ‘daños de frío’. (Maul et al., 2008). No 
obstante, dicho tratamiento activó la expresión de un gen FAD2 (Sapitnitskaya et al., 
2006) y de dos genes que codifican una acil-[ACP] desaturasa y una estearil-[ACP] 
desaturasa en los frutos almacenados posteriormente en frío (Maul et al., 2008). Otros 
estudios demostraron que la sobrexpresión en plantas de tabaco del gen FAD7 de A. 
thaliana que codifica una desaturasa de ácidos grasos ω-3 (Kodama et al., 1994) y del gen 
Δ9-desaturasa de una cianobacteria (Ishizaki-Nishizawa et al., 1996) aumentaban la 
tolerancia al frío. Además, se ha observado que los mutantes de A. thaliana fad5, fad6 y el 
triple mutante fad3 fad7 fad8, con deficiencia en desaturasas omega-3, eran menos 
tolerantes al frío, ya que manifestaban clorosis cuando se exponían a bajas temperaturas. 
Estos resultados sugerían que este grupo de enzimas desaturasas podrían tener un papel 
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clave en la fotosíntesis y el mantenimiento de la estructura del cloroplasto en plantas 
sometidas a este estrés (Hugly y Somerville, 1992; Routaboul et al., 2000). Asimismo, se 
había observado en mutantes sensibles al frío de A. thaliana la acumulación del transcrito 
de un gen que codifica una estearil-ACP desaturasa y del gen ADS2 que codifica una Δ9-
desaturasa (delta-9 desaturasa) (Fukuchi-Mizutani et al., 1998). Estos y otros muchos 
estudios realizados con diversos mutantes de A. thaliana sensibles al frío apoyan la idea 
inicial de que los lípidos pueden ser marcadores del grado de susceptibilidad al estrés de 
frío (Hugly et al., 1989; Miquel et al., 1993; Wu et al., 1997; Berberich et al., 1998; 
Routaboul et al., 2000). Sin embargo, el curado favoreció la disminución de la expresión de 
otros genes que también codifican enzimas desaturasas (Tabla 7 yTabla 18). Así, 
reprimidos en respuesta a la combinación específica de calor y frío pero no al frío ‘per se’, 
destaca el gen FAD2 (At3g12120; unigen 7029), que codifica una desaturasa del ácido ω-
6-oleico, cuyos niveles en la micromatriz ‘7K’ disminuyeron a la mitad en los frutos 
curados y almacenados 20 días a 2 ºC y no se detectaron en la segunda micromatriz a los 
30 días de almacenamiento a dicha temperatura en los frutos acondicionados. Además, en 
esta última micromatriz se encontró con un perfil de expresión similar al anterior otro gen 
que codifica una estearil-CoA / δ-9 desaturasa (At3g15870) (Tabla 18). El conjunto de 
estos resultados indican que existe una falta de correlación entre el grado de insaturación 
de lípidos en el flavedo y el efecto beneficioso del tratamiento de curado o de calor 
intermitente aumentando la tolerancia al frío de los frutos cítricos (Mulas et al., 1997; 
Schirra y Cohen, 1999). Por otro lado, en este análisis también se detectaron otros 
miembros de esta familia que disminuyeron sus niveles de expresión en respuesta al frío, 
no detectándose diferencias significativas al final del almacenamiento con los frutos 
acondicionados y expuestos directamente a 2 ºC. Provart et al. (2003) comprobaron que 
un tipo de mutantes de A. thaliana que desarrollaron ‘daños de frío’ a 13 ºC, que se 
manifestaban como clorosis, no mostraban una disminución significativa de la expresión 
de diversos genes que codificaban desaturasas durante su almacenamiento a 13 ºC. Sin 
embargo, otros mutantes que no sobrevivían más de 3 días a dicha temperatura 
presentaron una disminución en la expresión de genes FAD2, FAD3, FAD6, FAD7 o 
FAD8. En base a estos resultados, estos autores sugirieron que estas enzimas no tienen 
un papel limitante en el mecanismo que confiere tolerancia al frío en estas plantas aunque 
pueden ser un factor crítico para su supervivencia durante el almacenamiento a bajas 
temperaturas. 

Otros genes del metabolismo de lípidos incluidos en la lista detallada de los que 
reprimieron su expresión, según el análisis FatiGO+, en respuesta a la combinación de 
calor y frío en la micromatriz ‘7K’ (Tabla 7), codifican enzimas implicados en la 
biosíntesis de ceras epicuticulares, como las proteínas CER1 (At5g57800), ‘fiddlehead’ 
(At2g26250) y la enzima de condensación de ácidos grasos de cadena larga VLCFAs  (del 
inglés ‘very-long-chain fatty acids’) codificada por el gen CUT1 (At1g68530). No obstante, 
a excepción del que codifica la proteína ‘fiddlehead’, implicada en la síntesis de ácidos 
grasos de cadena larga de la cutícula y en la regulación de las interacciones entre células 
epidérmicas (Yephremov et al., 1999; Pruitt et al., 2000), el resto mostraron una 
disminución similar de su expresión en respuesta al frío ‘per se’. El análisis de réplicas 
biológicas mostró que la expresión del gen CUT1 no varió en los frutos almacenados 30 
días a 2 ºC mientras que se reprimió hasta límites no detectables en respuesta al calor y a 
la combinación de calor y frío (Tabla 18 y Tabla 22). Lolle et al. (1997) observaron que 
plantas de A. thaliana con una mutación de este gen mostraban cambios en la 
permeabilidad de la cutícula e indirectamente en el grado de selectividad de la membrana. 
Asimismo, estudios realizados en mutantes de A. thaliana señalan que el gen CUT1 es 
esencial en la síntesis de ceras epicuticulares (Kunst et al., 2000) y se expresa en respuesta 
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al estrés salino o la deshidratación (Millar et al., 1999; Kunst et al., 2000). En pomelos, se 
ha observado que la exposición a 5 ºC reprime la expresión de un gran número de genes 
que codifican enzimas de biosíntesis y deposición de ceras, entre los que se encuentra el 
gen CUT1 y diversas LTP, mientras que el acondicionamiento previo de 7 días a 16 ºC, 
que reduce la incidencia de ‘daños de frío’ en estos frutos, evitaba esa represión en los 
frutos almacenados a 5 ºC (Maul et al., 2008). Por otro lado, un estudio realizado con un 
mutante de A. thaliana que presenta una disrupción del gen que codifica la proteína wax2, 
homólogo a CER1, mostró una desorganización estructural de la cutícula, presentando un 
escaso grosor y un aspecto opaco (Chen et al., 2003). Sin embargo, en nuestro caso este 
gen no parece tener un papel relevante en el efecto beneficioso del curado ni tampoco 
está asociado al daño. Aunque en otras variedades de frutos cítricos como pomelos se ha 
comprobado que la aplicación de ceras reduce la incidencia de ‘daños de frío’ (Wild, 1993; 
McDonald et al., 1993b; Dou, 2004; Bajwa y Anjum, 2007), los resultados obtenidos en 
este trabajo sugieren que los cambios en la expresión de genes implicados en la biosíntesis 
de ceras epicuticulares no están relacionados con el efecto beneficioso del curado y 
apoyan la idea de que el estrés hídrico no es un factor crítico en el desarrollo de ‘daños de 
frío’ en los frutos cítricos  (McDonald et al., 1993b; Schirra et al., 2004; Erkan et al., 2005; 
Alférez et al., 2005a). 

Por otro lado, en ambas micromatrices se encontraron genes que codifican 
enzimas de degradación de lípidos cuya expresión fue mayor en los frutos almacenados 
directamente a 2 ºC respecto a los previamente curados (Tabla 9 y Tabla 19). Así, en la 
micromatriz ‘7K’ destaca un gen que codifica una fosfolipasa D de tipo α-1 (PLD α-1) 
(At1g52570) cuya expresión disminuyó en respuesta al frío aunque el curado potenció 
dicho efecto y un gen que codifica una lipasa de TAG (At1g51440) que se reprimió hasta 
límites no detectables en respuesta a la combinación de calor y frío. En otros casos, como 
dos genes que codifican una lipasa de clase 3 (At5g42930) o una tioesterasa del ácido 
palmítico (At3g60340), se produjo una inducción específica en respuesta al frío ‘per se’ 
(Tabla 9). Asimismo, en la micromatriz ‘12K’ se encontraron diversos genes que codifican 
lipasas extracelulares e hidrolasas tipo α/β, que poseen un dominio lipasa, solamente 
expresados en frío pero en los frutos no curados. (Tabla 19). Además, en esta micromatriz 
destaca un gen que codifica una β-fosfolipasa D (β-PLD) (At2g42010) que se indujo más 
de 4 veces en repuesta al frío ‘per se’ y no modificó su expresión en respuesta al calor ni a 
la combinación de calor y frío. Las enzimas PLDs están implicadas en procesos de 
regulación de actina en el citoesqueleto, tráfico de vesículas de secreción, endocitosis y 
procesos de señalización (Jenkins y Frohman, 2005). El aumento de actividad de este 
grupo de enzimas se ha relacionado con las respuestas de las plantas a la deshidratación, 
estrés osmótico, herida, respuesta a elicitores y al estrés por bajas temperaturas de frío y 
de congelación (Wang, 2002; Ruelland et al., 2002; Welti et al., 2002). Asimismo, Zhang et 
al. (2005) sugirieron que podrían estar implicadas en la señalización mediada por ABA y 
con el aumento en la concentración de ROS. Recientemente, Mao et al. (2007) observaron 
que la exposición de frutos de pepino a 37 ºC durante 24 h disminuía tanto la 
acumulación de los transcritos del gen como la actividad de la enzima durante su posterior 
almacenamiento a 2 ºC, con respecto a frutos expuestos directamente a dicha temperatura. 
Dichos resultados fueron relacionados con la aparición de daños en la piel (picado) en los 
frutos almacenados en frío y con cambios en la pérdida iónica que reflejan la alteración de 
la membrana plasmática. Así, sugirieron que el tratamiento de acondicionamiento a altas 
temperaturas podía reducir la formación ROS que se producirían como consecuencia de la 
degradación de la membrana en los frutos almacenados directamente en frío. Asimismo, 
otros autores, observaron en frutos de pomelo acondicionados 7 días a 16 ºC y 
posteriormente almacenados 14 días a 5 ºC, que mostraron menos ‘daños de frío’ que los 
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almacenados directamente a esta temperatura, una represión en la acumulación de los 
transcritos de genes que codifican fosfolipasas como una fosfolipasa C (PLC) y diversas 
lipasas de clase 3 (Maul et al., 2008). Estos resultados son pues coherentes con los 
obtenidos en el presente trabajo en frutos de mandarina ‘Fortune’.  

En resumen, los resultados de este trabajo ponen de manifiesto que el efecto del 
curado reduciendo la incidencia de ‘daños de frío’ en frutos de mandarina ‘Fortune’ 
parece estar más relacionado con su efecto reprimiendo la expresión de genes que 
codifican fosfolipasas, que con cambios en la expresión de genes que codifican enzimas 
del metabolismo de ácidos grasos que afectan al grado de insaturación de los mismos o a 
la síntesis de ceras. 

El ácido jasmónico se ha relacionado con la defensa frente al frío en distintos frutos 
como el pimiento (Fung et al., 2004), la guayaba (Gonzalez-Aguilar et al., 2004) o el tomate 
(Fung et al., 2006) . En el caso de los frutos cítricos, se ha demostrado que reduce la 
severidad de ‘daños de frío’ aunque su eficacia es muy inferior a la del curado (Meir et al., 
1996). La concentración de esta molécula puede aumentar como consecuencia del 
incremento en la actividad LOX. En frutos de pomelo se ha comprobado que la exposición 
al frío disminuye la expresión de algunos genes implicados en su ruta de biosíntesis, como 
los que codifican las enzimas AOS o OPDA reductasa (Maul et al., 2008). Sin embargo, los 
resultados del presente trabajo mostraron una mayor expresión de dos genes que codifican 
dos S-adenosil L-metionina: ácido jasmónico carboximetil transferasas (At1g19640) y del 
gen homólogo a At1g76690 de A. thaliana (unigen 2737), que codifica una OPDA 
reductasa OPR2, en los frutos de mandarina ‘Fortune’ no curados almacenados en frío 
respecto a los previamente curados (Anexo Fichero Excel ‘Fortune’- ‘7K’ y ‘12K’ adjunto). 
Este última, cataliza la conversión de OPDA a OPC con reducida eficiencia en 
comparación con OPR3 que constituye la isoenzima más relevante implicada en la síntesis 
de ácido jasmónico (Schaller et al., 2000). Aunque dichos cambios no parecen estar 
implicados en el efecto beneficioso de este tratamiento, podrían indicar que en los frutos de 
mandarina ‘Fortune’ almacenados directamente en frío podría existir una demanda de 
compuestos de la ruta del ácido jasmónico para reducir el daño producido por este estrés. 
Esta idea concuerda con la sugerida por Gonzalez-Aguilar et al. (2004) de que el efecto 
beneficioso de ácido jasmónico reduciendo la incidencia de ‘daños de frío’ en frutos de 
guayaba podía estar relacionado con el incremento en LOX durante su exposición al frío. 
Estos autores sugirieron que el ácido jasmónico y los cambios en LOX participarían como 
señalizadores en la ruta del ácido octadecanoico tratando de frenar la propagación de la 
lesión asociada a la acumulación de ROS en respuesta al frío. 

Otros genes reprimidos en respuesta a la combinación de calor y frío incluidos, 
según el análisis FatiGO+, en la categoría funcional de procesos de biosíntesis de lípidos 
(nivel 6), codifican enzimas de biosíntesis de isoprenoides y compuestos derivados como 
carotenoides (Tabla 6 y Tabla 17). Los carotenoides constituyen componentes esenciales 
del aparato fotosintético y juegan un papel importante en la captación de luz. Además, 
pueden participar en la defensa de las plantas frente a situaciones adversas que impliquen 
estrés fotoxidativo, ya que disipan el exceso de energía luminosa, evitando el daño de las 
membranas y son capaces de eliminar ROS y de suprimir la peroxidación lipídica (Britton et 
al., 1998; Peñuelas y Munné-Bosch, 2005; Howitt y Pogson, 2006). En la micromatriz ‘7K’, 
el análisis Aracyc de visualización de rutas metabólicas mostró dos rutas de biosíntesis del 
compuesto IPP claramente diferenciadas (Figura 16). En la primera de ellas, la ruta MEP 
localizada en los plastos, se encontraron 3 genes que conducen a la síntesis del compuesto 
IPP cuya expresión disminuyó en respuesta al calor y a la combinación de calor y frío. Sin 
embargo, en la ruta del mevalonato, en el citoplasma, solamente un gen que codifica una  
enzima de descarboxilación y fosforilación del ácido mevalónico (AMV) y que da lugar a 
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IPP (difosfomevalonato descarboxilasa), se reprimió en todas las situaciones estudiadas, 
aunque mostró mayor expresión en los frutos almacenados directamente a 2 ºC. Asimismo, 
el análisis de los perfiles de expresión en la micromatriz ‘7K’ de genes que codifican 
enzimas que participan en la ruta de biosíntesis de carotenoides (Figura 17) reveló un 
elevado número de ellos más expresados en los frutos almacenados directamente e 2 ºC 
respecto a los previamente acondicionados. Entre ellos, 5 se reprimieron en respuesta al 
calor manteniendo reducidos sus niveles durante la exposición al frío y codifican una PSY, 
una LYC y una AAO3, mientras que no modificaron su expresión en respuesta al frío ‘per 
se’. El primero de ellos cataliza la transformación en dos pasos sucesivos de 2-geranil 
geranil PP a fitoeno; el segundo la de licopeno a γ-caroteno y el tercero, constituye el 
último enzima de la ruta y conduce a la síntesis de ABA. En otros genes de esta ruta fue 
necesaria la combinación de calor y frío para reprimir la expresión del gen. Es el caso de 
dos genes que codifican una ABA1 y una NCED3 (At3g14440), que conducen a la 
biosíntesis del aldehído de ABA, cuyos niveles de expresión tampoco variaron en los frutos 
almacenados directamente a 2 ºC. En los frutos cítricos se han caracterizado diversos genes 
de la familia NCED y estudiado su patrón de expresión en respuesta a estrés por 
deshidratación y durante el proceso de maduración natural o mediante aplicación de etileno 
(Rodrigo et al., 2006; Agustí et al., 2007). Así, se ha observado que la expresión del gen 
CsNCED1, que presenta homología con NCED3 de A. thaliana, aumentaba de forma 
gradual durante la maduración en el flavedo de frutos de naranjas ‘Navelate’ y por el 
tratamiento con etileno ¿durante la desverdización? de manera dependiente del tiempo de 
aplicación (Rodrigo et al., 2006). Además, se inducía en hojas sometidas a estrés hídrico de 
forma paralela a la acumulación de ABA. Recientemente, otros investigadores aislaron otro 
gen (CcNCED3) que presentaba una identidad del 98% con este último cuya expresión 
también aumentó en respuesta al estrés hídrico en hojas y ovarios de ‘Clemenules’ (Agustí 
et al., 2007). El hecho de que este gen se reprima en los frutos acondicionados almacenados 
en frío podría explicar que el tratamiento de curado redujese la concentración de ABA en 
los frutos de mandarina ‘Fortuna’ y apoyaría la idea de que en el mecanismo que induce 
tolerancia al frío no interviene el ABA  (Lafuente et al., 1997). Este hecho fue también 
observado en cotiledones de pepinos sensibles al frío y acondicionados a 37 ºC (Lafuente et 
al., 1991).  

La pérdida de color por efecto de tratamientos de acondicionamiento térmico en 
los frutos cítricos ya había sido observada inicialmente por Plaza et al. (2004). 
Posteriormente, Carmona et al. (2006) demostraron que el curado puede provocar cambios 
en el contenido y composición de carotenoides, lo que se relacionó con una pérdida de 
color en el flavedo de los frutos cítricos Recientemente estos autores comprobaron que la 
exposición a 2 ºC de frutos de naranjas ‘Navelina’, tolerantes al frío, apenas produce 
cambios relevantes en estos compuestos (Carmona et al., 2007). De acuerdo con estos 
autores, Maul et al. (2008) apenas detectaron diferencias en la expresión de genes de esta 
ruta metabólica en frutos de pomelo almacenados directamente a 5 ºC. A diferencia de 
estos autores, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la exposición al frío 
de frutos no acondicionados de mandarina ‘Fortune’ reprimió la expresión de dos genes 
que codifican una ZDS y una LUT1, que participan en la síntesis de licopeno y luteína, 
respectivamente, así como la de otros que codifican una β-OHasa 1, implicada en la síntesis 
de los compuestos precursores de los apocarotenoides β-criptoxantina y zeaxantina. No 
obstante, el análisis de réplicas biológicas, a excepción de 3 genes que codifican una 
capsantina/capsorubina sintasa y dos terpeno sintasas, que no respondieron al frío (Tabla 
18), no confirmó dichos resultados (Figura 21). El conjunto de los resultados obtenidos 
indican que el tratamiento de curado y el frío pueden afectar a la síntesis de carotenoides en 
el flavedo de los frutos cítricos, aunque los cambios en la acumulación de los transcritos de 
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los genes de esta ruta en respuesta a dichas condiciones pueden variar en función de 
distintos factores  precosecha. 

1.2. Estrés oxidativo. 

Aunque el análisis de ontologías génicas no reveló una proporción 
estadísticamente significativa en el grupo de genes con expresión diferencial de genes 
relacionados con procesos de respuesta a estrés oxidativo en ninguna de las 
comparaciones realizadas, teniendo en cuenta que el estrés oxidativo y la peroxidación de 
lípidos de membrana se ha relacionado con el ‘daño de frío’ en plantas (Wise y Naylor, 
1987a; 1987b; Foyer et al., 1994; Payton et al., 2001) y en distintos frutos almacenados en 
oscuridad (Lafuente et al., 2005), incluyendo los frutos cítricos (Sala, 1998; Sala y Lafuente, 
1999; Sanchez-Ballesta et al., 2003; Sala et al., 2005), se ha llevado a cabo un análisis 
exhaustivo de los cambios en expresión de genes del sistema antioxidante en los frutos 
acondicionados y no acondicionados de la mandarina ‘Fortune’ almacenados en frío. 
Entre aquellos con mayor expresión en los frutos acondicionados respecto a los no 
acondicionados a los 20 días de almacenamiento a 2 ºC (micromatriz ‘7K’), se encontró 
un gen que codifica una AOX (At3g22360) (Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ adjunto). El 
aumento en la expresión de este gen en respuesta a la combinación de calor y frío fue al 
menos dos veces mayor al que se produjo en respuesta al calor o al frío ‘per se’ lo que 
sugiere que la enzima AOX podría participar en el efecto protector del curado frente al 
frío evitando o reduciendo la formación de ROS en los frutos cítricos. Estos resultados 
confirmarían datos previos que indican la participación de esta enzima en la 
susceptibilidad al frío de otros frutos (Purvis et al., 1995; Fung et al., 2004). 

Asimismo, el curado favoreció la expresión de otros genes que participan en la 
eliminación de ROS durante el almacenamiento en frío (Tabla 4). Así, se encontraron 4 
genes que codifican dos GSTs 22, una glutaredoxina y una DHAR (At1g75270), que se 
indujeron en respuesta al calor y a la combinación de calor y frío; mientras que otros que 
codifican una tioredoxina, una proteína precursora de POD y una GST 14 se indujeron 
exclusivamente en respuesta a la combinación del calor y frío. Además, se encontró un 
gen que codifica una Cu-Mn SOD que se indujo en respuesta al calor aunque su expresión 
disminuyó al transferir los frutos a 2 ºC. Por otro lado, en la micromatriz ‘7K’ se encontró 
que la expresión de un gen que codifica una L-galactosa deshidrogenasa implicada en la 
biosíntesis de ácido ascórbico (At4g33670) (Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ adjunto) se 
inducía más de dos veces específicamente en respuesta a la combinación de calor y frío. 
Conviene señalar que el ácido ascórbico además de ser antioxidante, es necesario para el 
buen funcionamiento del sistema enzimático antioxidante en el ciclo de Halliwell-Asada. 
Un resultado similar se observó en frutos de pomelo donde el acondicionamiento de 7 
días a 16 ºC evitó la caída de expresión de dos genes implicados en la biosíntesis de esta 
vitamina que se produce cuando los frutos se almacenan directamente 14 días a 5 ºC, lo 
que sugirió que el mantenimiento de sus niveles podría ser necesario para reducir el daño 
oxidativo generado durante la exposición a temperaturas que causan ‘daños de frío’ (Maul 
et al., 2008). Por último, se detectaron dos genes con mayor expresión en los frutos 
curados que en los no curados expuestos al frío que codifican dos proteínas precursoras 
de ferritinas que, por su capacidad para quelar Fe2+, podrían reducir el efecto Fenton y por 
consiguiente la formación del radical hidroxilo (OH●), muy tóxico para las células (Cairo et 
al., 1995; Zhao et al., 2003; Strozycki et al., 2007; Theil, 2008). Uno de ellos (unigen 6792) 
se indujo específicamente más de 10 veces en respuesta a la combinación de calor y frío 
(Tabla 2) mientras que el otro (unigen 6087), solamente se detectó en esta última 
condición (Tabla 50). El análisis del perfil de expresión de estos genes utilizando réplicas 
biológicas de frutos cosechados en 3 campañas diferentes no mostró variaciones 
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significativas en ninguna de las condiciones estudiadas. Es interesante señalar, sin 
embargo, que los genes que codifican esta familia de proteínas se encuentran entre los 
más altamente representados en la biblioteca de cDNA de flavedo construida en este 
trabajo (Tabla 1).  

Otros genes relacionados con el estrés oxidativo se expresaron más en los frutos 
almacenados directamente a 2 ºC. Así, en la primera micromatriz se detectaron diversos 
genes que codifican enzimas SOD, POD y GSTs reprimidos en respuesta al calor y/o a la 
combinación de calor y frío pero no al frío ‘per se’ (Tabla 4). También relacionados con la 
defensa al estrés oxidativo, en la micromatriz ‘12K’ se encontraron dos genes implicados 
en la síntesis de tocoferol, que codifican una GGTA del ácido homogentísico (unigenes 
6566 y 537), los cuales se indujeron más de 3 veces en respuesta al frío y se reprimieron 
dos veces en respuesta a la combinación de calor y frío (Tabla 13). El tocoferol, a 
diferencia de otros antioxidantes hidrosolubes como ascorbato o glutatión, posee una 
función protectora de ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) capaz de bloquear la cascada 
de reacciones de peroxidación lipídica, ya que se encuentra localizado en el interior de las 
membranas (Sattler et al., 2006; Dörmann, 2007). Recientemente se ha demostrado que los 
tocoferoles modulan el metabolismo de los PUFAs en el retículo endoplásmico durante la 
adaptación de plantas de A. thaliana al frío, observando que mutantes deficientes en esta 
vitamina, que muestran una alteración en el desarrollo de la pared celular y en los procesos 
de transporte de fotoasimilados a dicha temperatura, presentan cambios en la 
composición de estos ácidos grasos (Maeda et al., 2008). Asimismo, se encontró un gen 
que codifica una tocoferol OMT (unigen 5042) reprimido dos veces solamente en los 
frutos curados expuestos al frío (Fichero Excel ‘Fortune’-‘12K’ adjunto). Sin embargo, en 
frutos de pomelo se observó que los niveles de expresión de un gen de biosíntesis de 
dicho antioxidante fueron menores en frutos almacenados 14 días a 5 ºC respecto a los 
frutos previamente acondicionados 7 días a 16 ºC los cuales no presentaron ‘daños de 
frío’ (Maul et al., 2008). No obstante, en base a los resultados obtenidos, no se descarta la 
posibilidad de que esta vitamina pueda estar implicada en la respuesta de defensa de los 
frutos de mandarina ‘Fortune’ frente al frío aunque no parece estar asociado al efecto 
beneficioso del curado reduciendo la incidencia de esta alteración.   

Por otro lado, inducidos específicamente en respuesta al frío ‘per se’ se encontraron 
en ambas micromatrices de cDNA diversos genes que codifican oxidoreductasas con 
dominio de unión a FAD (Tabla 20). Entre ellos, varios genes que codifican proteínas 
homólogas a CPRD2 de frijol y un gen con homología a una nectarina 5 (NEC5) de 
tabaco. Las proteínas CPRD (del inglés ‘cowpea responsive to dehydration’)  se inducen en 
distintas situaciones de estrés como la deshidratación y el estrés salino  pero no con el calor 
o el frío (Iuchi et al., 1996). En la micromatriz ‘7K’ se encontraron dos genes homólogos a 
CPRD2 y en la micromatriz  ‘12K’ tres,  uno inducido más de 6 veces y dos más de 9 veces. 
(Tabla 13 y Tabla 20). La proteína NEC5, codificada por un gen homólogo a At5g44360 de 
A. thaliana y perteneciente a la familia de enzimas BBE (del inglés ‘berberine-bridge-
enzyme’) con dominio de unión a flavina, posee actividad glucosa oxidasa y se ha 
relacionado con las respuestas de defensa a la infección (Carter y Thornburg, 2004). En la 
micromatriz ‘12K’, dicho gen junto a otro que codifica una ácido tetrahidrocanabinólico 
sintasa, que también constituye una oxidoreductasa con dominio de unión a FAD, se 
indujeron 11 y 7 veces en los frutos almacenados directamente 30 días a 2 ºC, 
respectivamente (Tabla 13). Acorde con estas observaciones, los resultados obtenidos en 
este trabajo apuntan a considerar que esta familia de proteínas podría estar asociada al 
desarrollo de ‘daños de frío’ en frutos de mandarina ‘Fortune’. La implicación de proteínas 
que presentan actividad glucosa oxidasa en el estrés de frío no ha sido descrita hasta el 
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momento. No obstante, es interesante señalar que el incremento en su actividad favorece la 
formación de H2O2. 

El conjunto de estos resultados ampliaría pues datos previos que sugerían que el 
estrés oxidativo puede favorecer el desarrollo de ‘daños de frío’ en los frutos cítricos y que 
el tratamiento de curado es capaz de desencadenar respuestas de defensa que evitan la 
formación de especies tóxicas o que reducen su impacto una vez formadas (Sala y Lafuente, 
1999; Sanchez-Ballesta et al., 2003). 

Teniendo en cuenta estos resultados y que algunos de los genes más representados 
en la biblioteca de cDNA codifican MTs, ferritinas y nodulinas, todas ellas implicadas en el 
mantenimiento de la homóstasis de metales, se analizó el efecto del tratamiento con una sal 
de Fe2+ en la incidencia y desarrollo de ‘daños de frío’ en frutos de mandarina ‘Fortune’ 
almacenados durante 40 días a 2 ºC (Figura 5 y Figura 6). El exceso de Fe2+ podría 
favorecer la incidencia de estos daños ya que participa en la formación de radicales OH●  
en la reacción de Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1986; Imlay et al., 1988; Li y Trush, 1993a; 
Li y Trush, 1993b; Fry et al., 2002). A las concentraciones aplicadas inicialmente (1, 10 y 
100 mM) se observó un efecto fitotóxico muy marcado originando daños, diferentes a los 
causados por el frío, fundamentalmente en los frutos acondicionados y almacenados a 2 ºC 
y en los controles almacenados a 12 ºC (Figura 22). Además, ninguno de estos tratamientos 
revirtió el efecto del curado. La aplicación conjunta de esta sal con agentes quelantes 
tampoco modificó la susceptibilidad al frío de las mandarinas ‘Fortune’. Para quelar el Fe2+ 
se utilizó primeramente ácido tánico. Lopes et al. (1999) comprobaron que la actividad 
antioxidante del ácido tánico en la célula se debe a su capacidad para formar complejos 
estables con el Fe2+ impidiendo que participe en la reacción de Fenton más que por su 
capacidad de eliminar OH●. Estos autores comprobaron que existe una competencia por la 
unión a este metal con el H2O2. Sin embargo, su aplicación con la sal de Fe2+ favoreció la 
formación de precipitados pardos en la superficie por lo que no pudo realizarse una 
evaluación fiable de los daños. Por ello, en un segundo experimento se utilizó un quelante 
más específico: la ferrocina (Figura 6). En estudios previos se ha comprobado que el 
empleo de este quelante en cepas mutantes Δfur ΔrecA  de E. coli, que producen un exceso 
de Fe2+/Fe3+, aumenta su tolerancia al estrés oxidativo (Touati et al., 1995). Sin embargo, en 
nuestro caso no se observaron diferencias en la incidencia de ‘daños de frío’ entre los 
frutos tratados con ferrocina 1 mM con o sin Fe2+ 0.1 mM y los controles almacenados a 
2 ºC.  

La aplicación de la sal de Fe2+ a una concentración 0.1 mM redujo en 
aproximadamente un 30% la incidencia de estos daños en los frutos almacenados 40 días a 
2 ºC (Figura 29). No obstante, en frutos cosechados en un estado más inmaduro, que 
presentan menor susceptibilidad al frío, no se observaron estas diferencias entre frutos 
tratados y no tratados (datos no mostrados). Por otro lado, el tratamiento inductor de 
estrés oxidativo (paracuat 1 mM + H2O2 1 mM + Fe2+ 0.1 mM), que favorecería la 
formación de OH●, redujo la incidencia de ‘daños de frío’ en un 20-30% con respecto a los 
frutos control (agua) o a los tratados con Fe2+ almacenados a 2 ºC (Figura 27). Este hecho 
fue confirmado en una segunda experiencia utilizando frutos cosechados un mes más tarde 
(Figura 29). En este caso, se observó una eficacia similar entre este tratamiento y la mezcla 
de paracuat y H2O2 en ausencia de Fe2+, hecho que podría estar relacionado con que los 
niveles endógenos de este metal podrían ser suficientes para generar el efecto Fenton en 
estas condiciones. No obstante, en ambos casos los índices de daño de frío fueron 3 veces 
inferiores a los observados en los frutos control o tratados con Fe2+ 0,1 mM. En los dos 
ensayos los frutos almacenados a 12 ºC y los acondicionados y transferidos al frío no 
presentaron daños en la piel. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en distintos 
estudios realizados en células animales (Yoo et al., 1999), cianobacterias (Hossain y 
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Nakamoto, 2003) y en plantas (Okuda et al., 1992; In et al., 2005), donde  se ha 
comprobado que el paracuat o su mezcla con H2O2 pueden desencadenar respuestas de 
defensa que reducirían la peroxidación lipídica cuando las plantas se exponen 
posteriormente a un estrés térmico. Asimismo, se ha descrito en plantas tratadas con 
paracuat que el H2O2 formado puede difundir al interior de las vacuolas donde se produce 
la oxidación de compuestos fenólicos y la generación de radicales libres que activan las 
enzimas del ciclo de Halliwell Asada (Takahama, 2004). Otros autores demostraron que el 
tratamiento con paracuat en plantas de A. thaliana induce un aumento en la expresión de un 
gen que codifica una fosfolipasa IIA (PLA IIA), la cual puede desencadenar una cascada de 
señales y activar respuestas secundarias de defensa frente a diversos estreses (Narusaka et 
al., 2003). Los resultados obtenidos sugieren que el aumento de estrés oxidativo en la célula 
en los frutos tratados con esta mezcla podría favorecer procesos de protección cruzada 
frente a dicho estrés aumentando la actividad de enzimas del sistema antioxidante y con 
ello, la tolerancia al frío en esta variedad de mandarinas. Por otro lado, es interesante 
señalar que en los frutos tratados con la mezcla de paracuat 1 mM + H2O2 1 mM + Fe2+ 
0.1 mM almacenados a 12 ºC se produjo una pérdida de color hacia tonalidades más 
amarillas (Figura 28). Este hecho coincidiría con el observado por Youngman y Dodge 
(1979) en cotiledones de lino y confirmaría que el tratamiento fue eficaz produciendo ROS, 
ya que estas especies favorecen la degradación de carotenoides (Peñuelas y Munné-Bosch, 
2005).  

Debido a que uno de los genes más abundantes en la biblioteca de cDNA 
FlavCurFr1 presentó homología con dos genes de Agnus glutinosa que codifican nodulinas 
(AgNt84 y Ag164), que se caracterizan por su afinidad a unir diferentes metales divalentes 
(Pawlowski et al., 1997; Gupta et al., 2002), en este trabajo además de estudiar el efecto del 
Fe2+ en la incidencia de los ‘daños de frío’, se analizó el efecto de la aplicación de sales de 
otros metales divalentes: Cu2+, Zn2+, Mn2+ y Mg2+. En el caso de la sal de Cu2+ se aplicaron 
inicialmente concentraciones de 1, 10 y 100 mM y, al igual que con la sal de Fe2+, se 
observó un efecto fitotóxico (Figura 23). Sin embargo, la aplicación de esta sal a una 
concentración de 0.1 mM redujo la incidencia de ‘daños de frío’ en un 40% respecto a los 
controles (Figura 24). Es interesante señalar que el Cu2+ es cofactor de enzimas implicados 
en la eliminación de ROS. Además, en los frutos cítricos, se ha comprobado que la 
aplicación de Cu2+, que promueve la abscisión, aumenta la producción de etileno (Ben 
Yehoshua y Biggs, 1970). Teniendo en cuenta este hecho y que el etileno aplicado durante 
el almacenamiento en frío reduce la incidencia de ‘daños de frío’ en frutos de mandarina 
‘Fortune’ (Lafuente et al., 2004), no se descarta la posibilidad de que la reducción de la 
incidencia de esta alteración por el tratamiento con esta sal pueda relacionarse con dicha 
hormona. Por otro lado, la aplicación conjunta de la sal de Cu2+ con un quelante 
específico, el DETC, tampoco modificó la susceptibilidad al frío de las mandarinas 
‘Fortune’. Sin embargo, en ausencia de Cu2+, el tratamiento con DETC a las 3 
concentraciones ensayadas aumentó ligeramente (20%) el índice de ‘daños de frío’ en los 
frutos almacenados a 2 ºC con respecto a los controles tratados con agua y favoreció la 
aparición de daños de senescencia en los frutos curados y almacenados a 2 ºC y en los 
frutos almacenados a 12 ºC tratados con la concentración más elevada de este compuesto 
(100 mM) (Figura 25). Teniendo en cuenta que el DETC puede inhibir la actividad 
Cu,Zn-SOD (McBride et al., 1999) y reducir la actividad APX (Fu et al., 2001), estos 
resultados de nuevo sugieren que la susceptibilidad al frío en los frutos cítricos depende 
de la capacidad de eliminación de ROS (Sala, 1998; Sala y Lafuente, 2000; Sala et al., 2005) 

En la célula, el Zn2+ actúa como cofactor de algunas enzimas antioxidantes y de 
otras como la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa o la triosa fosfato deshidrogenasa. 
Además, constituye un elemento esencial en la biosíntesis de auxinas e inhibe la apoptosis 
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(Seve et al., 2002). El Mn2+, además de cofactor de enzimas antioxidantes, es un activador 
de enzimas implicados en la biosíntesis de ácidos grasos y del ciclo de Krebs como la 
isocitrato deshidrogenasa. Además, interviene en el transporte de electrones entre el agua 
y el fotosistema II y actúa en la síntesis de clorofilas. El tercer ión, el Mg2+, es un 
constituyente esencial de las clorofilas y necesario para la activación de enzimas 
implicados en los procesos de transferencia de energía. La aplicación de las sales de Zn2+ y 
Mn2+ a una concentración de 100 mM también produjo daños en la piel que enmascararon 
los ‘daños de frío’ por lo que no pudo realizarse una evaluación fiable de los mismos 
(Figura 26). La aplicación de la sal de Mg2+ 100 mM, aunque no tuvo un efecto fitotóxico, 
no modificó la incidencia de ‘daños de frío’ en los frutos almacenados a 2 ºC (Figura 26).  

Otros compuestos con propiedades antioxidantes son las poliaminas ya que 
poseen la capacidad para secuestrar radicales libres y pueden inducir la expresión de genes 
que codifican enzimas del estrés oxidativo. Sin embargo, aunque éstas se han relacionado 
con la protección de las plantas al estrés de frío (Serrano et al., 1996), los resultados de este 
trabajo sugieren que no parecen tener un papel determinante en la tolerancia al frío en 
frutos de esta variedad de cítricos. Así, el análisis del conjunto de genes de la micromatriz 
‘7K’ reveló una inducción específica en respuesta a la combinación de calor y frío de 
únicamente dos genes que participan en su biosíntesis y codifican dos S-adenosilmetionina 
descarboxilasas (At3g02470 y At5g15950). Sin embargo, al emplear réplicas biológicas no 
se confirmaron estos resultados, hecho que concuerda con la variabilidad encontrada en 
los cambios observados en los niveles de poliaminas en respuesta al estrés térmico en los 
frutos cítricos en distintos experimentos (Gonzalez-Aguilar et al., 1997; Gonzalez-Aguilar 
et al., 1998; Gonzalez-Aguilar et al., 2000).  

1.3. Metabolismo de fenilpropanoides y otras proteínas de respuesta a estrés. 

El análisis trancriptómico en ambas micromatrices reveló un aumento de la 
expresión de genes del metabolismo de fenilpropanoides y de otros que codifican 
proteínas PR en respuesta a la combinación de calor y frío, mientras que el frío ‘per se’ 
favoreció la inducción de genes que codifican proteínas de pared celular, citocromos 
P450, transportadores ABC y de genes cor15 y LEA5.   

Aunque el análisis de ontologías génicas no mostró una sobre o 
infrarrepresentación del metabolismo de fenilpropanoides en ninguna de las condiciones de 
almacenamiento estudiadas, la evaluación de la expresión de genes individuales en la 
micromatriz ‘7K’ reveló que la combinación de calor y frío también tuvo un efecto 
marcado en la inducción de genes del metabolismo de fenilpropanoides, entre los que 
destacan dos IRL y diversas OMTs, como una catecol OMT o una ácido cafeico OMT 
(Tabla 5 y Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ adjunto) lo que confirmó resultados previos 
obtenidos por Sanchez-Ballesta et al. (2003). En otros casos, como en una C4H y una 
cinamil alcohol deshidrogenasa, el curado evitó la represión que se produce durante el 
almacenamiento en frío en los frutos no acondicionados. Estos resultados parecen 
confirmar observaciones previas que indican que los fenilpropanoides podrían tener un 
efecto protector que podría estar relacionado con su capacidad para eliminar ROS o 
favorecer la síntesis de compuestos fenólicos que frenasen el daño celular causado por el 
frío (Sanchez-Ballesta et al., 2000a; Lafuente et al., 2001b; Sanchez-Ballesta et al., 2003). De 
hecho, recientemente se comprobó que la concentración de una cumarina, la escoparona, 
aumentaba en los frutos de mandarina ‘Fortune’ almacenados a 2 ºC que habían sido 
previamente acondicionados (Lluch, 2006). Esta cumarina presenta una capacidad 
inhibidora de procesos de peroxidación lipídica no enzimática, probablemente debido a su 
acción quelante de iones Fe2+ y a que es capaz de secuestrar O2

● -(Hoult y Paya, 1996). En 



DISCUSIÓN   

202 

pomelos, Maul et al. (2008) observaron que la exposición al frío en general favorecía la 
represión de este conjunto de genes, no encontrando además cambios relevantes en su 
expresión en respuesta a un tratamiento de acondicionamiento, diferente al curado, a pesar 
de que también reduce la incidencia de ‘daños de frío’ (Maul et al., 2008). Los resultados del 
presente trabajo pusieron de manifiesto que el frío ‘per se’ indujo la expresión de un gen 
que codifica una PAL, enzima de entrada de la ruta de fenilpropanoides, cuya expresión no 
varió en respuesta al calor ni a la combinación de calor y frío en los frutos de mandarina 
‘Fortune’, lo que sugiere que el curado puede re-direccionar la ruta fenilpropanoides hacia 
la síntesis de flavonoides a través de la CH4, enzima subsiguiente a la PAL, y la IRL, y hacia 
la síntesis de compuestos metilados mediante la inducción de OMTs sin que suponga una 
activación inicial de la ruta a través de la PAL. La naturaleza transitoria en la inducción de 
la actividad PAL y la acumulación de los transcritos del gen PAL2 en respuesta al calor 
observado en frutos de la mandarina ‘Fortune’ podría explicar que en ninguna de las dos 
micromatrices utilizadas se haya observado un aumento de la expresión de estos genes a los 
3 días de exposición a 37 ºC antes de transferir los frutos al frío (Sanchez-Ballesta et al., 
2000b).  

El curado tuvo, además, un efecto muy marcado en la expresión de genes que 
codifican otras proteínas de respuesta a estrés en plantas entre los que destacaron 5 genes 
que codifican quitinasas, tres de los cuales se indujeron específicamente al menos 3 veces 
en respuesta al calor y a la combinación de calor y frío con respecto a los frutos RTC 
(Tabla 2 y Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ adjunto). La inducción de esta familia de genes en 
respuesta al curado y su mantenimiento durante la exposición a bajas temperaturas 
confirma datos previos que ponen de manifiesto un paralelismo entre la eficacia de 
distintos tratamientos de acondicionamiento térmico que aumentan la tolerancia al frío y 
los niveles de acumulación relativa de un gen que codifica una quitinasa de carácter ácido 
de clase II en frutos de mandarina ‘Fortune’ (Sanchez-Ballesta et al., 2003; Lluch, 2006). 
Es interesante señalar, que este gen identificado por Sanchez-Ballesta et al. (2003) presenta 
con dos de los genes inducidos únicamente en los frutos acondicionados almacenados a 
2 ºC (unigenes 7132 y 923) un porcentaje de identidad del 96 y 92%, respectivamente. 
Aunque el papel de las quitinasas en la defensa de las plantas frente al estrés de frío es 
todavía desconocido, recientemente se ha comprobado que el mutante host 2 de A. 
thaliana, que contiene una mutación del gen AtCTL1, que codifica una endoquitinasa de la 
familia 19 de glicosil hidrolasas, presenta una reducida tolerancia al calor, al estrés salino y 
al estrés por deshidratación. Además, se observó en éste una deficiencia en celulosa y una 
alteración de la integridad en la membrana plasmática (Kwon y Kim, 2007). En base a las 
características observadas en este mutante, los autores plantearon la hipótesis de que 
glicoproteínas con dominios arabinogalactanos (AGPs), que interaccionan con 
microfibrillas de celulosa y pectinas, podrían constituir sustratos de unión de esta familia 
de endoquitinasas en las plantas y su modificación podría ser necesaria en el proceso de 
formación de las paredes celulares y adhesión con las membranas celulares. Además, en 
otros estudios se observó que la alteración de estas glicoproteínas por la aplicación del 
reactivo Yariv inducía en células de A. thaliana la muerte celular programada (PCD) (Gao 
y Showalter, 1999). Teniendo en cuenta estos resultados y que la membrana es el 
constituyente celular que primeramente puede verse afectado por el frío, el papel de estas 
proteínas en las respuestas de defensa al estrés de frío en los frutos cítricos parece 
evidente, aunque hasta la fecha no sepamos en qué modo confieren esta protección.  

Otro grupo de proteínas PR a las que se ha atribuido un papel importante en la 
defensa frente al desarrollo de ‘daños de frío’ en los frutos cítricos son las β-1,3-
glucanasas (Sanchez-Ballesta et al., 2006; Sapitnitskaya et al., 2006). En la micromatriz 
‘12K’ se encontraron dos genes de esta familia cuya expresión aumentó más de 4 veces de 
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forma específica en respuesta a la combinación de calor y frío (Tabla 14). Uno de ellos 
(unigen 5536), también se encontró en la primera micromatriz y aunque se indujo en 
respuesta al frío ‘per se’, el curado potenció dicho efecto observando una diferencia de 
hasta 3 veces entre ambos tipos de frutos almacenados 20 días a 2 ºC (Fichero Excel 
‘Fortune’-‘7K’ adjunto). No obstante, el curado puede reprimir la expresión de otros 
genes que codifican glucanasas (Sanchez-Ballesta, 1998). De hecho, en la micromatriz 
‘12K’ se encontraron 3 genes de este grupo que reprimieron su expresión hasta límites 
indetectables en respuesta a la combinación de calor y frío. Uno de ellos, que codifica una 
β-1,3 –glucanasa  (unigen 4010), presenta un 88% de indentidad con otro gen que codifica 
una β-1,3 –glucanasa con un perfil similar identificada por Sanchez-Ballesta (1998) en 
frutos de esta variedad de mandarinas. Otros autores han sugerido que en el proceso de 
aclimatación al frío en plantas de A. thaliana participan genes que codifican glucanasas y 
quitinasas ya que observaron niveles reducidos en la acumulación de estos genes en 
mutantes que desarrollan ‘daños de frío’ cuando se exponen a 13 ºC (Provart et al., 2003), 
lo que concuerda con los resultados obtenidos en este estudio sugiriendo el papel 
protector de este grupo de enzimas frente al estrés de frío.  

Entre los genes más expresados en respuesta al frío en ambas micromatrices se 
encontraron, además, diversos genes que codifican enzimas de pared celular y citocromos 
P-450. Así, en la micromatriz ‘7K’, con una expresión 4 veces mayor en los frutos 
almacenados 20 días a 2 ºC respecto a los frutos previamente curados, se encontraron dos 
genes que codifican una β-poligalacturonasa y una β-glucosidasa (Tabla 3). Asimismo, en la 
segunda micromatriz también se encontraron otros dos genes que codifican una 
poligalacturonasa y una exostosa al menos 3 veces más expresados en los frutos no 
acondicionados (Tabla 13). Estos resultados sugieren que los ‘daños de frío’ también 
pueden afectar a la pared celular en los frutos cítricos. En relación a la familia de 
citocromos P-450, destacan dos con homología al gen At5g05260 de A. thaliana que se 
indujeron en la micromatriz ‘7K’ más de 4 veces en los frutos expuestos directamente a 2 
ºC pero no en los frutos previamente acondicionados (Tabla 3 y Anexo Excel ‘7K’). En la 
segunda micromatriz, uno de ellos (unigen 4408), junto con otro miembro de esta familia 
con el mismo homólogo en A. thaliana, mostraron una diferencia de expresión al menos de 
28 y 17 veces entre ambos tipos de frutos almacenados a 2 ºC, respectivamente (Tabla 13). 
Todos ellos codifican específicamente citocromos P-450 de tipo CYP79A2. Estas proteínas 
catalizan la conversión de L-fenilalanina a fenilacetaldoxima, precursor de p-hidroxibencil 
glucosinolatos que constituyen compuestos glicosilados que contienen azufre y que poseen 
capacidad antioxidante  (Wittstock y Halkier, 2000; Werck-Reichhart et al., 2002). Así, se ha 
demostrado que la sobrexpresión de estos genes en A. thaliana favorece la acumulación de 
estos compuestos (Wittstock y Halkier, 2000). Aunque se ha descrito en otros tipos de 
citocromos P-450 CYP79 un papel regulador de la homeóstasis de hormonas, como 
citoquininas y auxinas (Werck-Reichhart et al., 2002), hasta el momento se sabe poco acerca 
de su interacción con procesos de señalización dependiente de hormonas, incluyendo el 
etileno. Se ha  comprobado que pueden estar implicados en las respuestas dependientes de 
ácido salicílico incrementando la resistencia al ataque por bacterias patógenas aunque 
aumentan la susceptibilidad al ataque por hongos necrótrofos debido a la disminución de 
las respuestas dependientes de ácido jasmónico (Brader et al., 2006). Los resultados 
obtenidos sugieren que esta familia de proteínas podrían formar parte de las respuestas de 
defensa asociadas al estrés de frío aunque no parecen estar implicados en el efecto 
beneficioso del curado ya que en general se reprimieron o no modificaron su expresión en 
los frutos almacenados en frío previamente acondicionados.  

Otros genes cuya expresión se indujo específicamente en respuesta al frío ‘per se’ 
codifican proteínas de la familia de transportadores ABC, dos de los cuales (unigenes 6518 
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y C34101E02) se indujeron más de 9 veces en la micromatris ‘12K’ (Tabla 13). Esta 
familia de proteínas transmembrana transportan diversos compuestos como azúcares, 
vitaminas o iones hacia el interior de la célula y permiten la salida de compuestos tóxicos 
hacia el exterior de la misma, actuando así como agentes detoxificadores (Yazaki, 2005; 
Yazaki, 2006). Además, se han relacionado con el transporte de proteínas GST conjugadas 
con glutatión las cuales a su vez también están implicadas en procesos de detoxificación 
(Lu et al., 1998). Sin embargo, en la micromatriz ‘7K’ también se encontraron diversos 
miembros de esta familia de transportadores entre los genes cuya expresión fue mayor en 
los frutos previamente curados. Entre ellos, dos (At3g62150 y At2g26910) se indujeron 
únicamente en respuesta a la combinación de calor y frío (Anexo Excel ‘7K’). Otra familia 
de genes implicados en el transporte de iones a través de la membrana codifican ATPasas, 
fundamentalmente de tipo AAA y H+-ATPasa vacuolares (V-ATPasas). Las primeras 
intervienen en fusión de membranas, biogénesis de peroxisomas, transducción de señal, 
regulación de la expresión génica y fundamentalmente se han descrito en procesos de 
degradación de proteínas (Benaroudj y Goldberg, 2006). El segundo grupo, las V-
ATPasas, participan en el transporte de iones como Na+, K+ o Ca2+ hacia el interior de las 
vacuolas (Maeshima, 2001) y se han relacionado con el ‘daño de frío’ en frutos de 
mandarina ‘satsuma’ (Ghasemnezhad et al., 2008) Al igual que el caso anterior, se 
encontraron genes de estas dos familias con perfiles de expresión muy diversos (Tabla 9 y 
Tabla 19). Estos resultados reflejan una complejidad de sistemas de regulación de este 
conjunto de transportadores aunque no se descarta la participación de algunos de ellos en 
la respuesta de protección al estrés de frío o su implicación en el mecanismo de 
adaptación al frío inducido por la exposición a altas temperaturas. 

El análisis de expresión de los genes incluidos en la micromatriz ‘7K’ mostró un 
total de 7 genes cor15 y a excepción de uno de ellos, que no presentó respuesta a ninguna 
de las condiciones estudiadas, el resto mostraron mayores niveles de acumulación de sus 
transcritos en los frutos almacenados directamente a 2 ºC con respecto a los previamente 
acondicionados. La expresión de todos ellos se reprimió al menos dos veces en los frutos 
tratados 3 días a 37 ºC, aunque posteriormente aumentó en mayor o menor medida al 
transferir los frutos al frío (Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ adjunto). No obstante, sólo tres 
(unigenes 7195 y 7206) se indujeron en respuesta al frío ‘per se’. Sin embargo, la 
utilización de réplicas biológicas en la micromatriz ‘12K’ puso de manifiesto que las 
diferencias encontradas utilizando réplicas técnicas no eran estadísticamente significativas. 
Aunque en algunos cultivares de frutos cítricos, como en pomelos,  la mayor expresión de 
genes que codifican dehidrinas se ha relacionado con el efecto beneficioso de tratamientos 
de acondicionamiento a altas temperaturas (Porat et al., 2002b; Porat et al., 2004a), estos 
resultados apoyan la idea planteada por Sanchez-Ballesta et al (2004) de que estas proteínas 
no están relacionadas con la tolerancia al frío inducida por el curado en la mandarina 
‘Fortune’.   

Asimismo, el estudio detallado de los cambios de expresión de genes LEA5, 
relacionadas fundamentalmente con la deshidratación (Zhang y Zhao, 2003; Shao et al., 
2005), puso de manifiesto que estas proteínas podrían estar asociadas con el desarrollo de 
los ‘daños de frío’ en los frutos cítricos. Así, estos genes en general se indujeron en 
respuesta al frío ‘per se’, hecho que se comprobó tanto con réplicas técnicas en la 
micromatriz ‘7K’ como en las biológicas en la ‘12K’ (Tabla 3 y Anexo Fichero Excel ‘7K’ 
y ‘12K’). La expresión de algunos de ellos también aumentó en respuesta al calor pero no 
a la combinación de calor y frío y solamente 2 de un total de 11 genes se expresaron por la 
combinación de calor y frío, lo que refleja sistemas de regulación y funciones diferentes 
entre miembros de esta familia de proteínas. El papel de estas proteínas LEA en la 
protección al estrés por deshidratación se ha descrito no solamente por su función 
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chaperona sino también por su capacidad de secuestrar iones de hierro (Wise, 2003; Wise 
y Tunnacliffe, 2004). Además, se ha comprobado que participan en la defensa frente al 
estrés oxidativo y se ha observado su inducción en respuesta al aumento de la 
concentración de H2O2 inducido por el tratamiento con paracuat o en situaciones de 
deficiencia de actividad catalasa (Desikan et al., 2000; Vanderauwera et al., 2005; Mowla et 
al., 2006). En los frutos cítricos, además de con la deshidratación y el estrés salino, se ha 
observado su activación en respuesta al calor (Naot et al., 1995) y se ha demostrado su 
papel en la eliminación de ROS (Hara et al., 2004), ya que son capaces de unir metales 
como Fe3+, Co2+, Ni2+, Cu2+ y Zn2+ (Hara et al., 2005). Aunque hasta el momento no se ha 
descrito su papel en relación a la tolerancia al frío, teniendo en cuenta estos y otros 
resultados previos que han relacionado la inducción de estos genes LEA5 con el aumento 
de tolerancia al frío en diversas especies de plantas sensibles al frío como el arroz (Kato y 
Yoshida, 2002) o el pimiento (Hwang et al., 2005), no podemos descartar que algunos de 
estas proteínas tengan un papel protector en la reducción de los ‘daños de frío’ en los 
frutos de mandarina ‘Fortune’. 

1.4. Proteínas implicadas en procesos de traducción, transducción de señal y 
regulación de la transcripción. 

Los resultados del análisis de ontologías génicas en las dos micromatrices de 
cDNA reflejaron que la exposición al frío, tanto en frutos curados como almacenados 
directamente a 2 ºC, favorece la represión de genes que codifican proteínas constituyentes 
de ribosomas implicadas en los procesos de traducción (Tabla 6, Tabla 8A,B y Tabla 17). 
Además, en la micromatriz ‘7K’ este análisis mostró en los frutos acondicionados y 
almacenados 20 días a 2 ºC una inducción de un elevado porcentaje de factores de 
transcripción (Tabla 8B).  

Un análisis detallado de los genes implicados en procesos de traducción reprimidos 
en respuesta al frío reveló la presencia de algunos que codifican proteínas que forman 
parte de la subunidades 40 y 60S del ribosoma, factores de iniciación eIF, factores de 
elongación eEF y diversas histonas, chaperonas o proteasas Clp dependientes de ATP, las 
cuales participan en los procesos de plegamiento de proteínas necesarios para que puedan 
desempeñar su función biológica (Tabla 8 y Anexo Excel ‘7K’ y ‘12K’). La alteración del 
metabolismo de proteínas por la exposición a bajas temperaturas de frío ha sido 
documentada en animales y cianobacterias (Fujita, 1999; Los y Murata, 1999). En plantas, 
aunque la regulación de la síntesis de proteínas en respuesta a cambios en la temperatura 
de almacenamiento es menos conocida, se ha sugerido que el estrés de frío favorece la 
degradación de proteínas (Schaffer y Fischer, 1990) y se ha comprobado una disminución 
en la acumulación de proteínas del cloroplasto en varios mutantes de A. thaliana sensibles 
al frío (Schneider et al., 1995). Asimismo, Provart et al (2003) comprobaron que en plantas 
de A. thaliana la exposición al frío origina un aumento en la expresión de un elevado 
número de genes implicados en biosíntesis de proteínas. Sin embargo, en mutantes 
sensibles al frío, que muestran síntomas de clorosis cuando se exponen a 13 ºC, no se 
observó la inducción de dichos genes. De acuerdo con estos autores, la disminución en la 
síntesis de proteínas podría ser una respuesta asociada al daño celular originado por las 
bajas temperaturas de conservación.   

El análisis de expresión de los genes que codifican HSPs incluidos en ambas 
micromatrices reveló perfiles de expresión muy diversos. Así, en la primera de ellas se 
encontraron 6 genes inducidos en respuesta a la combinación de calor y frío, aunque 
solamente dos de ellos (unigenes C08003F01 y C20003A06) presentaron mayores niveles 
de expresión en los frutos acondicionados respecto a los almacenados directamente a 2 ºC 
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(Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ adjunto). En la micromatriz ‘12k’, los dos únicos genes 
inducidos en respuesta a la combinación de calor y frío, diferentes a los anteriores 
(unigenes 3890 y C04010G10), lo hicieron de forma similar en respuesta al frío ‘per se’ 
por lo que no se observaron diferencias entre ambos frutos almacenados 30 días a 2 ºC 
(Fichero Excel ‘Fortune’-‘12K’ adjunto). Asimismo, en varios de ellos, como dos genes 
que codifican HSPs de bajo peso molecular (unigenes 4499 y 6998), el curado favoreció la 
represión durante la exposición al frío (Tabla 3 y Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ y ‘12K’ 
adjunto). Otros, como un gen que codifica una HSP tipo DNAJ (unigen 3449) se indujo 
específicamente en respuesta al frío ‘per se’ (Fichero Excel ‘Fortune’-‘12K’ adjunto). 
Aunque en algunas variedades de cítricos se ha observado una acumulación de distintos 
HSPs en respuesta a la combinación específica de calor y frío (Rozenzvieg et al., 2004; 
Sapitnitskaya et al., 2006), los resultados obtenidos en este trabajo, y el hecho de que la 
eficacia del tratamiento se reduce al disminuir el tiempo de acondicionamiento (Gonzalez-
Aguilar et al., 1998), confirman otros previos que sugieren que en frutos de mandarina 
‘Fortune’ estas proteínas no son limitantes en la aclimatación al frío inducida por el 
curado (Sanchez-Ballesta et al., 2003).  

 
El análisis FatiGO+ puso de manifiesto que la expresión de factores de 

transcripción aumentó en respuesta a la combinación de calor y frío con respecto a los 
frutos RTC (Tabla 8B). Teniendo en cuenta estos resultados y otros previos que ponían 
de manifiesto la importancia de este grupo de proteínas en el proceso de aclimatación a las 
bajas temperaturas en los frutos cítricos (Sanchez-Ballesta et al., 2003), se realizó un 
estudio más detallado de éstos y de otros genes que codifican proteínas de señalización 
(Tabla 10 y Tabla 15). Entre los más expresados en los frutos acondicionados respecto a 
los almacenados directamente en frío, se encontró una gran abundancia de genes que 
codifican proteínas que participan en la señalización del etileno y factores de transcripción 
de respuesta a dicha hormona, así como factores NAM/NAC, WRKY, Myb/Myc y otros 
de tipo ‘zinc finger’. Otros genes que codifican proteínas de la familia HSF y YABBY se 
expresaron más en los frutos almacenados directamente a 2 ºC.  

En las variedades de frutos cítricos sensibles al frío almacenadas directamente en 
frío, el aumento en la producción de etileno en frutos expuestos directamente al frío es 
paralelo al desarrollo de síntomas de ‘daños de frío’ (McCollum y McDonald, 1991; 
Martínez-Téllez y Lafuente, 1997; Lafuente et al., 2003), lo que se ha relacionado con una 
respuesta de defensa al estrés de frío (Lafuente et al., 2001b; Lafuente et al., 2004). Así, se ha 
comprobado que la aplicación de esta hormona en frutos almacenados en frío reduce la 
incidencia de esta alteración (Lafuente et al., 2004), mientras que la aplicación de 
inhibidores de su síntesis y de su acción la potencia (Martínez-Téllez et al., 1995; Porat et al., 
1999; Lafuente et al., 2001b). A nivel molecular, este incremento de etileno en respuesta al 
frío se ha explicado por un aumento en la acumulación del transcrito del gen ACO y de 
uno que codifica una ACC sintasa (ACS2), fundamentalmente en las áreas de tejido más 
afectadas por el frío (Zacarias et al., 2003). Asimismo, estudios previos demuestran que la 
exposición de los frutos de mandarina ‘Fortune’ a 37 ºC origina un incremento importante 
transitorio en la producción de etileno (Holland, 1998) aunque este tratamiento inhibe el 
aumento en esta hormona cuando se transfieren los frutos al frío (Martínez-Téllez y 
Lafuente, 1997). De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, el 
incremento en etileno a 37 ºC podría estar relacionado con el aumento de expresión de 
ACS10 y un gen ACO (At1g03400) no descritos hasta el momento en los frutos cítricos 
(Figura 15). Del mismo modo, se comprobó en la micromatriz ‘7K’ que la combinación de 
calor y frío puede aumentar la expresión de 3 genes SAM, 2 ACS y 2 ACO (Figura 15) y de 
otros que codifican proteínas implicadas en la señalización y transcripción dependiente de 
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etileno como una EIN4, una EIN3 o un factor EREBP (Tabla 11) (véase revisión en (Joo y 
Kim, 2007). Es interesante señalar, que uno de los genes ACS y ACO inducidos por la 
combinación de calor y frío, el gen ACS1 y EFE,  corresponde al gen ACS2 (unigen 6055) 
y ACO (unigen 7089) descrito en cítricos, respectivamente. Estos resultados podrían 
indicar por tanto, que la inhibición de la biosíntesis de etileno en los frutos almacenados en 
frío después de someterse al tratamiento de curado podría producirse a nivel post-
transcripcional. No obstante, no se puede descartar la posibilidad de que otros genes de su 
biosíntesis no incluidos en la micromatriz puediesen ser limitantes en este proceso. Otros 
genes que codifican factores de transcripción de respuesta a etileno aislados de la bibioteca 
de cDNA y cuyo patrón de expresión se estudió por hibridación Northern, mostraron una 
inducción de su expresión en respuesta al calor aunque dicho incremento no se mantuvo 
cuando los frutos acondicionados se transfirieron al frío (Tabla 45). El aumento de etileno 
en respuesta al calor podría ser responsable del incremento en la expresión de algunos 
genes a tiempos cortos de almacenamiento en frío en los frutos previamente curados. No 
obstante, conviene recordar que el acondicionamiento con etileno en frutos de mandarina 
‘Fortune’ antes de ser almacenados en frío no reduce la severidad de los ‘daños da frío’ y 
que el etileno aplicado durante el almacenamiento de los frutos a 2 ºC tiene una eficacia 
mucho menor que el curado reduciendo esta alteración (Lafuente et al., 2001b). A los dos 
tiempos de almacenamiento a 2 ºC analizados (20 y 30 días), la mayoría de las respuestas 
inducidas fueron independientes de etileno (ver más adelante en apartado 3 de Discusión).  

La exposición al frío ‘per se’ indujo la expresión de  3 ACOs, en la micromatriz ‘7K’ 
(Figura 15) y de 2 ACOs en la micromatriz ‘12K’ (Figura 19).  En esta última, además, se 
encontraron 3 genes que codifican factores de respuesta a etileno con mayor expresión en 
los frutos expuestos directamente al frío respecto a los previamente curados. Dos de ellos, 
con dominio AP2, se reprimieron específicamente en respuesta a la combinación de calor y 
frío (Tabla 16). En plantas de A. thaliana se ha demostrado que existe una regulación 
positiva recíproca entre las proteínas AP2 y AtEBP aunque se ha observado que el 
tratamiento exógeno con etileno no afecta a la expresión de estos genes AP2 (Ogawa et al., 
2007). Asimismo, otros autores comprobaron que en plantas de A. thaliana los miembros 
de la familia CBF que codifican proteínas con dominio AP2 están regulados por el frío 
pero no por  el estrés de deshidratación o la hormona ABA (Medina et al., 1999; Novillo et 
al., 2007). En frutos cítricos, se han observado perfiles de expresión en respuesta al frío 
muy diversos entre miembros de las familias de factores de transcripción EREBP y AP2 
(Maul et al., 2008). El conjunto de los resultados obtenidos en este trabajo reflejan una 
elevada complejidad en la regulación de los genes de respuesta a etileno y por ello el estudio 
de su posible implicación en la tolerancia al frío merece mayor atención.  

La expresión de 5 genes que codifican factores de transcripción de la familia 
NAM/NAC aumentó en ambos tipos de frutos expuestos al frío, aunque el curado 
potenció dicho efecto (Tabla 11). Esta familia, específica y altamente representada en 
plantas, incluye un número muy elevado de factores de transcripción que participan en 
funciones muy diversas como en el control del ciclo celular, formación de meristemos 
apicales, desarrollo de inflorescencias, regulación de la senescencia e incluso en la respuesta 
a diferentes tipos de estrés, incluyendo el estrés por bajas temperaturas de frío (Olsen et al., 
2005; Hu et al., 2006; Guo y Gan, 2006; Nakashima et al., 2007; Yoo et al., 2007). En otras 
variedades de frutos cítricos, recientemente se ha comprobado que el almacenamiento a 
5 ºC de frutos de pomelo también indujo un aumento en la expresión de otro factor de 
transcripción NAC, diferente a los estudiados en este trabajo, y ésta no variaba en los 
frutos no dañados por frío que habían sido previamente acondicionados a 16 ºC durante 7 
días (Maul et al., 2008). En la micromatriz ‘12K’, sin embargo, aunque se encontraron 6 y 
10 genes de esta familia inducidos en respuesta a la combinación de calor y frío y al frío 
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‘per se’, respectivamente, ninguno de ellos mostró diferencias significativas de expresión 
entre frutos acondicionados y no acondicionados a los 30 días de almacenamiento a 2 ºC 
(Tabla 15).  

Los factores WRKY pertenecen a una familia específica de plantas relacionada con 
las respuestas de defensa frente a patógenos (Rushton et al., 1996; Eugelm et al., 1999; 
Chen y Chen, 2000; Du y Chen, 2000), con procesos del desarrollo como la senescencia 
(Robatzek y Somssich, 2001) y también con estreses abióticos como la respuesta a herida 
(Hara et al., 2000), al calor o a la deshidratación (Rizhsky et al., 2002). Aunque estos 
factores de transcripción han sido ampliamente estudiados en A. thaliana  (Yamasaki et al., 
2005) y en especies vegetales sensibles al frío como arroz (Ross et al., 2007), tabaco (Kim y 
Zhang, 2004) o cebada (Marè et al., 2004), en los frutos cítricos su papel regulador es poco 
conocido, aunque ya se ha sugerido la implicación de algunos de ellos en el mecanismo de 
tolerancia al frío inducido por la exposición previa a altas temperaturas (Sanchez-Ballesta 
et al., 2003). Además, recientemente se ha comprobado que en otras variedades de frutos 
cítricos sensibles al frío, como en pomelos, la exposición a 5 ºC tiene un claro efecto 
represor en la expresión de algunos miembros de esta familia (Maul et al., 2008). En este 
trabajo, los tres factores de transcripción WRKY aislados de la biblioteca de cDNA y 
analizados por Northern mostraron niveles mayores de expresión en los frutos 
previamente curados respecto a los almacenados directamente en frío. De estos genes, 
solamente uno de ellos (C06009F11; unigen 2904) se incluyó en la micromatriz ‘7K’ 
donde se observó un perfil de expresión muy similar (Tabla 45 y Figura 42). Otro de ellos 
(unigen C06019B06) presenta un 88% de identidad con un factor WRKY identificado por 
Sanchez-Ballesta (2003) cuya expresión también se vio favorecida por efecto del curado 
durante el almacenamiento en frío de frutos de ‘Fortune’. Por otro lado, la exposición al 
calor favoreció la expresión de otros miembros de esta familia, como el factor WRKY 47 
(At4g01720), que se indujo más de dos veces, aunque su expresión disminuyó después de 
la transferencia a 2 ºC (Tabla 11). Algunos autores han sugerido que algunos miembros de 
esta familia juegan un papel en la señalización mediada por hormonas como el etileno 
(Wei et al., 2008) y el ABA (Zou et al., 2004). Recientemente, además, se ha observado que 
pueden activarse en respuesta a estreses abióticos que impliquen una acumulación de ROS 
(Miller et al., 2008). De acuerdo a otros autores (Sanchez-Ballesta et al., 2003), los 
resultados obtenidos indican que algunos miembros de esta familia están implicados en el 
efecto beneficioso del curado aumentando la tolerancia al frío. En el análisis con réplicas 
biológicas se encontraron dos genes de esta familia que se indujeron específicamente al 
menos dos veces en respuesta al frío lo que refleja que éstos, a diferencia de los anteriores, 
podrían estar asociados al desarrollo de ‘daños de frío’.  

El curado también favoreció la expresión de tres factores de la familia Myb/Myc 
(Martin y Paz-Ares, 1997) que se indujeron específicamente en respuesta a la combinación 
de calor y frío (Tabla 11). Es interesante señalar, que en otros estudios se ha comprobado 
que algunos factores Myb pueden interaccionar con genes del metabolismo de 
fenilpropanoides, sugiriendo que podrían jugar un papel importante en la regulación de la 
biosíntesis de flavonoles (Moyano et al., 1996; Hartmann et al., 2005). Asimismo, 
recientemente se observó que la sobrexpresión de un gen Myb de arroz (OsMYB3R-2) en 
plantas de A. thliana incrementaba la tolerancia a la congelación, al estrés salino y al estrés 
por deshidratación (Dai et al., 2007). La inducción de estos genes en respuesta a la 
combinación específica de calor y frío sugiere que, al igual que los factores WRKY y 
NAM/NAC, podrían contribuir a la tolerancia al frío inducida por el curado en frutos de 
mandarina ‘Fortune’. No obstante estos resultados tampoco se confirmaron al analizar  
réplicas biológicas (Figura 42).  
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En la hibridación de la micromatriz ‘12K’, un gen que codifica una subunidad β 
del factor TFIIE (At4g20330) se indujo específicamente en respuesta a la combinación de 
calor y frío (Tabla 15 y Fichero Excel ‘Fortune’-‘12K’ adjunto). Al igual que este último, el 
análisis de expresión por Northen de los dos genes aislados de la biblioteca de cDNA que 
codifican una TATA-binding protein (TBP) y un factor TFIIA, que también forman parte 
del complejo de inicio de la transcripción TFIID, mostró que el primero de ellos se 
inducía específicamente en respuesta a la combinación de calor y frío mientras que en el 
segundo, el aumento de expresión se produjo en ambos tipos de frutos almacenados a 
2 ºC, aunque a los 60 días fue mayor en los previamente curados. Cabe señalar que el 
análisis del factor TFIIA en la micromatriz ‘7K’ reveló un perfil de expresión muy similar 
al obtenido mediante hibridación Northern (Tabla 45 y Figura 42). En estudios previos 
realizados en mandarinas ‘Fortune’ se aisló otro factor de este complejo (TFIIB) que, al 
igual que éstos, podía estar relacionado con el efecto beneficioso del curado (Sanchez-
Ballesta et al., 2003). Este conjunto de resultados sugieren que uno de los efectos 
beneficiosos de los tratamientos de acondicionamiento térmico reduciendo los ‘daños de 
frío’ es que el calor activa la maquinaria de transcripción. Sin embargo, en la micromatriz 
‘7K’ se detectaron un factor TF β-IIF (At1g75510) reprimido en respuesta a la 
combinación de calor y frío (Tabla 12), y en la ‘12K’, otro que codifica una proteína TBP 
(At1g04950) que se indujo al menos 3 veces de forma específica en respuesta al frío ‘per 
se’ y no varió en respuesta a la combinación de calor y frío (Tabla 15 y Fichero Excel 
‘Fortune’-‘12K’ adjunto). Además, recientemente se ha comprobado en pomelos que el 
almacenamiento a 5 ºC reprimía a los 14 días la expresión de un gen que codifica un factor 
TFIIB que no varió en frutos de pomelo acondicionados previamente 7 días a 16 ºC, a 
pesar de que este tratamiento reduce la incidencia de ‘daños de frío’  (Maul et al., 2008).  
Teniendo en cuenta que los elementos que forman parte de este complejo de inicio de la 
transcripción actúan de forma coordinada, la diversidad de perfiles de expresión 
observados en los estudiados en este trabajo indica que debe existir una regulación de los 
mismos a nivel post-transcripcional.   

Además de factores de respuesta a etileno, NAM o WRKYs, en la micromatriz 
‘7K’ se detectaron como diferenciales genes que codifican factores ‘zinc finger,’ más 
expresados en los frutos almacenados 20 días a 2 ºC previamente curados respecto a los 
almacenados directamente a dicha temperatura (Tabla 11). Entre ellos, un gen que codifica 
una proteína LSD1 (At4g20380), que se indujo específicamente en respuesta a la 
combinación de calor y frío, u otro que codifica un factor ‘jumonji’ (At1g30810) que se 
indujo más de 4 veces en los frutos acondicionados y 2 en los expuestos directamente a 
2 ºC. El factor LSD1 se analizó por Northern y aunque se encontraron diferencias a nivel 
cuantitativo, su perfil de expresión fue similar al observado en la micromatriz ‘7K’ (Figura 
42). Teniendo en cuenta que este gen ha sido descrito por algunos autores como regulador 
de procesos de muerte celular programada (Wang et al., 2005a), su inducción a 2ºC en los 
frutos previamente curados podría constituir una respuesta a estrés que activase 
mecanismos de defensa frente al desarrollo de daños celulares originados por el frío.  

Entre los genes más expresados en respuesta al frío ‘per se’ respecto a la 
combinación de calor y frío se encontraron varios factores de transcripción HSF, aunque 
éstos presentaron perfiles de expresión muy diversos (Tabla 12 y Tabla 16A). Así, dos de 
ellos, homólogos a At2g26150 y At4g17750 de A. thaliana se reprimieron en respuesta a la 
combinación de calor y frío, mientras que otros dos presentes en la segunda micromatriz 
(At4g18880 y At4g36990) se indujeron en respuesta al frío ‘per se’. Por el contrario, los 
resultados obtenidos por Maul et al. (2008) en pomelos acondicionados 7 días a 16 ºC y 
almacenados posteriormente a 5 ºC mostraron un aumento en la expresión de 2 
miembros de esta familia, diferentes a los anteriores, mientras que ninguno varió en los 
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frutos almacenados directamente a 5 ºC. Esta familia de genes, además de mediar la 
respuesta de defensa en eucariotas al estrés de calor, se ha relacionado con la regulación 
de procesos de desarrollo y diferenciación celular, así como con situaciones de estrés, 
como la infección por patógenos, concentraciones elevadas de metales pesados o 
condiciones de estrés oxidativo (Sorger, 1991; Wu, 1995; Miller y Mittler, 2006). Existen 
evidencias que apoyan la idea de que estos factores actúan como sensores directos de 
ROS y controlan la expresión de diversos enzimas que participan en sistemas 
detoxificadores de estas especies en las plantas (Miller y Mittler, 2006). Así, se ha 
demostrado que el gen Apx1 que codifica una enzima APX citosólica y su activador Zat12 
poseen en su promotor un motivo funcional de unión a estas proteínas reguladoras HSFs 
(Rizhsky et al., 2004). Además, se ha observado que la mutación del gen Apx en A. thaliana 
origina una acumulación de H2O2 y de los transcritos de dos AtHsf  lo que sugiere que su 
expresión está regulada por la concentración de ROS en la células (Pnueli et al., 2003; 
Davletova et al., 2005). La implicación de esta familia de factores de transcripción en la 
respuesta al estrés de frío en cítricos no se ha estudiado hasta el momento. Teniendo en 
cuenta estos resultados, la mayor expresión de estos genes en los frutos expuestos 
directamente a 2 ºC podría relacionarse con un mecanismo protector para activar los 
sistemas de defensa frente al estrés oxidativo y eliminar las ROS formadas, intentando 
frenar el desarrollo de daños celulares en respuesta al frío. Asimismo, su menor expresión 
en los frutos de mandarina ‘Fortune’ previamente acondicionados podría explicarse en 
base a resultados previos que indican una mayor activación de los sistemas antioxidantes 
en estos frutos y una reducción en la acumulación de ROS (Sala y Lafuente, 1999; Sala y 
Lafuente, 2000).  

Otros factores de transcripción más expresados en los frutos almacenados 
directamente a 2 ºC codifican diversas proteínas de la familia YABBY, como una proteína 
phantastica (PHAN) (Tabla 12). Los miembros de esta familia intervienen en la regulación 
del crecimiento de órganos laterales (Waites y Hudson, 1995; Bowman, 2000). A 
diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo, recientemente se ha descrito una 
represión de otros miembros de YABBY, incluyendo factores PHAN, en frutos de 
pomelo almacenados durante 14 días a 5 ºC (Maul et al., 2008). Estas diferencias del perfil 
transcriptómico entre los miembros de esta familia sugieren que podrían tener funciones y 
mecanismos de regulación muy diferentes. Sin embargo, en ambos frutos estos genes no 
modificaron su expresión en  frío después del acondicionamiento.   

Por último, otro de los genes analizados por Northern no incluidos en ninguna de 
las micromatrices utilizadas codifica un factor de transcripción de respuesta a auxinas: 
ARF (C003G10). La expresión de este gen aumentó con la severidad de los ‘daños de 
frío’. Su función en la defensa de las plantas frente al frío no se conoce. Sin embargo, es 
interesante señalar que las auxinas pueden jugar un papel protector frente al estrés 
oxidativo (Kovtun et al., 2000), que se ha relacionado con la susceptibilidad al frío de 
frutos de mandarinas (Sala, 1998; Sala y Lafuente, 2000; Sanchez-Ballesta et al., 2003). De 
acuerdo con estas observaciones, podríamos asignar a este factor de transcripción un 
papel de protección frente al frío. 

1.5. Metabolismo de carbohidratos. 

Aunque se ha observado que existe una falta de correlación entre la susceptibilidad 
al frío de frutos de mandarina ‘Fortune’ y los niveles de azúcares reductores, Holland et al. 
(2002) observaron que los frutos almacenados en frío que habían sido previamente curados 
mantenían niveles más elevados de sacarosa que los que habían sido almacenados 
directamente a 2 ºC. Posteriormente, estos autores comprobaron en otra variedad sensible 
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al frío (‘Navelate’) que estas diferencias podían estar relacionadas con cambios en la 
actividad de las enzimas SS y SPS (Holland et al., 2005). Los resultados de este trabajo 
pusieron de manifiesto que el curado afecta a la expresión de varios genes del metabolismo 
de carbohidratos (Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ adjunto). Así, el mantenimiento de los 
niveles de sacarosa en los frutos curados y almacenados en frío podrían deberse a la 
inducción de genes que participan en su biosíntesis, como una SS (At3g43190), que se 
indujo específicamente en respuesta a la combinación de calor y frío, o a la represión de 
otros implicados en su degradación. Por el contrario, algunos de estos últimos, como el gen 
homólogo a At1g12240 de A. thaliana, se indujeron en los frutos almacenados directamente 
a 2 ºC  lo que contribuiría a la disminución de la concentración de sacarosa en estos frutos. 
En pomelos, otros autores observaron una inducción del gen que codifica una sacarosa 
fosfato sintasa 1 (SPS1) implicada en la síntesis de sacarosa al finalizar el 
acondicionamiento y después de 14 días de almacenamiento a 5 ºC (Maul et al., 2008). Por 
otro lado, se ha comprobado que el curado incrementa la tasa respiratoria y favorece el 
consumo de los azúcares reductores y el almidón en los frutos de mandarina ‘Fortune’ 
durante el almacenamiento a 2 ºC (Holland et al., 2002). En la micromatriz ‘7K’ se 
encontraron genes que codifican amilasas cuya expresión se indujo en respuesta al frío 
aunque el curado potenció este efecto. Destaca un gen que codifica una SPF1 (At2g38470) 
que se indujo 3 veces en los frutos almacenados directamente en frío y más de 10 en los 
previamente curados con respecto a los frutos RTC (Fichero Excel ‘Fortune’-‘7K’ adjunto). 
No obstante, el empleo de réplicas biológicas no reveló, en general, diferencias en la 
expresión de estos genes en respuesta a las condiciones estudiadas, lo que indica que los 
cambios en la acumulación de sus transcritos pueden verse afectados por factores 
precosecha.  

2. ESTUDIO TRANSCRIPTÓMICO DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN 
LA TOLERANCIA AL ‘COLAPSO DE LA CORTEZA’ INDUCIDA POR EL 
ACONDICIONAMIENTO CON ETILENO EN FRUTOS DE NARANJA 
‘NAVELATE’. 

Aunque las causas por las cuales se produce el ‘colapso de la corteza’ en los frutos 
cítricos no se conocen con exactitud, distintos trabajos indican que los cambios en el 
estatus hídrico de los frutos pueden ser un factor importante potenciando su desarrollo 
(Casas y García-Bataller, 1986; Almela et al., 2000; Agustí et al., 2001; Alférez et al., 2003; 
Alférez et al., 2005b). No obstante, los resultados del presente trabajo y de otros anteriores 
(Lafuente y Sala, 2002; Cajuste y Lafuente, 2007) ponen de manifiesto que esta alteración 
puede producirse de forma natural en frutos almacenados a 22 ºC aunque no estén 
expuestos a condiciones de estrés hídrico o sujetos a cambios bruscos en su estatus hídrico. 
Así, en este estudio hemos comprobado que frutos recolectados en dos campañas 
diferentes, en las que los frutos estuvieron expuestos antes de ser cosechados a condiciones 
de HR diferentes, 40% y 80% HR, y fueron almacenados a 90-95% HR y a 22 ºC durante 
un periodo de 14 días en aire, presentaban un ICC similar (Figura 31). No obstante, 
conviene señalar que la incidencia y severidad de esta alteración puede aumentar y los 
síntomas manifestarse de forma más temprana cuando los frutos cosechados se deshidratan 
e inmediatamente se someten a un proceso de rehidratación (Alférez et al., 2003). 
Asimismo, en las dos campañas se confirmó que el acondicionamiento de los frutos 
durante 4 días con etileno (10 μL L-1) redujo notablemente la incidencia del ‘colapso de la 
corteza’, resultados que concuerdan con los obtenidos en estudios previos (Sala y Lafuente, 
2004; Cajuste y Lafuente, 2007). Sin embargo, este tratamiento no modifica la velocidad de 
pérdida de peso de los frutos o el estatus hídrico del flavedo y albedo (Cajuste y Lafuente, 
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2005; Cajuste y Lafuente, 2007). Los resultados de este trabajo pusieron además de 
manifiesto que la aplicación de 1 μL L-1 de 1-MCP durante 14 horas inmediatamente 
después de la recolección de los frutos aceleró la aparición de esta alteración y aumentó la 
severidad del daño independientemente de que los frutos se acondicionasen o no 
posteriormente con etileno, antes de la transferencia a aire (Figura 31). Este inhibidor del 
etileno se une covalentemente a los receptores de dicha hormona bloqueando su 
percepción, siendo su afinidad por el receptor  aproximadamente 10 veces mayor que la del 
etileno (Sisler y Serek, 1997), por lo que se ha propuesto que cualquier aumento posterior 
en la sensibilidad al etileno se debe a la síntesis de nuevos receptores (Blankenship y Dole, 
2002; Watkins, 2002). La síntesis de nuevos receptores varía dependiendo del tejido, 
cultivar, estado de maduración y diversos factores precosecha.  

Los resultados del presente trabajo indican pues que el etileno juega un papel 
importante reduciendo la incidencia de esta alteración en los frutos cítricos y que el 1-MCP, 
aplicado a una concentración saturante, constituye una buena herramienta para estudiar los 
mecanismos implicados en el efecto beneficioso del etileno. Con este objetivo se han 
evaluado cambios globales en la expresión génica en el flavedo y albedo de frutos de 
naranjas ‘Navelate’ almacenados en aire a 22 ºC y 90-95% HR, acondicionados o no 
previamente 4 días con 10 μL L-1 de etileno o tratados inicialmente 14 horas con 1-MCP a 
una concentración saturante (1 μL L-1) y almacenados en las mismas condiciones de 
temperatura y HR (Figura 32). Para ello se ha empleado la micromatriz de cDNA de 
segunda generación (‘12K’) utilizando tres réplicas biológicas, dos de las cuales 
corresponden a frutos recolectados en la misma campaña pero procesados de forma 
independiente. 

Los cambios más relevantes en la expresión génica en ambos tejidos se produjeron 
a los 4 días inmediatamente después de finalizar el acondicionamiento con etileno y a los 14 
días en los frutos previamente expuestos a 1-MCP (Figura 33 y Figura 34). Así, más del 80 
y 50% de los genes que modificaron su expresión en el flavedo y albedo de los frutos recién 
acondicionados con etileno (4 días), mostraron niveles similares a los iniciales (frutos RTC) 
después de ser almacenados durante un periodo adicional de 10 días. En cambio, más del 
90% de los genes que se indujeron en el flavedo y el albedo de los frutos expuestos a 1-
MCP lo hicieron a los 14 días de almacenamiento. Asimismo, la gran mayoría de los genes 
(>80%) que disminuyeron significativamente su expresión en el albedo de estos frutos lo 
hicieron sólo a tiempos largos (14 días) aunque en el flavedo, el número de genes 
reprimidos a 4 y 14 días fue similar. 

Un total de 1.970 y 3.899 genes en el flavedo y albedo, respectivamente, 
modificaron su expresión en al menos una de las tres condiciones de almacenamiento 
estudiadas con respecto a los niveles iniciales (RTC). Al comparar de forma independiente 
las respuestas en ambos tejidos, el albedo fue en general el que sufrió el mayor número de 
cambios significativos de expresión génica, lo que sugiere que este tejido se ve más afectado 
por el ‘colapso de la corteza’ (Figura 33 y Figura 34). El tratamiento con etileno favoreció la 
inducción frente a la represión en ambos tejidos. Después de un periodo adicional de 10 
días de almacenamiento en aire, sin embargo, en los frutos acondicionados el número de 
genes inducidos y reprimidos en el albedo fue similar mientras que en el flavedo 
predominaron las represiones. La aplicación de 1-MCP tuvo más un efecto represor que 
inductor a los 4 días de almacenamiento en ambos tejidos. Al final del almacenamiento (14 
días), en el flavedo también se observó un mayor número de genes reprimidos que 
inducidos; en el albedo, por el contrario, predominaron las inducciones sobre las 
represiones (Figura 33 y Figura 34). 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el tratamiento con etileno 
desencadena una serie de respuestas de defensa, algunas de las cuales están asociadas a 
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procesos de senescencia, que evitan el ‘colapso de la corteza’. Entre ellas, la inducción y 
mantenimiento de la expresión de genes implicados en la biosíntesis de ácido jasmónico y 
otras oxilipinas, que juegan un papel importante como señalizadores en la activación de 
estas respuestas (Blée, 2002; Porta y Rocha-Sosa, 2002). El tratamiento con etileno, además, 
favoreció la inducción genes del sistema antioxidante y de otros del metabolismo de 
derivados de aminoácidos, entre los que se incluyen los fenilpropanoides. Cuando se 
inhibió la acción del etileno mediante la aplicación de 1-MCP se observó a los 4 días de 
almacenamiento en aire un efecto represor de algunas de estas respuestas de defensa a 
estrés, incluyendo la represión de genes del metabolismo de fenilpropanoides, de proteínas 
de refuerzo de pared celular o algunos enzimas del estrés oxidativo como PODs. No 
obstante, otros genes como los que codifican GSTs se indujeron en estos frutos lo que 
indica que a este tiempo de almacenamiento se produce una acumulación de ROS y 
coincide con el momento en el que se produjo el aumento brusco en el desarrollo de 
síntomas característicos de esta fisiopatía (Figura 31). A los 14 días de almacenamiento en 
los frutos tratados con 1-MCP se detectó un mayor número de genes con cambios de 
expresión. Teniendo en cuenta que se encontraron genes que codifican receptores de 
etileno y proteínas implicadas en su señalización cuya expresión aumentó significativamente 
en estos frutos tratados con 1-MCP, que indican que éstos son capaces de percibir el 
etileno, muchas de estas respuestas, comunes a las observadas en los frutos tratados 4 días 
con etileno, podrían haberse inducido por una vía dependiente de esta hormona. Otras 
respuestas podrían estar relacionadas con el daño asociado al ‘colapso de la corteza’ que fue 
muy evidente a los 14 días en estos frutos. Entre ellas, la activación del catabolismo de 
macromoléculas, fundamentalmente de lípidos y proteínas, y de sistemas de transporte de 
los metabolitos derivados de los mismos, y de forma paralela, la disminución de la actividad 
anabólica, incluyendo la biosíntesis de carbohidratos y de procesos de traducción y 
transcripción. Otras respuestas asociadas al daño están relacionadas con respuestas de 
defensa a hongos.  

En base a estos resultados, que discutiremos a continuación, se propone que el 
efecto beneficioso del etileno en la reducción del ‘colapso de la corteza’, que afecta en 
mayor medida al albedo, podría deberse a un mecanismo de protección cruzada frente a las 
condiciones que favorecen esta alteración fisiológica.  

2.1. Señalización mediada por ácido jasmónico. 

El análisis de procesos biológicos puso de manifiesto que el etileno favorece la 
activación en el flavedo de procesos relacionados con la señalización mediada por 
hormonas, como el etileno y el ácido jasmónico. Estos procesos también constituyeron una 
categoría altamente representada entre los inducidos en el albedo de los frutos tratados con 
1-MCP almacenados 14 días en aire (Tabla 29C y Tabla 30). El análisis detallado de los 
genes incluidos en dichos procesos mostró varios de ellos que codifican genes LOX y otros 
implicados en la ruta de biosíntesis del ácido jasmónico, como los que codifican enzimas 
AOS o OPDA reductasas (Tabla 62 y Tabla 63). Es interesante señalar, además, que 
muchos de estos genes fueron incluidos en el análisis FatGO+ dentro de procesos 
relacionados con la respuesta de defensa en un sistema de interacción incompatible planta-
patógeno los cuales constituyeron una categoría, no redundante, sobrerrepresentada en 
estas dos condiciones de almacenamiento (Tabla 30 y Anexo III Tabla 64 y Tabla 65). 
Asimismo, los resultados de este análisis referente a función molecular y el análisis 
comparativo entre tejidos, mostraron que el etileno tiene un efecto marcado en la 
activación de la expresión de genes que codifican LOX en el flavedo de los frutos 
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acondicionados después de ser almacenados durante un periodo adicional de 10 días en aire 
(Tabla 32A y Tabla 421A).  

En el análisis detallado del conjunto de genes LOX incluidos en la micromatriz 
(Tabla 35 y Anexo III Tabla 66-Tabla 68), se encontraron 7 de ellos inducidos 
específicamente en el flavedo de los frutos tratados 4 días con etileno. La expresión de la 
mayoría se incrementó al transferir los frutos a aire hasta producirse a los 14 días de 
almacenamiento un aumento de su expresión de hasta 4 veces con respecto a los niveles 
detectados en los frutos RTC (Anexo III Tabla 66). No obstante, algunos de estos genes 
también aumentaron su expresión a los 4 días en los frutos control y en los tratados con 1-
MCP hasta alcanzar valores medios próximos a los de los frutos tratados 4 días con etileno 
aunque dicho incremento no fue significativo. En cualquier caso, a los 14 días de 
almacenamiento, a excepción de dos genes LOX que se indujeron específicamente en el 
albedo de los frutos tratados con 1-MCP, el resto solamente aumentó su expresión en los 
frutos acondicionados con etileno y en algunos casos también en los almacenados en aire 
donde el ICC fue pequeño (inferior a 1) (Anexo III Tabla 66 y Tabla 67). Los resultados 
sugieren que este grupo de genes podrían jugar un papel importante en señalización para la 
activación de respuestas de defensa frente al desarrollo del ‘colapso de la corteza’ y cuya 
finalidad sería la de frenar el daño celular en los frutos que presentan esta fisiopatía. Los 
resultados indican, además, que en estados avanzados de la misma en los frutos tratados 
con 1-MCP almacenados 14 días en aire se reprime su expresión a pesar de que la 
producción de etileno de estos frutos es muy elevada (datos no mostrados) y de que se 
detectaron nuevos receptores de la hormona. Por tanto, este resultado indicaría que la 
regulación de la expresión de genes LOX  esta mediada por otros factores no dependientes 
de etileno. Los procesos de señalización dependiente de ácido jasmónico se han 
relacionado con la senescencia y con la defensa de las plantas frente a diferentes tipos de 
estrés biótico y abiótico (Blée, 2002; Porta y Rocha-Sosa, 2002). Su implicación en la 
respuesta de defensa a patógenos en sistemas de interacción incompatible se ha sugerido 
como alternativa no asociada a la muerte celular (McDowell y Dangl, 2000). En algunos 
sistemas se ha descrito que el ácido jasmónico actúa de forma conjunta con el etileno 
activando la expresión de genes de defensa frente a patógenos (Lorenzo et al., 2003). Su 
efecto beneficioso reduciendo la incidencia de ‘daños de frío’ en frutos de pepino se ha 
relacionado con la inducción de sistemas de detoxificación de ROS (Fung et al., 2004). 
Además, se ha observado que el ácido jasmónico favorece la activación del metabolismo 
secundario, incluyendo la biosíntesis de compuestos fenólicos y terpenoides que ejercen 
una protección frente al estrés oxidativo (Creelman y Mullet, 1997; Keinänen et al., 2001; 
Martin et al., 2002). Se ha sugerido también que estas moléculas señalizadoras podrían 
favorecer la degradación de las membranas tilacoidales durante la transición de cloroplasto 
a cromoplasto en frutos de tomate (Griffiths et al., 1999) y que estos procesos degradativos 
aseguran la removilización de nutrientes de forma acoplada a procesos de generación de 
energía, que constituyen rasgos característicos de los procesos de senescencia en plantas 
(Lim et al., 2003; Buchanan-Wollaston et al., 2003).   

En los frutos cítricos, tanto el ácido jasmónico como las LOX se han relacionado 
con la defensa al estrés originado por las bajas temperaturas de conservación en variedades 
sensibles al frío (Meir et al., 1996; Maul et al., 2008) que suele ir acompañada de un 
incremento en la producción de etileno (Lafuente et al., 2005). Aunque actualmente no 
podemos explicar el modo de acción por el cual los incrementos de expresión de este 
grupo de genes reducirían el ‘colapso de la corteza’ en los frutos cítricos, conviene señalar 
que dicha alteración se ha relacionado con el estrés oxidativo (Sala y Lafuente, 2004; 
Cajuste y Lafuente, 2007; Alférez et al., 2008) e implica cambios importantes en el 
metabolismo de fenilpropanoides (Cajuste y Lafuente, 2007).  
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2.2. Estrés oxidativo. 

La acumulación de hidroperóxidos de ácidos grasos normalmente lleva asociada 
una activación del sistema antioxidante (John et al., 2001). Así, el análisis de ontologías 
génicas mostró que la aplicación de etileno favorece la inducción en ambos tejidos de genes 
que codifican enzimas que participan en el mantenimiento del balace redox de la célula 
(Tabla 32A). También se comprobó que el tratamiento con 1-MCP indujo en el albedo 
cambios en la expresión de genes implicados en el estrés oxidativo a los 4 y 14 días de 
almacenamiento, entre los que destaca la abundancia de genes que codifican proteínas con 
actividad GST (Tabla 32C). Esta sobrerrepresentación de genes GSTs también se observó 
al realizar el estudio de las funciones moleculares inducidas en el albedo de estos frutos 
tratados con 1-MCP a los 4 días de almacenamiento (Tabla 32B) coincidiendo con el 
momento en que se produjo el mayor desarrollo de daños en la piel (Figura 31), lo que 
podría reflejar que a dicho tiempo se produce una acumulación de ROS y con ello, un 
estrés oxidativo.  

En base a estos resultados y a otros previos que sugirieron la implicación del 
sistema antioxidante en la tolerancia inducida por etileno en los frutos cítricos al desarrollo 
del ‘colapso de la corteza’ (Sala y Lafuente, 2004; Sala et al., 2005; Cajuste y Lafuente, 2007), 
se realizó un análisis más detallado de todos aquellos genes impresos en la micromatriz 
‘12K’ que codifican enzimas que afectan a la formación o eliminación de ROS (Tabla 34 y 
Anexo III Tabla 58-Tabla 61). Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto que el 
etileno tiene un gran efecto en la inducción de GSTs en frutos cítricos (Anexo III Tabla 
58). Este resultado podría indicar que las dosis/tiempo de etileno aplicados pueden ser 
suficientes para favorecer la formación de niveles suficientes de ROS para desencadenar 
reacciones de defensa frente al daño oxidativo pero no para dañar el fruto. Dichas 
reacciones podrían contribuir a evitar el desarrollo de daños en la piel durante la exposición 
de los frutos a etileno e incluso reducir la incidencia de dichos daños en los frutos 
transferidos a aire. Por otra parte, la expresión de los genes GST disminuyó al transferir los 
frutos al aire, lo que sugiere que el estrés oxidativo causado por el etileno sería reversible. 
El modo de acción por el cual este grupo de enzimas puede jugar un papel especialmente 
relevante frente al desarrollo del ‘colapso de la corteza’ en comparación con otras enzimas 
eliminadoras de ROS no se conoce, aunque se ha comprobado que pueden interaccionar 
con compuestos flavonoides favoreciendo su transporte al interior de la vacuola y regular 
los niveles de metabolitos secundarios (Zhou y Goldsbrough, 1993; Mueller et al., 2000; 
Smith et al., 2003). Asimismo, se han relacionado con el transporte de ácidos 
hidroxicinámicos desde el citosol hasta la membrana plasmática donde se incorporan a la 
pared celular (Park y Facchini, 2000) Además, este grupo de enzimas catalizan la 
conjugación de moléculas electrofílicas al glutation reducido, reacciones de isomerización 
dependientes de glutation y reducen el contenido de hidroperóxidos (Frova, 2003).Su 
activación en condiciones de estrés como ataque por patógenos, descensos bruscos de la 
temperatura, daños mecánicos o cambios en los niveles internos de hormonas como el 
ABA, las auxinas o el etileno, así como durante la senescencia se ha relacionado con una 
respuesta de defensa. (Dixon et al., 2002; Frova, 2003). En el presente trabajo, como se 
acaba de mencionar, se ha comprobado que los GSTs se inducen tanto en el flavedo como 
en el albedo de los frutos tratados con etileno (Tabla 34  y Anexo III Tabla 58), pero 
también en los frutos tratados con 1-MCP a los 4 y 14 días de almacenamiento en aire. Así, 
a los 14 días en estos últimos frutos se indujeron 20 genes, 9 de los cuales fueron 
específicos de esta condición (Tabla 34  y Anexo III Tabla 59). Por tanto, la inducción de 
GSTs que se produce en respuesta a etileno podría reforzar la idea del mecanismo de 
protección cruzada inducido por la hormona mientras que la asociada al daño en los frutos 
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tratados con 1-MCP podría ser una respuesta de defensa del fruto para tratar de frenar el 
mismo.  

Otros genes relacionados con el estrés oxidativo, como los que codifican PODs o 
TRXs, se indujeron a los 4 días solamente en el flavedo y/o albedo de los frutos tratados 
con etileno (Tabla 56). Algunos de estos genes se reprimieron en los frutos tratados con 1-
MCP. Sin embargo, a los 14 días de almacenamiento su expresión fue mayor en estos 
frutos que en los acondicionados con etileno o en los controles. Dichos incrementos 
podría haberse producido como consecuencia de los mayores niveles de etileno detectados 
en los frutos tratados con 1-MCP (datos no mostrados) asumiendo que después de 14 días 
de almacenamiento a esta temperatura se hayan sintetizado nuevos receptores. De hecho,  
en dichos frutos dañados se encontraron dos genes que codifican receptores del etileno 
pero también otros implicados en la señalización del etileno o que codifican factores de 
transcripción de respuesta a esta hormona (ver más adelante).  

2.3. Biosíntesis de carotenoides. 

Además de genes que codifican enzimas del sistema antioxidante, se estudió la 
expresión de los genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides que, además de formar 
parte del aparato fotosintético, pueden participar en la defensa frente al estrés oxidativo ya 
que son capaces de eliminar ROS y de suprimir la peroxidación lipídica ejerciendo de esta 
forma un efecto protector de las membranas (Britton et al., 1998; Peñuelas y Munné-Bosch, 
2005; Howitt y Pogson, 2006). En los frutos cítricos, el efecto inductor en el contenido de 
carotenoides en respuesta a un tratamiento con etileno exógeno a concentraciones entre 5 y 
10 μL L-1 en frutos que no habían cambiado de color fue descrito por primera vez en la 
década de los 70 (Stewart y Wheaton, 1971; Stewart y Wheaton, 1972). Este hecho fue 
confirmado posteriormente por otros autores quienes estudiaron este efecto a nivel 
fisiológico y molecular durante la maduración (Young y Jahn, 1972; Rodrigo et al., 2004; 
Kato et al., 2004; Kato et al., 2006), siendo muy similar al que tiene lugar por la aplicación 
de etileno (Rodrigo y Zacarias, 2007). No obstante, el efecto del etileno depende de la 
temperatura a la cual están expuestos los frutos, de la variedad y del estado de maduración  
(Stewart y Wheaton, 1971; Plaza et al., 2004; Rodrigo y Zacarias, 2007). En el conjunto de 
genes que mostraron diferencias de expresión en respuesta a etileno no apareció la 
carotenogénesis como proceso biológico inducido lo que podría estar relacionado con el 
hecho de que los frutos utilizados en este estudio eran completamente maduros. Solamente 
se encontró un gen que codifica una enzima ABA1, que cataliza la conversión de 
zeaxantina a anteraxantina y violaxantina, inducido en el albedo de los frutos recién 
acondicionados con la hormona antes de transferirlos a aire (Figura 40). El aumento en el 
contenido de 9-cis-violaxantina en respuesta a la aplicación de etileno en los frutos cítricos 
ya ha sido observado por otros autores (Rodrigo y Zacarias, 2007). Sin embargo, en los 
frutos tratados con 1-MCP y almacenados 14 días en aire el análisis FatiGO+ indicó una 
represión significativa de los procesos de biosíntesis de terpenoides (Tabla 29B y Tabla 30). 
a pesar del aumento en la producción de etileno observado en los mismos y de la síntesis 
de nuevos receptores (Fichero Excel-‘Navelate’). En esta categoría, además de 2 genes de 
biosíntesis de valenceno y otro de farneseno, la mayoría codifican enzimas de la ruta de 
biosíntesis de carotenoides. Así, se observó que la expresión de los genes que codifican la 
enzima ABA1 y LYC se reprimieron al final del almacenamiento en el albedo de estos 
frutos tratados con 1-MCP, aunque ya a los 4 días de almacenamiento este último gen 
también presentó niveles reducidos de expresión (Figura 40). La comparación entre tejidos 
(Tabla 41A) solamente mostró diferencias en los frutos tratados con 1-MCP y almacenados 
14 días en aire, donde se encontró una mayor expresión de genes implicados en la 
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biosíntesis del compuesto precursor IPP y de pigmentos carotenoides en el flavedo 
respecto del albedo, lo que concuerda con el resultado anterior y sugiere que este último 
tejido se ve más efectado por el ‘colapso de la corteza’.  

Diferentes estudios han revelado que las membranas tilacoidales son las primeras 
membranas en sufrir procesos degenerativos durante la senescencia en plantas, de forma 
previa a las membranas mitocondriales necesarias para la generación de energía 
(Kolodziejek et al., 2003). De acuerdo a esta última observación y teniendo en cuenta que 
los carotenoides se sintetizan en los tilacoides en la ruta alternativa MEP, también llamada 
DOXP (del inglés ‘1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate’) (Lichtenthaler, 1999), la disminución 
de la expresión de los genes que participan en su biosíntesis en el albedo de los frutos más 
dañados, tratados con 1-MCP, podría ser una consecuencia de la perdida de integridad de 
estos orgánulos celulares. De hecho, el análisis de ontologías génicas reveló una abundancia 
significativa de genes que codifican proteínas localizadas en los plastidios reprimidos en el 
albedo de estos frutos al final de almacenamiento en aire (Tabla 31B).  

2.4. Biosíntesis de etileno. 

El análisis FatiGO+ puso de manifiesto que la aplicación de etileno exógeno indujo 
en el albedo procesos del metabolismo de aminoácidos azufrados, que incluyen 
fundamentalmente genes relacionados con la biosíntesis de etileno, aunque se encontraron 
también dentro de este grupo dos genes de biosíntesis de cistationina y otro que codifica 
una β-cianoalanina sintasa, implicada en la eliminación del compuesto tóxico cianida 
formado durante la biosíntesis de etileno. Este resultado fue visualizado en el análisis 
Aracyc (Tabla 29ª y Tabla 30, Figura 36). Así, destacan diversos genes del ciclo de Yang y 
SAM, 4 que codifican 2 enzimas ACS (ACS6 y ACS12) y 2 ACO (EFE y At1g03400), los 
cuales también se indujeron al final del almacenamiento en el albedo de los frutos 
expuestos a 1-MCP. Es interesante señalar además que de un total de 4 genes impresos en 
la micromatriz que codifican receptores de etileno, dos (At2g40940 y At3g04580) se 
indujeron en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP y almacenados 14 días en aire, uno 
de los cuales también aumentó en el de los frutos recién acondicionados con etileno y de 
los frutos mantenidos 4 días en aire pero no en el de los tratados con el inhibidor (Fichero 
Excel ‘Navelate’). Estos resultados concuerdan con otros obtenidos en nuestro grupo que 
mostraron un aumento en la producción de etileno en los frutos tratados 4 días con la 
hormona y en los frutos tratados con 1-MCP almacenados 14 días en aire. Además,  la 
comparación entre tejidos en estos últimos frutos reveló que la expresión de genes de la 
biosíntesis de etileno era mayor en el albedo que en el flavedo (Tabla 41B). Considerando  
que el etileno es capaz de inhibir su propia síntesis en los frutos cítricos maduros 
(McMurchie et al., 1972; Riov y Yang, 1982; Mullins et al., 2000; Katz et al., 2004; Marcos et 
al., 2005), que su producción aumenta cuando los frutos se exponen a distintas situaciones 
de estrés biótico o abiótico (McCollum y McDonald, 1991; Martínez-Téllez y Lafuente, 
1997; Lafuente et al., 2003; Marcos et al., 2005) y teniendo en cuenta los resultados del 
presente trabajo, no podemos descartar la idea de que las altas dosis de etileno utilizadas en 
el tratamiento de acondicionamiento (10 uL L-1durante 4 días) podrían suponer un estrés 
para los frutos, aunque no fuese un estrés letal ni originase daños visibles en la piel. 
Asimismo, es bien conocido que el etileno favorece la senescencia y en situaciones 
extremas la muerte celular en plantas (Orzáez y Granell, 1997; Navarre y Wolpert, 1999; 
Hoeberichts y Woltering, 2002; van Doorn y Woltering, 2008). Estos resultados apoyarían 
pues la hipótesis mencionada anteriormente según la cual el etileno activa respuestas de 
defensa a estrés que protegerían al fruto de condiciones que favoreciesen el ‘colapso de la 
corteza’. Es interesante señalar que en frutos de pomelo también se observó que la 
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aplicación de altas concentraciones de etileno (5 uL L-1) durante periodos prolongados (48 
horas) aumentó la producción de etileno y que el tratamiento con 1-MCP también inducía 
la biosíntesis de etileno de manera dependiente de la concentración aplicada (McCollum y 
Maul, 2007).  

2.5. Metabolismo de aminoácidos aromáticos. Fenilpropanoides. 

Otros procesos inducidos en respuesta al tratamiento con etileno están relacionados 
con el metabolismo de aminoácidos aromáticos. Los genes de la ruta de fenilpropanoides 
se activaron en los dos tejidos y, además, en el flavedo el etileno afectó específicamente a 
genes del metabolismo del triptófano e indolalquilaminas (Tabla 29A y Tabla 30). En 
plantas, la inducción de procesos de biosíntesis de los aminoácidos aromáticos se ha 
relacionado con una necesidad de biosíntesis de nuevas proteínas y de metabolitos 
secundarios, alcaloides y fenilpropanoides, que actúan como componentes estructurales 
además de como reguladores del crecimiento y participan en las respuestas de defensa a la 
infección por patógenos, la herida u otros tipo de estrés, incluyendo el estrés oxidativo 
(Swain, 1977; Hashimoto y Yamada, 1994; Conn, 1995; Kutchan, 1995; Zhao et al., 1998). 
Se ha sugerido que su inducción en respuesta a situaciones de estrés podría estar regulada 
por diferentes señales, como el etileno, ROS o el ácido salicílico (Zhao et al., 1998; Janzik et 
al., 2005; Ogawa et al., 2005). En el flavedo de los frutos recién acondicionados con etileno 
se encontró una elevada representación de genes inducidos que participan en el 
metabolismo del triptófano y en procesos de biosíntesis de indolalquilaminas (Tabla 29A y 
Tabla 30). En la visualización de la ruta de biosíntesis de este aminoácido se encontraron 4 
genes en el flavedo y 3 en el albedo que presentaban inducción en respuesta al tratamiento 
con etileno (Figura 37). Además, el etileno aumentó la expresión en ambos tejidos de 2 
genes que conducen a la síntesis de fenilalanina a partir de corismato (Figura 38). Sin 
embargo, después de 10 días de almacenamiento en aire, la expresión de todos estos genes 
fue similar a la de los frutos RTC. La fenilalanina constituye el precursor en la biosíntesis de 
fenilpropaoides, lo que refuerza los resultados anteriores que sugieren que este grupo de 
compuestos podría estar implicado en el mecanismo protector del etileno frente al 
desarrollo del ‘colapso de la corteza’ en los frutos cítricos (Cajuste y Lafuente, 2007). Estos 
resultados concuerdan con el hecho de que el etileno aumentó los niveles de fenilalanina y 
triptófano en los frutos recién acondicionados, que sin embargo no se detectaron al final 
del almacenamiento (Lafuente, comunicación personal). 

La aplicación de 1-MCP también tuvo un efecto a tiempos largos de 
almacenamiento  en la inducción de genes de biosíntesis de aminoácido aromáticos (Tabla 
29C y Tabla 30). Así, se observó un aumento en la expresión de 6 genes implicados en la 
biosíntesis de ácido siquímico, corismato e indol en el flavedo y/o albedo de estos frutos 
que presentaron el mayor ICC. Sin embargo, en el flavedo se encontró un gen reprimido 
dos veces que cataliza la conversión de indol a triptófano, aunque dicha disminución no fue 
significativa en el análisis SAM (Figura 37). 

En relación al metabolismo de fenilpropanoides, estudios previos han puesto de 
manifiesto que la actividad de la enzima PAL aumenta transitoriamente en el flavedo y 
albedo inmediatamente antes de que se manifiesten los síntomas del ‘colapso de la corteza’ 
en los frutos cítricos (Sanchez-Ballesta, 1998). Asimismo, se ha sugerido que el aumento en 
la actividad de esta enzima, así como en el contenido total de fenoles y ligninas, podrían 
constituir respuestas asociadas al efecto beneficioso del acondicionamiento con etileno 
reduciendo la incidencia de dicha alteración (Cajuste y Lafuente, 2007). Los resultados del 
presente trabajo muestran además que el etileno favorece la inducción de la expresión de 
una elevada proporción de genes que participan en la biosíntesis de fenilpropanoides. Entre 
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ellos, además de una PAL que se indujo más de dos veces en ambos tejidos, se encontraron 
genes que conducen a la síntesis del ácido cafeico, ácido ferúlico y ácido sinápico, y otros 
derivados del ácido cumaril CoA. Algunos de ellos se indujeron sólo en el flavedo, como 
una C4H, mientras que otros, como una CAD o una cumarato 3-hidroxilasa (REF8), lo 
hicieron específicamente en el albedo (Figura 39). El tratamiento con 1-MCP tuvo un 
efecto represor muy marcado a los 4 días de almacenamiento en la expresión de este grupo 
de genes inducidos por etileno, como los que codifican una flavonona 3-hidroxilasa o una 
cinamil CoA reductasa en el flavedo, y una PAL o una reductasa del éster del ácido 
fenilcumaran, implicada en la biosíntesis de lignanos, en el albedo. Sin embargo, la mayoría 
de estos genes aumentaron su expresión significativamente al final del almacenamiento en 
el flavedo y albedo de los frutos tratados con 1-MCP. Este hecho refuerza la idea del papel 
protector de estos compuestos con carácter antioxidante en el desarrollo del ‘colapso de la 
corteza’ (Cajuste y Lafuente, 2007) y sugiere que estos genes podrían estar regulados por 
una vía dependiente de etileno. Además del papel protector de estos compuestos en las 
respuestas de defensa frente a la infección por hongos como Penicillium digitatum (Afek y 
Sztejnberg, 1988; Ballester, 2007), se ha sugerido recientemente que podrían participar en el 
mecanismo de tolerancia al frío de los frutos cítricos y con el efecto protector de los 
tratamientos de acondicionamiento a altas temperaturas (Sanchez-Ballesta et al., 2003).  

2.6. Procesos de transporte de electrones. 

El etileno tuvo en ambos tejidos un efecto marcado en la respiración. Así, los 
resultados del análisis FatiGO+ mostraron una inducción de procesos de transporte 
electrónico en el flavedo y albedo de los frutos tratados 4 días con etileno (Tabla 29A y 
Tabla 30). Entre los genes incluidos dentro de esta categoría de procesos biológicos, 
además de genes que codifican componentes principales de los complejos de transporte de 
electrones como flavinas (FMN, FAD), deshidrogenasas dependientes de NADH, 
proteínas ferrosulfuradas, como la ferredoxina, o citocromos b y c, se encontró una 
abundancia de oxidorreductasas de unión a FAD y de citocromos P450. Entre los 
primeros, se encontraron varios genes CPRD2 y otro que codifica una nectarina 5. Este 
último se indujo 9 veces en el albedo de los frutos tratados 4 días con etileno y más de 32 
veces en el de los tratados con 1-MCP almacenados 14 días en aire. La nectarina 5 agrupada 
en la familia de enzimas BBE (del inglés ‘berberine-bridge-enzyme’) con dominio de unión 
a flavina, posee actividad glucosa oxidasa y se ha relacionado con las respuestas de defensa 
a la infección por su capacidad para generar H2O2 (Carter y Thornburg, 2004). En cuanto a 
los genes que codifican citocromos P450, se observó que la mayoría de ellos también se 
indujeron a los 4 días en el albedo de los frutos control pero no variaron su expresión en el 
flavedo ni en el albedo de los tratados con 1-MCP. Estos genes, sin embargo, se indujeron 
a los 14 días de almacenamiento en el albedo de estos últimos frutos, y en algunos de ellos 
dicho incremento fue mayor al que se produjo en los frutos tratados 4 días con etileno. 
Dentro de  en este grupo de genes, además, se encontraron varios de ellos, como 
CYP71B24 (At3g26230) o CYP71B13 (At5g25140), que participan en la biosíntesis de 
flavonoides. Los procesos de transporte electrónico constituyen un sistema respiratorio 
asociado a membranas y comportan la fosforiliación enzimática del ADP con la 
consiguiente formación de ATP (Peretó et al., 1996c). Es interesante señalar, que la 
activación de sistemas de transporte electrónico también se ha relacionado con la 
generación de calor y con funciones de eliminación del exceso de electrones, que 
originarían la formación de ROS en la célula, y de compuestos toxicos oxidantes. (Peretó et 
al., 1996c). Teniendo en cuenta, como se mencionó anteriormente, que en los frutos 
tratados 4 días con etileno y en los tratados con 1-MCP almacenados 14 días en aire se 
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produjo una activación de sistemas de defensa del estrés oxidativo, la activación paralela de 
los sistemas de transporte electrónico en estas condiciones de almacenamiento podría 
indicar una vez más que dicho estrés participa en el desarrollo del ‘colapso de la corteza’ y 
refuerza la idea del mecanismo de protección cruzada inducido por el tratamiento con 
etileno.  

2.7. Degradación de componentes celulares y sistemas de transporte. 

El análisis de componente celular reveló una proporción elevada de genes de 
sistemas de endomembranas en el albedo de los frutos tratados 4 días con etileno y en el de 
los tratados con 1-MCP almacenados 14 días en aire (Tabla 31A). Además de genes 
implicados en procesos de transporte de electrones, se encontraron otros que participan en 
sistemas de transporte intracelular de macro y micronutrientes a través de membranas. 
Entre ellos, se incluyeron genes que codifican proteínas transportadoras de metales, de 
sales, azúcares, aminoácidos y de iones como el K+ o el Ca2+.  Otros codifican 
transportadores ABC, que se han relacionado con procesos de detoxificación de ROS 
(Yazaki, 2005; Yazaki, 2006), los cuales fueron muy abundantes (Anexo III Tabla 69-Tabla 
71). La activación de sistemas de transporte se relaciona con un aumento de la actividad 
metabólica en procesos de reciclaje de nutrientes para la generación de energía (Fischer, 
2006). Sin embargo, los procesos del catabolismo de macromoléculas, según el análisis de 
ontologías génicas (Tabla 30), tuvieron una representación muy reducida entre los procesos 
inducidos en respuesta al tratamiento con etileno. No obstante, se encontraron 10 genes 
implicados en la degradación de lípidos inducidos en los frutos recién acondicionados, 6 de 
los cuales se indujeron solamente en el albedo (Tabla 35 y Anexo III Tabla 66). Además, 
después de un periodo adicional de almacenamiento en aire de 10 días, la expresión de la 
mayor parte de estos genes, que codifican lipasas, fue muy similar a la de los frutos RTC. 
La degradación de lípidos conduce a una acumulación de ácidos grasos libres que son 
dirigidos, vía plastoglóbulos y partículas lipoproteicas citosólicas, hacia los peroxisomas 
donde tiene lugar la β-oxidacion (Hopkins et al., 2008). Así, se encontraron dos enzimas de 
la β-oxidación inducidos a los 4 días en el flavedo de estos frutos y, al igual que los 
anteriores, esta inducción fue transitoria (Tabla 35).  

Otros enzimas incluidos en la micromatriz implicados en la degradación de lípidos 
codifican enzimas que desesterifican en las posiciones sn-1 y sn-2 de fosfolípidos de 
membrana. La expresión de estos genes se vio favorecida en los frutos tratados con 1-MCP 
pero no en los acondicionados con etileno. Entre ellos, un gen que codifica una PLD u 
otro correspondiente a una PLD1 tipo α, que se reprimió en respuesta a etileno (Anexo III 
Tabla 67). Sin embargo, otros genes que codifican enzimas de degradación de fosfolípidos 
presentaron perfiles de expresión diferentes a éstos últimos. Así, se encontraron dos genes 
que codifican patatinas (unigen 4828 y C05070E09) cuya expresión disminuyó en el albedo 
de los frutos tratados 4 días con etileno y en el de los frutos tratados con 1-MCP 
almacenados 14 días en aire, mientras que otro que codifica una PLA2 (unigen 1744) se 
reprimió a los 4 días en los frutos tratados con el inhibidor y no modificó su expresión en 
el resto de condiciones estudiadas (Fichero Excel ‘Navelale’). Las enzimas PLDs son las 
primeras en actuar en los procesos de degradación de fosfolípidos durante la senescencia en 
plantas, seguido de las fosfatasas del ácido fosfatídico, que lo convierten en DAG, y por 
último de otras hidrolasas y lipasas que eliminan los ácidos grasos de esta molécula y lo 
dirigen a β-oxidación en los peroxisomas (van Doorn y Woltering, 2008). La disminución 
del contenido total de fosfolípidos como consecuencia de estos procesos degradativos y el 
aumento originado en la permeabilidad de la membrana precede al colapso de la vacuola 
durante los procesos que llevan a la muerte celular (Matile y Winkenbach, 1971; Borochov 
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y Woodson, 1989; Hopkins et al., 2007; van Doorn y Woltering, 2008). La activación de 
genes que degradan fosfolípidos durante el desarrollo del ‘colapso de la corteza’ en los 
frutos cítricos ya ha sido descrita por Alférez et al. (2008). Estos autores observaron un 
paralelismo entre el desarrollo de síntomas de esta alteración y la acumulación de los 
transcritos de 3 genes que codifican enzimas PLA2 en frutos de mandarinas ‘Fallglo’ 
sometidos a procesos de deshidratación-rehidratación. Además, comprobaron que la 
aplicación de compuestos inhibidores de la actividad fosfolipasa A y D, uno de los cuales es 
de carácter fenólico (Lindahl y Tagesson, 1997), reducían la incidencia de esta alteración y 
que este efecto fue mucho más marcado al utilizar inhibidores específicos de PLA2. Sin 
embargo, en el presente estudio sólo se han detectado cambios relevantes en la expresión 
de genes que codifican enzimas PLDs, que se han relacionado también, junto a otros genes 
de esta familia, con el desarrollo de daño en la piel asociado al frío en fruto cítricos (Maul et 
al., 2008). Los resultados de este trabajo sugieren que la activación de genes que codifican 
PLDs podría constituir una respuesta asociada al ‘colapso de la corteza’ debido a que se 
favorecen la de-esterificación de fosfolípidos de membrana afectando a procesos de 
fosforilación (McCarty y Jagendorf, 1965; Siegenthaler, 1973). En los cítricos se ha 
comprobado que el aumento en la actividad de PLA2 durante el desarrollo de síntomas de 
esta alteración va acompañado de un aumento en la pérdida iónica, lo que reflejaría una una 
pérdida de la integridad estructural de la membrana plasmática (Alférez et al., 2008). Sin 
embargo, algunos de los mecanismos que participan en la incidencia natural de este 
desorden en situaciones en las que no se producen cambios de HR probablemente difieren 
de los que tienen lugar cuando los frutos se deshidratan y rehidratan, donde el ICC se 
produce antes y de forma más acusada (Alférez et al., 2003). 

 
La disminución de la fluidez de la bicapa lipídica por la degradación de lípidos 

origina cambios en la conformación de las proteínas de membrana que aumentan su 
carácter hidrofílico y normalmente preceden a su proteólisis (Duxbury et al., 1991). En 
concordancia con esta idea, se comprobó que sólo los frutos tratados con 1-MCP 
almacenados 14 días en aire presentaron una sobrerrepresentación de genes implicados en 
la degradación de proteínas, aunque esto ocurrió sólo en el albedo (Tabla 29C y Tabla 30). 
Este hecho se confirmó en el análisis FatiGO+ referente a componente celular, que mostró 
la activación de proteínas localizadas en los complejos de ubiquitinación y proteosoma 
(Tabla 31B). Este resultado contrasta con que el etileno favorece la degradación de 
proteínas durante la senescencia (Kim et al., 2005; van Doorn y Woltering, 2008) mientras 
que la aplicación de 1-MCP puede retrasarla (Jiang et al., 2002). Los resultados de este 
trabajo reflejan una vez más una similitud entre procesos de muerte celular y los que 
podrían tener lugar en condiciones que favoreciesen el ‘colapso de la corteza’ en esta 
variedad de naranjas tratadas con 1-MCP. El que no se detecten procesos relacionados con 
la degradación de proteínas en los frutos tratados 4 días con etileno podría ser indicativo de 
que estos frutos toleran altas dosis de etileno y por tanto, el tratamiento utilizado sería 
suficiente para inducir mecanismos de protección cruzada sin ser letales para el fruto.  

2.8. Metabolismo de carbohidratos. 

En relación a los procesos del metabolismo de carbohidratos, aunque el análisis de 
ontologías génicas no indicó una sobrerrepresentación de éstos entre los inducidos o 
reprimidos en respuesta a etileno, a nivel de genes individuales se encontraron dos genes 
inducidos en el flavedo y albedo en los frutos recién acondicionados con etileno que 
codifican una sacarosa fosfato sintetasa (SPS) (Atg10120) y una cupina (At1g07750), que 
participa en el metabolismo de azúcares y biosíntesis de pared celular, respectivamente 



DISCUSIÓN   

222 

(Tabla 25 y Fichero Excel ‘12K’ ‘Navelate’). Los miembros de esta última familia se han 
relacionado con las respuestas de defensa frente a estímulos abióticos como el calor o la 
deshidratación, y algunos de ellos poseen actividad SOD (Dunwell et al., 2000; Khuri et al., 
2001). En los frutos tratados con 1-MCP almacenados 14 días en aire, sin embargo, el 
análisis FatiGO+ mostró una represión de su biosíntesis en el albedo (Tabla 29B y Tabla 
30). Entre ellos, varios genes de biosíntesis de celulosa, almidón  y de sacarosa (Tabla 38). 
Además, se encontraron genes de biosíntesis de polisacáridos de la familia de rafinosas 
(RFOs), como los que codifican galactinol sintasas, y genes CP12 que participan en el 
metabolismo primario de fijación del carbono en una reacción acoplada a la síntesis de 
poder reductor NADPH. Conviene señalar que, aunque el análisis de ontologías génicas 
tampoco mostró ninguno de estos procesos inducidos o reprimidos en los frutos tratados 
con 1-MCP a los 4 días de almacenamiento, se encontraron genes, como los que codifican 
varias UDP-glucosil transferasas o una SPS, que se indujeron en el albedo por etileno y se 
reprimieron en el de los tratados con el inhibidor de su acción. Otros genes también 
reprimidos en el albedo de estos últimos frutos codifican enzimas de pared celular como 
una proteína rica en residuos de glicina e hidroxiprolina implicada en refuerzo de pared 
celular (Fichero Excel ‘Navelate’). No obstante, a este tiempo de almacenamiento el análisis 
FatiGO+ mostró una sobrerrepresentación de procesos de transporte de carbohidratos 
entre los inducidos en estos frutos (Tabla 32B). En las plantas y animales, las 
concentraciones de ATP y NADPH disponibles así como el pH intracelular son los 
factores que regulan los procesos de biosíntesis de carbohidratos que requieren energía y la 
participación de sistemas de transporte (Peretó et al., 1996b). El que estos procesos de 
biosíntesis se repriman en los frutos tratados con 1-MCP desde el principio de su 
almacenamiento mientras que otros de degradación de metabolitos, como lípidos o 
proteínas, se activen podría reflejar que existe un déficit de energía y una necesidad de 
obtención de la misma para el mantenimiento de la viabilidad celular. 

2.9. Respuestas de defensa a hongos. 

La alteración de la membrana por la degradación de los constituyentes que las 
forman activa el transporte de iones Ca2+ y H+ favoreciendo su entrada al citoplasma. Estos 
fenómenos se han relacionados con las primeras respuestas de defensa a la infección por 
hongos patógenos (Hammond-Kosack y Jones, 2000; Zhao et al., 2005). Aunque se 
encontraron varios genes que codifican proteínas de unión a calcio implicados en su 
transporte o señalización cuya expresión se indujo por el tratamiento con etileno, 
fundamentalmente en el albedo, la mayoría lo hicieron en los frutos tratados con el 
inhibidor de su acción a los 14 días de almacenamiento (Anexo III Tabla 71). El desarrollo 
de daños en los frutos tratados con 1-MCP en el albedo se relacionó también con cambios 
en la expresión de genes que participan en procesos característicos de la respuesta de 
defensa a hongos (Tabla 29B), lo que fue confirmado en el análisis FatiGO+ de la 
comparación entre tejidos en estos frutos (Tabla 41B). Aunque se ha descrito que la 
inhibición de la acción del etileno por la aplicación de 1-MCP puede favorecer la infección 
por hongos patógenos en los frutos cítricos (Mullins et al., 2000; Marcos et al., 2005), en las 
condiciones ensayadas no se observó incidencia de podridos. En plantas de A. thaliana se 
ha demostrado que pueden existir respuestas comunes en procesos de senescencia y en 
respuesta a la infección por patógenos (Lim y Nam, 2005; Espinoza et al., 2007). Estas 
respuestas incluyen la inducción de genes implicados en procesos de ubiquitinación y 
degradación de proteínas, de degradación de lípidos y componentes de la pared celular, de 
proteínas PR y de enzimas del sistema antioxidante incluyendo genes que codifican enzimas 
CAT, APX, GST o DHAR (Espinoza et al., 2007). En el presente estudio dentro de la 
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categoría funcional ‘respuesta de defensa a hongos’, además de genes que codifican 
proteínas implicadas en procesos de ubiquitinación y degradación vía proteosoma, como 
una proteína ubiquitina ligasa SGT1 o la proteína COP10, se encontraró un gen de 
resistencia (R) y otro que codifica una proteína inducida tras el reconocimiento activo del 
producto de un gen de avirulencia (avr) del patógeno (Tabla 36). Otro codifica una 
quitinasa cuya expresión aumentó más de 4 veces en el albedo de estos frutos y no varió en 
el resto de condiciones de almacenamiento estudiadas con respecto a los frutos RTC. La 
inducción de genes que codifican quitinasas en plantas se ha relacionado con la defensa 
frente a la infección por hongos patógenos (Jach et al., 1995; Ebel, 1998), aunque también 
se ha descrito en situaciones de estrés abiótico como la deshidratación, temperaturas 
extremas de calor y frío o el estrés osmótico (Sanchez-Ballesta et al., 2003; Kwon y Kim, 
2007). Sin embargo, hasta el momento no existe ningún estudio que relacione las quitinasas 
con el desarrollo de esta alteración fisiológica. Se ha comprobado que su deficiencia en 
mutantes de Arabidopsis origina una deficiencia en celulosa y una alteración de la membrana 
plasmática (Kwon y Kim, 2007). Sin embargo, recientemente se ha comprobado que la 
expresión de otro gen que codifica una proteína PR, concretamente una glucanasa, 
aumentaba en esta variedad de frutos cítricos al inicio de los primeros síntomas de ‘colapso 
de la corteza’, lo que se consideró una respuesta asociada al daño celular (Sanchez-Ballesta 
et al., 2008). Los resultados obtenidos apoyarían la idea planteada originalmente que 
atribuye al grupo de proteínas PR un papel como marcadores del grado de susceptibilidad 
al desarrollo de esta alteración en los frutos cítricos (Sanchez-Ballesta et al., 2008). 

2.10. Procesos de traducción, transducción de señal y regulación de la transcripción. 

Otros procesos reprimidos, según el análisis FatiGO+, en los frutos tratados con 1-
MCP tanto a 4 como a 14 días de almacenamiento en aire están relacionados con la 
traducción y la transcripción. Así, se encontró una elevada proporción de genes reprimidos 
que codifican proteínas constituyentes estructurales del ribosoma, proteínas de unión a 
RNA y factores de transcripción (Tabla 32B, C). La represión de estos procesos indicaría 
una disminución de la actividad anabólica del tejido lo que podría contribuir al desarrollo 
del ‘colapso de la corteza’. 

En base a los resultados del análisis de ontologías génicas que indicaron que el 
etileno favorece la expresión en el albedo respecto del flavedo de genes que codifican 
factores de transcripción (Tabla 421B) y que el tratamiento con el inhibidor de su acción 
redujo su expresión en el albedo a los 4 días de almacenamiento en aire respecto a los 
controles (Tabla 32B), se realizó un análisis más detallado de este conjunto de genes y de 
otros que codifican proteínas implicadas en la transducción de señales. Este análisis mostró 
que el mayor número de diferencias significativas de expresión tuvo lugar en los frutos 
tratados 4 días con etileno y en los tratados con 1-MCP almacenados 14 días en aire (Tabla 
39), siendo la mayor parte de las respuestas específicas del albedo (Tabla 40). Entre los 
genes que codifican componentes de transducción de señal se encontraron dos genes 
diferentes que codifican MAPK4 (At3g52430 y At4g01370), uno de ellos se indujo en el 
flavedo y albedo en los frutos recién acondicionados con etileno (Anexo III Tabla 72), 
mientras que ambos lo hicieron en los dos tejidos de los frutos tratados con 1-MCP 
almacenados 14 días en aire (Anexo III Tabla 73). En A. thaliana, la proteína MAPK 4 se ha 
relacionado con funciones de regulación en la defensa frente a patógenos (Peterson et al., 
2000). Además, la ausencia de inducción de genes de defensa en respuesta a etileno y al 
ácido jasmónico en mutantes mpk4 de A. thaliana indica que esta proteína está implicada en 
la señalización de dicha hormona, aunque es independiente de ERF1 (Brodersen et al., 
2006). En respuesta a etileno, además, se encontró una quinasa AFC1 / AME2 inducida en 
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ambos tejidos inmediatamente después del tratamiento (Anexo III Tabla 72). En levaduras, 
esta proteína, junto al activador transcripciónal STE12, se ha relacionado con la regulación 
de genes inducidos por feromonas (Bender y Fink, 1994; Breitkreutz et al., 2003). Es 
interesante señalar que el etileno indujo específicamente en el albedo la expresión de un gen 
que codifica la enzima PIP-PLC (del inglés ‘monophosphatidylinositol specific 
phospholipase C’) que se ha relacionado con la activación de respuestas de defensa durante 
los procesos que conducen a la muerte celular (Andersson et al., 2006). En estos frutos 
recién acondicionados con etileno se encontraron 3 genes inducidos que codifican factores 
de transcripción de respuesta a etileno, dos de los cuales (ERF5 y DDF1) fueron 
específicos de esta condición (Anexo III Tabla 72). Por otro lado, en los frutos tratados 
con 1-MCP al final de su almacenamiento también se activaron genes de respuesta a etileno 
cuya expresión no varió por el tratamiento con el mismo en los frutos recién 
acondicionados (Anexo III Tabla 73). Además de dos receptores, uno de los cuales 
(At2g40940) se indujo más de 3 veces, se identificó un gen que codifica una proteína EIN3 
que aumentó su expresión específicamente en el flavedo de estos frutos y no varió en 
ninguna otra condición de almacenamiento. Este gen constituye un regulador positivo en la 
transducción de la señal de etileno (Guo y Ecker, 2003). En cítricos, la expresión de una 
proteína homóloga a esta última (EIN2) se ha relacionado con la respuesta al estrés de frío, 
comprobándose que el acondicionamiento a altas temperaturas reduce sus niveles de 
expresión (Cubells, 1998; Sapitnitskaya et al., 2006). Por otro lado, en el albedo de estos 
frutos tratados con 1-MCP almacenados 14 días en aire se indujeron un elevado número de 
factores de transcripción de respuesta a etileno, como dos ERFs o una proteína EREBP-4. 
Sin embargo, el análisis del patrón de expresión por hibridación Northern de un gen que 
codifica un ERF aislado de la biblioteca de cDNA mostró una disminución en su expresión 
en los frutos acondicionados con etileno durante el tratamiento y posteriormente a lo largo 
de su almacenamiento en aire. Sin embargo, su expresión no varió en los frutos expuestos a 
1-MCP acondicionados o no posteriormente con etileno ni en los controles mantenidos en 
aire (Tabla 47 y Tabla 48). El conjunto de estos resultados podrían apoyar la idea que se ha 
venido planteando a lo largo de esta discusión que sugiere que las respuestas comunes que 
se producen en los frutos tratados con 1-MCP a los 14 días de almacenamiento en aire y en 
los frutos recién acondicionados con etileno, antes de su transferencia a aire, podrían 
haberse inducido por una vía dependiente de etileno. En los frutos más dañados estas 
respuestas se produjeron cuando ya se habían manifestado los daños del ‘colapso de la 
corteza’ aunque podrían haberse inducido para frenar o reducir la severidad de los mismos 
durante el almacenamiento de los frutos. De hecho, se observó un incremento brusco del 
daño hasta los 7 días de almacenamiento y después de este periodo, la severidad del daño 
apenas se vio afectada.  

Otros genes que codifican miembros de las familias WRKY, NAM/NAC/ARF o 
MYC/MYB y diversas proteínas tipo ‘zinc finger’, bZIP, bHLH o HD-ZIP, se indujeron 
también en respuesta al tratamiento con etileno aunque el aumento de expresión de 
muchos de ellos fue mayor en los frutos tratados con 1-MCP (Tabla 40). En relación a los 
genes WRKY, 6 se indujeron por etileno aunque ninguno de ellas fue específico de esta 
condición induciéndose mucho más en los frutos con el mayor ICC (Anexo III  Tabla 72 y 
Tabla 73). Un comportamiento similar lo presentó el gen que codifica una WRKY4 aislado 
de la biblioteca de cDNA FlavCurFr1 cuyo patrón de expresión se estudió por hibridación 
Northern (Tabla 47 y Tabla 48). Así, aunque se indujo transitoriamente en el albedo de los 
frutos control y en los frutos tratados con etileno, su inducción en los frutos tratados con 
1-MCP, acondicionados o no posteriormente con etileno, fue muy superior (4 veces) y se 
mantuvo durante todo el almacenamiento. En plantas de tabaco, se ha relacionado con la 
respuesta de defensa a la infección por el virus del mosaico del tabaco (TMV) y se ha 
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observado que se induce en respuesta al ácido salicílico (Chen y Chen, 2000). Otros dos 
genes de esta familia analizados también mediante hibridación Northern mostraron un 
comportamiento muy diferente. Uno de ellos se indujo en respuesta al tratamiento con 
etileno y no varió en el resto de condiciones aunque en el flavedo de los frutos control, se 
observó un aumento transitorio a los 4 días de almacenamiento. El tercero, sin embargo no 
modificó su expresión en ninguna de las condiciones de almacenamiento estudiadas. Estas 
proteínas WRKY se han relacionado en plantas con respuestas de defensa a la infección 
por patógenos y en respuesta a otros tipos de estrés, como la herida (Eugelm et al., 2005). 
El mayor número de estos genes y su mayor inducción observada en los frutos inicialmente 
tratados con 1-MCP podría indicar un efecto protector en la reducción de daños. Aunque 
los genes diana de estas proteínas no se conocen en su mayoría, algunos de ellos se han 
relacionado con la regulación de procesos de senescencia. Así, el factor WRKY6 regula la 
expresión de genes que codifican proteínas asociadas con senescencia como la proteasa 
SEN1, una proteína NAC2 reguladora de ácido jasmónico o una GST. (Robatzek y 
Somssich, 2002). Otras, como WRKY53, se unen a genes que codifican proteínas PR, 
genes de respuesta a estrés u otros factores de transcripción incluyendo otros miembros 
WRKY (Miao et al., 2004).  

La familia de factores de transcripción NAC (NAM, ATAF y CUC), que es 
específica de plantas, se ha relacionado con el control de la expansión celular de órganos 
florales o con la formación de raíces laterales mediada por auxinas. En plantas de A. 
thaliana y de arroz, además, algunos miembros de esta familia, como AtNAC072 (RD26), se 
han asociado con la respuesta a diferentes tipo de estrés, como el estrés salino o de 
deshidratación (Fujita et al., 2004; Hu et al., 2006). En relación a esta familia de genes y 
otros inducibles por auxinas, se encontraron 4 genes que aumentaron su expresión en el 
flavedo y/o albedo a los 4 días en respuesta a etileno, dos de los cuales también se 
indujeron en el flavedo de los frutos control, aunque ninguno modificó su expresión en los 
frutos tratados con 1-MCP. Sin embargo, a los 14 días de almacenamiento, a excepción de 
uno de ellos que codifica una proteína RD26 (unigen 6913) cuya función en plantas de A. 
thaliana se ha relacionado con la regulación de la expresión de genes por una vía 
dependiente de ABA (Fujita et al., 2004), el resto se indujeron en el albedo de los frutos 
tratados con el inhibidor de la acción del etileno y no variaron en los frutos acondicionados 
con la hormona o mantenidos en aire (Anexo III Tabla 72 y Tabla 73). Por otro lado, de un 
total de 8 genes de estas familias inducidos en el flavedo y/o albedo de los frutos tratados 
con 1-MCP, 5 fueron específicos de esta condición. Entre ellos, el gen que codifica una 
proteína homóloga a NAC2 de A. thaliana (Anexo III Tabla 73). Aunque el tratamiento con 
ACC incrementa los niveles de acumulación relativa de este gen en A. thaliana (He et al., 
2005), su expresión no se indujo en respuesta al tratamiento con etileno en la piel de la 
naranja ‘Navelate’. En los frutos cítricos, el aumento en la expresión de algunos miembros 
de esta familia de factores de transcripción se ha relacionado con la respuesta al estrés de 
frío (Maul et al., 2008) o con el desarrollo de daños en la piel a temperaturas por encima de 
las que causan ‘daños de frío’ (Gao et al., 2007). Además, se ha comprobado que estos 
genes NAC también se inducen durante la senescencia en algunos tejidos, aunque su 
función no ha sido todavía esclarecida (Guo y Gan, 2006; van Doorn y Woltering, 2008).  

En relación a genes de respuesta a auxinas, se encontraron 2 cuya expresión se 
indujo específicamente en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP y almacenados 14 
días en aire (Anexo III Tabla 73). Uno de ellos codifica una proteína GH3 implicada en la 
regulación de los niveles endógenos de auxinas, y el otro presenta homología con un ARF. 
En plantas de A. thaliana, se ha comprobado que el gen GH3 puede modular la señalización 
mediada por auxinas y ácido salicílico en la respuesta frente a la infección por patógenos. 
La sobrexpresión de este gen origina un aumento en la acumulación de ácido salicílico y en 
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la expresión de PR-1, mientras que su deleción incrementa los niveles de IAA y la 
susceptibilidad a la infección (Park et al., 2007; Zhang et al., 2007). Otros autores 
comprobaron que su expresión aumentaba al disminuir la concentración de auxinas, que 
aumentan la sensibilidad al etileno, y que la aplicación de 1-MCP reprimía su expresión (Liu 
et al., 2005).  

En relación a la familia de factores de transcripción MYB/MYC, 5 se indujeron en 
respuesta a etileno, aunque ninguno de forma específica (Tabla 40 y AnexoIII Tabla 72). 
Sin embargo, de un total de 11 genes de esta familia inducidos en los frutos tratados con 1-
MCP y almacenados 14 días en aire, 6 lo hicieron de manera específica en estos frutos 
(Tabla 40 y Anexo III Tabla 73). Asimismo, uno de los genes que codifica un factor MYC 
analizado por Northern se indujo en todas las condiciones de almacenamiento aunque la 
mayor expresión se observó a los 4 días del tratamiento con etileno (con una inducción de 
más de 5 veces) y en los frutos tratados con el inhibidor a los 14 días de almacenamiento en 
aire (más de 4 veces) (Tabla 47 y Tabla 48). Estas familias se han relacionado con la 
tolerancia a diferentes tipo de estrés y con la senescencia (Dai et al., 2007) y, en algunos 
casos, se ha comprobado que interaccionan con genes del metabolismo de 
fenilpropanoides favoreciendo la síntesis de compuestos fenólicos (Moyano et al., 1996; 
Hartmann et al., 2005). Además, los resultados obtenidos en ensayos de sobrexpresión de 
algunos genes MYC en A. thaliana o tomate han sugerido que tienen un papel esencial en la 
señalización mediada por ácido jasmónico para la activación de genes de defensa (Boter et 
al., 2004). De acuerdo con estas observaciones, los resultados obtenidos podrían sugerir 
que esta familia de reguladores de la transcripción podría participar en las respuestas de 
defensa de los frutos de ‘Navelate’ frente al  ‘colapso de la corteza’. Además, su inducción 
podría depender de etileno o podría producirse por una vía independiente de esta hormona 
como consecuencia del daño.   

Entre los genes que codifican factores de transcripción cuya expresión aumentó en 
los frutos tratados con 1-MCP al final de su almacenamiento pero no se vio modificada por 
el tratamiento con etileno se encontró una abundancia de factores tipo ‘zinc finger’, bZIP, 
bHLH, y otros que codifican HSFs y proteínas de la familia YABBY (Tabla 40 y Anexo III 
Tabla 73). Entre los factores ‘zinc finger’, además de dos genes de tipo ‘C3HC4 RING’ o 
‘GATA’, se encontró un factor con dominio BTB/POZ. Este último participa en la 
regulación de procesos de degradación de proteínas vía interacción con proteínas culina 
para formar ligasas E3 (Weber et al., 2005). En relación a los factores bZIP, diversos 
estudios han relacionado a esta familia con la regulación de diferentes procesos del 
desarrollo y otros de respuesta a estrés, incluyendo la defensa frente a patógenos (Jakoby et 
al., 2002). En plantas de A. thaliana y en tabaco también se han asociado con la regulación 
de procesos de senescencia foliar (Yang et al., 2001; Jakoby et al., 2002). Por otro lado, cabe 
destacar que de un total de 6 genes que codifican HSFs, 5 se indujeron específicamente en 
el albedo de estos frutos y ninguno de ellos modificó su expresión en los frutos 
acondicionados o en los controles mantenidos en aire. A diferencia de éstos, el gen 
analizado por Northern que codifica un HSF5 se indujo de forma muy acusada en el 
albedo, tanto en los frutos tratados con etileno como con 1-MCP almacenados 
posteriormente en aire, aunque dicho incremento fue mucho mayor en los tratados 
conjuntamente con el inhibidor y etileno. No obstante, en el flavedo la inducción en 
respuesta a etileno fue transitoria y disminuyó al transferir al aire mientras que ésta se 
mantuvo elevada en los frutos tratados con el inhibidor hasta el final del almacenamiento 
(Tabla 47 y Tabla 48). Los HSF5 se han descrito como represores específicos de factores 
HSF4 que constituyen factores antiapoptóticos (von Koskull-Döring et al., 2007), lo que 
sugiere que su inducción en los frutos tratados con 1-MCP podría estar relacionada con la 
muerte celular. Esta familia de proteínas reguladoras se han asociado con las respuestas de 
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defensa a situaciones de estrés como la infección por patógenos, concentraciones elevadas 
de metales pesados o condiciones de estrés oxidativo (Wu, 1995; Miller y Mittler, 2006). De 
acuerdo a estas observaciones, podría considerarse que la inducción de esta familia de 
factores de transcripción constituye un mecanismo de protección que reduce la severidad 
del ‘colapso de la corteza’. Por otro lado, también inducidos específicamente en el albedo 
de los frutos tratados con 1-MCP al final de su almacenamiento se encontraron 2 
miembros de la familia YABBY (Anexo III Tabla 73. Esta familia de factores de 
transcripción, que controlan el crecimiento de órganos laterales (Waites y Hudson, 1995; 
Bowman, 2000), no se ha relacionado por el momento con las respuestas a situaciones de 
estrés o la senescencia. 

Entre los genes analizados por Northern en este trabajo, se encontró que la 
expresión de un gen que codifica un factor KNAT1 aumentó de forma específica en el 
albedo de los frutos inicialmente tratados con el inhibidor, acondicionados o no 
posteriormente con etileno a los 3 y 4 días de almacenamiento en aire (Tabla 47 y Tabla 
48). Esta familia de genes con dominio homeobox, que interviene en el control de la 
identidad de las células meristemáticas, se ha relacionado con el metabolismo de 
citoquininas y se ha comprobado que la sobrexpresión de algunos de ellos retrasa la 
senescencia y muerte celular (Ori et al., 1999; Hoeberichts et al., 2007; van Doorn y 
Woltering, 2008). Otro, con un perfil de expresión similar, codifica un activador 
transcripcional CBF1, aunque, a diferencia del anterior, éste se indujo también a los 14 días 
en los frutos control pero no en los frutos acondicionados con etileno (Tabla 47 y Tabla 
48). La sobrexpresión de estos genes CBF en plantas de A. thaliana aumenta la tolerancia a 
la congelación (Thomashow, 1999; Novillo et al., 2007), pero también induce la expresión 
de genes relacionados con el estrés oxidativo aumentando la tolerancia al frío en plantas 
como el tomate (Hsieh et al., 2002b) o al déficit hídrico (Hsieh et al., 2002a). De acuerdo 
con estos estudios, la mayor expresión de estos dos genes en los frutos tratados con 1-MCP 
y en el caso del gen CBF1, también en los controles, sugiere que pueden tener un papel 
como marcadores de daños celulares aunque no conocemos si su función es de defensa o 
contribuyen al desarrollo de estos daños.  

Entre los genes reprimidos en los frutos tratados con 1-MCP a los 14 días de 
almacenamiento, además de genes que codifican ARFs, se detectó una abundancia de genes 
en el albedo que codifican proteínas MADS-box (Tabla 40 y Anexo III Tabla 75). Esta 
familia de proteínas están implicadas en la regulación de procesos del desarrollo, 
fundamentalmente en la floración, aunque en frutos como el tomate podría participar en la 
regulación de la maduración o la abscisión (Shore y Sharrocks, 1995; Theissen et al., 2000; 
Mao et al., 2000; Vrebalov et al., 2002). En un estudio reciente se comprobó que la 
sobrexpresión de un gen de esta familia en plantas de Arabidopsis y arroz inducía la 
expresión de genes de biosíntesis de ácido jasmónico, etileno y de otros de respuesta a 
estrés además de un incremento en ROS (Lee et al., 2008). En frutos de pomelo 
almacenados a 5 ºC, se encontró un miembro de esta familia asociado al daño originado 
por el frío mientras que otro se indujo en los frutos previamente acondicionados donde la 
incidencia de daños fue mucho menor (Maul et al., 2008), lo que indica sistemas de 
regulación y funciones muy diversas entre los miembros de esta familia de factores de 
transcripción. 
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El presente estudio pone de manifiesto que el albedo es el tejido más afectado 
cuando el desarrollo del ‘colapso de la corteza’ se produce en frutos no estresados 
almacenados a una HR alta (90-95%RH) y constante y a 22ºC. Este hecho se diferencia de 
observaciones morfológicas previas que indican que las células de las zonas de transición 
entre el flavedo y albedo son las más afectadas cuando esta alteración se produce como 
consecuencia de la exposición de los frutos a cambios bruscos de humedad 
(deshidratación-rehidratación). Dichas diferencias podrían ser debidas a que en los frutos 
no estresados no se produciría el daño en la zona de transición como consecuencia de la 
demanda de agua al flavedo desde las células adyacentes del albedo. Las diferencias 
encontradas entre ambos tejidos en las condiciones experimentales utilizadas en el presente 
estudio podrían estar relacionadas con sus diferencias morfológicas y composicionales y 
con su distinta capacidad para inducir respuestas de defensa frente a situaciones adversas. 
Así, por ejemplo, el análisis comparativo de los cambios de expresión entre los dos tejidos 
de la corteza del fruto reveló que el flavedo es un tejido más enriquecido en genes del 
metabolismo de fenilpropanoides y en genes que participan en la biosíntesis de ácido 
jasmónico (Tabla 41). Otros genes más expresados en este tejido están implicados en 
procesos de transporte de electrones, transporte de lípidos, metabolismo del triptófano e 
indolalquilaminas, así como implicados en la biosíntesis de aminoácidos aromáticos. El 
ácido jasmónico actúa como señal para la activación de respuestas de defensa a estrés (Blée, 
2002; Porta y Rocha-Sosa, 2002) y los compuestos con carácter fenólico poseen actividad 
antioxidante y en algunos casos se ha descrito su actividad inhibidora de enzimas de 
degradación de lípidos (Lindahl y Tagesson, 1997). Este grupo de compuestos parece estar 
implicado en el mecanismo protector del etileno frente al desarrollo del ‘colapso de la 
corteza’ en los frutos cítricos (Cajuste y Lafuente, 2007). Por otro lado, la activación de 
procesos de transporte de electrones y de transporte de lípidos constituirían respuestas 
asociadas con procesos de generación de energía y movilización de nutrientes y reflejarían 
un aumento de la tasa del metabolismo necesaria para el mantenimiento de la viabilidad 
celular (Peretó et al., 1996a). Todas estas observaciones podrían explicar por qué en las 
condiciones ensayadas fue el albedo el tejido que se vio más afectado por esta alteración. 
De hecho en este tejido, se observó en los frutos tratados con 1-MCP al final del 
almacenamiento una mayor abundancia de genes de respuesta a estrés incluyendo genes de 
degradación de proteínas y otros de respuesta a patógenos y de protección frente al estrés 
oxidativo, fundamentalmente GSTs. Todas estas respuestas estarían asociadas al daño y 
constituirían respuestas de protección para frenar el avance del mismo. 

 
En resumen, se propone la idea de que el tratamiento con etileno induce un 

mecanismo de protección cruzada que implica la activación de respuestas de defensa a 
estrés que protegerían al fruto frente a las condiciones que favorecen el desarrollo del 
‘colapso de la corteza’. Esta respuesta incluye la inducción de genes relacionados con la 
defensa al estrés oxidativo, de transporte electrónico hasta otros que participan en el 
metabolismo de fenilpropanoides. Además, el etileno indujo procesos biológicos 
relacionados con su propia síntesis y la de ácido jasmónico. Algunas de estas respuestas 
fueron comunes a las observadas en los frutos tratados con 1-MCP, aunque éstas se 
produjeron en estos frutos después de periodos prolongados de almacenamiento, cuando 
los síntomas de daño de ‘colapso de la corteza’ eran muy evidentes. En estos frutos éstas 
podrían tener un efecto protector frenando el desarrollo de daños de esta fisiopatía. Otras 
respuestas inducidas en los frutos tratados con 1-MCP están asociadas con el daño e 
incluyen la degradación de proteínas y lípidos y la represión de genes implicados en 
biosíntesis de carbohidratos,  traducción y transcripción.  
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3. COMPARACIÓN DE LOS MECANISMOS ASOCIADOS AL EFECTO DEL 
CALOR, EL FRÍO O LA COMBINACIÓN DE CALOR Y FRÍO EN FRUTOS 
DE MANDARINA ‘FORTUNE’ Y AL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON 
ETILENO Y 1-MCP EN FRUTOS DE NARANJA ‘NAVELATE’. 

El análisis transcriptómico de las respuestas inducidas por el curado en los frutos de 
mandarina ‘Fortune’ almacenados en frío y las que se producen en respuesta al tratamiento 
con etileno en los frutos de ‘Navelate’ antes de su transferencia a aire, puso de manifiesto 
que la mayor parte de los mecanismos moleculares implicados en ambos tipos de 
tratamientos son diferentes. Así, tanto al emplear réplicas técnicas como biológicas el 
porcentaje de genes inducidos tanto por la combinación de calor y frío en el flavedo de los 
frutos de ‘Fortune’ (C+F vs RTC) como en respuesta al tratamiento con etileno en el 
flavedo y albedo de los frutos de ‘Navelate’ (4d E vs RTC) fue inferior al 10% de los genes 
inducidos en ‘Fortune’. No obstante, en relación al número de genes que se indujeron en el 
flavedo (220) y en el albedo (280) de los frutos de ‘Navelete’ tratados 4 días con etileno, 
este porcentaje fue del 25% (Anexo IV Tabla 76 y Tabla 77). Este resultado podría 
concordar con el hecho de que el curado inhibe la producción de etileno en frutos de 
mandarina ‘Fortune’ almacenados en frío (Martínez-Téllez y Lafuente, 1997). Dentro de 
este grupo de genes inducidos en ambas condiciones, un 40% mostró a los 20 días de 
almacenamiento a 2 ºC mayor expresión en los frutos previamente acondicionados con 
respecto a los almacenados directamente a dicha temperatura. Entre ellos, en la 
micromatriz ‘7K’ se encontraron dos genes implicados en la biosíntesis de ácido jasmónico 
y codifican una AOS y una OPDA reductasa. Estos genes inducidos, específicamente en 
respuesta a la combinación de calor y frío, aumentaron su expresión en el flavedo y en el 
albedo de los frutos recién acondicionados con etileno pero no variaron en los tratados con 
el inhibidor de su acción a los 4 y 14 días de almacenamiento en aire (Fichero Excel 
adjunto ‘Fortune’ ‘7K’ vs ‘Navelate’). Aunque se ha descrito que el ácido jasmónico y el 
etileno cooperan en la regulación de diferentes respuestas a estrés, incluyendo la defensa 
frente a patógenos (Lorenzo et al., 2003), no se encontraron más genes de esta ruta con este 
perfil de expresión. Por otro lado, en la micromatriz ‘12K’ se encontraron 7 genes que 
codifican LOX cuya expresión se reprimió en respuesta al frío y a la combinación de calor 
y frío, algunos de los cuales hasta 8 veces con respecto a los frutos RTC, aunque no se 
detectaron diferencias significativas entre ambos tipos de frutos acondicionados o 
almacenados directamente a 2 ºC. En respuesta al calor no modificaron su expresión. Sin 
embargo, la mayoría de estos genes se indujo en el flavedo de los frutos de ‘Navelate’ 
tratados 4 días con etileno y su expresión se mantuvo elevada hasta finalizado su 
almacenamiento (4d E + 10d A). Conviene señalar que la expresión de algunos de ellos 
también aumentó de forma similar a los 4 días de almacenamiento en el flavedo de los 
frutos control y de los tratados con 1-MCP, y a los 14 días en el flavedo de los controles, 
aunque dicho incremento no fue significativo. No obstante, en los frutos tratados con      
1-MCP almacenados 14 días en aire ninguno de ellos aumentó su expresión en el flavedo y 
solamente uno lo hizo en el albedo de estos frutos.  

En la micromatriz ‘12K’ se encontraron otros genes LOX o que codifican OPDA 
reductasas cuya expresión aumentó de forma significativa tanto en el flavedo y albedo de 
los frutos de ‘Navelate’ tratados 4 días con etileno como en el albedo de los tratados con 1-
MCP almacenados 14 días en aire, aunque no variaron su expresión en respuesta al frío en 
los frutos de mandarina ‘Fortune’. Algunos, además, aumentaron su expresión en los frutos 
control mantenidos 4 y 14 días en aire aunque dicho incremento no fue significativo. Estos 
resultados sugieren que las rutas de señalización que implican la participación de oxilipinas 
para la activación de respuestas de defensa frente a los ‘daños de frío’ difieren de las que se 
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activan durante el desarrollo del ‘colapso de la corteza’, aunque en ambos casos el etileno 
parece jugar un papel importante.  

La aplicación de etileno durante el almacenamiento en frío reduce, aunque en 
menor medida que el curado, la incidencia de ‘daños de frío’, lo que se ha relacionado con 
su efecto inductor de la actividad PAL (Martínez-Téllez y Lafuente, 1997; Lafuente et al., 
2001b; Lafuente et al., 2004). Sin embargo, sólo dos genes de esta ruta, que codifican una 
hidroxicinamil transferasa y una reductasa del ácido fenilcumaran bencílico, se indujeron 
tanto en respuesta a la combinación de calor y frío como en respuesta a etileno en el 
flavedo de los frutos de ‘Navelate’. El análisis de la expresión no mostró ningún gen PAL 
ni otros genes de la ruta subsiguiente de fenilpropanoides inducidos simultáneamente en las 
dos condiciones de almacenamiento. Estos resultados sugieren que ambos tratamientos 
tienen un efecto marcado en la inducción de genes del metabolismo de fenilpropanoides 
aunque los mecanismos que operan en cada uno de ellos son independientes. Este hecho 
podría explicar las diferencias en la eficacia de ambos tratamientos reduciendo los daños 
(Lafuente et al., 2004). En cambio, en ambas micromatrices la mayoría de los genes 
inducidos en respuesta al frío ‘per se’ en los frutos de ‘Fortune’, como los que codifican 
una PAL, una 4CH o diversas OMTs, se indujeron también en el flavedo de los frutos de 
‘Navelate’ recién acondicionados con etileno y en el albedo de los tratados con 1-MCP 
almacenados 14 días en aire. Teniendo en cuenta que durante el almacenamiento en frío en 
frutos no acondicionados se produce un aumento en la producción de etileno de forma 
paralela al desarrollo de ‘daños de frío’ (McCollum y McDonald, 1991; Martínez-Téllez y 
Lafuente, 1997; Lafuente et al., 2003), los resultados sugieren que la expresión de estos 
genes inducidos en respuesta al frío está regulada por una vía dependiente de etileno. Por 
último, se encontraron genes que se indujeron en el flavedo y/o albedo de los frutos de 
‘Navelate’ tratados 4 días con etileno y en el albedo de los tratados con el inhibidor de su 
acción almacenados 14 días en aire cuya expresión no varió en los frutos de ‘Fortune’ en 
respuesta al calor, al frío y a la combinación de calor y frío. Estos genes podrían tener un 
papel protector frente al desarrollo del ‘colapso de la corteza’ aunque no parecen estar 
implicados en las respuestas de defensa frente al estrés de frío.  

En numerosos sistemas vegetales se ha propuesto que el etileno actúa como señal 
en la activación de quitinasas y β-1,3-glucanasas ya que: 1) estas proteínas se inducen en 
respuesta al tratamiento con etileno (Boller et al., 1983; Boller, 1988; Keefe et al., 1990); 2) 
la aplicación de inhibidores de la síntesis de esta hormona reduce su acumulación; 3) su 
inducción en respuesta a la infección por patógenos o a tratamientos con elicitores va 
acompañada de un aumento en la producción de etileno (Roby et al., 1986; Broglie et al., 
1989). Sin embargo, en algunas plantas como el tabaco o el guisante también se ha 
observado su inducción por una vía independiente de etileno (Mauch et al., 1984; Lotan y 
Fluhr, 1990). En la micromatriz ‘12K’ se encontró un gen que codifica una quitinasa 
(unigen 5509) inducido en respuesta al calor, al frío y a la combinación de calor y frío, que 
también aumentó su expresión en el flavedo de los frutos de ‘Navelate’ recién 
acondicionados con etileno y en el albedo de los tratados con 1-MCP almacenados 14 días 
en aire. Este gen podría constituir un buen candidato implicado en el efecto beneficioso del 
curado reduciendo los ‘daños de frío’ en esta variedad de mandarinas y su regulación en 
esta situación concreta no parece ser dependiente de etileno. Además, se encontraron otros 
genes que codifican quitinasas inducidos en respuesta al frío y al tratamiento con etileno. 
Destaca uno de ellos en la micromatriz ‘12K’ (C34101G09) que codifica una endoquitinasa 
cuya expresión se indujo más de 8 veces en respuesta al frío ‘per se’ y dos veces en el 
flavedo y en el albedo de los frutos de ‘Navelate’ tratados 4 días con etileno. Además, 
aumentó más de 16 veces en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP almacenados 14 
días en aire. Sin embargo, también se encontró otro gen que codifica una quitinasa de clase 
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IV cuya expresión no varió a los 4 días del tratamiento con etileno en el flavedo ni en el 
albedo de los frutos de ‘Navelate’. Sin embargo, su expresión se indujo en el albedo de los 
frutos tratados con 1-MCP a los 14 días de almacenamiento. Este gen podría haberse 
inducido a tiempos más cortos durante el tratamiento con etileno por lo que no se descarta 
la posibilidad de que el etileno pudiese actuar como señal reguladora en la activación de 
dicho gen y de otros miembros de la misma familia que codifican quitinasas.  

El análisis de genes relacionados con el estrés oxidativo comunes a ambas 
micromatrices reveló que, a excepción de un gen que codifica una GST, ninguno de los 
genes inducidos en el flavedo de los frutos de mandarina ‘Fortune’ curados y almacenados 
en frío, se indujo en el flavedo ni en el albedo de los frutos de ‘Navelate’ en respuesta al 
tratamiento con etileno. En este grupo se incluyen un gen que codifica una AOS y otros 
correspondientes a una CAT, una SOD, dos APX, una GST u otras proteínas, como 4 
nodulinas o una metalotioneína, que se han relacionado con el estrés oxidativo. Otros 
genes que protegen a las plantas frente a la acumulación de ROS se indujeron en el flavedo 
y/o albedo en respuesta al tratamiento con etileno pero no modificaron su expresión en 
respuesta al calor o a la combinación de calor y frío. Entre ellos, se encontraron diversos de 
genes que codifican GST cuya expresión también se indujo en el flavedo y el albedo de los 
frutos de tratados con 1-MCP almacenados 14 días en aire. Aunque no se conoce con 
exactitud la función de estas proteínas, se han relacionado con la eliminación de ROS, con 
la conjugación de fenilpropanoides para ser transferidos a las vacuolas y con la del IAA 
disminuyendo su contenido en forma libre (Zhou y Goldsbrough, 1993; Mueller et al., 
2000; Smith et al., 2003). Cabe señalar que en el albedo de estos últimos frutos, las proteínas 
GST fueron muy abundantes. Sin embargo, solamente 8 de un total de 22, se indujeron 
también en el albedo de los frutos de ‘Navelate’ recién acondicionado con la hormona. 
Aunque la regulación de este tipo de enzimas por etileno ya ha sido descrita en plantas de 
A. thaliana (Mang et al., ; Lorenzo et al., 2003), diferentes estudios han comprobado que 
existe una gran diversidad de mecanismos de regulación entre los miembros de esta familia 
de proteínas, algunas de las cuales pueden estar reguladas por otras hormonas como el 
ácido jasmónico, el ácido salicílico o el ABA (Moons, 2005). El conjunto de estos 
resultados sugiere que aunque el sistema antioxidante parece estar implicado tanto en el 
efecto protector del curado y del tratamiento con etileno frente al desarrollo de los ‘daños 
de frío’ y del ‘colapso de la corteza’, los mecanismos que se activan para evitar la 
acumulación de ROS en cada uno de estos tratamientos son diferentes. Además, algunos de 
ellos están regulados por etileno mientras que otros podrían ser independientes de esta 
hormona. 

En los frutos cítricos se ha comprobado que la producción de etileno aumenta 
durante curado, antes de transferir los frutos al frío (Holland, 1998). Por lo tanto, cabría 
esperar que muchas de las respuestas que se inducen durante este tratamiento fueran 
dependientes de esta hormona. Sin embargo, menos del 12% de los genes que aumentaron 
su expresión en el flavedo de los frutos de ‘Fortune’ a los 3 días de exposición a 37 ºC en la 
micromatriz ‘7K’ y ‘12K’, lo hicieron también en el flavedo y/o albedo de los frutos de 
‘Navelate’ tratados 4 días con etileno (Anexo IV Tabla 76 y Tabla 77). Entre ellos, se 
encontraron genes con funciones muy diversas como una HSP70 asociada a membrana 
plasmática, una GST o diversos factores de transcripción como un WRKY o un MYC, 
aunque en ningún caso se observó un grupo de genes claramente definido de la misma 
familia o implicados en una misma ruta metabólica. 

Aunque la producción de etileno en los frutos cítricos aumenta con el desarrollo de 
‘daños de frío’ durante el almacenamiento en frío y se ha sugerido que dicho incremento 
podría constituir un mecanismo de protección para tratar de frenar el desarrollo de la lesión 
causada por este tipo de estrés (Lafuente et al., 2001b), el porcentaje de genes que en ambas 
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micromatrices se indujeron en respuesta al frío ‘per se’ en los frutos de ‘Fortune’ y que a su 
vez aumentaron su expresión en el flavedo o el albedo de los frutos de ‘Navelate’ tratados 4 
días con etileno fue reducido. Así, en ambas micromatrices aproximadamente menos del 10 
y 15% de los genes inducidos en los frutos sin acondicionar se indujeron en el flavedo y el 
albedo de los frutos de ‘Navelate’ en respuesta al tratamiento con etileno, respectivamente. 
(Anexo IV Tabla 76 y Tabla 77). Entre ellos, en la micromatriz ‘12K’ se encontró un 
elevado número de genes que codifican oxidorreductasas con dominio de unión a FAD, 
incluyendo una proteína NEC5, una ácido tetrahidrocanabinólico sintasa y diversas 
CPRD2. La expresión de estos genes aumentó más de 6 veces específicamente en respuesta 
al frío ‘per se’ en el flavedo de los frutos de mandarina ‘Fortune’ y al menos 1,7 en el 
flavedo y el albedo de los frutos de ‘Navelate’ tratados 4 días con etileno. Además, todos 
ellos también se indujeron, y en mayor grado, en los dos tejidos de los frutos tratados con 
1-MCP almacenados 14 días en aire, que son los que mostraron el mayor ICC y una 
producción de etileno elevada. En el albedo de estos últimos frutos, destaca la proteína 
NEC5 (unigen 5894), que se indujo 32 veces, y dos CPRD2 (unigenes 805 y 3167), que 
aumentaron 8 veces su expresión con respecto a la de los frutos RTC. Hasta el momento 
no se conoce la función de estas proteínas en las plantas ni su posible relación con el 
etileno. La activación de otros genes que codifican proteínas CPRD se ha relacionado con 
el estrés hídrico pero además se ha comprobado que algunos de ellos también se inducen 
en respuesta al tratamiento con ABA y por el estrés salino (Iuchi et al., 1996). Sin embargo, 
a diferencia de los resultados del presente trabajo, ninguno de los genes analizados por 
Iuchi et al. (1996) en frijoles se indujeron en respuesta al frío o al calor. Teniendo en cuenta 
que estos genes no modificaron su expresión en el flavedo de los frutos de mandarina 
‘Fortune’ almacenados en frío previamente curados, estas proteínas parecen estar más 
relacionadas con el daño y su regulación podría ser dependiente de etileno. 

En el presente trabajo se ha observado que el curado tiene un efecto muy marcado 
en la expresión de genes que codifican lipasas, evitando su inducción durante el 
almacenamiento en frío. Al estudiar la expresión de este grupo de genes inducidos de forma 
específica en respuesta al frío se observó que la mayoría no modificaron su expresión en el 
flavedo ni en el albedo de los frutos de ‘Navelate’ tratados 4 días con etileno. Así, en la 
micromatriz ‘12K’ destaca un gen que codifica una PLD (unigen 4878) que se indujo 
5 veces en respuesta al frío ‘per se’ y 3 veces en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP 
almacenados 14 días en aire. Este gen, además, no modificó su expresión en respuesta al 
calor, a la combinación de calor y frío ni al tratamiento con etileno. Este hecho indica que 
ambos tratamientos tienen un efecto protector frente a procesos de degradación de 
fosfolípidos, que constituirían una respuesta asociada al desarrollo tanto de los ‘daños de 
frío’ en la mandarina ‘Fortune’ como del ‘colapso de la corteza’ en los frutos de ‘Navelate’. 
No obstante, también se encontraron otros genes que codifican lipasas inducidas en el 
albedo de los frutos tratados con 1-MCP almacenados 14 días en aire, y en menor número 
inducidos en el flavedo y/o albedo de los frutos de ‘Navelate’ recién acondicionados con 
etileno, cuya expresión no varió en respuesta al calor, al frío o a la combinación de calor y 
frío, lo que indica que podrían ser respuestas específicas de condiciones que favorecen el 
‘colapso de la corteza’. 

En el albedo de los frutos tratados con 1-MCP al final de su almacenamiento se 
encontró una abundancia de genes inducidos que codifican enzimas de degradación de 
proteínas. Algunos de ellos están implicados en los procesos de degradación de proteínas 
almacenadas en las vacuolas como los que codifican cistein proteasas (Alonso y Granell, 
1995). Este último grupo de enzimas se ha relacionado con la regulación de procesos de 
PCD (Solomon et al., 1999). En cítricos, Lliso et al. (2007) observaron en el albedo de 
frutos del híbrido ‘Murcott’ que la actividad cistein proteasa aumentaba de forma 
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significativa en respuesta al frío (4 ºC), sugiriendo un posible papel de estas enzimas en la 
regulación y reciclado de proteínas dañadas durante la aclimatación al frío. Estos procesos 
se producirían de forma coordinada con los procesos de síntesis de nuevas proteínas 
(Grudkowska y Zagdanska, 2004). Los genes que codifican cistein proteasas inducidos en la 
micromatriz ‘12K’ a los 14 días en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP, sin 
embargo, no modificaron su expresión en respuesta al frío en los frutos de ‘Fortune’. No 
obstante, se encontraron 3 genes de esta familia inducidos específicamente en los frutos 
almacenados 30 días directamente a 2 ºC cuya expresión no varió en el flavedo ni el albedo 
de los frutos de ‘Navelate’ en ninguna condición de almacenamiento. Estos resultados 
sugieren que estas proteínas actúan de forma específica en uno u otro tipo de alteración y 
que sus mecanismos de regulación son diferentes. Otros genes de degradación de proteínas 
que se indujeron en el albedo de los frutos con el mayor ICC codifican enzimas del 
complejo de ubiquitinación y proteasoma. Así, se encontraron un total de 33 genes y, a 
excepción de uno de ellos que codifica una ubiquitin proteasa, ninguno se indujo en 
respuesta al frío ‘per se’ en el flavedo de los frutos de ‘Fortune’ a los 30 días de 
almacenamiento a 2 ºC. Asimismo, en estos últimos frutos fueron 6 los genes inducidos 
por el el frío y todos ellos codifican proteínas de ubiquitinación. Además, ninguno se 
indujo en respuesta al tratamiento con etileno en el flavedo ni albedo de los frutos de 
‘Navelate’. El hecho de que los procesos de degradación de proteínas parezcan estar más 
activados durante el desarrollo del ‘colapso de la corteza’ en los frutos de ‘Navelate’ que 
durante el de los ‘daños de frío’ en los frutos de ‘Fortune’ almacenados directamente en 
frío podría estar influenciado por la menor proporción de tejido dañado en estos últimos. 
No obstante, en la mayoría de los casos, éstos parecen estar regulados por una vía no 
dependiente de etileno.  

Algunos de los genes que más se indujeron en respuesta al frío ‘per se’ en las dos 
micromatrices de cDNA codifican transportadores ABC. Estos genes también fueron muy 
abundantes entre los que se indujeron en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP 
almacenados 14 días en aire. Muchos de ellos, además, se indujeron en estas dos 
condiciones de almacenamiento y también en respuesta al tratamiento con etileno en el 
flavedo y/o albedo en los frutos de ‘Navelate’ recién acondicionados. Sin embargo, en 
respuesta al calor o a la combinación de calor y frío en su mayoría no variaron su 
expresión. Los resultados indican que esta familia de transportadores transmembrana, que 
participan en procesos de detoxificación (Yazaki, 2005; Yazaki, 2006), podrían jugar un 
papel importante en la protección de ambas alteraciones, probablemente por una vía 
dependiente de etileno. 

El porcentaje de genes en ambas micromatrices con mayor expresión en los frutos 
curado y almacenados en frío con respecto a los frutos sin acondicionar (C+F>F), que a su 
vez se reprimieron a los 4 y 14 días en el flavedo o en el albedo de los frutos tratados con 
etileno o con 1-MCP fue pequeño (Anexo IV Tabla 76 y Tabla 77). Asimismo, se 
encontraron pocos genes más expresados en los frutos almacenados directamente en frío 
respecto a los previamente curados (F>C+F), que disminuyeran su expresión a los 4 días 
en los frutos tratados con etileno o con 1-MCP. Sin embargo, en la micromatriz ‘7K’ un 
26% de los genes que se expresaron más en respuesta al frío que a la combinación de calor 
y frío, reprimieron su expresión en el albedo de los frutos de ‘Navelate’ tratados con 1-
MCP al final de su almacenamiento (14 días); mientras que un 11% lo hicieron en el 
flavedo de estos frutos. En la micromatriz ‘12K’, estos porcentajes fueron más reducidos 
(8% y 6%, respectivamente) (Anexo IV Tabla 76 y Tabla 77). Así, reprimidos en el albedo 
en ambas micromatrices, se encontró un numero alto de genes que codifican proteínas 
cor15 y LEA. Otros codifican enzimas de pared celular, como una pectato liasa, una 
poligalacturonasa, una expansina o una celulosa sintasa. Además, reprimidos también en el 
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albedo se encontraron genes que codifican enzimas de degradación de carbohidratos como 
una enzima de degradación de almidón o una invertasa. Esta última, se reprimió en la 
micromatriz ‘7K’ en respuesta a la combinación de calor y frío lo que podría relacionarse 
con la idea de que el curado favorece el mantenimiento del contenido de sacarosa durante 
la exposición de los frutos al frío (Holland et al., 1999). La represión de estos genes de 
degradación de pared celular en los frutos tratados con 1-MCP concordaría con resultados 
previos de microscopía obtenidos en el laboratorio que indican que estos frutos mantenían 
la estructura de sus paredes celulares. Teniendo en cuenta este hecho y que la producción 
de etileno aumenta con el desarrollo de los ‘daños de frío’, aunque la mayoría de estos 
genes disminuyeron su expresión a los 4 días de tratamiento con etileno en el flavedo y el 
albedo de los frutos de ‘Navelate’, no podemos descartar la posibilidad de que se hubiesen 
inducido a tiempos más cortos de tratamiento disminuyendo posteriormente. El conjunto 
de estos resultados sugieren que la expresión de estos genes está más asociada al desarrollo 
de ‘daños de frío’ que al ‘colapso de la corteza’.  

La comparación del perfil de expresión de los factores de transcripción aislados de 
la biblioteca de cDNA y analizados por hibridación Northern, reveló que algunos de ellos, 
como el factor WRKY correspondiente al clon C06009F11, podrían participar en la 
protección frente al desarrollo de ‘daños de frío’ y del ‘colapso de la corteza’ mientras que 
otros, como los 2 WRKYs restantes, en relación al curado, o el factor HSF, en relación al 
acondicionamiento con etileno, eran específicos de cada una de estas alteraciones. 
Asimismo, se estudió su relación en respuesta al estrés por herida en los frutos de 
mandarina ‘Fortune’. Así, algunos de los que se indujeron en respuesta al frío ‘per se’, como 
el factor ‘zinc finger’ LSD1, relacionado con la muerte celular programada (Wang et al., 
2005a), o el factor MYC, relacionado con diversos tipos de estrés como el de 
deshidratación (Dai et al., 2007), aumentó también su expresión en respuesta a la herida y 
no varió en ninguna condición de almacenamiento en los frutos de ‘Navelate’. Por otro 
lado, aunque muchos factores WRKY se han relacionado con la defensa de las plantas 
frente al estrés por herida (Hara et al., 2000), ninguno de los analizados por hibridación 
Northern modificó su expresión en el flavedo de frutos de mandarina ‘Fortune’ heridos. 
Numerosos trabajos indican la existencia de elementos comunes (‘crosstalk’) entre las rutas 
de señalización activadas en respuesta a diferentes tipos de estrés en las plantas (Fujita et al., 
2006). Los resultados del presente trabajo, de acuerdo a esta idea, sugieren que algunas de 
las respuestas de defensa que se activan en respuesta al frío y que implican la participación 
de factores de transcripción, son comunes a las que se producen en respuesta al estrés de 
herida o el ‘colapso de la corteza’ mientras que otras son específicas de cada una de estas 
situaciones.  

 
En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto que los 

mecanismos asociados al efecto protector del curado evitando la incidencia de ‘daños de 
frío’ en la mandarina ‘Fortune’ son en su mayoría independientes de etileno. Sin embargo, 
muchas de las respuestas inducidas por el frío ‘per se’ podrían estar reguladas por esta 
hormona. Asimismo, algunas de las respuestas asociadas al daño originado por el estrés de 
frío son comunes a las que se producen por el ‘colapso de la corteza’, aunque la mayoría 
son específicas de cada una de estas alteraciones. 
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1. La eficacia del curado reduciendo la incidencia de ‘daños de frío’ en frutos de 

mandarina ‘Fortune’ parece estar más relacionada con su efecto sobre la expresión de 
genes implicados en la degradación de lípidos, evitando su inducción durante el 
almacenamiento en frío (2 ºC), que con cambios en la expresión de genes que 
codifican enzimas del metabolismo de ácidos grasos que afectan al grado de 
insaturación de los mismos o a la síntesis de ceras.  

2. El conjunto de resultados sugiere que el estrés oxidativo puede favorecer el desarrollo 
de ‘daños de frío’ en los frutos cítricos y que el tratamiento previo de curado es capaz 
de desencadenar respuestas de defensa que previenen la formación de especies 
tóxicas o que reducen su impacto una vez formadas. Asimismo, en la biblioteca de 
cDNA ‘FlavCurFr1’, que reúne las etapas del proceso que conllevan al aumento de 
tolerancia al frío, se encontró una elevada representación de genes que codifican 
proteínas implicadas en el mantenimiento de la homeóstasis de metales y otros del 
sistema antioxidante.  

En respuesta al frío ‘per se’ también se indujeron genes relacionados con el estrés 
oxidativo, incluyendo genes que participan en la biosíntesis de tocoferol. Además, se 
produjo una activación de genes LOX y otros implicados en la biosíntesis de ácido 
jasmónico. Estos genes actuarían en la activación de respuestas de defensa para tratar 
de frenar la propagación de la lesión asociada a la acumulación de ROS. La activación 
de genes de degradación de lípidos, como PLDs, y de los genes que codifican las 
oxidoreductasas dependientes de FAD CPRD2 y nectarina 5 favorecerían la 
acumulación de ROS.  

3. El curado y posterior almacenamiento en frío, además, favoreció la expresión de 
genes que codifican otras proteínas de respuesta a estrés en plantas, entre los que 
destacaron quitinasas, glucanasas y otros implicados en la biosíntesis de flavonoides  y 
de diversos compuestos metilados de la ruta de fenilpropanoides mediante la 
inducción de OMTs. En los frutos almacenados directamente a 2 ºC se encontró una 
abundancia de genes cor15 y otros que codifican proteínas LEA5, CYP79A2 y 
transportadores ABC, muchos de ellos relacionados con la tolerancia al estrés 
oxidativo. Otros procesos asociados al desarrollo de ‘daños de frío’ incluyen la 
degradación de lípidos, la de proteínas y componentes de la pared celular.  

4. Del análisis transcriptómico con las micromatrices de cDNA y del análisis Northern 
se deduce que varios factores de transcripción de las familias NAM/NAC, WRKY, 
MYB/MYC y otros genes implicados en la señalización, como EIN4 o EIN3, o que 
codifican factores de transcripción de respuesta al etileno, podrían estar asociados al 
efecto beneficioso del curado. Por otro lado, la exposición directa al frío también 
favoreció la expresión de factores de transcripción de respuesta a etileno, HSFs,  
YABBYs y un ARF. 

5. El estudio transcriptómico de los mecanismos implicados en la tolerancia al ‘colapso 
de la corteza’ inducida por el acondicionamiento con etileno en naranjas ‘Navelate’ 
indica que los cambios más relevantes se produjeron al finalizar el tratamiento y a los 
14 días en los frutos previamente tratados con 1-MCP, que presentaron daños muy 
evidentes. En ambas condiciones el albedo fue el tejido más afectado.  
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6. El etileno aplicado a dosis altas, pero no letales, favorece la inducción de señales de 
defensa que podrían reducir la incidencia del ‘colapso de la corteza’. Entre estas 
señales se incluye la inducción del transporte electrónico, de mecanismos 
relacionados con el estrés oxidativo y del metabolismo de derivados de aminoácidos, 
incluyendo el de fenilpropanoides. Además, el etileno indujo procesos biológicos 
relacionados con la síntesis de etileno y ácido jasmónico. A pesar de que se produjo 
una disminución generalizada de la expresión de genes inducidos por etileno al 
transferir los frutos a aire, la de los implicados en la síntesis de esta última hormona 
se mantuvo alta hasta finalizar el almacenamiento (14 días). 

7. El ‘colapso de la corteza’ en los frutos tratados con 1-MCP aumentó rápidamente 
después de 4 días de almacenamiento en aire. En estos frutos se detectó un aumento 
en la expresión de genes que codifican GSTs, reflejando la acumulación de ROS. 
Además, se observó la represión de genes relacionados con traducción y trascripción 
y de otros que codifican proteínas de estrés, como varias del metabolismo de 
fenilpropanoides, cor15 o LEA.  

8. Muchos de los cambios en expresión génica que se produjeron a los 14 días en los 
frutos tratados con 1-MCP fueron muy acusados. Muchos de éstos fueron comunes a 
los inducidos por el tratamiento con etileno, hecho que podría estar relacionado con 
la inducción de genes implicados en su síntesis y de otros que codifican receptores de 
etileno y proteínas implicadas en su señalización. La expresión de otros genes que no 
se inducían por etileno podría asociarse al daño del ‘colapso de la corteza’, incluyendo 
genes de degradación de proteínas y lípidos, así como otros implicados en la 
traducción y transcripción. Destaca también la inducción de un elevado número de 
genes del estrés oxidativo, principalmente de GSTs. Aunque algunos de éstos se 
indujeron por el tratamiento con etileno, la inducción de la mayoría se produjo 
específicamente en estos frutos. 

9. Aunque el curado induce protección cruzada frente al ‘daño de frío’ y el etileno frente 
al ‘colapso de la corteza’, y que tanto durante el tratamiento de curado como durante 
el almacenamiento en frío se favorece la biosíntesis de etileno, los mecanismos 
inducidos por estos tratamientos son en su mayoría diferentes. La combinación de 
calor y frío y el tratamiento con etileno tuvieron un efecto marcado en la inducción 
de procesos del metabolismo de fenilpropanaoides y en la activación de respuestas de 
defensa al estrés oxidativo, aunque los genes implicados en estos procesos fueron 
diferentes en ambos tratamientos.  

Entre los genes inducidos por etileno y cuya expresión aumentó en los frutos que 
presentan ‘daños de frío’ y ‘colapso de la corteza’ destacan varios que codifican las 
oxidorreductasas dependientes de FAD CPRD2 y una necatarina 5, así como otros 
que codifican transportadores ABC y quitinasas. 
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ANEXO I: Proyecto de Genómica Funcional de Cítricos (CFGP)  
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ANEXO II: Estudio transcriptómico de los mecanismos implicados en la tolerancia al frío 
inducida por el acondicionamiento térmico a altas temperaturas en frutos de 
mandarina ‘Fortune’  

 
 

Tabla 50: Conjunto de genes de la micromatriz ‘7K’ que se expresan diferencialmente de manera específica 
en los frutos acondicionados y transferidos al frío o en los frutos no acondicionados y transferidos 
directamente a 2 ºC. Los genes siguen un orden decreciente según el nivel de expresión detectado en C+F ó 
en F, respectivamente.  
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Tabla 51: Conjunto de genes de la micromatriz ‘7K’ que se reprimen de forma específica en los frutos 
acondicionados y transferidos al frío (Ver detalles en la Tabla 2). 



  ANEXOS 

  285 
 

 
 

 

Tabla 52: Conjunto de genes de la micromatriz ‘7K’ que se reprimen de forma específica en los frutos no 
acondicionados expuestos directamente al frío (Ver detalles en la Tabla 2). 
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Tabla 53: Listado de los genes de la micromatriz ‘12K’ cuya expresión sólo se detectó en: A) los frutos 
acondicionados a los 30 días de almacenamiento a 2 ºC (C+F); B) los frutos almacenados 30 días 
directamente a 2 ºC (F). Los genes siguen un orden decreciente según el nivel de expresión detectado en 
C+F (A) o F (B).  
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Tabla 54: Conjunto de genes que se reprimen de forma específica en los frutos acondicionados y 
almacenados a 2 ºC (Ver detalles en la Tabla 2). 
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Tabla 55: Conjunto de genes de la micromatriz ‘12K’ que se reprimen de forma específica en los frutos no 
acondicionados expuestos directamente al frío (Ver detalles en la Tabla 2). 
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ANEXO III: Estudio transcriptómico de los mecanismos implicados en la tolerancia al 
‘colapso de la corteza’ inducida por el acondicionamiento con etileno en 
naranjas ‘Navelate’  
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Tabla 65: Genes reunidos en la micromatriz ‘12K’ relacionados en procesos de respuesta a de defensa en la 
interacción incompatible planta-patógeno (nivel 7) que aumentaron su expresión en el albedo de los frutos 
tratados 14 h con 1-MCP y almacenados 14 días en aire (*): se inducen también en el flavedo y/o albedo de 
los frutos tratados 4 días con etileno. Entre paréntesis se indica en número de genes inducidos con respecto 
al total de genes pertecientes a esta categoría incluidos en la micromatriz de cDNA.  
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Tabla 66: Genes que variaron su expresión en los frutos tratados 4 días con etileno antes de la transferencia a 
aire respecto a los frutos RTC, y que codifican proteínas que participan en la biosíntesis de ácido jasmónico, 
degradación de lípidos de membrana o implicados en procesos de biosíntesis, elongación y β-oxidación de 
ácidos grasos. Los valores de cada comparación se expresan en escala logarítmica en base 2 (Log2) (*): se 
inducen o reprimen en los frutos tratados con 1-MCP y almacenados 14 días en aire (●): específicos de 
flavedo; (●) específicos de albedo (●) comunes a ambos tejidos; (+) valor de expresión no detectable en el 
primer término de la comparación; (-) valor de expresión no detectable en el segundo término de la 
comparación (Ver detalles en Tabla 25).  
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Tabla 70: Genes relacionados con el transporte de metabolitos cuya expresión se indujo en el albedo de los 
frutos tratados con 1-MCP y almacenados 14 días en aire con respecto a los frutos RTC. (*): se inducen 
también en el albedo de los frutos recién acondicionados con etileno (Ver detalles en Tabla 25 y Tabla 69).  
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Continuación de la Tabla 70. 
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Tabla 71: Genes que codifican proteínas de unión a calcio relacionados con su transporte o señalización 
cuya expresión se indujo (●) o se reprimió (●) en el albedo de los frutos tratados con 1-MCP y 
almacenados 14 días en aire. (*): inducción o represión también en el albedo de los frutos tratados 4 días 
con etileno (Ver detalles en Tabla 25 y Tabla 70). 
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Tabla 74: Genes que codifican proteínas de señalización y factores de transcripción que disminuyeron su 
expresión en los frutos tratados 4 días con etileno antes de su transferencia a aire (Ver detalles Tabla 25 y 
Tabla 72). 
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ANEXO IV: Comparación de los mecanismos implicados en la tolerancia inducida por el 
curado a los ‘daños de frío’ y por el etileno al ‘colapso de la corteza’ 
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