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I. Introduccion general






1.1. Los frutos

1.1.1. Definicion de fruto

Los frutos pueden ser definidos como ovarios maduros constituidos por tejidos carpelares y,
en algunos casos, tejidos florares extracarpelares. La funcion biologica de los frutos es la de
proteger a las semillas durante su desarrollo y facilitar posteriormente su dispersion,
asegurando de este modo la reproduccion de las plantas (Giovannoni, 2004).

Dentro de los frutos se pueden distinguir dos tipos, los frutos dehiscentes, como por ejemplo,
las legumbres o las silicuas (la dehiscencia es el mecanismo mediante el cual el fruto se abre
permitiendo la liberacion y dispersion de las semillas, revisado en Ferrandiz, 2002) y los
frutos indehiscentes o carnosos (por ejemplo, la manzana, el tomate o los citricos), que no
tienen este mecanismo y han ido evolucionado y adquiriendo diversas formas, colores,
sabores y aromas con el fin de resultar atractivos a los animales que se encargan de digerirlos
y dispersar las semillas (Giovannoni, 2004).

Una particularidad importante del desarrollo de algunos frutos, como por ejemplo los
citricos, es la partenocarpia que consiste en la capacidad de desarrollarse sin la necesidad de
producir semillas que, generalmente, son las responsables de producir los estimulos
necesarios a partir de los cuales se produce el desarrollo del fruto (Agusti, 2000). Esta
capacidad de los frutos partenocarpicos de desarrollarse sin el concurso de las semillas puede
ser debida a alteraciones genéticas u hormonales por las que se mimetizan los estimulos
producidos por las semillas o, en otros casos, por la presencia de pequefias semillas con
embriones abortados que presentan la capacidad suficiente de producir los estimulos
necesarios o por la produccion de dichos estimulos por la pared del ovario (Mazzucato,

1998).

1.1.2. La maduracion de los frutos

En general, la maduracion puede definirse como la fase final del desarrollo de los frutos, tras
la cual se dispersan las semillas. En los frutos dehiscentes, este proceso comprende la
senescencia del tejido carpelar y la separacion de las valvas por una zona de abscision
denominada zona de dehiscencia que se forma entre las valvas y el replum (revisado en
Ferrandiz, 2002).

En el caso de los frutos carnosos o indehiscentes, la maduracion implica cambios
bioquimicos, fisiologicos y estructurales que modifican la apariencia, textura, sabor y

aromas. Estos cambios hacen que los frutos maduros sean atractivos para los animales que se



encargan de dispersar las semillas (Giovannoni, 2004). Los frutos indehiscentes pueden ser
clasificados respecto al tipo de maduracion en climatéricos si durante la maduracion
presentan un pico en la biosintesis de etileno y un incremento de la respiracion (como por
ejemplo el tomate, la manzana o el platano), o no climatéricos si estos fenomenos no se
producen (como por ejemplo, los citricos, la uva o la fresa, Giovannoni, 2004).

La maduracion de los frutos climatéricos va acompafiada de una serie de cambios rapidos en
su composicion quimica, como la hidrolisis de polisacaridos, hidrdlisis de la pared celular,
aumento de la permeabilidad de las membranas celulares, cambios en acidos organicos,
aumento de aroma, cambios en la pigmentacion, etc. Estos cambios también se producen de
forma gradual en los frutos no climatéricos, aunque no van acompafiados por aumentos
respiratorios o de la produccion de etileno (Agusti, 2003).

La maduracién de los frutos climatéricos ha sido estudiada con profundidad, usando el
tomate como planta modelo (Giovannoni, 2004). Sin embargo, los mecanismos de
maduracion de los frutos no climatéricos (entre los que se incluyen los citricos) son todavia
practicamente desconocidos, si bien en fresas (frutos no climatéricos) se ha observado que
algunos factores de transcripcion de la familia de los MADS-box se expresan durante la
maduracion (White, 2002).

En los frutos no climatéricos se ha observado que a pesar de no presentar el pico de
respiracion si que responden a las aplicaciones exdgenas de etileno induciéndose mRNAs
especificos y la pigmentacion de la corteza de las naranjas (Alonso, et al.,1995).

El hecho de que cada tipo de fruto presente programas especificos de desarrollo y
maduracion hace necesario el estudio de estos procesos en las distintas especies. El estudio
del desarrollo y maduracion de los frutos citricos resulta de gran interés econdmico, ya que
los citricos son uno de los principales cultivos frutales del mundo. Ademas, la posible
existencia de mecanismos especificos debidos a genes exclusivos de este género (Forment et
al., 2005) tiene un notable interés cientifico.

Finalmente, resulta interesante destacar que la maduracion aporta un gran niimero de
cualidades y caracteristicas nutricionales que suponen un componente significativo de la
dieta humana. Por lo tanto, parece 16gico pensar que la comprension de los puntos clave del
control de la regulacion de la maduracion o de procesos especificos de la maduracion como
los carotenoides, los flavonoides o los acidos organicosn entre otros, nos permitiran
manipular caracteristicas nutricionales o de calidad asociadas con la maduracion

(Giovannoni, 2004).



1.2. Los frutos citricos
1.2.1. Morfologia

Los frutos citricos son un tipo especial de baya denominada hesperidio, consistente en un
numero variable de carpelos unidos radialmente. Filogenéticamente, los carpelos se
consideran hojas modificadas orientadas verticalmente con sus margenes curvados y unidos
en un haz central, formando l6culos (segmentos) dentro de los cuales se forman las semillas
y las vesiculas del zumo.

En los frutos citricos se pueden distinguir dos partes: el pericarpo o piel y el endocarpo o
pulpa, que es la parte comestible del fruto. Dentro del endocarpo se encuentran las vesiculas
de zumo, que se forman a partir de unas protuberancias redondeadas que aparecen en las
membranas de los loculos debido a la presencia de una masa de tejido meristematico. Las
vesiculas de zumo adultas son estructuras multicelulares de forma alargada que se orientan
hacia el haz central desde la periferia del segmento, al que se unen mediante un pequefio tallo
o pedunculo filiforme (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996; Tadeo et al., 2003).

El pericarpo, a su vez, comprende el exocarpo o flavedo formado por células
parenquimaticas densamente empaquetadas con una fina cuticula en su parte mas externa y el
mesocarpo o albedo formado también por células parenquimaticas pero débilmente
empaquetadas dejando grandes espacios intercelulares que proporcionan a este tejido su

apariencia esponjosa caracteristica (Tadeo et al., 2003; Figura 1.1).

Cavidades secretoras

Exocarpo o flavedo —

mesocarpo o abedo

endocarpo—§

vesiculas de —
ZUmo

paredes Corte transversal de fruto

carpelares

Figura 1.1. Morfologia de un hesperidio. Dibujo del corte transversal de un fruto maduro de citricos. (Fuente:

www.biologia.edu.ar/botanica/tema24/24-6fruto.htm)



1.2.2. Maduracion

Bain (1958) estudi6 el crecimiento de la naranja Valencia (Citrus sinensis [L.] Osbeck),
dividiendo su desarrollo en tres fases: la fase I de division celular, que incluye la floracion y
la formacion de los diferentes tejidos que daran lugar al fruto; la fase II que se caracteriza por
la elongacion de las células del fruto; y la fase III, periodo en el cual la tasa de elongacion de
las células es muy reducido y en el que se producen la mayoria de los cambios internos
(principalmente reduccion de la acidez y acumulacion de azucares en la pulpa) y externos
(fundamentalmente el cambio de color del flavedo) que conforman la maduracion de los
frutos (Figura 1.2).

Los frutos citricos presentan una alta concentracion de acidos antes de la maduracion. El
acido citrico el mas abundante en la pulpa de la mayoria de los citricos, seguido por el acido
malico (Sinclair et al., 1945; Clements, 1964). Estos acidos se sintetizan en el fruto y no son
transportados desde las hojas como demostré Koch (1984) al injertar frutos de variedades
mas acidas en ramas de variedades menos acidas y viceversa y comprobar que la acidez de
los frutos no variaba. Sinclair y Ramsey (1944) observaron que las naranjas presentan una
rapida acumulacion de acido citrico en los frutos jovenes, con un maximo alrededor de 100
dias después de la polinizacion. La concentracion de acido citrico se reduce después
notablemente durante las fases II y III del desarrollo del fruto (Bain. 1958). El hecho de que
el maximo de acidez se produzca cuando el volumen del fruto es el 50% del volumen final
(Erickson, 1968) sugiere que la reducciéon de la acidez no se debe unicamente a la dilucion
producida por la acumulacioén de agua durante la expansion del fruto.

La acumulacién de acidos en los frutos citricos no es homogénea dentro del arbol, de manera
que se produce una mayor acumulacion de acidos en los frutos con orientaciones sureste y
suroeste, siendo en el interior de la copa donde los frutos acumulan menos acidos. Asi
mismo, se ha observado que la concentracion de acidos es mayor en la parte central del fruto
que en las zonas periféricas (Sites y Reitz, 1950). La climatologia también afecta a la
acumulacion de &cidos, pudiéndose destacar que en las zonas aridas y con poca pluviometria
se produce una mayor acumulacion de acidos en los frutos que en las zonas humedas
(Erickson, 1968).

Los acidos son sintetizados en la mitocondria de las células de las vesiculas del zumo,
acumulandose posteriormente en las vacuolas de estas mismas células tan pronto como
aumenta la concentracion de acido en el citosol (Sinclair, 1984; Echeverria y Valich, 1988;

Gout, 1993). Probablemente el flujo de acido citrico a través del tonoplasto se produce



mediante la difusion de la forma protonada, tal y como ocurre con el acido malico (Liittge y
Smith, 1984) y su acumulacién en la vacuola estd determinada por su concentracion en el
citosol, que se a su vez se debe al balance entre la sintesis y la degradacion (Lobit et al.,

2003).
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Figura 1.2. Frutos, enteros y seccionados, de mandarino de la variedad Clementina de Nules (Citrus clementina

Hort. ex Tan.) durante las tres fases del desarrollo.

1.3. Metabolismo de los acidos
1.3.1. Respiracion

La respiracion permite la sintesis de 4cidos a partir de carbohidratos. Las vias metabdlicas de
la respiracion pueden dividirse en cuatro etapas: en la primera se produce la degradacion de
almidon y sacarosa, para formar fructosa 1,6-bifosfato. En una segunda etapa, la fructosa 1,6-
bifosfato se oxida hasta piruvato a través de la via glicolitica. En una tercera etapa, el
piruvato entra en la mitocondria donde se oxida a CO,, produciéndose la mayor parte del
NADH. En esta etapa se produce la sintesis de acido citrico. En la cuarta etapa, el NADH es
finalmente oxidado por la cadena de transporte electronico mitocondrial para producir ATP

(Ribas-Carbo6 y Gonzalez-Meler, 2000; Dennis y Blakeley, 2000).

1.3.2. Degradacion de almidén y sacarosa y glicolisis.

El almidén es el carbohidrato de reserva mas importante de las plantas. Las enzimas
principales encargadas de la degradacion del almidon son: a-amilasa, B-amilasa y almidon
fosforilasa, que degradan el almidon hasta glucosa o glucosa 1-fosfato.

La sacarosa, compuesta por una molécula de glucosa y una de fructosa, es el producto
fotosintético mas utilizado para el transporte de carbohidratos a través de la planta y puede

ser degradada a glucosa y fructosa mediante la invertasa o UDP-glucosa y fructosa, en el



citosol por medio de la sacarosa sintasa (E.C. 2.4.1.13). Aunque la reaccion catalizada por la
sacarosa sintasa es reversible se han encontrado concentraciones mas altas de esta enzima en
tejidos donde se degrada sacarosa que en tejidos donde se sintetiza (Ribas-Carbo y Gonzélez-
Meler, 2000; Dennis y Blakeley, 2000).

Mediante la glicolisis se oxidan las hexosas procedentes de la hidrdlisis de la sacarosa para
generar ATP y piruvato, aunque esta ruta también puede funcionar al revés generando
hexosas a partir de compuestos de bajo peso molecular en un proceso dependiente de energia
llamado gluconeogénesis.

Las hexosas son fosforiladas por la hexoquinasa (E.C. 2.7.1.1) y la fructoquinasa (E.C.
2.7.1.4) para ser posteriormente catabolizadas en la glicolisis (Figura 1.3). Estas enzimas
formaran glucosa 6-fosfato y fructosa 6-fosfato, respectivamente.

La glucosa 6-fosfato se transforma en fructosa 6-fosfato mediante la enzima glucosa 6-
fosfato isomerasa (E.C. 5.3.1.9) que cataliza reversiblemente esta reaccion. La fructosa 6-
fosfato se fosforila a fructosa 1,6-bifosfato por la accién de dos enzimas diferentes: la
fosfofructoquinasa (PFK; E.C. 2.4.1.11), enzima que se inhibe en presencia de
fosfoenolpiruvato 'y que cataliza la reaccion de manera irreversible y la
fosfofructofosfotransferasa (PFP; E.C. 2.4.1.90) cuya accion es reversible (Ribas-Carbo y
Gonzalez-Meler, 2000; Dennis y Blakeley, 2000).

La fructosa 1,6-bifosfato aldolasa (E.C. 4.1..2.13) rompe la fructosa 1,6-bifosfato en dos
triosas-fosfato: la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el gliceraldehido 3-fosfato (GAP), que
pueden interconvertirse mediante la triosa-fosfato isomerasa (E.C. 5.3.1.1).

El gliceraldehido 3-fosfato es posteriormente oxidado a glicerato 1,3-bifosfato mediante la
enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (E.C. 1.2.1.12). El glicerato 1,3-bifosfato
pierde un grupo fosfato convirtiéndose en 3-fosfoglicerato (3-PGA) en una reaccion
reversible catalizada por la 3-fosfoglicerato quinasa (E.C. 2.7.2.3). La fosfoglicerato mutasa
(E.C. 5.4.2.1) transforma el 3-fosfoglicerato en 2-fosfoglicerato, el cual se convierte en
fosfoenolpiruvato (PEP) por una reaccion reversible catalizada por la enolasa (E.C. 4.2.1.11)
(Ribas-Carbo y Gonzalez-Meler, 2000; Dennis y Blakeley, 2000). El fosfoenolpiruvato
también puede ser sintetizado mediante la descarboxilacion del malato via oxalacetato por
accion de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (E.C. 4.1.1.49) (Blanke et al., 1988; Ruffner y
Kliewer, 1975). En la reaccion de fosforilacion catalizada por la enzima piruvato quinasa
(E.C. 2.7.1.40) el fosfoenolpiruvato se convierte en piruvato. También se puede convertir el
fosfoenolpiruvato en oxalacetato por la accion de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (E.C.

4.1.1.31) (Figura 1.3).



La enzima malato deshidrogenasa citosolica (E.C. 1.1.1.37) reduce el oxalacetato
produciendo malato. Ademas la enzima malica dependiente da NADP' (E.C. 1.1.1.40)
ubicada en el citosol cataliza la reaccion reversible del malato a piruvato (Wheeler et al.,

2008).
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Figura 1.3. Esquema de la ruta de la glicolisis en plantas.

Estudios realizados por Chollet, et al. (1996) y Plaxton (1996) indican que la ruta utilizada
por la fosofoenolpiruvato carboxilasa (E.C. 4.1.1.31), la malato deshidrogenasa citosolica
(E.C. 1.1.1.37) y la enzima malica dependiante de NADP (E.C. 1.1.1.40) para sintetizar
piruvato sin el concurso de la piruvato quinasa (E.C. 2.7.1.40) juega un papel importante en
el aporte de intermediarios del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos en tejidos no fotositéticos
de plantas C4 y en en raices de Pisum sativum cuando hay escasez de Pi.

Uno de los puntos clave para conocer la regulacion metabolica pasa por conocer los enzimas
decisivos de la glicolisis, lo cual resulta bastante complicado debido a la existencia de
reacciones alternativas, sin embargo algunos estudios demuestran que el control de la

glicolisis es ejercido principalmente por las enzimas que catalizan las reacciones implicadas
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en la conversion de las hexosas en hexosas fosfato, fructosa 6-fosfato en fructosa 1,6-
bifosfato y fosfoenolpiruvato en piruvato (Copeland, 1987).

La via de las pentosas fosfato esta estrechamente relacionada con la via glicolitica y con la
sintesis de nucledtidos, antocianos, ligninas y acidos grasos. Al mismo tiempo que
proporciona intermediarios de la via glicolitica, como el gliceraldehido 3-fosfato, permite
utilizar la glucosa 6-fosfato directamente como fuente de energia (Ribas-Carb6 y Gonzélez-
Meler, 2000; Dennis y Blakeley, 2000). Esta via comprende dos fases, la primera consiste
esencialmente en una conversion irreversible de la glucosa 6-fosfato en ribulosa 5-foafato
catlizado por las enzimas glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.49), 6-
fosfogluconolactonasa (E.C. 3.1.1.31) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.44) , de
forma que proporciona poder reductor en la forma NADPH que puede ser utilizados en un
amplio nimero de rutas anabolicas (Dennis, et al. 1997); la segunda consiste en una serie de
interconversiones entre azucares fosforilados de 3, 4, 5, 6 y 7 carbonos catalizados por las
enzimas ribosa 5-fosfato isomerasa (E.C. 5.3.1.6) , ribulosa 5-fosfato 3-epimerasa (E.C.
5.1.3.1), transaldolasa (E.C. 2.2.1.2) y transquetolasa (E.C. 2.2.1.1). Con la excepcion de la
transaldolasa todos los demas enzimas son afibolicos, participando a su vez en el ciclo de

Calvin (Debman, et al., 1999)

1.3.3. Sintesis del acido citrico.

Los 4cidos piravico y malico son transportados al interior de la mitocondria para ser
utilizados en el ciclo de Krebs. La oxidacion del piruvato a acetil-coenzima A (acetil-CoA)
dentro de la mitocondria es catalizada por el complejo multienzimatico piruvato
deshidrogenasa (E.C. 1.2.1.51) (complejo que se encuentra también en los cloroplastos), que
estd compuesto por tres subunidades cataliticas: piruvato deshidrogenasa, dihidrolipoil
transacetilasa y dihidrolipoil deshidrogenasa.

El acetil-CoA se condensa con el oxalacetato para producir citrato, en una reaccion catalizada
irreversiblemente por la citrato sintasa (E.C. 2.3.3.1). En las plantas la mayor parte del citrato
producido se exporta al citosol mediante un transportador especifico que introduce malato y
oxalacetato, en la mitocondria y libera citrato al citosol (Heldt, 2004).

El oxalacetato, necesario para la sintesis de citrato, se produce en el ciclo de Krebs por la
accion de la malato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.37) (Hawker, 1969; Ruffner, 1976; Musrati et
al., 1998); sin embargo, debido a la salida de citrato al citosol es necesario alimentar el ciclo

con metabolitos intermediarios mediante reacciones anapleroticas. Una de estas reacciones,
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catalizada en el citosol por la fosfoenolpiruvato carboxilasa (E.C. 4.1.1.31), transforma el
fosfoenolpiruvato en oxalacetato (Janc ef al., 1992) de modo que éste puede ser transportado
al interior de la mitocondria. Otra reaccion anaplerdtica es la catalizada, también en el
citosol, por la malato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.37) que transforma el oxalacetato en
malato; esta enzima esta codificada por una familia multigénica y es dependiente de NAD"
en mitocondrias, citosol y peroxisomas, y de NADP" en cloroplastos.

Una vez en el interior de la mitocondria, la enzima malica mitocondrial (E.C. 1.1.1.38,
dependiente de NAD") cataliza la descarboxilacion oxidativa de malato a piruvato (Deuce,
1985), mientras que la malato deshidrogenasa mitocondrial (E.C. 1.1.1.37) cataliza la sintesis
de oxalacetato a partir de malato. De esta forma se puede sintetizar citrato sin el concurso de
todos los intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos, produciéndose ademas una
gran cantidad de NADH.

La enzima aconitasa (E.C. 4.2.1.3) cataliza la isomerizacion reversible del citrato a isocitrato,
proceso en el que se produce el compuesto intermediario cis-aconitato. La aconitasa presenta
dos isoenzimas, una en la mitocndria y otra en el citosol (Heldt, 2004).

Dentro de la mitocondria el isocitrato se oxida irreversiblemente a a-cetoglutarato mediante
la enzima NAD" isocitrato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.41), que es activada por el citrato (Cox
y Davies, 1970; Duggleby y Dennis, 1970).

Existen dos isoenzimas de isocitrato deshidrogenasa siendo la dependiente de NAD", situada
en la mitocondria, la responsable de la produccion de a-cetoglutarato en el ciclo de Krebs y
la dependiente de NADP" la que cataliza esta reaccion en el citosol. Se han encontrado altos
niveles de actividad de esta tltima enzima en el citosol, siendo muy bajos en el cloroplasto y
la mitocondria (Miflin y Lea, 1982; Chen y Gadal, 1990; Cheng, 1998; Galvez et al., 1994;
Gallardo et al., 1995; Kruse et al., 1998; Palomo et al., 1998). El a-cetoglutarato, asi
obtenido, puede ser transportado al citosol mediante un transportador especifico que
introduce malato en la mitocondria, simultaneamente.

La oxidacion del a-cetoglutarato a succinil-CoA estd catalizada por el complejo
multienzimatico a-cetoglutarato deshidrogenasa (E.C. 1.2.4.2). El tioester producido,
succinil-CoA, es rico en energia, que se libera en forma de ATP en la reaccion siguiente
catalizada por la enzima succinato-CoA ligasa (E.C. 6.2.1.5) que hidroliza el succinil-CoA
para dar succinato. El succinato es oxidado a fumarato por la acciéon de la succinato

deshidrogenasa (E.C. 1.3.99.1), enzima ubicada en la membrana mitocondrial.
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El fumarato se hidrata con el concurso de la enzima fumarasa (E.C. 4.2.1.2) para formar
malato en una reaccion reversible. Finalmente la malato deshidrogenasa dependiente de
NAD" (E.C. 1.1.1.37) oxida el malato, produciéndose oxalacetato y NADH (Heldt, 2004).

El citrato sintetizado en la mitocondria se exporta al citosol mediante un cotransportador que
introduce malato y oxalacetato en la mitocondria al mismo tiempo. Desde el citosol, el citrato
se introduce en la vacuola para su almacenamiento. Ademas, existen dos rutas de
catabolizacion de citrato en el citosol. En la primera, el citrato se isomeriza a isocitrato por la
accion de una aconitasa citosolica (Sadka et al., 2000a), y mediante la isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NADP" ubicada en el citosol (E.C. 1.1.1.41) el isocitrato se
convierte en a-cetoglutarato (Miflin y Lea, 1982; Chen y Gadal, 1990; Cheng, 1998).

En la segunda ruta, la enzima ATP citrato liasa (E.C. 2.3.3.8) utiliza al citrato presente en el
citosol como precursor para la sintesis de acetil-CoA y oxalacetato, tal y como se ha
demostrado en animales, levaduras y hongos (Ratledge y Evans, 1989). En plantas la ATP
citrato liasa es una enzima heterodimérica cuya localizacion ha estado sometida a
controversia; mientras que en un principio algunos autores como Fritsch y Beevers (1979), la
ubicaron en los plastidios finalmente Kaethner y Rees (1985); Ma et al. (2001) y
principalmente Fatland er al. (2002) demostraron su localizacion citosolica, no siendo
detectable en plastidios, mitocondrias ni peroxisomas.

El acetil-CoA generado en el citosol por la ATP citrato liasa se usa para la biosintesis de una
gran variedad de productos. Se ha comprobado que se emplea para la sintesis de ceras
cuticulares y flavonoides en Arabidopsis thaliana (Fatland et al., 2000), para la sinteis de
lipidos en semillas de Brassica napus (Ratledge y Rangasamy, 2000) y para la sintesis de
esteroles y otros isoprenoides mediante la ruta del acido mevalonico, en patata (Takeuchi et

al., 1981) (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Esquema del ciclo de Krebs.

1.3.4. Derivacion del gamma aminobutarato (GABA)

La derivacion del y-aminobutirato (GABA) es una ruta por la cual se produce succinato

evitando dos pasos del ciclo de los acidos tricarboxilicos. La actividad de esta ruta en las

plantas se encuentra altamente intensificada durante la respuesta a estreses biodticos y

abidticos (Snedden y Fromm, 1999).

Estudios recientes realizados mediante la utilizacion de mutantes o plantas con genes

antisentido de las enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos indican que la estructura

inherente a la derivacion del GABA esta intimamente ligada con el ciclo de los acidos

tricarboxilicos, puesto que alteraciones en las enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos,

anteriores a la produccion de succinato alteran la actividad de la derivacion del GABA

(Lemaitre, 2007), mientras que por el contrario, la alteracion de las enzimas posteriores no

producen ningtn efecto en el metabolismo del GABA (Nunes-Nesi, 2005). De igual modo,

se observo que plantas transgénicas con una expresion de la succinil-CoA ligasa deficiente se
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compensaba mediante la derivacion del GABA. Todos estos estudios sugieren que la
derivacion del GABA debe ser considerada como una parte integral del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (Fait et al., 2007).

La sintesis de GABA en el citosol a partir del a-cetoglutarato tiene lugar mediante dos
reacciones secuenciales: la primera de ellas consiste en la conversion del a-cetoglutarato en
glutamato y puede estar catalizada por las enzimas glutamato deshidrogenasa (E.C. 1.4.1.3),
aspartato aminotransferasa (E.C. 2.6.1.1) y alanina aminotransferasa (E.C. 2.6.1.2). La
segunda esta catalizada por la glutamato descarboxilasa (GAD; E.C. 4.1.1.15), que en plantas
se encuentra regulada por una Ca/calmodulina citosolica. Posteriormente el GABA es
transformado por la enzima GABA transaminasa (E.C. 2.6.1.19) en succinato semialdehido,
que mediante la accion de la succinato semialdehido deshidrogenasa (SSADH; E.C. 1.2.1.16)
es oxidado a succinato (Bown y Shelp, 1997; Bouché et al., 2003).

CICLO DE KREBS

SUCCINATO 0-CETOGLUTARATO
A
A GLUTAMATO
DESHIDROGENASA
SUCCINATO SUCCINIL-CoA
SEMIALDEHIDO
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ALANINA ASPARTATO

SUCCINATO ) AMINOTRANSFERASA] | AMINOTRANSFERASA
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GABA PIRUVAT! OXALOACETATO
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TRANSAMINASA
GLUTAMATO \/
ALANINA GLUTAMATO

a—CEToeLUTARATi/
GABA GLUTAMATO
DESCARBOXILASA

PIRUVATO

Figura 1.5. Esquema de la derivacion del GABA.

Ademas de la adaptacion a los estreses, en las plantas, se le han atribuido otras funciones a
esta ruta como el control del pH citosdlico o el equilibrio entre el metabolismo del carbono y
del nitrégeno (Bown y Shelp, 1997; Snedden y Fromm, 1999; Busch y Fromm, 1999)
(Figura 1.5).
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1.4. Calidad interna en los frutos citricos

La mejora de la calidad de los frutos debe constituir la principal arma para aumentar la
comercializacion de los citricos espafioles en los cada vez mas competitivos mercados
internacionales. Dentro de las caracteristicas de calidad que debe reunir una variedad de
citricos para el consumo en fresco destacan los aspectos relacionados con las cualidades
organolépticas de los frutos.

La calidad interna de los frutos citricos se encuentra altamente influenciada por la
acumulacion de acidos organicos durante el desarrollo, hasta el punto de que la recoleccion
de los frutos viene condicionada por su acidez. El momento en el que se recolectan los frutos
viene determinado por el indice de madurez, que se define como la relacion entre los solidos
solubles y los acidos totales (Davies et al., 1994, Marsh et al., 2000).

Uno de los problemas mas importantes que presenta en la actualidad el cultivo de mandarinas
clementinas (Citrus clementina Hort. ex Tan.) es la estacionalidad de la produccion, que se
concentra en el periodo de septiembre a enero. Entre las demandas principales de los
citricultores espafioles se encuentra la obtencion de nuevas variedades que permitan ampliar
dicho periodo comercial.

Para que una variedad de mandarina clementina admita una recoleccion tardia debe poseer
tres particularidades: dos de ellas estan asociadas al comportamiento del pericarpo y son el
retraso en el cambio de la coloracion externa y una escasa tendencia al bufado y al colapso de
la corteza; la tercera esta relacionada con la maduracion interna y consistente en el
mantenimiento de niveles aceptables de acidez hasta el momento de la recoleccion.

Asi pues, el conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la maduracion
interna de los frutos citricos resulta necesario para poder disefiar herramientas agronémicas o

biotecnoldgicas que actlien sobre este proceso.

1.5. Produccion mundial de citricos. Relevancia de Espaiia

Los citricos constituyen el primer cultivo frutal del mundo, con una producciéon mundial de
108 millones de toneladas anuales y una superficie cultivada de 7,4 millones de hectareas en
2004 (FAO, 2005). El 64 % de la produccion anual mundial de frutos citricos se produce en
los seis primeros paises productores, que son, por orden cuantitativo Brasil, Estados Unidos,
China, Espafa, México e India.

La produccion mundial de naranjas se distribuye de forma similar, llegandose a recolectar

entre los seis primeros productores mundiales (Brasil, Estados Unidos, China, México, India
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y Espafia) un 65 % del total anual. En cuanto a la produccion de mandarinas China y Espafia
producen el 53 % del mundial anual.

En Espafia los citricos constituyen el primer cultivo frutal, con una produccion de 6,2
millones de toneladas y wuna superficie cultivada de wunas 300.000 hectareas.
Aproximadamente el 45 % de la produccion es de naranjas dulces, el 42 % de mandarinas y
el 13 % de limones.

Espafia también tiene una gran relevancia mundial como potencia exportadora de frutos
citricos en fresco. Actualmente es el primer pais exportador de frutos citricos, exportando
alrededor del 30 % del total anual mundial. También es la primera exportadora de los
subgrupos citricos naranja, mandarina y limén, de forma independiente, con el 28 %, 52 %y
26 % del total mundial exportado, respectivamente (FAO, 2005).

Las regiones Espafiolas mas importantes en relacion con la produccion de citricos son la
Comunidad Valenciana con el 56,71 % de la superficie de cultivo, Andalucia con el 24,98 %
y la Region de Murcia con el 13,56 % (MAPA. 2008).

Los datos anteriores demuestran la importancia del sector citricola Espafiol a nivel mundial,
destacando su papel como productor de mandarinas y como exportador.

Las variedades pertenecientes al grupo de las mandarinas clementinas (Citrus clementina
Hort. ex Tan.) se adaptan mejor al clima mediterraneo que a los climas hiimedos tropicales o
subtropicales (Davies y Albrigo, 1994). Ademas, los frutos de estas variedades son
generalmente faciles de pelar, presentan un elevado contenido en zumo y no tienen semillas
(Agusti, 2003). Estos factores favorecen que de la produccion total de mandarinos en Espaiia,
las clementinas constituyan casi el 65,9 %, siendo la Comunidad Valenciana la principal
productora de mandarinas de este grupo con el 81,4 % de la produccion (Anuario 2006).
Dentro del grupo de mandarinas clementinas la variedad Clementina de Nules destaca sobre
el resto al constituir aproximadamente el 57% de la produccion total de clementinas en la

Comunidad Valenciana (Balance de la cosecha de citricos. Campafia 2005/2006).
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I1. Objetivos
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El objetivo general de este trabajo es revelar por primera vez los cambios en la expresion
génica que se producen durante el desarrollo y la maduracion de la pulpa de los frutos
citricos, y en particular aquellos asociados a los mecanismos de regulacion de la acidez. En
este trabajo también pretendemos identificar el conjunto de genes inducidos y reprimidos que
regulan la sintesis y la degradacion del acido citrico durante la maduracion interna de los
frutos citricos. Desde un punto de vista metabolico se estudiarda la evolucion de los
principales acidos de los frutos en cuatro variedades que presentan diferencias en su periodo
de maduracion, con la intencioén de determinar los correspondientes patrones de acumulacion
y degradacion. Atendiendo a la expresion de los principales genes implicados en el
metabolismo de los acidos se incidird sobre los mecanismos de regulacion de su sintesis
durante las fases I y II del desarrollo del fruto, y de su degradacion en las fases 11 y III de
maduracion del fruto.

Asi, los objetivos concretos de este trabajo son:

1. Estudiar los cambios en la expresion génica y los cambios metaboélicos principales
que tienen lugar durante el desarrollo y maduracion del endocarpo del fruto.

Para ello se identificaran los cambios de expresion génica mediante hibridacion de
micromatrices de ¢cDNA de citricos (7K) con muestras de RNA de pulpa de frutos de
Clementina de Nules en diferentes estadios de maduraciéon. Los principales cambios
metabolicos predichos por los estudios globales de expresion génica se confirmaran mediante

cuantificacion de metabolitos seleccionados.

2. Estudiar la expresion de los genes que codifican las principales enzimas implicadas
en la reduccién de la acidez de los frutos. Y proponer un modelo que explique este
mecanismo.

Para ello se analizardan mediante micromatrices de cDNA, RT-PCR en tiempo real y
northern-blot la expresion de los genes que codifican las principales enzimas implicadas en la
degradacion de los frutos. Con la informacion generada se intentara proponer un modelo de

eliminacion de los acidos.
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3. Identificar los procesos metabédlicos determinantes de la acumulacién de acidos y
estudiar la expresion de los genes asociados a dichos procesos.

Para ello se utilizardn dos variedades que se diferencian en su contenido en acidos
(Clementina de Nules y Fortune) y se estudiaran los efectos del tratamiento con acido
arsanilico, un agente reductor de la acidez. Se analizaran el contenido en &cidos y la
expresion de los genes mediante micromatrices de cDNA de citricos (7K) y RT-PCR en

tiempo real.
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II1. Analisis global de la expresion génica durante el
desarrollo y la maduracion interna de los frutos de

Clementina de Nules.
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3.1. Introduccion

Los estudios realizados sobre la composicion de los frutos citricos indican que durante las
ultimas fases de su desarrollo éstos presentan un alto porcentaje de agua, ademas de otros
compuestos como carbohidratos, acidos organicos, vitamina C y carotenoides (Seymour et
al., 1993; Davies y Albrigo, 1994). Durante las fases Il y III de su desarrollo se producen
alteraciones fisiologicas y bioquimicas que afectan a procesos relacionados con la expansion
celular, la acumulacion de agua, la acumulacién de sacarosa, la reduccion de la acidez, la
sustitucion de pigmentos, el descenso de vitamina C y la reduccion de lipidos (Baldwin,
1993; Davies y Albrigo, 1994).

Hasta el momento, casi todos los esfuerzos se han enfocado a la realizaciéon de estudios
descriptivos de tipo fisioldgico y bioquimico (Baldwin, 1993) pero poco se sabe acerca de la
regulacion de la expresion génica, por lo que existen grandes incognitas con respecto a los
mecanismos que controlan el desarrollo y la maduracién interna de los frutos.

En los ultimos afios se ha producido un extraordinario desarrollo de las tecnologias para la
secuenciacion de DNA que ha permitido la acumulacién de gran nimero de secuencias de
organismos modelo tales como Homo sapiens, Escherichia coli, Arabidopsis thaliana, y
Oryza sativa. La informacion disponible tanto de secuencias genémicas como de secuencias
parciales de genes expresados (expressed sequence tags, ESTs), de diversos organismos ha
hecho posible la comparacion de secuencias entre especies y la identificacion de genes
basandose en su homologia. El conocimiento de las secuencias génicas ha constituido la base
para la construccién de micromatrices de oligonucledtidos o de cDNA. Estas ultimas, se
construyen a partir de clones de cDNA secuenciados por su extremo 5’ y amplificados por
PCR.

Las micromatrices permiten el estudio de la expresion de miles de genes a la vez en un solo
experimento y resultan de extrema utilidad a la hora de evaluar las diferencias de la
expresion génica global entre distintos tejidos, diferentes estadios del desarrollo, mutantes
frente al genotipo silvestre, etc. La importancia de la tecnologia de las micromatrices para
aproximaciones en la descripcion del transcriptoma en gendémica funcional se esta
incrementando de manera exponencial en practicamente todas las plantas y, en particular, en
muchos cultivos agricolas.

El estudio de la expresion de los genes que regulan la maduracion de los frutos no
climatéricos ha sido abordado en muy pocas especies como: pifia (Moyle et al., 2004), uva

(da Silva et al., 2005) y sandia (Levi et al., 2006). Aunque algunos estudios como los
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realizados en fresas por Aharoni, et al. (2002) mostraron que durante la maduracion se
inducian proteinas realcionadas con el metabolismo primario como las realcionadas con la
modificacion de la pared celular y la pigmentacion, lo cual presumiblemente reflejaba
cambios en el sabor, aroma, textura y color. Ademas, Marin-Rodriguez et al. (2002)
observaron que durante la maduracion tanto de frutos climatéricos como no climatéricos se
inducia la expresion de enzimas como la pectato liasa, la pectin esterasa y las
poligalacturonasas, las cuales deben jugar un papel significativo en la textura del fruto.
Recientemente, se han realizado algunos estudios en citricos sobre la expresion de multiples
genes pertenecientes a diferentes rutas biosintéticas. Entre ellos se puede destacar un
proyecto de secuenciacion a pequefia escala en el que se aislaron 297 ESTs, identificandose
un 20 % de ellos como codificantes de la proteina metalotioneina (Moriguchi et al., 1998),
un estudio realizado mediante la utilizacion de una micromatriz de cDNA con 2213 genes
independientes, con la que se determind la diferencia de expresion de los genes presentes en
la micromatriz en dos tejidos diferentes (Shimada et al., 2005) y un estudio de identificacion
de genes con respuesta a etileno mediante la utilizacion de una matriz de oligonucleotidos de
22 K (Fujii et al., 2007). Sin embargo, no se ha profundizado en ninguno de estos casos, en
los procesos bioquimicos o las rutas metabolicas relacionadas con la acidez en los frutos
citricos.

En el marco del Consorcio espafiol de gendémica funcional de citricos (Citrus Functional
Genomics Project, CFGP) se ha construido una coleccion de ESTs de citricos mediante
secuenciacion de clones extraidos al azar de genotecas de cDNA de distintos tejidos, estadios
de desarrollo y condiciones de estrés. A partir de esta coleccion de ESTs se ha desarrollado
una micromatriz de cDNA con 12.672 sondas que corresponden a 6875 unigenes putativos
(Forment et al., 2005).

En este capitulo se describen los cambios de expresion génica durante el desarrollo y la
maduracion (fases I, II y III) de la pulpa de frutos de la variedad Clementina de Nules. Los
resultados han contribuido a dilucidar los principales procesos y rutas metabolicas implicadas

en la maduracion del endocarpo de los frutos citricos.
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3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Material vegetal

En el presente estudio se emplearon frutos de la variedad Clementina de Nules, (Citrus
clementina Hort. ex Tan.) injertada sobre el patron citrange Carrizo (Citrus sinensis (L.) Osb.
x Poncirus trifoliata (L.) Raf.), que es un hibrido del naranjo dulce Washington Navel y el
naranjo trifoliado (Ortiz, 1985). Los frutos utilizados procedian de tres arboles cultivados
bajo practicas normales, en una parcela homogénea situada en el Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA, Moncada, Valencia). El suelo de cultivo se caracterizaba por
ser franco arenoso, con pH neutro-alcalino, pobre en materia organica y con muy bajo
contenido en carbonatos. Las condiciones climaticas de la zona de cultivo no interferieron en
la época de maduracion, siendo escaso el riesgo de heladas. En el cultivo, se emplearon
herbicidas y riego localizado, no se realizé ningun tratamiento que tendiese a favorecer el
aumento de tamafio del fruto, el cuajado, o el mantenimiento del fruto en el arbol, pero si se
realizaron los pertinentes tratamientos de control de plagas para permitir un crecimiento
vegetativo normal.

Las muestras de frutos para la hibridacion de micromatrices fueron recolectadas durante las
tres fases del desarrollo durante la campafia 2003/2004. Las fechas de muestreo se indican en
la tabla Tabla 3.1. Los frutos fueron tomados al azar a partir de todas las orientaciones del
arbol (norte, sur, este y oeste), y agrupados en grupos correspondientes a cada uno de los tres
arboles. Una vez en el laboratorio, los frutos fueron pelados y tras eliminar las semillas y las

columnelas la pulpa se congeld en nitrogeno liquido y se conservo congelada a —80 °C.

Tabla 3.1. Fechas de muestreo con su equivalente en
dias después de antesis (DDA). Se ha tomado como

dia de antesis el 30 de abril.

Fecha DDA
27 de mayo 27
28 de julio 89

14 de septiembre 137
21 de octubre 174
27 de diciembre 241
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3.2.2. Cuantificacion del contenido en agua y de los metabolitos seleccionados

3.2.2.1. Contenido en agua

El contenido en agua de los frutos se determind mediante pesaje de los mismos antes y

después de ser desecados en estufa de aire caliente a 65 °C durante 72 horas.

3.2.2.2. Carbohidratos solubles

La extraccion de carbohidratos se realizé siguiendo el protocolo descrito por Mehouachi et
al. (1995). Se anadi6 1 ml de etanol 80 % a 100 mg de tejido, se agité durante 10 minutos,
posteriormente se centrifugo 10 minutos y se recogio el sobrenadante. Este proceso de
extraccion se realizo 3 veces. A continuacion se purifico el extracto mediante columnas de
intercambio cationico y anidnico y seguidamente mediante cartuchos C18. Se analizaron los
contenidos en sacarosa, glucosa y fructosa mediante un equipo HPLC (Waters) equipado con
una columna para carbohidratos (4,6 X 256 mm, Waters) y un refractometro diferencial 2410

(Waters).

3.2.2.3. Clorofilas y carotenoides

Las extracciones de clorofilas y carotenoides se realizo siguiendo el método descrito por
Rodrigo et al. (2003). Se anadieron 2 ml de metanol y 1,5 ml de Tris-HCI (50mM pH 7,5) a
0,5 g de flavedo congelado y se agitd durante 5 minutos. Posteriormente, se afiadieron 4 ml
de cloroformo, se agité durante 5 minutos, se centrifugé a 4.500 r.p.m. 5 minutos y se
recuperé la fase inferior (cloroformo). Este proceso se repitid hasta que la fase inferior fue
incolora (3 a 5 veces). A continuacion, se evapord a sequedad en rotavapor. El sedimento
resultante se resuspendid en 200 pl de acetona y seguidamente se afiadieron 2,8 ml de
solucion A (éter de petroleo 40-60°: éter etilico 9:1 v/v). Las concentraciones de clorofila a,
clorofila b y clorofila total (a+b) se calcularon a partir de las medidas de absorbancia a 644 y
662 nm (As4sa ¥ Ags2) aplicando las ecuaciones de Smith y Benitez (1955):

Clorofila a (ug/g)=[(10,05-Ags2) — (0,76 Agss)] - V/ P

Clorofila b (ug/g)=[(16,37-Agaa) — (3,14 A6s2)] - V/ P

Clorofila total = clorofila a + clorofila b

Siendo V = volumen del extracto (ml); P = Peso de la muestra (g)
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Tras la cuantificacion de clorofilas, se secaron los extractos en rotavapor y se saponificaron
con 1,8 ml de metanol y 200 ul de KOH 60% durante 12 horas. Para re-extraer los
carotenoides se afiadieron 2 ml de agua y 6 ml de solucion A, se recogio la fase superior
(éter) y se reextrajo con 3 ml de solucion A hasta que la fase inferior quedo incolora. Se tomo
una alicuota para la cuantificacion de los carotenoides totales. Para ello se midio la
absorbancia a 450 nm y se utilizo el coeficiente de extincion del B-caroteno (Davies, 1976).
La formula utilizada fue la siguiente:
Carotenoides totales (equivalentes f—caroteno / g tejido) = [A4so- V] / [e'”- 100 - P]

Siendo €'” = coeficiente de extincién del f—caroteno = 2,500;

P = peso de la muestra (g);

V = volumen de la muestra (ml).
Todas las manipulaciones se realizaron manteniendo las muestras en hielo y con luz tenue a
fin de evitar fotodegradacion, isomerizaciones y cambios estructurales en los carotenoides.

Se realizaron 3 extracciones independientes de cada muestra.

3.2.2.4. Acido ascorbico

Se utiliz6 un cromatégrafo i6nico ICS-2000 (Dionex) equipado con inyector automatico
AS40 (Dionex) conectado a una columna de deteccion de aniones AS11-HC (IonPac) con
una columna supresora incorporada que funciona segin la metodologia de supresion quimica
(Skoog y Leary. 1994).

La muestra utilizada para el analisis fue zumo centrifugado a 13.000 rpm (Beckman J2-21,
rotor JA-14) para eliminar las paredes de las vesiculas. El eluido se filtro6 con un filtro de
nylon de 0,22 pum (Cameo). Se tomaron 0,75 ml y se diluyeron en 3,25 ml de agua,
filtrandose nuevamente con un filtro de nylon de 0,22 um (Cameo).

El flujo de inyeccion fue de 1 ml/minuto. La identificacion de los acidos y aniones se realizo
tras la inyeccion de estandares de los acidos a identificar (acido ascérbico). Una vez
identificados se realizan curvas de calibrado con un estandar. La cuantificacion se realiz6 con

el programa Chromeleon (Dionex). Se analizaron tres alicuotas por muestra.
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3.2.3. Hibridacion de micromatrices de cDNA

3.2.3.1. Marcaje de las muestras

La extraccion del RNA de la pulpa de los frutos fue realizada mediante el método descrito
por Sambrook et al. (1989) con algunas modificaciones. A un gramo de material vegetal,
congelado a —80 °C vy triturado, se le afiadié 1 ml del tampdn de extraccion (Tris-HCI 0,2 M
pH 8, NaCl 0,2 M, EDTA 50 mM y SDS 2 %), 1 ml de fenol y 0,02 ml de B-mercaptoetanol,
la mezcla se incubo a 50 °C durante 5 minutos. Se centrifugo a 3.600 x g durante 15 minutos.
El sobrenadante se lavo con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). El RNA se precipité con
0,5 volimenes de LiCl 6 M durante 2 dias a 4 °C. El precipitado se lavo con etanol 70 %,
dejandolo secar a temperatura ambiente y se resuspendi® en agua tratada con
dietilpiricarbonato (DEPC) seglin el protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). Los
restos de DNA se eliminaron mediante digestion con DNasa A a 37 °C durante 45 minutos.
Se realizaron tres extracciones independientes de RNA y se procesaron y se marcaron
independientemente e hibridaron en tres micromatrices diferentes.

El RNA total extraido a partir de cada muestra fue amplificado para sintetizar cRNA
antisentido segin el método de Eberwine (Van Gelder ef al., 1990), consistente en la sintesis
de cDNA de doble cadena que lleva en su extremo 3' el promotor del fago T7 seguida de
transcripcion in vitro con la RNA polimerasa del fago T7. Durante la etapa de transcripcion
in vitro se realizod el marcaje indirecto del RNA mediante incorporacion de aminoalil-UTP
para la posterior conjugacién quimica con los NHS-ésteres de los fluor6foros Cy3 y CysS,
basicamente siguiendo las condiciones descritas por Wellmer et al. (2004).

Para la sintesis del cDNA, 5 pg de RNA total fueron retrotranscritos durante 2 horas a 42 °C
con 200 unidades de transcriptasa reversa SuperScript II (Invitrogen), 0.1 pg de T7-oligo(dT)
24 (Ambion), 0,5 pg de proteina del gen 32 del fago T4 (Amersham) y 40 unidades de
inhibidor de RNasas (RNaseOUT, Invitrogen) en un volumen total de 20 pl. La sintesis de la
segunda cadena de cDNA se realiz6 afiadiendo a la mezcla de la primera cadena 40 unidades
de DNA polimerasa I de E. Coli (New England Biolabs), 2 unidades de RNasa H
(Invitrogen) y agua tratada con DEPC hasta alcanzar un volumen de 150 pl e incubando 2
horas a 16 °C. Para obtener extremos romos en el cDNA se afiadieron 3 unidades de DNA
polimerasa del fago T4 (New England Biolabs) y se incub6 a 16 °C 15 minutos y a 70 °C 10

min. Los cDNAs de doble cadena resultantes, que contenian el promotor del fago T7 en el
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extremo 3’, se purificaron con el QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Para la transcripcion in vitro se utilizd el kit MEGAscript T7 (Ambion) siguiendo las
instrucciones del fabricante, a excepcion del tiempo de incubacion que fue de 4 horas, y la
adicion de 1 pl de UTP 75 mM y 2 pl de aminoalil-UTP 50 mM (Ambion). Los cRNA
resultantes se purificaron utilizando columnas RNeasy (Qiagen). El rendimiento y pureza de
los cRNAs se evalud por espectrofotometria UV (Sambrook et al., 1989). Mediante
electroforesis en gel de agarosa se determind el rango de tamafios de los cRNAs marcados.
Se obtuvo un smear comprendido entre 1000 y 4000 pb con un tamafio medio de 1500-2000
pb.

Para la reaccion quimica de acople con los fluoréforos, se tomaron 3 pg de cRNA y se
llevaron a sequedad en speed-vac, se disolvieron en 4 pl de tampon carbonato sodico 0,1 M,
pH 8,5, y se mezclaron con 4 pl de los NHS-ésteres de los fluoroforos Cy3 y CyS5,
basicamente siguiendo las condiciones descritas por Wellmer et al. (2004). Se incubd a
temperatura ambiente en oscuridad durante una hora y se purificaron los cRNA marcados
con columnas RNeasy (Qiagen). El porcentaje de incorporacion de los fluoréforos y la
concentracion del cRNA recuperado se determind mediante espectrofotometria (Bittner ef al.,
2003).

El RNA total extraido a partir de cada muestra se utilizd para sintetizar cRNA antisentido
marcado con Cy5 que fue hibridado junto con cRNA antisentido marcado con Cy3
sintetizado a partir de una muestra de referencia formada por una mezcla que contenia las
mismas cantidades de cada una de las muestras utilizadas para el experimento. A fin de evitar
artefactos debidos a los fluordforos, se utilizé siempre Cy5 para marcar las muestras y Cy3

para la referencia.

3.2.3.2. Hibridaciéon y lavados

Para la hibridacion de las micromatrices, las mezclas de cRNA de la muestra y la referencia
conteniendo 60 pmol de cada fluoréforo, se hidrolizaron parcialmente hasta generar
fragmentos de 150-200 pb con el RNA Fragmentation Reagent (Ambion). Posteriormente se
desnaturalizaron durante 2 minutos a 80 °C, se mezclaron con 50 pl de tampon de hibridacion
precalentado (SSC 5X, formamida 50%, SDS 0,1% y DNA de esperma de salmoén 0,1
mg/ml) y se aplicaron sobre la micromatriz previamente pre-hibridada con SSC 5X, SDS

0,1%, BSA 1%.
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La hibridacion se realizé en una cadmara humedecida con SSC 2X durante 20 horas a 42 °C.
Tras la hibridacion, se realizaron los siguientes lavados: 2 lavados de 5 minutos a 42 °C con
SSC 2X, SDS 0,1%, 2 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con SSC 0,1X, SDS
0,1%, 5 lavados de 1 minuto a temperatura ambiente con SSC 0,1X y un breve lavado con
SSC 0,01X. Tras los lavados, las micromatrices se secaron mediante centrifugacion a 300
rpm durante 3 minutos.

A partir de cada muestra se realizaron 3 extracciones independientes de RNA, que se
retrotranscribieron, amplificaron, marcaron e hibridaron independientemente en 3

micromatrices diferentes.

3.2.3.3. Adquisicion y analisis de los datos

Las micromatrices hibridadas se escanearon con un lector GenePix 4000B utilizando el
programa de andlisis de imagen GenePix Pro 4.1 (Axon Instruments). Los valores de
ganancia de los fotomultiplicadores se ajustaron de manera que la relacion entre las
intensidades totales de los dos canales fuese aproximadamente igual a 1 y el porcentaje de
spots saturados alrededor del 1 %. El barrido se realizd6 con una resolucién de 10 um,
promediando dos lecturas por linea.

Los datos que se utilizaron en los analisis posteriores fueron las medianas de las intensidades
de los pixeles de los spots y del fondo para cada unos de los canales. Se eliminaron del
analisis los spots no detectados por el lector, los que tenian defectos en la hibridacion, los
spots saturados y también aquellos en los que el cociente entre la sefial y el fondo era menor
que 2. Unicamente se utilizaron para los anélisis posteriores los datos de hibridacion de las
sondas formadas por productos de PCR que habian dado una banda tnica e intensa en geles
de agarosa (Forment et al., 2005).

A fin de compensar las diferencias debidas al marcaje de las muestras y a otras fuentes de
variabilidad no biolédgica se normalizaron los datos mediante el método de estabilizacion de
la varianza (vsn; Huber et al., 2002). La identificacion de las sondas que presentaron
diferencias de expresion estadisticamente significativas entre las distintas muestras se realizo
utilizando el programa LIMMA (linear models in microarrays, Smith, 2004) perteneciente al
paquete informatico Bioconductor (Gentleman et al., 2004). Se consideraron diferencias
significativas aquellas que tenian asociado un valor de P inferior a 0,001 y una induccion o

represion de al menos 2 veces.
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3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Identificacion y clasificacion funcional de genes involucrados en el desarrollo y la

maduracion de la pulpa de los frutos citricos

Mediante analisis de micromatrices de cDNA se ha comparado la expresion génica durante el
desarrollo (fases I y II) y la maduracion (fases Il y III) de la pulpa de los frutos de
Clementina de Nules. Las muestras de la fase Il correspondientes a los dias 137 y 174
después de antesis y la muestra de la fase III del dia 241, se compararon con la muestra del
dia 89 después de antesis (fase II).

El resultado de estos analisis indico que 3588 sondas de la micromatriz, que se corresponden
con 2243 posibles unigenes (el 33 % de los genes representados en la micromatriz),
mostraron cambios significativos de expresion (P<0,001) iguales o mayores a dos veces en al
menos uno de los contrastes. Ademas, 393 de estos genes (6 %) manifestaron cambios de
expresion de mas de 5 veces. Shimada et al. (2005), con este mismo nivel umbral obtuvieron
un porcentaje similar en un analisis con un conjunto menor de genes de citricos.

Los perfiles de expresion de las 3588 sondas significativas fueron agrupados en base a la
similitud de tendencias usando el algoritmo SOTA (Herrero et al. 2001); para ello se utilizo
el coeficiente de correlacion de Pearson como funcion de distancia. El analisis indicé que los
cambios de expresion asociados con el desarrollo y la maduracién interna de la pulpa de los
frutos citricos se ajustaba a cinco patrones diferentes (Figura 3.1; Tabla 3.2).

Del total de sondas significativas, 1955 presentaron induccion durante el desarrollo y la
maduracion del fruto. El cluster 1, compuesto por 1088 sondas, presentd un incremento
continuo de los niveles de transcritos, mientras que las 867 sondas incluidas en el cluster 2 se
indujeron transitoriamente durante la fase II. Los 1633 genes que se reprimieron se
distribuyeron de la siguiente forma: 1253 sondas (cluster 3) experimentaron una reduccion
progresiva durante el desarrollo y la maduracion de los frutos, 256 mostraron un rapido
descenso de los niveles de transcrito, manteniéndose bajos posteriormente (cluster 4) y las
restantes 124 sondas se reprimieron temporalmente, alcanzando los niveles de expresion
iniciales durante la fase de maduracion (cluster 5).

La clasificacion funcional de los genes se llevd a cabo mediante comparacion con la base de
datos MIPS (Munich Information Center for Protein Sequences). Previamente, las sondas
habian sido clasificadas asignandoles categorias funcionales a partir de sus ortélogos de

Arabidopsis (Forment et al., 2005). De las 3588 sondas significativas, 2647 tenian asignado
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un ortdlogo en Arabidopsis (Tabla 3.2). El analisis de la distribucion de los genes
significativos en las categorias funcionales MIPS, indic6 que la reprogramacion
transcripcional durante el desarrollo y la maduracion del fruto de los citricos comprendia
genes de todas las categorias funcionales principales (Tabla 3.2).

La comparacion de la distribucion de los genes en categorias funcionales entre el conjunto de
todas las sondas significativas y cada cluster individual reveldé enriquecimientos
significativos en las siguientes categorias: i) destino proteico y degradacion proteolitica
(cluster 1), ii) interaccion con el medioambiente y proteinas virales y plasmidicas (clusters 3,
4y 5), y iii) transcripcion y mecanismos de transduccion de sefiales (cluster 2).

El enriquecimiento del cluster 1 en genes implicados en destino proteico y degradacion
proteolitica (principalmente proteasas de cisteina y proteinas implicadas en la ruta de
proteolisis mediada por ubiquitina) puede estar relacionado con la iniciacion del proceso de
senescencia de los frutos (Thomas et al., 2003), debido a que estos dos sistemas proteoliticos
juegan papeles importantes en la degradacion de las proteinas y el reciclado durante la
senescencia (Gepstein et al., 2003).

Para abordar con precision el enriquecimiento de los clusters 3, 4 y 5, en genes que
pertenecen a las categorias de interaccion con el medioambiente y proteinas virales y
plasmidicas, serian necesarios estudios adicionales que no entran dentro de los objetivos de

esta tesis.
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Figura 3.1. Agrupamiento por tendencias de los perfiles de expresion de los genes durante el desarrollo y la
maduracion de la pulpa de los frutos de Clementina de Nules. Las muestras recogidas el dia 89 despues de
antesis se compararon con las muestras de 137, 174 y 241 DDA. Para el agrupamiento con el algoritmo SOTA
se utilizaron todas las sondas que mostraron cambios significativos de la expresion en al menos uno de los
contrates. Los datos son el resultado de los valores medios de expresion * el error estandar (barras de error

menores que el simbolo). Se indica el nimero de sondas significativas en cada cluster.
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Tabla 3.2. Distribucion en categorias funcionales MIPS de los genes que mostraron cambios significativos de expresion durante el desarrollo y la maduracion de la pulpa de
Clementina de Nules.

Categoria funcional Total Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5
048
Metabolismo 16.32 15.62 (221) 15.03 (171) 17.02 (328) 19.32 (80) 15.63 (30)
Energia 5.01 4.73 (67) 4.13 (47) 6.38 (123) 1.45 (6) 6.25 (12)
Ciclo celular y procesamiento de DNA 4.36 4.66 (66) 4.39 (50) 3.84 (74) 5.80 (24) 4.17 (8)
Transcripcion 5.17 4.81 (68) 7.47 (85) 4.00 (77) 5.07 (21) 6.25 (12)
Sintesis de proteinas 5.76 3.04 (43) 3.34 (38) 8.20 (158) 8.70 (36) 9.38 (18)
Plegamiento, modificacion y destino de proteinas 6.21 8.20 (116) 7.47 (85) 4.51 (87) 4.59 (19) 4.69 (9)
Degradacion de proteinas 3.07 5.23 (74) 3.43 (39) 1.45 (28) 2.66 (11) 2.08 (4)
Transporte celular y mecanismos de transporte 8.67 8.34 (118) 7.21 (82) 10.28 (198) 6.04 (25) 9.38 (18)
Comunicacion celular / Mecanismos de transduccion de sefiales 6.74 7.63 (108) 10.19 (116) 4.51 (87) 6.04 (25) 3.65 (7)
Defensa 7.24 7.35 (104) 8.26 (94) 7.42 (143) 4.59 (19) 4.17 (8)
Regulacion sistémica / interaccion con el medioambiente 2.36 1.41 (20) 1.67 (19) 2.18 (42) 6.76 (28) 5.73 (11)
Desarrollo (Sistémico) 429 3.82 (54) 4.75 (54) 4.41 (85) 4.59 (19) 3.13 (6)
Elementos transponibles, proteinas virales y plasmidicas 1.36 0.28 (4) 0.53 (6) 2.80 (54) 0.72 (3) 1.04 (2)
Control de la organizacion celular 0.59 0.49 (7) 0.35 (4) 0.57 (11) 0.97 (4) 2.08 (4)
Diferenciacion celular 4.05 3.11 (44) 3.87 (44) 4.36 (84) 5.80 (24) 5.21 (10)
Localizacion subcelular 6.55 5.65 (80) 5.62 (64) 7.11 (137) 7.97 (33) 9.90 (19)
Proteinas no clasificadas 5.37 6.86 (97) 6.85 (78) 3.94 (76) 3.86 (16) 3.13 (6)
Sin clasificacion MIPS del ortdlogo de Arabidopsis 6.88 8.76 (124) 5.45 (62) 7.01 (135) 5.07 (21) 4.17 (8)

* Frecuencia de las sondas de las micromatrices que tienen ortdlogos de Arabidopsis (Forment et al., 2005). El nimero total de sondas se encuentra entre paréntesis. Los
nimeros en negrita indican un enriquecimiento significativo de la categoria en un grupo particular en comparacion con el conjunto de datos total. (P < 0,01 después de la
correccion de Bonferroni para tests multiples).
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3.3.2. Factores de transcripcion y otras proteinas reguladoras

Mas del 10 % del conjunto de sondas significativas correspondi6é a genes incluidos en las
categorias de transcripcion, transduccion de sefiales y mecanismos de comunicacion celular
(Tabla 3.2). La micromatriz de cDNA utilizada contenia 197 sondas correspondientes a
ortdlogos de factores de transcripcion de Arabidopsis. Estos ESTs pertenecian a 30 de las 42
familias de factores de transcripcion incluidas en el “Arabidopsis Gene Regulatory
Information Server” (AGRIS; Davuluri et al., 2003). El conjunto de datos significativos
incluia 61 sondas que se correspondian con 55 genes de factores de transcripcion distribuidos

en 22 de dichas familias (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Numero de factores de transcripcion por familia que
muestran cambios significativos en la expresion, basados en
analisis de micromatrices durante el desarrollo y la maduracion de
la pulpa de frutos de la mandarina Clementina de Nules.

Inducidos Reprimidos
Familia (clusters 1, 2) (clusters 3, 4, 5)
NAC 9 -
CCAAT-HAPS 1 -
WRKY 1 -
C2C2-YABBY 1 -
C2H2 1 -
TUB 1 -
ABI3VP1 1 -
HSF 1 -
VOZ-9 1 -
ARF - 2
bZIP - 1
C2C2-CO-like - 1
TCP - 1
C2C2-Gata - 1
MADS 5 2
MYB 5 2
C3H 4 2
BHLH 3 2
HB 2 4
GRAS 2 1
AP2-EREBP 1 1
MYB-related 1 1
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Nueve de estas familias (NAC, CCAAT-HAPS, WRKY, C2C2-YABBY, C2H2, TUB,
ABI3VPI1, HSF y VOZ-9) contenian solamente factores de trascripcion inducidos (clusters 1
y 2) mientras que cinco (ARF, bZIP, C2C2-CO-like, TCP y C2C2-Gata) incluian solamente
genes reprimidos (clusters 3, 4 y 5). Finalmente, ocho familias (MYB, MADS, C3H, BHLH,
HB, GRAS, AP2-EREBP y MYB-related) poseian genes, inducidos y reprimidos. No se
observaron cambios significativos en la expresion de los genes de las restantes ocho familias
representadas en el chip (G2-like, GRF, C2C2-Dof, CAMTA, SBP, Alfin-like, CCAAT-
DR1, y EIL), presumiblemente debido a su participacion en funciones celulares de
housekeeping.

La familia mas abundante de factores de transcripcion inducidos fue la familia NAC (Tabla
3.3) que constituye una familia amplia de factores de transcripcion especificos de plantas y
caracterizados por poseer un dominio N-terminal conservado (Aida ef al., 1997; Olsen et al.,
2005). No se conocen las funciones de los factores NAC aunque se ha descrito que esta
familia se encuentra relacionada con un amplio espectro de procesos biologicos (revisado en
Ooka et al., 2003 y Olsen et al., 2005). Su relacion con la maduracion de los frutos ha sido
sugerida especialmente para el factor SENUS, que se induce durante la maduracion del fruto
de tomate (John et al., 1997). Resulta interesante que las nueve sondas de la micromatriz que
representan siete genes NAC de citricos se indujeron durante el desarrollo y la maduracion de
la pulpa de los frutos. Tres de estos factores NAC inducidos eran ortdlogos de los genes de
Arabidopsis AINAC2, NAP y At3g04070 que habian sido previamente relacionados con
procesos vegetativos (Takada et al., 2001) y reproductivos del desarrollo (Tabla 3.4). Por
ejemplo, Sablowski y Meyerowitz (1998) demostraron que NAP estd implicado en la
transicion de la division celular a la expansion celular durante el desarrollo de los 6rganos
florales de Arabidopsis. Nuestros resultados sugieren que estos genes pueden jugar también
un papel durante el desarrollo del fruto, puesto que en los citricos se produce una transicion
mas gradual pero equivalente entre la fase [ y la fase II (Bain, 1958). De igual forma, otros
dos factores NAC de citricos eran ortdlogos de los genes ATAF1 y ATAF2 de Arabidopsis,
que habian sido previamente implicados en la respuesta frente a heridas y ataques por
patogenos basandose en la expresion en sus ortdlogos de patata (Collinge y Boller, 2001).
Ademas, se ha descrito que muchos genes implicados en la respuesta a heridas, patégenos e
insectos se inducen durante el desarrollo de los frutos (Shimada et al., 2005). Dado que los
frutos citricos se cultivan en explotaciones al aire libre y por lo tanto estdn permanentemente
expuestos a heridas o al ataque de los insectos, resulta razonable pensar que la expresion de

los dos factores ATAF podrian estar relacionados con estas condiciones. Las condiciones de
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sequia del verano en las zonas del mediterraneo cuando se produce la expansion celular de
los frutos citricos (fase II) puede ser la razéon por la que se produce la induccidén de otros
factores NAC de citricos ortdlogos de RD26 (Tabla 3.4), un gen inducido por sequia, estrés
salino y acido abcisico (Fujita et al., 2004).

Tabla 3.4. Factores de transcripcion NAC inducidos durante el desarrollo y la maduracion de la pulpa de frutos
de mandarina Clementina de Nules.

Numero de

Cluster acceso del EST Ortologode  Nombre del

Proceso biologico Referencias

de citricos Arabidopsis gen
Desarrollo del meristemo
1 CX289558 At3gl5510 AtNAC2  apical Takada et al., 2001
Sablowski y
1 CX291911 At1g69490 NAP Desarrollo de la flor Meyerowitz, 1998
1 CX292873 At3g04070 Desarrollo”
1 CX292958 At3g04070 Desarrollo®
1 CX290892 At4g27410 RD26 Sefializacion por estrés Fujita et al., 2004
1 CX306190 At4g27410 RD26 Sefializacion por estrés Fujita et al., 2004
Respuesta a patogenos y Collinge y Boller,
2 CX292209 Atlg01720 ATAF1  heridas 2001
Respuesta a patogenos y Collinge y Boller,
2 CX292637 At5g08790 ATAF2  heridas 2001
2 CX289140 At4g35580 Desconocidos

#Sin evidencia experimental, proceso bioldgico deducido a partir de la similitud estructural o de secuencia
(http://www.tigr.org)

También se encontraron otras familias de factores de transcripcion aparentemente implicadas
en el desarrollo y la maduracién de los frutos (Tabla 3.3). Aunque una discusion detallada de
su significado fisiologico o funcion durante el desarrollo de los frutos se encuentra fuera de
los objetivos de este estudio, merece la pena destacar que, por ejemplo, al menos cinco y dos
genes MADS-Box, se indujeron y reprimieron respectivamente durante el desarrollo y la
maduracién de la pulpa de los frutos citricos. Esta familia se ha relacionado frecuentemente
con el desarrollo y la maduracion de diferentes especies de frutos, incluidas las manzanas y
las fresas (revisado en Giovannoni, 2001).

Ademas de los factores de transcripcion se encontraron también numerosas sondas de genes
que codificaban proteinas implicadas en mecanismos de transduccion de sefiales (Tabla 3.2).
Entre éstas, se incluian tres protein-fosfatasas, seis proteinas de unién a GTP de la familia
Ras y dieciséis protein-quinasas, de las cuales diez correspondian a serina/treonina quinasas,
sugiriendo una posible activacion de esta ruta de sefializacion durante el desarrollo y la

maduracion de los frutos.
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El mayor enriquecimiento de genes de proteinas reguladoras se detecto en el cluster 2 (Tabla
3.2), formado por genes que se inducen aproximadamente en la mitad de la fase de
crecimiento rapido del fruto (Figura 3.1). Esto sugiere que los frutos en esta fase estan
reprogramando la maquinaria celular para afrontar las complejas modificaciones implicadas

en la transicion de la fase II a la fase III.

3.3.3. Regulacion metabélica

3.3.3.1. Descripcion general

Dentro del conjunto total de sondas que mostraron resultados significativos se detectd un
gran numero de genes que codificaban enzimas implicadas en procesos metabdlicos. A pesar
de ello, no se observo ningln enriquecimiento significativo de los genes del metabolismo en
ninguno de los clusters. Los resultados observados pueden ser explicados, por el hecho de
que los perfiles de expresion de los genes implicados en redes complejas que comparten
multiples rutas metabolicas muestran patrones de expresion “compensatorios” con cambios
simultaneos en direcciones opuestas, tal y como se describe en Ruuska et al. (2002).

Para analizar los cambios en la expresion de los genes asociados a rutas metabolicas, los
resultados de expresion de las sondas que resultaron significativas se representaron
graficamente sobre las rutas metabolicas de Arabidopsis utilizando la herramienta AraCyc
Omics Viewer (Mueller et al., 2003). El total de los datos obtenidos con este analisis se
encuentra representado en la figura suplementaria 1, mientras que la Tabla 3.5 resume los
resultados de las rutas metabdlicas principales.

Es interesante destacar que, aunque la micomatriz de ¢cDNA utilizada contiene pocos
unigenes aislados de los tejidos de la pulpa (Forment et al., 2005), los resultados obtenidos
incluyen genes que forman parte de los procesos fisiologicos principales que tienen lugar
durante el desarrollo de la pulpa. Esto confirma que dichos procesos pueden ser estudiados

mediante el abordaje aqui descrito.
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Tabla 3.5. Rutas metabolicas inducidas y reprimidas durante el
desarrollo y la maduracion de la pulpa de Clementina de Nules basado
en el analisis de micromatrices.

Inducidos Reprimidos

Sintesis de celulosa Hidrolisis de sacarosa

Oxidacion de acidos grasos Biosintesis de almidon

Biosintesis de carotenoides Glicolisis

Hidrolisis de conjugados de auxinas Ruta de las pentosas fosfato
Ciclo de Calvin

Biosintesis de acidos grasos
Biosintesis de acido ascorbico
Biosintesis de lignina
Biosintesis de suberina
Biosintesis de antocianina
Biosintesis de flavonoides

Biosintesis de clorofila

Las relaciones existentes entre la expresion génica, los niveles de los metabolitos y los
principales procesos fisiologicos que se producen en los frutos citricos, tales como: la
expansion celular, la acumulacion de agua, el incremento del contenido de carbohidratos, la
reduccion del acido citrico y los procesos del metabolismo secundario como: el intercambio
de pigmentos, la reduccion de la vitamina C y el descenso del contenido de lipidos; se
describen a continuacion, con la excepcion de la reduccion de la concentracion del acido
citrico que se describe de manera mas detallada en el capitulo siguiente.

La Tabla 3.6 muestra el contenido en agua, carbohidratos solubles y acido ascérbico
(vitamina C) en frutos de la variedad Clementina de Nules recolectados los dias 89 y 241

después de la antesis.

Tabla 3.6. Contenido de agua y niveles de los metabolitos seleccionados en la
pulpa de la mandarina Clementina Nules durante la acumulacién (8§89 DDA) y
después del descenso de la acidez (241 DDA). Los datos son medias (+ ES, n > 3)

de un set de resultados tipico.

Metabolitos 89 DDA 241 DDA
Agua (mg /g Peso fresco) 767.5+12.5 855.0+5.0
Carbohidratos solubles (mg/g Peso fresco)
Sacarosa 5.7+0.6 32117
Glucosa 1.7£0.4 157+ 1.6
Fructosa 1.9+£04 173+ 1.4
Acido ascorbico (vitamina C) (mg/ml extracto 0.6 +0.07 0.3+0.04
de zumo)

39



3.3.3.2. Expansion celular en la fase II

El crecimiento que se produce durante la fase II del desarrollo de los frutos es debido
principalmente a la expansion celular (Bain, 1958), lo que requiere de la sintesis de
componentes de la pared celular. Los resultados obtenidos indican que se produce un
incremento pronunciado en la expresion del gen de la celulosa sintasa (Figura 3.2), la
enzima responsable de la sintesis de celulosa que es el principal constituyente de la pared
celular de las plantas. Sin embargo, la biosintesis de componentes de la pared secundaria
como la lignina y la suberina se encuentra reprimida (Tabla 3.5), puesto que la expresion de
la enzima fenilalanina amonio liasa, enzima que cataliza el primer paso de las dos rutas
anteriores, se reduce (Figura 3.2). La lignina es abundante en los haces vasculares, y actua
aumentando la resistencia y firmeza de las paredes celulares, mientras que la suberina les
confiere hidrofibicidad. A pesar de que no existen datos especificos de las proporciones de
los distintos componentes de las paredes celulares en los frutos citricos, la maduracion
implica un cierto reblandecimiento de las membranas de los segmentos y de los haces
vasculares de la pulpa (Saunt, 1990), consecuencia probablemente de la seleccion dirigida, ya
que mejora la comestibilidad de la fruta. Ademas, se produce un incremento en la expresion
de la indol-3-acetil-alanina hidrolasa (Figura 3.2), que presumiblemente interviene en la
hidrolisis de los conjugados de las auxinas (Tabla 3.5). Dado que las auxinas son factores
hormonales limitantes en el control de la expansion celular durante la fase II (Takahashi et
al., 1965; Agusti et al., 2002) esta observacion sugiere que la liberacion de auxinas a partir
de formas conjugadas es un proceso activo para aumentar la disponibilidad de estas

hormonas durante el desarrollo de la pulpa.
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Figura 3.2. Perfiles de expresion génica de proteinas implicadas en la expansion celular que presentaron
cambios significativos a lo largo de la maduracion del endocarpio de la Clementina de Nules. El niimero de

acceso del GenBank de cada EST se indica en la leyenda. Los datos son media + E.S de 3 réplicas.

3.3.3.3. Acumulacion de agua: genes de acuaporinas

Dentro del conjunto de datos significativos se detectaron siete sondas correspondientes a
cuatro genes de acuaporinas de citricos. Uno de ellos, que se encontraba inducido durante el
desarrollo de la pulpa de los frutos, era el ortdlogo de la acuaporina gamma-TIP (Tonoplast-

Intrinsic Protein) de Arabidopsis, que se localiza en el tonoplasto. Los otros tres se
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encontraban reprimidos y se correspondian con una acuaporina delta-TIP del tonoplasto y

dos acuaporinas de la membrana plasmatica (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Acuaporinas con cambios significativos de expresion durante el desarrollo y la maduracion de la pulpa
de frutos de la mandarina Clementina de Nules. Datos basados en el analisis de micromatrices.

Numero de acceso  Ortologo de

Grupo del EST de Citrus  Arabidopsis Nombre del gen  Localizacion Referencias
1 CX293832 At2g36830 Gamma-TIP Tonoplasto Saito et al., 2002
1 CX288750 At2g36830 Gamma-TIP Tonoplasto Saito et al., 2002
3 CX299889 At3g16240 Delta TIP Tonoplasto Daniels et al., 1996
3 CX289173 At4g00430 TMP-C Membrana plasmatica  Johanson et al., 2001
3 CX300866 At4g23400  MIP family protein Membrana plasmatica®
3 CX291733 At4g23400  MIP family protein Membrana plasmatica®
3 CX288560 At4g23400  MIP family protein Membrana plasmatica®

# Sin evidencia experimental pero con localizacion inferida a partir de similitudes estructurales o de secuencia
(http://www.tigr.org)

Dado que durante el crecimiento del fruto se produce un incremento pronunciado del
contenido en agua (Tabla 3.6), estos resultados sugieren que existe un importante transporte
simplastico de agua en los frutos maduros. Jauh et al. (1999), observaron que las vacuolas
con funciones diferentes contenian diferentes clases de proteinas intrinsecas del tonoplasto.
De este modo, las vacuolas que almacenan pigmentos y proteinas vegetativas contienen
acuaporinas delta-TIP, mientras que las vacuolas en las que predominan las funciones liticas
contienen acuaporinas gamma-TIP. En los citricos, el cambio progresivo que se produce
durante el desarrollo de los frutos de la forma delta-TIP (crecimiento temprano del fruto) a la
forma gamma-TIP (final del crecimiento del fruto) parece reflejar un cambio en la funcion
vacuolar. Por otro lado, el descenso en la expresion de las acuaporinas de la membrana

plasmatica sugiere que en los frutos maduros predomina el transporte simplastico de agua.

42



3.3.3.4. Metabolismo de los carbohidratos

Durante el desarrollo de los frutos citricos, existen dos comportamientos claramente
diferenciados en relacion con el metabolismo de los carbohidratos. En una primera etapa,
coincidiendo con la fase de division celular, los frutos actian como sumideros de utilizacion
de carbohidratos, mientras que a partir del periodo de alargamiento celular, pasan a ser de
sumideros de almacenamiento (Mehouachi et al., 1995; Gomez-Cadenas et al., 2000). En los
frutos maduros, tanto la sacarosa (el carbohidrato normalmente transportado) como la
glucosa y la fructosa (las principales hexosas de los frutos) se acumulan en gran cantidad
(Tabla 3.6). Esta actividad sumidero de los frutos citricos se correlaciona con los datos
obtenidos de la micomatriz, que indican que la sintesis de carbohidratos a través del ciclo de
Calvin se reprime a lo largo del desarrollo (Tabla 3.5), mientras que la expresion de un
posible transportador de azucares (el ortdlogo del gen At2g48020 de Arabidopsis) se induce

significativamente (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Perfiles de expresion génica de proteinas del metabolismo de los carbohidratos que presentaron
cambios significativos a lo largo de la maduracion del endocarpio de la Clementina de Nules. El niimero de

acceso del GenBank de cada EST se indica en la leyenda. Los datos son media + E.S de 3 réplicas.
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En consonancia con la observacion de que los niveles de sacarosa, glucosa y fructosa en los
frutos maduros alcanzan una ratio de 2:1:1 (Tabla 3.6) se encuentra el resultado de que la
expresion de los genes que intervienen en el catabolismo de la sacarosa, la sacarosa sintasa y
las invertasas neutras y acidas, disminuye (Figura 3.3) de manera importante en los frutos
maduros.

Esta reduccion coincide con la represion de la biosintesis de almidon (glucosa-6-fosfato
isomerasa), la induccion de la gluconeogénesis (fosfoglucomutasa) (Figura 3.4) y la
utilizacion de la glucosa-6-fosfato a través de la ruta de las pentosas fosfato (Tabla 3.5).
Ademas, se observa que los enzimas relacionados con la ruta glicolitica, en general, se
reprimen durante la maduracion, aunque no todos los enzimas glicoliticos presentan una
regulacion similar, tal y como se describe en otros sistemas (Hening et al., 2004; Ruuska et
al., 2002). Todos estos datos de expresion génica se correlacionan con el aumento de

sacarosa y hexosas que se produce durante el desarrollo de la pulpa (Tabla 3.6).

T T T T T
Glucosa-6-fosfato isomerasa

2t N

@ CX291137

Fosfoglucomutasa CX303891

[ ]
2 ¥ CX303946
H CX303888

log, (ratio)

27 89 140 176 243
DDA

Figura 3.4. Perfiles de expresion génica de proteinas de la biosintesis de almidon que presentaron cambios
significativos a lo largo de la maduracion del endocarpio de la Clementina de Nules. EI nimero de acceso del

GenBank de cada EST se indica en la leyenda. Los datos son media + E.S de 3 réplicas.
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3.3.3.5. Metabolismo secundario. Sustitucion de pigmentos

Entre los cambios de expresion génica que se producen en las rutas del metabolismo
secundario se puede destacar la induccion de la expresion del gen de la fitoeno sintasa
(Figura 3.5), enzima clave de la ruta de la biosintesis de los carotenoides (Figura 3.6), y la
represion de la enzima protoclorofilida reductasa (Figura 3.5), implicada en la biosintesis de

clorofilas.

Fitoeno sintasa ® Cx289541

2| Protoclorofilida reductasa ® Cx289541 -

V¥ CX290222
Bl CX290183

log, (ratio)

27 89 140 176 243
DDA

Figura 3.5. Perfiles de expresion génica de proteinas del metabolismo de los pigmentos que presentaron
cambios significativos a lo largo de la maduracion del endocarpio de la Clementina de Nules. El niimero de

acceso del GenBank de cada EST se indica en la leyenda. Los datos son media + E.S de 3 réplicas.

Estos resultados son compatibles con las determinaciones de clorofilas y carotenoides
(Figura 3.6) que indican que en los frutos maduros se produce una acumulacion de

carotenoides (25 veces) acompafiada de una pérdida de clorofila (80 %).
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Figura 3.6. Evolucion de la concentracion de clorofilas y B-caroteno en la pulpa de la variedad Clementina de

Nules en funcion del tiempo (dias después de la antesis).

Por otro lado la reduccion observada en la expresion de los genes de la chalcona sintasa,
chalcona isomerasa y flavonoide 3’-monooxigenasa (Figura 3.7) indica una reduccion de las
rutas de sintesis de flavonoides y antocianos (Tabla 3.5). Los flavonoides generalmente son
muy abundantes en los frutos jovenes en desarrollo (més del 50 % del total de los solidos
solubles) mientras que estan en pequefia proporcion en los frutos citricos maduros (Baldwin,

1993).
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Figura 3.7. Perfiles de expresion génica de, chalcona sintasa, chalcona isomerasa y flavonoide 3-
monooxigenasa. El niimero de acceso del GenBank de cada EST se indica en la leyenda. Los datos son media +

E.S de 3 réplicas.

3.3.3.6. Reduccion de los niveles de vitamina C

Los datos obtenidos muestran un descenso significativo en la expresion de algunos enzimas
implicados en la biosintesis del acido ascorbico (vitamina C) como la glucosa-6-fosfato
isomerasa (Figura 3.4), la fosfomanomutasa y la GDP-manosa 3,5-epimerasa (Figura 3.8).
Este descenso de los niveles de transcritos esta acompafiado por una reduccion de alrededor
del 50 % en el nivel de acido ascorbico que se produce entre los frutos jovenes y maduros

(Tabla 3.6).
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Fosfomanomutasa @ CX308380

2L GDP-manosa 3,5-epimerasa

log, (ratio)

-4 - @ CX305462 ]
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Figura 3.8. Perfiles de expresion génica de proteinas del metabolismo de la vitamina C que presentaron
cambios significativos a lo largo de la maduracion del endocarpio de la Clementina de Nules. El niimero de

acceso del GenBank de cada EST se indica en la leyenda. Los datos son media + E.S de 3 réplicas.

3.3.3.7. Reduccion de lipidos

Nagy y Nordby (1971) observaron que los acidos grasos, como el palmitico y el palmitoleico
son abundantes en las vesiculas de zumo de los frutos jovenes de citricos, reduciéndose
durante su crecimiento. Los resultados obtenidos del analisis de las micromatrices coinciden
con las observaciones anteriores, ya que algunos genes que codifican enzimas de la
biosintesis de acidos grasos como la 3-oxoacil ACP sintasa y la enoil ACP reductasa (ACP =
acil carrier protein) (Figura 3.9), se reprimieron, mientras que se indujeron, enzimas
encargadas de la oxidacion como la acetil-CoA C-aciltransferasa y la enoil-CoA hidratasa

(Figura 3.9).
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Figura 3.9. Perfiles de expresion génica de proteinas del metabolismo de los acidos lipidicos que presentaron
cambios significativos a lo largo de la maduracion del endocarpio de la Clementina de Nules. El niimero de

acceso del GenBank de cada EST se indica en la leyenda. Los datos son media + E.S de 3 réplicas.
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4.1. Introduccion

La maduracion interna en la mayoria de los frutos citricos se caracteriza por la acumulacion
de azlicares y la degradacion de acidos (Bain, 1958; Erickson, 1968; Davies y Albrigo,
1994). En ocasiones, hay un cierto desfase entre la maduracion interna y la externa (Spiegel-
Roy y Goldschmidt, 1996), como sucede por ejemplo con las variedades de clementina
Clementard y Hernandina (Soler, 1999). Esta caracteristica indica que la maduracion interna
y la maduracion externa son dos procesos fisioldgicos aparentemente independientes, y nos
permite enfocar su estudio de forma separada.

En las mandarinas del grupo clementinas, y en particular en la Clementina de Nules, la
degradacion de los acidos supone un inconveniente cuando por motivos del mercado se
pretende retrasar su recoleccion, puesto que este marcado descenso de la acidez de los frutos
disminuye en gran medida su calidad organoléptica, hasta el punto de tornarse inaceptables
para el consumo.

La mayoria de los estudios sobre la maduracion interna de los frutos citricos que se han
realizado hasta el momento (Sinclair y Ramsey, 1944; Bain, 1958; Erickson, 1968; Davies y
Albrigo, 1994), se han enfocado hacia la determinacion de los principales metabolitos que
componen el zumo de los frutos y su variacion durante las ultimas fases de la maduracion,
cuando comienza a aumentar la concentracion de azicares y a disminuir la de los acidos.

En los frutos citricos los acidos se encuentran almacenados en la vacuola de las células del
endocarpio (Mehouachi et al., 1995; Lobit et al., 2003), sin embargo, poco se conoce
respecto a los mecanismos de utilizacion de esos acidos, principalmente del 4cido citrico.
Estudios realizados por Sadka et al. (2000a) sugieren que el acido citrico almacenado en la
vacuola es transpotado al citosol donde es catabolizado por medio de la accion de la
aconitasa citosolica, de esta forma el citrato es utilizado para la sintesis de aminoacidos.

Los ultimos estudios llevados a cabo mediante analisis protedomicos indican que durante la
reduccion de la acidez que se produce en los frutos citricos durante las ultimas fases de su
desarrollo, el citrato es utilizado, ademas de en la sintesis de aminoacidos, en la produccion
de azucares y en el metabolismo del acetil-CoA (Katz, et al. 2007).

En este capitulo se han identificado los genes responsables de la metabolizacion del acido
citrico durante la maduracion de los frutos citricos y se propone un modelo de su
degradacion. También se han identificado tres genes de aconitasa presentes en los frutos, a
los que se les atribuye un efecto sobre la degradacion del acido citrico y no sobre la

acumulacion.
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4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Material vegetal

En el presente estudio se emplearon frutos partenocarpicos de citricos procedentes de
arboles, cultivados bajo practicas normales en una parcela homogénea del Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA, Moncada, Valencia).

Los frutos fueron recolectados durante las tres fases del desarrollo y la maduracion (Tabla
4.1). Las muestras de la campaia 2002/2003 se utilizaron para cuantificar los parametros de
calidad (s6lidos solubles, acidos, contenido en zumo y didmetro) de los frutos de las cuatro
variedades; las de las campafias 2003/2004 y 2004/2005 para la cuantificacion del mRNA de
aconitasa mediante analisis Northern blot, para la caracterizacion fisiologica de la variedad
Clementina de Nules y para los analisis de expresion de los genes de aconitasa de Clementina
de Nules y Fortune.

Tanto el proceso de muestreo como el tratamiento posterior de las muestras se realiz6 como
se describe en el apartado 3.2.1.

Tabla 4.1. Fechas de muestreo con su equivalente en dias después de antesis (DDA). Se ha
considerado como dia de antesis el 30 de abril en todos los afios.

2002-2003 2003-2004 2004-2005
Fecha DDA Fecha Fecha DDA
27 de mayo 27
24 de junio 55
7 de agosto 99 28 de julio 89 20 de julio 81

2 de septiembre 125 21 de agosto 113 30 de agosto 122
20 de septiembre 143 14 de septiembre 137 30 de septiembre 153
19 de octubre 172 21 de octubre 174 29 de octubre 182
5 de noviembre 189 26 de noviembre 210  30de noviembre 214
30 de noviembre 214 27 de diciembre 241 3 de enero 248
25 de enero 270 10 de febrero 286

Las variedades utilizadas fueron las clementinas Clementina de Nules, Marisol y Hernandina
(Citrus clementina Hort. ex Tan.) y el hibrido Fortune (Citrus clemntina Hort. ex Tan. x
Citrus tangerina Hort. ex Tan.), todas ellas injertadas sobre el patron citrange Carrizo (Citrus
sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.; Ortiz, 1985). Se utilizaron tres arboles de
cada variedad.

Ademas, se muestrearon al azar hojas jovenes de la brotacion de primavera de tres arboles de

la variedad Clementina de Nules.
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4.2.2. Cuantificacion de los solidos solubles totales (SST)

Para la cuantificacion de los solidos solubles se utilizd un refractometro (Atago Pal-Alfa),
que establece la concentracion mediante la determinacion de su indice de refraccion en
grados Brix. Un grado Brix se define como el indice de refraccion de una solucion acuosa de

sacarosa con una concentracion de un gramo por litro (Lopez, 1995).

4.2.3. Analisis de acidos
4.2.3.1. Determinacion de la acidez total

La acidez de los zumos se determind mediante valoracion de alicuotas de 5 ml con NaOH 0,1
N, usando fenoftaleina como indicador. Dado que el 4cido citrico es el mayoritario de los
frutos citricos (Sinclair ef al., 1945; Clements, 1964) el contenido total de acidos en el zumo

se expres6 como equivalentes de acido citrico.

4.2.3.2. Cuantificacion del acido citrico mediante cromatografia liquida de adsorcion

El analisis de la concentracion de 4cido citrico en zumo se realizd con un sistema de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) (Waters 600) equipado con un detector de
absorbancia (Waters 2487). Para la deteccion se monitorizo la absorbancia a 220 nm.

El zumo se centrifugd a 13.000 rpm (en una centrifuga Beckman J2-21, rotor JA-14) y se
filtré con un filtro de nylon de 0,45 wm (Cameo) y otro de 0,22 um C18 (Cameo).

El sobrenadante (50 pl) se inyectd en el HPLC utilizando como eluyente agua desgasificada
con un desgasificador In-Line Degasser (Waters), haciéndolo circular con un flujo de 0,6
ml/minuto a través de una columna PL Hi-Plex 300x7,7mm monodispersa de estireno
sulfonado/copolimero divinilbenceno (Polymer Laboratories) calentada a 65 °C. La columna
habia sido lavada previamente con acetonitrilo 30% circulando con un flujo de 1 ml/minuto

durante 10 minutos.

4.2.4. Cuantificacion de gamma aminobutarato (GABA) y glutamato mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Se tomaron 15 pl de una muestra de zumo y se evaporaron a sequedad realizando una
trimetilsilacion al mismo tiempo. El glutamato y el gamma aminobutirato (GABA) se
analizaron utilizando un cromatografo de gases (Varian Star 3400 CX) acoplado a un

espectrometro de masas (Varian Saturn). Muestras de 1-2 ul se inyectaron a través de una
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valvula estanca, la presion de entrada de helio fue de 85 KPa, siendo las temperaturas del
inyector, la zona media y el espectrometro de masas de 250, 250 y 200 °C, respectivamente.
Se inyectaron estandares de GABA (Sigma) y glutamato (Sigma) y, posteriormente, las
muestras se analizaron segun el modo de medicién completo mediante GC/MS y GC/MS/MS
para su identificacion. La cuantificacion del GABA y el glutamato se realizd capturando
simultaneamente los iones 304 y 292 m/z, respectivamente. La medida se obtuvo tras el

analisis de tres medidas por muestra.

4.2.5. Analisis Northern

Se precipitaron 30 pg de RNA total con 0,1 volimenes de acetato sodico 3M y 2,5
volimenes de etanol 100% y se resuspendieron en 30 ul de MSE 10X pH 7 (MOPS Ix,
EDTA 10 mM y NaAc 0,1 M, formaldehido 18,5 %, formamida desionizada 50 %, 0,5 ul de
BrEt 0,5 pug / ul y 4 pl de tampon de carga 6 X (250 ul / ml de BBP 1 %, 650 pl / ml de
glicerol 50 % y 150 pl de agua). La muestra se desnaturaliz6 calentando durante 15 minutos
a 65 °C, se enfrio6 en hielo y se cargd en un gel de agarosa al 1,4% en MSE 1X y 25 ml de
formaldehido. Se desarrollo la electroforesis utilizando como tampén MSE 1X. El RNA se
transfirid a una membrana de nylon Hybond N (Amersham) segun el protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989) y fue fijado a la membrana por irradiacion UV con un “GS
GeneLinker” (Bio-Rad). La membrana se hibridé una noche a 48 °C segiin el método de
Church y Gilbert (1984). Como sonda se utilizé el cDNA completo de la aconitasa de limén
(Sadka et al., 2000a) marcado con a[**P]dCTP por random priming con el kit Decaprimer 11
(Ambion).

4.2.6. Cuantificacion de RNAs mensajeros por RT-PCR en tiempo real

La extraccion y purificacion de RNA total de flavedo se llevd a cabo utilizando el RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen). EI DNA contaminante se elimind por tratamiento con DNasa I
(Qiagen) en la columna de purificacion siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad
del RNA se evalu6 por espectrofotometria UV (Nanodrop) y electroforesis en gel de agarosa
(Sambrook et al., 1989).

Para las RT-PCR cuantitativas en tiempo real se utiliz6 un termociclador (LightCycler 2.0.
Roche). La RT-PCR se realizé en un solo paso, para ello se mezclaron 25 ng de RNA total,

2,5 unidades de MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems), 1 unidad de RNase
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Inhibitor (Applied Biosystems), 2 ul de LC FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I
(Roche) y 1,2 ul de soluciones 5 uM de los oligonucledtidos especificos de cada gen (Tabla
4.2) en un volumen total de 10 pl. Las condiciones de reaccion fueron 48 °C 30 minutos, 95
°C 10 minutos y 40 ciclos de 95 °C 20 segundos, 58 °C 10 segundos y 72 °C 15 segundos.
Los valores de intensidad de fluorescencia fueron adquiridos durante los pasos de extension a
72 °C. Los aligonuclettidos fueron disefiados a partir de las secuencias de citricos

disponibles en el Gene Bank mediante el programa Primer express (Applied Biosystems).

Tabla 4.2. Oligonucledtidos utilizados como cebadores para la RT-PCR en tiempo real.

Gen Opentacwr} 'del Secuencia del oligonucleotido * Tamago 'del
oligonucledtido amplicon

NADP Isocitrato deshidrogenasa F 5’-GGCTTATTCCAGGCTGGACAA-3’ 103 pb
R 5’-CATGGACAATGCAACTCCACC-3’

Aspartato aminotransferasa F 5’-GCTGTCCACATGATGATGCAG-3’ 104 pb
R 5’-TCCCACCATGGAGAGCAATT -3’

Alanina aminotransferasa F 5’-TTCACGGTGCCTCTATTGTGG-3’ 113 pb
R 5’-CATGCTTATAATCCGGTCAGCC-3’

Glutamato sintasa citosdlica F 5’-CAGGTCGACATGAAACTGCAGA-3’ 111 pb
R 5’-AAGCTGGCCTCCTGTCTTCAA-3’

Glutamato descarboxilasa F 5’-TGGATGGAGCCTGAATGTGAC-3’ 101 pb
R 5’-CATCGATTCTGAAGCTCGGTG-3’

GABA aminotransferasa F 5’-CGCAAAGGCCCTTTCTTCA-3’ 101 pb
R 5’-ACAGGAAACAGGATGCCCAGA-3’

Succinato semialdehido F 5’-ATGACGTTGAGTGGAGTGGCA-3’ 113 pb

deshidrogenasa R 5’-ATCTGGCGAGAGAAAGCAGGA-3’

Aco-1 F 5’-GGCAATGATGAAGTGATGGCT-3’ 106 pb
R 5’-GTTGGAACATGGACCGTCTTT-3’

Aco-2 F 5’-TGCAGCAATGAGGTACAAGGC-3’ 115 pb
R 5’-TCACACCCAGAAGAAGCATTGGAC-3’

Aco-3 F 5’-GGCAAGTCATTCACATGCGTT-3’ 108 pb
R 5’-TGAAGAAGTAGACCCCGGTTGA-3’

“El disefo de los oligonucleodtidos se realiz6 mediante el programa Primer express (Applied Biosystems).

Para evaluar la especificidad de la reaccion se realizaron curvas de desnaturalizacion tras la
amplificacion y se secuenciaron los productos de las amplificaciones. Para convertir las
medidas de intensidad de fluorescencia en niveles relativos de mRNA se prepararon curvas
de calibrado utilizando diluciones decimales seriadas de una de las muestras de RNA. La
normalizacion de los niveles de mRNA se realizoé de dos maneras diferentes. Inicialmente, se
uso para normalizar la abundancia de rRNA 18S. Sin embargo, este método introdujo gran
variabilidad en las medidas, dando lugar a resultados poco reproducibles debido a los
elevados factores de dilucion necesarios (1/10%) para ajustar la elevada concentracion de 18S
rRNA al rango dindmico del andlisis, una limitacién técnica previamente descrita (Bustin,
2000, Hashimoto ef al., 2004). Se obtuvieron datos altamente reproducibles cuando se realizo

la normalizacion frente a la concentracion de RNA total (Bustin 2000, Hashimoto et al.,
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2004) medida en un ensayo fluorimétrico con RiboGreen (Molecular Probes). Se realizaron
3 extracciones independientes de cada muestra.
Se asign6 arbitrariamente el valor de induccion 1 a la muestra tomada a el dia 123 después de

antesis.

4.2.7. Analisis de la expresion génica global mediante la hibridacion de micromatrices

de cDNA de citricos (7K)

Las muestras utilizadas, las extracciones y el procesamiento del RNA, el marcaje, la
hibridacion de las micromatrices, los lavados y la adquisicion de los datos se realizd
siguiendo el protocolo que se ha descrito en el 3.2.2. Se realizaron tres extracciones
independientes de RNA y se procesaron y se marcaron independientemente e hibridaron en

tres micromatrices diferentes.

4.2.8. Identificacion de los genes de aconitasa de citricos

Se seleccionaron todos los ESTs (expressed sequence tags) correspondientes a la enzima
aconitasa de citricos, y anotados como tal, disponibles en la base de datos del Proyecto de
Genomica Funcional de Citricos (Forment et al. 2005). Posteriormente se utilizo la
herramienta informatica STADEN (Staden, 1996) para ensamblar dichos ESTs los cuales se
agruparon en tres contigs diferentes. Las condiciones de ensamblaje utilizadas fueron las
indicadas por Staden (1996).

A partir de una genoteca de clones completos, elaborada con material de diferentes 6rganos
procedentes de arboles de citricos en todas las fases del desarrollo (Terol et al., 2007), se
aislaron diferentes clones representativos pertenecientes a los tres contigs previamente
identificados. Mediante secuenciacion y ensamblaje de fragmentos del cDNA solapados de
los clones seleccionados de la genoteca se obtuvieron las secuencias completas de las otras
dos isoenzimas de citricos identificadas. Las secuencias completas de cDNA de las tres
isoenzimas de aconitasa de citricos se alinearon, mediante el programa informatico
CLUSTAL X (Thompson et al., 1997)

Para distinguir las posibles diferencias de expresion existentes entre las tres isoenzimas se
diseid un par de oligonucledtidos para cada isoenzima, de manera que, la secuencia del
oligonucleétido directo se diferenciara en al menos el ultimo nucledtido con respecto a las

secuencias de las otras dos aconitasas.
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4.3. Resultados y discusion
4.3.1. Expresion de genes asociados al metabolismo del acido citrico

Uno de los cambios mas notables que se producen durante la maduracion de los frutos
citricos es la reduccion del contenido en acidos de la pulpa. La acidez total en los frutos de la
variedad Clementina de Nules se encuentra en niveles basales durante la fase I (Figura 4.1
A), tal y como sucede en otros frutos citricos (Sinclair y Ramsey, 1944; Erickson, 1968),
alcanzando el méaximo durante la fase II y descendiendo posteriormente (Figura 4.1 A;
Sinclair et al., 1945; Bain, 1958; Clements, 1964; Erickson, 1968; Génard et al., 1994, 1999).
La acidez de los frutos se debe mayoritariamente a la concentracion de acido citrico, que
representa alrededor del 50% de la acidez total cuando la acidez de los frutos es maxima y

cerca del 95% al final de la fase III (Figura 4.1 B).
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Figura 4.1. Acidez total (A) y concentracion de acido citrico (B) en el zumo de la variedad Clementina de

Nules (DDA, dias después de antesis). Las barras verticales representan los errores estandar (n > 3).

La variedad Clementina de Nules, en las dos campafias analizadas (2003/2004 y 2004/2005)
alcanzo6 la acidez maxima entre los dias 120 y 150 después de antesis (Figura 4.1), es decir,
cuando los frutos se encuentran, aproximadamente, al 60% del tamafio final y tienen un
porcentaje de zumo de cercano al 30% del maximo (Figura 4.2). El aumento de la acidez de
los frutos durante la fase II unido al incremento que se produce en el porcentaje de zumo
indica que la disminucion posterior de la acidez no se puede correlacionar exclusivamente

con un efecto de dilucion.
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La hipotesis existente sobre la reduccion del acido citrico sostiene que el citrato se acumula
en la vacuola siendo liberado posteriormente al citosol donde se metaboliza a isocitrato por
medio de la aconitasa citosdlica y a 2-oxoglutarato mediante la isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NADP" (Sadka ef al., 2000 a, b) y que sugin Shimada et al. (2006) podria
estar regulado por un gen que codifica un cotransportador citrato/H™ de la membrana
vacuolar.

A pesar de la importancia de este proceso para la industria citricola, ya que la acidez de la
pulpa contribuye de manera altamente significativa a la calidad de la fruta, no se ha estudiado

el mecanismo de utilizacion del 2-oxoglutarato formado a partir del citrato.
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Figura 4.2. Crecimiento y acumulacion de zumo en los frutos de Clementina de Nules. (A) Diametro del fruto
expresado como porcentaje del diametro maximo. Porcentaje de zumo con respecto al maximo DDA, dias

después de antesis. Las barras verticales representan los errores estandar (n > 3).

Los analisis de hibridacion de micromatrices mostraron la presencia de tres patrones
diferentes de expresion de la enzima aconitasa (Figura 4.3 A), indicando que en el genoma
de los citricos existen al menos tres genes de aconitasa, puesto que segun Ideker et al. (2003)
y Xu et al. (2001) las restrictivas condiciones de hibridacion utilizadas en este estudio son
capaces de reducir la hibridacion cruzada entre genes de una misma familia con una gran
similitud de secuencia. En este mismo analisis se observd que una de las tres enzimas de
aconitasa se inducia durante la degradacion del acido citrico (Figura 4.3 A). Por otro lado, se
vio que el nivel de mRNA del gen que codifica la ATP citrato liasa, enzima que disocia el
citrato en oxalacetato y acetil-CoA, se reduce (Figura 4.3 B), lo cual indica que de las dos

enzimas capaces de catabolizar el 4cido citrico en el citosol, aconitasa y ATP citrato liasa
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(Fatland et al., 2002), tinicamente la aconitasa aumenta durante el desarrollo y la maduracion

de los frutos.
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Figura 4.3. Perfiles de expresion de los genes que codifican las aconitasas (A), la ATP citrato liasa (B) y la
NADP" isocitrato deshidrogenasa (C) de la pulpa de la mandarina Clementina de Nules durante el desarrollo y
la maduracion de los frutos. La expresion génica fue determinada mediante analisis de micromatrices (simbolos
rellenos) y mediante real time RT-PCR (simbolos en blanco). Se asigno arbitrariamente el valor de expresion 1
a la muestra de 27 DDA. Se representan las medias = ES (n > 3) de los logaritmos en base 2 de los ratios

respecto a 27 DDA. Se indican, ademas, los numero de acceso del GenBank de las sondas de la micromatriz.

En un segundo paso, el isocitrato es oxidado a 2-oxoglutarato mediante la enzima isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NADP" (Chen, 1998). Los datos obtenidos de la micromatriz

y de la RT-PCR en tiempo real muestraron un incremento del nivel del mRNA de la enzima
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isocitrato deshidrogenasa dependiente de la NADP" (Figura 4.3 C), lo que sugiere su
participacion en el metabolismo del citrato, tal y como proponen Sadka et al. (2000b).

En las plantas, se han propuesto varias rutas para la utilizacion del 2-oxoglutarato, como la
acumulacion de glutamato en los frutos maduros de tomate (Gallardo et al., 1995; Boggio et
al., 2000) y la reasimilacion de amonio durante la senescencia de la hoja (Hodges, 2002),
observandose que en el proceso de maduracion de los frutos de tomate las aminotransferasas
y la glutamato deshidrogenasa contribuyen a la sintesis de glutamato (Boggio et al., 2000;

Bortolotti et al., 2003).
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Figura 4.4. Perfiles de expresion de los genes que codifican la aspartato aminotransferasa (A) y la alanina
aminotransferasa (B) de la pulpa de la mandarina Clementina de Nules durante el desarrollo y la maduracion de
los frutos. La expresion génica fue determinada mediante analisis de micromatrices (simbolos rellenos) y
mediante real time RT-PCR (simbolos en blanco). Se asignd arbitrariamente el valor de expresion 1 a la
muestra de 27 DDA. Se representan las medias = ES (n > 3) de los logaritmos en base 2 de los ratios respecto a

27 DDA. Se indican, ademas, los nimero de acceso del GenBank de las sondas de la micromatriz.
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Los resultados obtenidos mediante analisis de micromatrices y RT-PCR en tiempo real
indicaron que en los frutos citricos la expresion de los genes de la aspartato aminotransferasa
y la alanina aminotransferasa (Figura 4.4 A y B) aumentan durante el desarrollo y la
maduracion, mientras que la glutamato deshidrogenasa no presenta cambios significativos
(datos no mostrados), lo que sugiere la participacion de estas aminotransferasas en la sintesis
de glutamato a partir del 2-oxoglutarato

La expresion de la glutamina sintetasa citosolica (Figura 4.5 A) aument6 en paralelo a la
isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP" (Figura 4.3 C), lo que sugiere un aumento
de la sintesis de glutamina que podria ser utilizada para producir el anillo de
aminometilpirimidina necesario para la biosintesis de tiamina, lo que concuerda con la
induccion del gen c-thi 1 (Figura 4.5 B) que codifica una enzima biositética del tiazol

(Jacob-Wilk, et al. 1997).
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Figura 4.5. Perfiles de expresion de los genes que codifican la glutamina sintetasa citosdlica (A) y del gen c-
thil (B) de la pulpa de la mandarina Clementina de Nules durante el desarrollo y la maduracion de los frutos. La
expresion génica fue determinada mediante analisis de micromatrices (simbolos rellenos) y mediante real time

RT-PCR (simbolos en blanco). Se asignd arbitrariamente el valor de expresion 1 a la muestra de 27 DDA. Se
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representan las medias £ ES (n > 3) de los logaritmos en base 2 de los ratios respecto a 27 DDA. Se indican,

ademas, los numero de acceso del GenBank de las sondas de la micromatriz.

Otra de las rutas del metabolismo del glutamato descrita en plantas es la derivacion del y-
aminobutirato (GABA). Esta ruta incluye tres reacciones catalizadas por las enzimas
glutamato  descarboxilasa, GABA aminotransferasa y succinato semialdehido
deshidrogenasa, que transforman el glutamato en succinato, el cual puede entrar en la
mitocondria y ser utilizado en el ciclo de Krebs (Bown y Shelp, 1997). La glutamato
descarboxilasa (que produce GABA a partir de glutamato; Figura 4.6 A) y la GABA
aminotransferasa (que cataliza la conversion de GABA a succinato semialdehido; Figura 4.6
B) presentaron niveles maximos durante el periodo de reduccion de la acidez (posterior a los
137 dias después de la antesis).

La succinato semialdehido deshidrogenasa, encargada de la sintesis de succinato, se indujo
durante la maduracion de los frutos (Figura 4.6 C).

Otras rutas alternativas de utilizacion del glutamato no parecen estar inducidas durante la
maduracion de los frutos, puesto que no se observaron cambios significativos en la expresion
de los genes de aminoacilasa, ornitina aminotransferasa y pirrolina-5-carboxilato reductasa

(Anexo 1).
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Figura 4.6. Perfiles de expresion de los genes que codifican los genes de glutamato descarboxilasa (A), GABA
aminotransferasa (B) y succinato semialdehido deshidrogenasa (C) de la pulpa de la mandarina Clementina de
Nules durante el desarrollo y la maduracion de los frutos. La expresion génica fue determinada mediante
analisis de micromatrices (simbolos rellenos) y mediante real time RT-PCR (simbolos en blanco). Se asignd
arbitrariamente el valor de expresion 1 a la muestra de 27 DDA. Se representan las medias + ES (n 2 3) de los
logaritmos en base 2 de los ratios respecto a 27 DDA. Se indican, ademas, los nimero de acceso del GenBank

de las sondas de la micromatriz.
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El conjunto de resultados obtenidos han permitido proponer un modelo para la utilizacion del
citrato durante la maduracion interna del fruto de los citricos. Segun este modelo, el citrato
acumulado en los frutos verdes es metabolizado de forma secuencial a isocitrato, 2-
oxoglutarato (Sadka et al., 2000a,b) y glutamato, a partir del cual se inducen dos rutas
alternativas para su utilizacion: la conversion a glutamina y la derivacion del GABA (Figura

4.7).
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Figura 4.7. Mecanismo propuesto para la utilizacion del citrato durante el desarrollo y la maduracion de la
pulpa de frutos de la mandarina Clementina de Nules basado en andlisis de la expresion génica mediante
micromatrices y RT-PCR en tiempo real. Las flechas dobles entre metabolitos indican induccién génica, la X
indica represion de la ATP citrato liasa. Las flechas simples indican que no se producen cambios significativos
en la expresion de los correspondientes genes. Las flechas discontinuas indican los genes que no se encuentran

representados en la micromatriz.

La determinacion de los niveles de glutamato en muestras de frutos recolectados antes y
después del pico de maxima acidez (89 y 241 DDA respectivamente) no mostré cambios
significativos (Tabla 4.3; Aristoy et al., 1989) a pesar del incremento de la expresion
experimentado en los genes implicados en la sintesis de glutamato (Figura 4.4 A y B), lo que
sugiere que la produccion de glutamato debe estar compensada por su utilizacion. Ademas, la

reduccion en la cantidad de GABA (42%) observada durante la maduracion (Tabla 4.3)
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concuerda con la idea de que la ruta de la derivacion del GABA esta mas activa durante la

maduracion de los frutos.

Tabla 4.3. Contenido de los aminoacidos glutamato y GABA en la pulpa de la
mandarina Clementina Nules durante la acumulacion (89 DDA) y después del

descenso de la acidez (241 DDA). Los datos son medias (+ ES, n > 3).

Metabolitos 89 DDA 241 DDA

Amino acidos (ug / ml extracto de zumo)
Glutamato 74,0 £ 3,8 67,7+£9,1
GABA (gamma aminobutirato) 72,0+ 8,3 41,8+ 74

En los ultimos afios se han acumulado distintos tipos de evidencias que sugieren una relacion
entre la acumulacion de GABA y la acidez citoplasmatica. Se sabe que en las plantas
superiores el GABA se sintetiza mediante la reaccion catalizada por la glutamato
descarboxilasa, que consume un proton (Bown y Shelp, 1997) y que la glutamato
descarboxilasa se activa cuando aumenta la concentracion de H' en el citosol, como se ha
visto en suspensiones celulares de zanahoria (Carroll et al., 1994) y en frutos maduros de
tomate (Rothan ez al., 1997). Aunque los estudios realizados indican que la descarboxilacion
del glutamato interviene en la regulacion del pH citoplasmatico a corto plazo, estos estudios
se han centrado en los efectos sobre las rutas del metabolismo del nitrogeno. En el presente
trabajo se amplia este concepto destacando el papel central de la derivacion del GABA en la
regulacion del nivel de acidez durante la maduracion de los frutos. La acidificacion
citoplasmatica tras la liberacion de citrato desde la vacuola induce la glutamato
descarboxilasa y, por tanto, la reduccion de la acidez citosdlica. En este contexto, la
derivacion del GABA actiia como un mecanismo realmente eficaz en la reduccion de la

acidez de los frutos citricos durante el desarrollo y la maduracion.

4.3.2. Expresion y caracterizacion molecular de los genes de la aconitasa

Los datos de la Figura 4.3 A indican que en los citricos existen al menos tres genes para la
aconitasa. Por otra parte, el hecho de que la aconitasa catalice el primer paso del proceso de
eliminacion del &cido citrico sugiere que la regulacion de este proceso podria ejercerse sobre
la transcripcion de alguno de estos genes. Con el fin de caracterizar los mecanismos que
controlan la eliminacion del acido citrico durante la maduracion interna, se han determinado

por RT-PCR en tiempo real los patrones de expresion individual de cada uno de los genes de
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aconitasa. Ademas, se ha incluido en el estudio otra variedad de mandarino con un patron de
acidez diferente al de la Clementina de Nules.

En plantas se han descrito dos posibles localizaciones de la aconitasa: la mitocondria y el
citosol (Brouquisse et al., 1987; Vemiquet et al., 1991; De Bellis et al., 1993,1994,1995;
Hayashi et al., 1995; Peyret et al., 1995). Aunque en animales es facil identificar la
localizacion subcelular de las aconitasas en base a su secuencia (Eanes y Kun, 1971), las
aconitasas de plantas no poseen ninguna secuencia sefial que indique su ubicacion (Millar et
al., 2001). En el caso de los citricos, hasta el momento s6lo se ha clonado un gen de
aconitasa de limon (Sadka et al., 2000a) y comparando su perfil de expresion con la
evolucion de las actividades enzimaticas, se ha sugerido que corresponde a la forma

citosolica (Sadka et al., 2000a).

4.3.2.1 Determinacion de acidos en las variedades Clementina de Nules y Fortune

Con la intencion de profundizar en los mecanismos que controlan la acidez se decidi6 incluir
en el estudio otra variedad de mandarino que se diferenciase de la Clementina de Nules en la
evolucion de la acidez durante el desarrollo y la maduracion de los frutos. Para seleccionar
dicha variedad se analizo el patron de evolucion de los acidos y azucares en tres variedades
de mandarino que se diferencian de la Clementina de Nules en su fecha de recoleccion: las
clementinas Marisol y Clementard (Citrus clementina Hort. ex Tan.) y el hibrido Fortune
(Citrus clementina Hort. ex Tan. x Citrus tangerina Hort. ex Tan.). Las variedades
Clementina de Nules y Marisol se clasifican como de media estacion y extratemprana,
respectivamente, mientras que Clementard y Fortune son tardias (Bono et al., 1985; Bono et
al., 1994).

Se cuantifico la acidez total y el contenido en sélidos solubles totales (SST) que son los dos
parametros determinantes de la madurez interna de los frutos citricos. El cociente entre
ambos (SST/acidez) recibe el nombre de indice de madurez. Mientras el contenido en acidos
experimentaba variaciones considerables entre las distintas variedades, la concentracion de
solidos solubles fue similar en las cuatro variedades estudiadas (Figura 4.8 A y B). Esto
indica que las diferencias observadas en el indice de madurez reflejan, principalmente,
diferencias en el contenido en acidos, lo que sugiere que el metabolismo de los acidos y el

almacenamiento de carbohidratos son procesos controlados de forma independiente.
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Figura 4.8. Parametros de calidad interna de los frutos citricos, acidez total (A), so6lidos solubles totales (SST)

(B) y concentracion de acido citrico (C). (DDA, dias después de antesis). Se representan las medias + ES (n >
3).

La variedad Fortune fue la unica que present6 diferencias significativas con las demaés, tanto
en el contenido en acidos totales (Figura 4.8 A) como en el contenido en acido citrico
(Figura 4.8 C) al final de la maduracion, por lo que se eligié esta variedad para comparar
con la Clementina de Nules en los estudios posteriores.

Para determinar la evolucion de la acidez total y el 4cido citrico durante el desarrollo del
fruto en la variedad Fortune, se estudio la evolucion de estos dos parametros durante las tres
fases del desarrollo y la maduracion de los frutos, a partir muestras de zumo de dos campafias

diferentes (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Acidez total (A) y concentracion de acido citrico (B) en el zumo de la variedad Fortune (DDA, dias

después de antesis). Las barras verticales representan los errores estandar (n > 3).

4.3.2.2. Induccion de la expresion de la aconitasa durante el desarrollo y la maduracion del

fruto

Utilizando como sonda, el clon de cDNA de aconitasa de limén (AF073507; Sadka et al.,
2000a), se determind mediante andlisis Northern blot el nivel de mRNA de aconitasa en
muestras de pulpa de las variedades Clementina de Nules y Fortune, observandose un
incremento del nivel de transcrito (Figura 4.10), posterior al pico de acidez maxima de los
frutos en ambas variedades (Figuras 4.1y 4.9).

Utilizando esta misma sonda, Sadka et al. (2000a) comprobaron que en frutos de limén y de
lima dulce, a pesar de producirse un incremento de la actividad enzimatica durante la
maduracion, los niveles de mRNA de la aconitasa citosdlica se mantenian constantes,
mientras que en los frutos de mandarino se produjo un aumento en el nivel de transcritos de
la aconitasa citosolica al iniciarse la reduccion de la acidez, lo que concuerda con los datos

obtenidos mediante analisis de micromatrices (Figura 4.3 A).
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Figura 4.10. Analisis Northern blot de los niveles de transcrito de aconitasa en muestras de vesiculas de zumo
de las variedades Clementina de Nules (A) y Fortune (B) tomadas durante el desarrollo y la maduracion del
fruto. DDA: dias después de la antesis. C y D: bandas correspondientes a los RNA ribosomales visualizados por

tincion con bromuro de etidio de los geles antes de la transferencia a membranas de nylon.

4.3.2.3. Identificacion de la familia génica de la aconitasa de citricos

Los resultados del andlisis de micromatrices (Figura 4.3 A) y del analisis Northern blot
(Figura 4.10) indicaban que en el genoma de los citricos hay al menos tres genes que
codifican la enzima aconitasa y que al menos uno de ellos se induce durante la maduracion
del fruto. Para precisar mejor estos resultados era necesario determinar cuantos genes de
aconitasas hay en el genoma de los citricos, la posible localizacion subcelular de las proteinas
codificadas por ellos y los patrones temporales de expresion de cada uno de ellos.

Para ello, los 28 ESTs (expressed sequence tags) correspondientes a la aconitasa disponibles
en la base de datos del Proyecto de Gendmica Funcional de Citricos (Forment et al., 2005;
Terol et al., 2007; Anexo 2) fueron ensamblados utilizando programa STADEN (Staden,
1996).

Los ESTs seleccionados se agruparon en tres contigs diferentes, sugiriendo que el genoma de
los citricos contienen tres genes diferentes que codifican la aconitasa, tal y como sucede en
Arabidopsis thaliana donde el nimero de contigs de aconitasa obtenidos coincide con el
nimero de genes que codifican la enzima (Moeder ef al., 2006). Estos genes fueron
designados como Aco-1, Aco-2 y Aco-3. La alineacion de las secuencias de los cDNAs de
Aco-1, Aco-2 y Aco-3 con el cDNA de aconitasa de limon (AF073507; Sadka et al., 2000a)
mediante el programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) indic6 que este ultimo se
corresponde con el gen Aco-2, mostrando un 97 % de identidad de secuencia a nivel de

cDNA entre Clementina de Nules y limén (Figura 4.11).

71



C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

C.limon
Aco-2
Aco-1
Aco-3

CTATTGCTTGCTCAATTTTGGTGACAGTATTACTACCGATCATATCTCTCCGGCAGGAAG
————————————————————————————————————— GATCACATCTCTCCGGCAGGAAG
————————————————————————————————————— GATCACATTTCTCCGGCAGGAAG
————————————————————————————————————— GATCACATCTCACCAGCTGGTAG

TATCCACAAGGACAGCCCTGCTGCAAAATATCTGCTTGAGCGTGGAGTGGATCGCAAGGA
TATCCACAAGGACAGCCCTGCTGCAAAATATCTGCTTGAGCGTGGGGTGGATCGCAAGGA
TATCCACAAAGACAGTCCCACTGCAAAGTACCTGCTAGAGCGTGGTGTGGAACGCAGGGA
TATCCACAAAGATAGTCCTGCAGCCAAATATCTTATGGAACGTGGGGTTGATAGAAGAGA

CTTCAATTCTTATGGTAGTCGTAGGGGTAATGATGAAGTGATGGCAAGGGGTACCTTTGC
CTTCAATTCTTATGGTAGTCGTAGGGGTAATGATGAAGTGATGGCAAGGGGTACCTTTGC
CTTCAATTCTTATGGTAGTCGTCGTGGCAATGATGAAGTGATGGCTAGAGGAACTTTTGC
TTTCAACTCTTATGGAAGTCGTCGTGGTAATGATGAGATTATGGCAAGGGGTACATTTIGC

CAATATTCGCATTGTTAACAAGCTCTTGAATGGAGAAGTTGGCCCAAAAACAGTTCATAT
CAATATTCGCATTGTTAACAAGCTCTTGAATGGAGAAGTTGGCCCAAAAACAGTTCATAT
AAATATCCGTCTTGTTAACAAGCTCTTGAATGGGGAAGTGGGTCCAAAGACGGTCCATGT
CAATATTCGGCTTGTAAACAAATTGTTGAACGGAGAAGTTGGGCCTAAAACAATTCACAT

TCCAACAGGAGAGAAGCTTTATGTTTTTGATGCAGCAATGAGGTACAAGGCTGCTGGCCA
TCCAACAGGAGAGAAGCTTTATGTTTTTGATGCAGCAATGAGGTACAAGGCTGCTGGCCA
TCCAACAGGGGAGAAACTCTCTGTGTTTGATGCAGCAATGAAATACAAGAGTGCTGGTCA
TCCTACTGGGGAGAAACTCTCTIGTGTTTGATGCTGCTATGAGGTACAAGAATGAGGGGCA

TGATACCATTGTCCTAGCTGGAGCAGAGTATGGAAGTGGCAGTTCTCGTGATTGGGCTGC
TGAGACCATTGTCCTAGCTGGAGCAGAGTATGGAAGTGGCAGTTCTCGTGATTGGGCTGC
TGGTACAATTATCTTGGCTGGAGCTGAATATGGAAGTGGAAGTTCCCGTGATTGGGCTGC
CGATACTGTTATTTTAGCTGGTGCTGAGTATGGCAGTGGAAGTTCTCGTGATTGGGCTGC

TAAGGGTCCAATGCTTCTGGGTGTGAAAGCAGTGATTGCCAAGAGCTTTGAGAGAATTCA
TAAGGGTICCAATGCTTCTGGGTGTGAAAGCGGTGATTGCCAAGAGCTTTGAGAGAATTCA
CAAGGGTCCAATGTTGTTGGGAGTTAAAGCAGTGATCGCCAAAAGTTTTGAAAGAATTCA
TAAGGGTCCAATGTTGCTGGGTGTGAAAGCGGTGATTGCAAAAAGCTTTGAGCGAATTCA

TCGTAGTAATCTTGTTGGTATGGGCATCATTCTTICTTTGCTTCAAGCCTGGGGAGGATGC
TCGTAGTAATCTTGTTGGTATGGGCATCATTCCTCTTTGCTTCAAGCCTGGGGAGGATGC
TCGCAGTAATTTGGTTGGAATGGGTATCATTCCTICTCTGTTTCAAGGCTGGTGAGGATGC
CCGTAGTAATTTGGTGGGTATGGGCATAATCCCGTTGTGTTTCAAGCCTGGTGAGGATGC

AGACACACTGGGGTTAGCTGGTCATGAGCGCTACACAATCAACTTACCAAATAAAGTCAG
AGACACACTGGGGTTAGCTGGTCATGAGCGCTACACAATCAACTTACCAAATAAAGTCAG
AGACTCATTGGGTTTGACTGGTCATGAGAGATTTAGTATTGATCTCCCAAGTAAGATCAG
CGAGACTCATGGGTTGACTGGCCATGAACGCTACACCATTGACCTTCCAAACAGTGTGAG

TGAGATAAGGCCTGGCCAAGACATTACTGTCACAACCGACACTGGGAAATCCTTCACATG
TGAGATAAGGCCTGGCCAAGACATTACTGTCACAACCGACACTGGGAAATCCTTCACATG
TGAAATAAGACCTGGCCAAGATGTGACTGTCACCACTGACAGTGGAAAATCCTTTACCTG
TGAAATTAGACCTGGTCAGGATGTCAGAGTGGTCACAGACAGTGGCAAGTCATTCACATG
TACAGTGCGCTTTGATACGGAGGTGGAACTGGCATATTTCGACCATGGGGGCATTCTTCC
TACAGTACGCTTTGATACGGAGGTGGAACTGGCATATTTCGACCATGGGGGCATTCTTCC
CACAGTCCGTTTCGACACAGAGGTAGAATTGGCTTACTTTGATCATGGAGGCATCCTTCC
CGTTATAAGATTTGATACAGAGGTGGAATTGGCTTACTTTGATCATGGAGGCATACTGCA

ATATGTTATCCGGAATCTGATTAA-———————————————— ACAGTAAATAACTGAGCTT
ATATGTTATCCGGAATCTGATTAA-———————————————— ACAGTAAATAACTGAGCTC
GTTTGTCATTCGCAACCTGATTAA-———————————————— GCAGTAAATAACTGCATCA

ATATGTCATAAGAAACTTGATCAATGTGAGACAATGATTCCGCAAGAACCAACTGGTGCT

TTGATTCAGGGGCATGGGGCATGA-~GGCATGAGGCATGAG-~GGT TCATAATAAGACCA
TTGATTCAGGGCCATGGGGCATGA-~GGCATGA——————— G-—GATTCATAAAAAGATCA
TTTCTACTAGGCGGACTTGCTTCA-~TCCAAAGAAACTTAC-—~GGTT-GTAAAATG--TG
CTTCAACCGGGGETCTACTICTTCATTGCTTTAACGCTTTAGCAGAT TCAGCCGACGTCCA
AAAAGGAAATA-GATTTTTTGTTTCGTTAAC-——-TTCTTCCAATAGGATTAGCGTTTCA
GAAAGGAAATA-TATTTTTTGTTTCGTCAAC--——TTCTTCCAATAGGATTAGCGTTTCA
AGAGTTGAATA-AAGTTCAAATAATGTAAGAAAGATCCCTTTGATGGGACTTGAGTCTTT
TGAATAAATTACGGAACTAAGTTTAGAAATTTCTGTTTTTTGCAGTCATTTTGAATTACA

TTCTT-—--TC-——ACTTTT-—————— CTGTAGTTTTCACT-—-——-TCATTCGTCTTTTGGCC
TTCTT-—--TC-——ACTTTT-—————— CTGTAGTTTTCACT-—-——TCATTTTTCTTTTGGCC
TTTTC-—--TGGGAACAATT—————— CAAAAGGT--CGAT--——-ATCTTTGTTCTGTGAAC

TTTTTATATCGAGAGCTTTGATAAACAATAGGACACGCCCTAGACATGAATTTCCCGCAA
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C.limon AACGTTGTTTATT--TAAATTTGAAAAAAAACAAGAGGCTGGAGATATTTGCAACTTTAA 3376
Aco-2 AAAGTTGTTTATT--TAAATTAAAAAAAAAAAAAGAGGCTGGAGATATT——————————— 861
Aco-1 GAAG=—AATTAT——————————— === 833
Aco-3 TAAGAGAATAATTATTGAAATTTTTGTTAATTTCCACATTGATCATGATTGTCAATTTAT 923
C.limon AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA ———————————m e m 3401
ACO—2 ST
Aco-1 = mmm oo
Aco-3 TTTTTCCGTGGCGTCAACCGAAGAACACAGTAAGGATAATGGATTTTAAAAGTGTGATGT 983
C.limon = oo
ACO—2 ST
Aco-1 = s
Aco-3 AATAGAAACAATCTACGATATGCTGATTCCTAATTTATATAAATCTACCATATGCTGATT 1043
C.limon = ———————————

Aco-2 mmmm————————

Aco-1 e

Aco-3 CTTAATTTATAGG 1056

Figura 4.11. Alineamiento de las secuencias de cDNA de las tres aconitasas de Clementina de Nules (Aco-1,
Aco-2 y Aco-3) y el cDNA de limén, mediante la herramienta informatica CLUSTAL X. Los uligonucledtidos

especificos para cada una de las secuencias utilizados para las Real Time RT-PCR se encuentran subrayados.

Para verificar que Aco-1, Aco-2 y Aco-3 no correspondian a variantes alélicas, sino a tres
genes distintos, se disefiaron oligonucleotidos especificos de cada una de las tres secuencias
(Figura 4.11) que se utilizaron para realizar una RT-PCR en tiempo real sobre RNA total
obtenido de una planta haploide de Clementina de Nules (cedida por D. Luis Navarro
director del departamento de Proteccion Vegetal del IVIA). Se obtuvieron productos de
amplificacion a partir de los tres pares de oligonucledtidos (Figura 4.12 y 4.13), indicando

que al menos existen tres loci en el genoma de los citricos para la aconitasa.

a1 Aco-1 2]  Aco-2 a5

Aco-3

Fluorescence (530)
Fluorescence (530)
Fluoressence (530)

— o

IEEREEEEEEEEEE EEEEEE K] IEEEE R R R R E R EEE ) 2 4 6 8 1012 14 16 18 2 22 24 2 28 30 2 34 B % 0 9 4
Cyeles. Cyetes Cycles.

Figura 4.12. Curvas de amplificacion obtenidas mediante RT-PCR en tiempo real de RNA total de una planta
haploide de Clementina de Nules usando pares de oligonucleodtidos especificos para cada uno de los tres genes

de aconitasa.

73



Melting Peaks

0917
0527
0737
= 0647
”
51
9 0557
&
g 0457
E
2 0377
5
g nosr
01974
0107 —
L
00174
- - - - - - ; , ; ,
45 50 55 &0 65 70 75 a0 85 an

Temperature (°C}

Figura 4.13. Curvas de separacion obtenidas mediante RT-PCR en tiempo real de RNA total de una planta

haploide de Clementina de Nules usando pares de oligonucleodtidos especificos para cada uno de los tres genes

de aconitasa.

Las secuencias de las proteinas deducidas de los cDNAs de Aco-1, Aco-2 y Aco-3 fueron

también alineadas con el programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1997), observandose un

alto grado de similitud entre ellas (Figura 4.14).
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-- - - -- -- -- -- - MYITTSTSAASSLLRASSRSRFVSSLSSFMAA
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100 110 120 130 140 150 160 170 180

EHPFKEILTALPKPG-GGEFGKFYSLPALNDPRIEKLPYSIRILLESAIRNCDNFQVKKEDIEKI IDWENSAPKQVEIPFKPARVLLODE
ENAFKGILTSLPKPG-GGEFGKFFSLPALNDPRIDRLPYSIRILLESAIRNCDNFQVTKDDVEKIIDWENTSPKQVEIPFKPARVLLQDF
ENPFKSILKTLQRPD-GGEFGKYYSLPALNDPRIGKLPYSIKILLESAIRNCDEFQVKSKDVEKIIDWETTSPKQVEIPFKPARVLLQODF

190 200 210 220 230 240 280 290 300
TGVPAVVDLACMRDAMNKLGSDSNKINPLVPVDLVIDHSVQVDVTRSENAVKANMEFEFQRNKERFAFLKWGSSAFHNMLVVPPGSGIVH
TGVPAAVDLACMRDAMKNLNSDPKKINPLVPVDLVVDHSVQVDVARSENAVQANMEFEFQRNQERFAFLKWGSSAFHNMPVVPPGSGIVH
TGVPAVVDLACMRDAMNKLGGDSNKINPLVPVDLVIDHSVQVDVARSENAVQANMEFEFRRNKERFAF LKWGSNAFHNMLVVPPGSGIVH

250 260 270 310 320 330 340 350 360
QVNLEYLGRVVENTNGMLYPDSVVGTDSHTTMIDGLGVAGWGVGGIEAEAAMLGQPMSMVLPGVVGFKLSGKLHNGVTATDLVLTVTQML
QVNLEYLGRVVFNTDGILYPDSVGGTDSHTTMIDGLGVAGWGVGGIEAEAAMLGQPMSMVLPGVVGFKLTGKLRDGVTATDLVLTVTQML
QVNLEYLGRVVENTNGMLYPDSVVGTDSHTTMIDGLGVAGWGVGGIEAEAAMLGQPMSMVLPGVVGFKLSGKLODGVTATDLVLTVTQML

370 380 390 400 410 420 460 470 480
RKHGVVGKFVEFHGDGMGELSLADRATIANMSPEYGATMGFFPVDHVTLQYLKLTGRSDETLAMVEGY LRANKMEVDYNEPQQERVYSSY
RKHGVVGKFVEFYGEGMGQLPLADRATIANMSPEYGATMGFFPVDHVTLQYLKLTGRSDETVSMIEEY LRANKMEVDYNKPEQERSYSSY
RKHGVVGMFVEFYGEGMSELSLADRATIANMSPEYGATMGFFPVDHVTLQYLKLTGRSDDTVSMIESYLRANKMEVDYSEPQSERVYSSY

430 440 450 490 500 510 520 530 540
LELNLADVEPCISGPKRPHDRVPLKEMKADWHSCLDNKVGFKGFAVPKETQEKVVKESFHGQPAELKHGSVVIAAITSCTNTSNPSVMLG
LQLDLADVEPCISGPKRPHDRVPLKDMKADWHACLENQVGFKGFAVPKQEQDKVAKEFSFHGQPAELKHGSVVIAAITSCTNTSNPSVMLG
LELNLEEVVPCVSGPKRPHDRVPLNEMKADWHACLDNRVGFKGFAIPKEYQSKVAEFNFHGTPAQLRHGDVVIAAITSCTNTSNPSVMLG

550 560 570 580 590 600 640 650 660
AGLVAKKACELGLQVKPWVKTSLAPGSGVVTKYLLQSGLQKYLNEQGFHIVGYGCTTCIGNSGDLDESVASAITDND IVAAAVLSGNRNF
AGLVAKKACELGLEVKPWVKTSLAPGSGVVTKYLQQSGLOKYLNQQGFHIVGYGCTTCIGNSGDLDESVATAITEND IVAAAVLSGNRNF
AALVAKKACELGLEVKPWIKTSLAPGSGVVTKYLONSGLOKYLNHLGFHIVGYGCTTCIGNSGDIDDAVAAAITENDIVAAAVLSGNRNF

610 620 630 670 680 690 700 710 720
EGRVHPLTRANYLASPPLVVAYALAGTVDIDFDKEPIGTTKDGKSVYFKDIWPTTEEIAEVVQSSVLPDMEFKSTYEAITKGNPTWNQLSV
EGRVHPLTRANYLASPPLVVAYALAGTVDIDFEKEPIGTGKDGKGVYFKDIWPSNEEIAEVVQSSVLPDMFKSTYEAITKGNPMWNQLSV
EGRVHPLTRANYLASPPLVVAYALAGSVNIDFETEPVGVGKDGKKIFLRDIWPSSEEVAHVVQKSVLPDMEFKATYEAITKGNPMWNQLSV
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730 740 750 760 770 780 820 830 840
(Acol) PASKLYSWDPNSTYIHEPPYFKDMTMDPPG--AHGVKDAYCLLNFGDSITTDHISPAGSIHKDSPTAKYLLERGVERRDENSYGSRRGND
(Aco2) PTSMLYSWDPNSAYIHEPPYFKNMTMEPPG--PHGVKDAYCLLNFGDSITTDHISPAGSIHKDSPAAKYLLERGVDRKDEFNSYGSRRGND
(Aco3) PSGTLYAWDPKSTYIHEPPYFKDMTMSPPG--PHGVKGAYCLLNFGDSITTDHISPAGSIHKDSPAAKYLMERGVDRRDENSYGSRRGND

790 800 810 850 860 870 880 890 900
(Acol) EVMARGTFANIRLVNKLLNG-—---EVGPKTVHVPTGEKLSVFDAAMKYKSAGHGTIILAGAEYGSGSSRDWAAKGPMLLGVKAVIAKSFE
(Aco2) EVMARGTFANIRIVNKLLNG----EVGPKTVHIPTGEKLYVFDAAMRYKAAGHETIVLAGAEYGSGSSRDWAAKGPMLLGVKAVIAKSFE
(Aco3) EIMARGTFANIRLVNKLLNG----EVGPKTIHIPTGEKLSVFDAAMRYKNEGHDTVILAGAEYGSGSSRDWAAKGPMLLGVKAVIAKSFE
910 920 930 940 950 960 970 980 990

(Acol) RIHRSNLVGMGIIPLCFKAGEDADSLGLTGHERFSIDLPSKISEIRPGQDVTIVITD--SGKSFTC--TVRFDTEVELAYFDHGGILPYVI
(Aco2) RIHRSNLVGMGIIPLCFKPGEDADTLGLAGHERYTINLPNKVSEIRPGQDITVTTD--TGKSFTC--TLRFDTEVELAYFNHGGILPYVI
(Aco3) RIHRSNLVGMGIIPLCFKPGEDAETHGLTGHERYTIDLPSSVSEIRPGQDVRVVTD--SGKSFTC--TLREFDTEVELAYFDHGGILQYVI

Figura 4.14. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las tres aconitasas de Clementina de Nules

(Aco-1, Aco-2 y Aco-3), mediante la herramienta informatica CLUSTAL X.

Dado que las aconitasas de plantas no presentan ninguna secuencia sefial que indique su
localizacion subcelular (Millar et al., 2001), para predecir la localizacion de las aconitasas de
citricos se utilizaron los programas TargetP (Emanuelsson et al., 2000) y PSORT (Nakai y
Kanehisa, 1992), basados en la homologia de secuencia con proteinas de localizacion
subcelular conocida. Para el analisis de las secuencias con TargetP se utiliz6 la base de datos
SwissProt de secuencias de proteinas de organismos animales, donde las aconitasas
mitocondriales y citosolicas estan claramente identificadas (Eanes y Kun, 1971), y se ha
comprobado que estan codificadas por genes diferentes (Povey et al., 1976; Slaughter et al.,
1978).

Los resultados del analisis sugirieron la localizaciéon mitocondrial de Aco-1 y la localizacion
citosolica de Aco-2 y Aco-3 (Tabla 4.4). El analisis con PSORT dio los mismos resultados

(no mostrados)

Tabla 4.4. Prediccion de la localizacion subcelular de las aconitasa de citricos
utilizando el programa TargetP. En la columna Loc “M” indica que la proteina
presenta una mayor similitud con proteinas de localizacion mitocondrial, mientras que
el guion indica cualquier localizacion distinta al cloroplasto (C) o de las rutas
secretoras (S). RC (reliability class) muestra la fuerza de la prediccion, siendo mayor
cuanto menor es su nivel, mTP (mitochondrial target peptide) indica el contenido en
péptidos blanco de la mitocondria.

Otros
Nombre Long. mTP péptidos Loc RC
Aco-3 900 0.123 0.834 - 2
Aco-2 898 0.118 0.792 - 2
Aco-1 927 0.912 0.106 M 1
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4.3.2.4. Perfiles de expresion de los genes Aco-1, Aco-2 y Aco-3 en Clementina de Nules y

Fortune

Utilizando los pares de oligonucledtidos especificos disefiados para cada uno de los genes de
aconitasa (Figura 4.12) se determin6 mediante RT-PCR en tiempo real la evolucion
temporal de los niveles de transcrito de cada gen durante el desarrollo y la maduracion del

fruto.

T T T T T T T T T A
® CLEMENTINA DE NULES 2003-2004 mmmm CLEMENTINA DE NULES 2004-2005
1,6 | 'V FORTUNE | === FORTUNE

08| +

04t +

Nivel de mRNA Aco-1

Nivel de mRNA Aco-2
N
T
1
T
1

Nivel de mRNA Aco-3

50 100 150 200 250 81 181 212 246
DDA DDA

Figura 4.15. Patrones de expresion de los tres genes que codifican las aconitasas Aco-1 (A), Aco-2 (B) y Aco-3
(C) en la pulpa de Clementina de Nules y Fortune, durante las temporadas 2003-2004 y 2004-2005. Se asignd
arbitrariamente el valor de expresion 1 a la primera muestra de la variedad Clementina de Nules de cada

temporada. DDA, dias después de antesis. Las barras verticales representan los errores estandar (n > 3).
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Para ello se utilizaron muestras Clementina de Nules y Fortune de las campafias 2003/2004 y
2004/2005. Se observo que la aconitasa-1 (Aco-1) presentaba niveles de expresion
practicamente constantes a lo largo de todo el desarrollo del fruto, siendo reproducible
durante los dos afios ensayados (Figura 4.15 A).

La aconitasa-2 (Aco-2) muestrd un nivel de mRNA practicamente constante en Clementina
de Nules, y ascendente durante la maduracion en Fortune, mientras que el patron de
expresion de la aconitasa-3 (Aco-3) resulto ser ascendente en ambas variedades (Figura 4.15
B y C). La induccion de Aco-2 y Aco-3 durante la maduracion de los frutos y la expresion
constitutiva de Aco-1 son compatibles con la localizacion subcelular predicha a partir del
analisis de secuencias (Tabla 4.4). Por otra parte, los perfiles de expresion de Aco-1, Aco-2
y Aco-3 en Clementina de Nules son muy similares a los observados mediante hibridacion de
micromatrices para las sondas CX292147, CX301030 y CX308185 respectivamente (Figura
4.3 A).

Se ha sugerido que las diferencias de acidez entre diferentes variedades podrian estar
realcionadas con diferencias en la actividad aconitasa mitocondrial. Asi, Bogin y Wallace
(1966) comprobaron que la concentracion de citramalato, un inhibidor competitivo de la
actividad aconitasa, era mayor en frutos de limon que en frutos de lima dulce y
posteriormente, Sadka et al. (2000a) demostraron que la actividad aconitasa mitocondrial era
mayor en los frutos de lima dulce durante la fase de acumulacion de citrato y propusieron que
la acumulacion de acido citrico seria facilitada por una inhibicion de la actividad aconitasa
mitocondrial.

Para comparar los niveles de expresion de los genes de aconitasas en frutos, con los niveles
de los mismos genes en Organos vegetativos en los que no se produce una acumulacion de
citrato, se cuantificaron mediante RT-PCR en tiempo real los niveles de transcritos de Aco-1,
Aco-2 y Aco-3 en pulpa de frutos de Clementina de Nules en las primeras etapas del
desarrollo (27, 55, 69 y 140 DDA) y en hojas de la brotacion de primavera.

Los niveles de mRNA de los tres genes de aconitasa durante la fase [ y el principio de la fase
IT del desarrollo de los frutos fueron similares a los observados en hojas (Figura 4.16),
indicando que la acumulacion de acido citrico en los frutos no se debe a la represion de la
expresion de ninguno de los genes de aconitasa, y que durante la fase de eliminacion de
acidos se induce la expresion de los genes Aco-2 y Aco-3. Estos resultados apoyan la

localizacion subcelular propuesta para las proteinas codificadas por los genes Aco-1, Aco-2'y

Aco-3 (Apartado 4.3.2.3).

77



mmm FRUTOS

HOJAS mmm FRUTOS

1,5 | — HOJAS a

Nivel de mRNA Aco-1
k=)
T
1
Nivel de mRNA Aco-2
k=)
T
1

27 55 89 140 HOJAS 27 55 89 140 HOJAS
DDA DDA

mmm FRUTOS
mmm HOJAS

1,0 | .

0,5 T

Nivel de mRNA Aco-3

27 55 89 140 HOJAS
DDA

Figura 4.16. Expresion relativa de los genes Aco-1, Aco-2 y Aco-3 en cuatro muestras de vesiculas de zumo de
Clementina de Nules anteriores al pico de maxima acidez y en una muestra de hojas. DDA, dias después de

antesis. Las barras verticales representan los errores estandar (n > 3).

En conclusion, en el presente trabajo se ha demostrado por primera vez que el genoma de los
citricos contiene al menos tres genes de aconitasa y se ha analizado de forma independiente
la expresion de estos genes durante el desarrollo y maduracion de los frutos. Los analisis
sugirieron que uno de los tres genes codifica una aconitasa mitocondrial de expresion
constitutiva, mientras que los otros dos codifican aconitasas citosolicas que se inducen
durante la maduracion y participan en la eliminacion del 4cido citrico acumulado en el fruto.
Ademas, el andlisis del transcriptoma mediante micromatrices de ¢cDNA junto con la
cuantificacion de metabolitos seleccionados ha permitido proponer un modelo para explicar

como se produce la reduccion de la acidez durante la maduracion.
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5.1. Introduccion

La acidez de los frutos juega un papel importante en la percepcion de la calidad de la fruta.
De hecho, la acidez tambien afecta al dulzor de los frutos, puesto que enmascara el sabor de
los azticares (Lobit et al., 2003). De acuerdo con Moreau-Rio et al. (1995), la apreciacion
total del consumidor esta mas relacionada con la relacion acidez total/indice de refraccion
que con el contenido de azlcares.

A pesar de la ya mencionada importacia del metabolismo de los acidos en los frutos citricos
(apartado 4.1), apenas existen estudios sobre los genes que regulan la acumulacion del 4cido
citrico. Las investigaciones realizadas sobre la regulacion de los genes del metabolismo de
los 4cidos no han permitido, hasta el momento, la comprension completa de este proceso
esencial. Sin embargo, existen evidencias considerables obtenidas mediante la comparacion
de variedades acidas y sin acidez, de que la expresion y la actividad de la citrato sintasa no es
la responsable de dichas diferencias en el contenido en acidos (Sadka et al., 2001). Al mismo
tiempo, recientemente se ha publicado la existencia de un transportador de citrato que
codifica un nuevo simportador de citrato vacuolar que es capaz de mediar en el flujo vacuolar
de citrato a través de un cotransporte electroneutro de H' e iones citrato (Shimada et al.,
2006)

En otro de los estudios del metabolismo de los 4cidos realizado por Sadka et al. (2000a) se
propone que la acumulaciéon de acido citrico es consecuencia de la disminucion de la
actividad enzimatica de la aconitasa mitocondrial. Por otra parte, la mayoria de los estudios
realizados sobre la expresion de genes relacionados con el metabolismo de acidos en frutos,
se han realizado sobre frutos que acumulan mayoritariamente acido malico, como por
ejemplo melocoton (Etienne et al., 2002; Moing et al., 2000), manzana (Beruter, 2004) y uva
(Diakou et al., 2000; Or et al., 2000).

El estudio de la expresion de los genes de aconitasas (capitulo V) sugirié que las aconitasas
Aco-2 y Aco-3 tienen un importante papel en la degradacion del acido citrico durante la
maduracioén, mientras que la aconitasa Aco, localizada probablemente en la mitocondria,
mantiene niveles de expresion practicamente constantes a lo largo de todo el desarrollo de la
pulpa (Figura 4.14). Aunque estos resultados no contradicen la hipotesis de Sadka et al.
(2000a), parece logico suponer la participacion de mas genes en la sintesis y acumulacion de
acido citrico durante el desarrollo del fruto.

Por este motivo, en el presente capitulo se aborda el estudio de la expresion de genes

determinantes de la acumulacion de acidos en los frutos citricos tanto de manera individual
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como global, mediante el analisis de micromatrices.

Al mismo tiempo, se ha estudiado el efecto del tratamiento con 4cido arsanilico (4cido 4-
aminofenil arsonico), un conocido reductor de la acidez de los frutos que se ha utilizado con
frecuencia para reducir la acidez de los pomelos mediante aplicaciones realizadas poco

después de la floracion (Wilson, 1987).

5.2. Materiales y métodos
5.2.1. Material vegetal

Para la cuantificacion de los acidos citrico, malico e isocitrico se utilizaron las muestras
descritas en el apartado 4.2.1. Para la hibridacion de micromatrices de cDNA y RT-PCR en
tiempo real se utilizaron las muestras de la pulpa de la variedad Clementina de Nules
descritas en el apartado 3.2.1.

Las muestras de pulpa de frutos de la variedad Fortune utilizadas para la hibridacion de las
micromatrices y las RT-PCR en tiempo real fueron las descritas en el apartado 4.2.1.
Durante la campafia 2003/2004 se recolectaron muestras de dos variedades de limén (Citrus
limon (L.) BURM. f.) con diferente contenido en acidos: Fino, de acidez normal, y Dulce, de
baja acidez. Se recogieron tres muestras de limon Fino los dias 18 de julio (79 DDA), 24 de
agosto (116 DDA) y 21 de octubre (174 DDA). Los frutos se escogieron al azar a partir de
tres arboles cultivados en campo en una parcela situada en el Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA, Moncada, Valencia) en las condiciones descritas en el
apartado 3.2.1. En el caso del limén Dulce, sélo se disponia de un arbol cultivado en maceta
bajo malla antipulgén con frutos en diferentes estadios de desarrollo debidos a varias
floraciones, por lo que los frutos se agruparon en funcion de su didmetro y se recolectaron

tres muestras equivalentes en tamafio y en color a las de limon Fino (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Didmetros (media + error estandar) de los frutos de limén Fino y

limén Dulce.

DDA (limé6n Fino) 79 116 174
Limoén Fino 36,78 £ 0,47 43,5+ 0,66 54,76 £ 0,54
Limon Dulce 37,8+ 1,8 47,68 £ 1,83 57,15+2,29
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Una vez en el laboratorio, los frutos fueron pelados y tras eliminar las semillas y las

columnelas, la pulpa se congel6 en nitrogeno liquido y se conservo a —80 °C.

5.2.2. Tratamientos con acido arsanilico

Los tratamientos con 4cido arsanilico se realizaron sobre arboles adultos de las variedades
Clementina de Nules (Citrus clementina Hort. ex Tan.) y el hibrido Fortune (Citrus
clemntina Hort. ex Tan. x Citrus tangerina Hort. ex Tan.), dejando en el mismo arbol ramas
sin tratar para la obtenciéon de muestras control. Por cada muestra de frutos no tratados
tomada durante las campafias 2003/2004 y 2004/2005 (apartado 4.2.1) se tomo otra muestra
de frutos tratados.

La aplicacion se llevo a cabo mediante pulverizacion de una solucion en agua de acido
arsanilico a la concentracion de 3.000 ppm. El tratamiento se realizo los dias 23/06/03,
durante la campafa 2003/2004(dia 54 después de antesis), y el 17/06/04, durante la campaiia
2004/2005 (dia 61 después de antesis). El material vegetal tratado fue procesado de igual

forma que el resto de las muestras (apartado 4.2.1).

5.2.3. Cuantificacion de acidos y de sélidos solubles totales

Se utilizaron los protocolos descritos en el apartado 4.2.

5.2.4. Analisis de los acidos citrico, malico e isocitrico mediante cromatografia ionica de

adsorcion

Se utilizd6 un cromatdgrafo idnico ICS-2000 (Dionex) equipado con inyector automatico
AS40 (Dionex) conectado a una columna de deteccion de aniones AS11-HC (IonPac) con
una columna supresora incorporada que funciona segun la metodologia de supresion quimica
(Skoog y Leary. 1994).

La muestra utilizada para el analisis fue zumo centrifugado a 13.000 rpm (Beckman J2-21,
rotor JA-14) para eliminar las paredes de las vesiculas. El eluido se filtro con un filtro de
nylon de 0,22 um (Cameo). Se tomaron 0,75 ml y se diluyeron en 3,25 ml de agua,
filtrandose nuevamente con un filtro de nylon de 0,22 um (Cameo).

El flujo de inyeccion fue de 1 ml/minuto. La identificacion de los 4cidos y aniones se realizo
tras la inyeccion de estandares de los acidos a identificar (citrico, malico e isocitrico). Una

vez identificados se realizan curvas de calibrado con los estandares de cada uno de ellos. La
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cuantificacion se realizo con el programa Chromeleon (Dionex). Se analizaron tres alicuotas

por muestra.

5.2.5. Obtencion de un clon de cDNA de la enzima citrato sintasa de clementina

Se disefiaron oligonucleotidos de la enzima citrato sintasa a partir de las zonas conservadas
de diferentes especies, usando el programa informatico ClustalW (BCM Search Launcher
Multiple Sequence Alignments, http://www.searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-
align.html). Los oligonucledtidos disefiados fueron CS-F1 AAATGTCAGTGCTCACACC y
CS-R1 TTCTACACAAATCTCCATCC, oligo directo y reverso respectivamente, con
temperaturas Optimas de alineamiento de 54,3 °C y 52,5 °C. El tamafio de la secuencia del
mRNA comprendido entre los dos oligonucledtidos fue de 650 pb.

A partir de RNA total de vesiculas de zumo se realizé una RT-PCR (retrotranscripcion y
reaccion en cadena de la polimerasa) (Saiki et al., 1988), usando los oligos CS-F1 y CS-R1
con lo que se obtuvieron bandas unicas del tamafio esperado (650 pb) en un gel de agarosa,

TTM

que se purificaron con el kit CONCER Matriz Gel Extraction System (Gibco). Se

clonaron en el vector pPGEM-T (Promega) que fue usado para transformar células XL1-Blue
de Escherichia coli, de las cuales se realizaron minipreps segun Sambrook et al. (1989),

secuenciandolas posteriormente y denominando a este clon de citrato sintasa, CS-130.

5.2.6. Hibridacion de micromatrices de cDNA de citricos (7K)

Se siguieron los protocolos descritos en el apartado 3.2.2.
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5.2.7. Cuantificacion de RNAs mensajeros por RT-PCR en tiempo real

Se siguid el protocolo descrito en el apartado 4.2.6, utilizando como cebadores los

oligonucleétidos descritos en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Oligonucleétidos utilizados como cebadores para la RT-PCR en tiempo real

Gen Orlentacm'n .del Secuencia del oligonucleétido Tamax}o,del
oligonucledtido amplicén

Fosfoenolpiruvato F 5’-CGTGTTCGTCAGCTATTAGCCC-3’ 118 pb

carboxilasa (PEPC) R 5’-CCGCAAGAGCAGAGTGACCTAT-3’

NADP enzima mdlico F 5’-TGAAGGAGATGAGAGACGGAGC-3’ 145 pb
R 5’-TATCCACTGGCAACGGAGATG -3’

NAD enzima malico F 5’-TTGGCGATCTTGGAGTTCAGG-3’ 114 pb
R 5’-TCCCGACGTCAAGCATAACTG-3’

Citrato sintasa F 5’-AAACCCCTGGCCAAATGTT-3’ 141 pb
R 5’-AGAGCTCGGTCCCATATCAACT-3

ATP citrato liasa F 5’-AATTATTGCCGAAGGTGTGCC-3 121 pb
R 5’-GCTCCAGCTTGAATTCCTCCA-3

5.3. Resultados y discusion
5.3.1. Efecto del tratamiento con acido arsanilico sobre la concentracion de acidos

Las aplicaciones de derivados de arsénico poco después de la floracion han sido utilizadas de
forma habitual en los Estados Unidos de América para reducir la acidez de los pomelos,
observandose un efecto significativo al final de la maduracion (Wilson, 1987). El acido
arsanilico (acido 4-aminofenil arsonico) es un conocido inhibidor de la acidez de los frutos
citricos que presumiblemente inhibe los complejos multienzimaticos piruvato deshidrogenasa
y a-cetoglutarato deshidrogenasa (Hu et al.,1998; Lenartowicz et al., 1990; Lopez et al.,
1990; Crafts, 1977). Con el propoésito de determinar el efecto del acido arsanilico sobre el
metabolismo de los 4cidos se analiz6 el contenido de 4cidos totales de frutos de Clementina
de Nules y Fortune recogidos asi como el contenido en los acidos citrico, malico e isocitrico.
La acidez de los frutos tratados con acido arsanilico siguié una evolucion temporal paralela a
la de los frutos no tratados (Figura 5.1), aunque la concentracion de acidos fue menor a

partir del tratamiento.
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Figura 5.1. Evolucion temporal de la concentracion de acidos en frutos de las variedades Clementina de Nules
(A) y Fortune (B) tratados con acido arsanilico y no tratados correspondientes a la campafias 2003/2004. Los
tratamientos fueron realizados los dias 54 y 61 después de antesis (flechas). Las barras verticales representan los

errores estandar (n > 3).

Estos resultados indican que una reduccion en el nivel de acidos durante el periodo de
acumulacion de los mismos es suficiente para que la acidez se mantenga reducida durante
todo el proceso de desarrollo y maduracion de los frutos, lo que indica que el contenido en
acidos de los frutos citricos depende, mayoritariamente, de su sintesis y acumulacion durante
las primeras fases del desarrollo.

La cuantificacion mediante cromatografia iénica del contenido en &cido malico, acido citrico
y acido isocitrico indicé que la concentracion de los acidos malico y citrico (Figura 5.2)
disminuye poco después de realizado el tratamiento con acido arsanilico, aunque se mantiene

el mismo perfil que en los frutos no tratados.

86



T T T T T T T T
— @ CLEMENTINA DE NULES NO TRATADO A V¥ FORTUNE CONTROL D .
E 4 | O CLEMENTINA DE NULES TRATADO i |V FORTUNE ARSANILICO 44 E
E =
g, 1s £
g 8
T 2f 1, =
o o
il i<l
& 17 11 2
__ 40t 140
E E
g 30 {30 £
g 8
= 20 120 =
o o
3 3
g 10 110 ©
< <

l l l l l l l l

T T T T T T T T
E F E
o)) L - - - ()]
g 0,6 0,6 g
8 o
2 2
£ 04 1 T 104 =
9 o
2 o
2 2
S 02r 1+ 102 8
9 3
<< <

1 1 1 1 1 1 1 1

100 150 200 250 100 150 200 250
DDA DDA

Figura 5.2. Concentracion de los acidos malico (A y D), citrico (B y E) e isocitrico (C y F) en el zumo de frutos
de las variedades Clementina de Nules (A, B y C) y Fortune (D, E y F) tratados con acido arsanilico y no
tratados. Los tratamientos fueron realizados a los 54 y 61 después de antesis. (DDA). Las barras verticales

representan los errores estandar (n > 3).

Aungque la acidez de los frutos citricos es mayoritariamente consecuencia de la concentracion
de acido citrico (Sinclair et al., 1945; Clements, 1964), los resultados de la cuantificacion del
acido malico muestran un perfil diferente en las dos variedades estudiadas, de manera que en
la variedad Fortune la maxima concentracion de este acido se produce simultaneamente con
el pico de acidez del 4cido citrico (Figura 5.2 D y E), mientras que en la variedad
Clementina de Nules el pico de acido malico y el &cido citrico mostraron perfiles diferentes
(Figura 5.2 A y B).
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De hecho, de las cuatro variedades de mandarina utilizadas en este trabajo (Marisol,
Clementard, Clementina de Nules y Fortune) inicamente la variedad Fortune presentd una

evolucion diferente de los niveles de acido malico (Figura 5.3).

4 MARISOL
NULES
6 CLEMENTARD ]

Vv FORTUNE

Acido malico (mg/ml)
S
T

100 150 200 250
DDA

Figura 5.3. Concentracion de acido malico en el zumo de las variedades Marisol, Clementina de Nules,
Clementard y Fortune analizada mediante cromatografia liquida de adsorcion. Muestras de la campaifia
2001/2002. El eje de abscisas muestra el tiempo, expresado en dias después de antesis (DDA). Las barras

verticales representan los errores estandar (n = 3).

5.3.2. Expresion de los genes de las principales enzimas implicadas en el metabolismo de

los acidos

El analisis de la expresion de la enzima citrato sintasa que sintetiza el acido citrico mediante
la condensacién de una molécula de acetil-CoA con otra de oxalacetato, indico que los
niveles de transcrito no cambian significativamente durante la maduracion y el desarrollo del
fruto en ambas variedades (Figura 5.4), aunque son ligeramente mas altos en la mandarina
Clementina de Nules que en el hibrido Fortune, sugiriendo que la enzima citrato sintasa no se
encuentra directamente relacionada con la concentracion de acidos en los frutos citricos
(Sadka et al., 2000a,b; Canel et al., 1996). Por otro lado se observo que en los frutos tratados
con acido arsanilico se produjo un descenso en el nivel de expresion de esta enzima que

coincidio con la reduccion en la concentracion de acido citrico.

88



@ CLEMENTINA DE NULES NO TRATADO V¥ FORTUNE NO TRATADO
15+ CLEMENTINA DE NULES TRATADO FORTUNE TRATADO
3

Nivel de mRNA
K-}
T
1
T
1

50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
DDA DDA

Figura 5.4. Niveles de mRNA de la enzima citrato sintasa en la pulpa de frutos tratados con acido arsanilico y
no tratados de las variedades Clementina de Nules y Fortune. Los analisis se realizaron mediante RT-PCR en
tiempo real asignandose arbitrariamente el valor de expresion 1 a la primera muestra de la variedad Clementina

de Nules. (DDA, dias después de antesis). Las barras verticales representan los errores estandar (n > 3).

Puesto que no se observd una correlacion entre la acumulacion de citrato en los frutos
citricos y la expresion de la citrato sintasa en los frutos de Clementina de Nules y Fortune, se
estudid el patron de expresion de la fosfoenolpiruvato carboxilasa, que transforma el
fosfoenolpiruvato en oxalacetato y que estd implicada en una ruta anaplerttica de
incorporacion de carbono al ciclo de Krebs (Figuras 1.3 y 1.4).

Las dos variedades mostraron un perfil de expresion de fosfoenolpiruvato carboxilasa similar
y bastante uniforme a lo largo del desarrollo y la maduracion de los frutos (Figura 5.5).
Ademas se observo que, las muestras de los frutos tratados con acido arsanilico,
experimentaron una subida mas lenta del nivel de transcrito después de la realizacion del
tratamiento.

Los resultados obtenidos fueron verificados con muestras de la campafia siguiente,

2004/2005 (datos no mostrados).
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Figura 5.5. Niveles de mRNA de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa en la pulpa de frutos tratados con
acido arsanilico y no tratados de las variedades Clementina de Nules y Fortune. Los analisis se realizaron
mediante RT-PCR en tiempo real asignandose arbitrariamente el valor de expresion 1 a la primera muestra de la
variedad Clementina de Nules. (DDA, dias después de antesis). Las barras verticales representan los errores

estandar (n > 3).

Ademas del piruvato y el oxalacetato, el malato del citosol supone otra fuente de carbono
capaz de atravesar la membrana mitocondrial (Figura 1.4). Aunque es bien conocida la
capacidad de la enzima maélica dependiente de NADP' de catalizar la reaccion de
descarboxilacion oxidativa de malato a piruvato, Wheeler et al. (2008) observaron que las
cuatro isoenzimas de la enzima malica dependiente de NADP" presentes en Arabidoopsis
thaliana eran capaces de catalizar la reaccion reversa con un maximo de actividad cercano al
de la reaccion directa.

El analisis mediante RT-PCR en tiempo real de la enzima malica dependiente de NADP"
mostré que en la variedad Clementina de Nules durante el periodo de acumulacién de acido
citrico, en el que simultineamente se produce un descenso en la concentracion del 4cido
malico (Figura 5.2 A y B), el nivel de transcrito permanece constante, mientras que en la
variedad Fortune se produce un incremento de su expresion que coincide con un aumento en
la concentracion de acido malico (Figuras 5.6, 5.2 y 5.3). De manera que la variedad
Fortune, durante la etapa de acumulacion de acidos podria transformar en el citosol parte de
piruvato procedente de la glicolisis en malato, que podria ser acumulado en la vacuola. De
esta forma, la enzima maélica dependiente de NADP', ademas de participar en la
descarboxilacion del malato estaria contribuyendo en la acumulacion de acidos en los frutos,

tal y como sugieren Wheeler ef al. (2008) que sucede en Arabidopsis thaliana donde dicha
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enzima parece estar implicada en la sintesis de 4cidos organicos en determinados tejidos o en
particulares situaciones metabolicas.

Ademas, se observd que poco después de realizar el tratamiento con acido arsanilico los
frutos de Fortune experimentaron una ralentizacion en la subida del nivel de transcrito de la
enzima malica dependiente de NADP" y lo de Clementina de Nules una bajada en la
expresion de esta enzima que coincidié en ambas variedades con una menor acumulacion de
acido malico.

Los resultados obtenidos fueron verificados con muestras de la campafia siguiente,

2004/2005 (datos no mostrados).
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Figura 5.6. Niveles de mRNA de la enzima mélica dependiente de NADP" en la pulpa de frutos tratados con
acido arsanilico y no tratados de las variedades Clementina de Nules y Fortune. Los andlisis se realizaron
mediante RT-PCR en tiempo real asignandose arbitrariamente el valor de expresion 1 a la primera muestra de la
variedad Clementina de Nules. (DDA, dias después de antesis). Las barras verticales representan los errores

estandar (n > 3).

Dentro de la mitocondria, el malato puede ser transformado en oxalacetato por la accion de la
malato deshidrogenasa u oxidarse a piruvato mediante una reaccion anaplerotica reversible
catalizada por la enzima malica dependiente de NAD" (Deuce, 1985).

Se midi6 el nivel de mRNA de la enzima malica dependiente de NAD " en muestras de frutos
de Clementina de Nules y Fortune tratados con acido arsanilico y no tratados, observandose
que los niveles de mRNA de la enzima malica dependiente de NAD" fueron altos al principio
del desarrollo de los frutos (89 DDA) descendiendo seguidamente hasta el momento en el

que la concentracion de acidos en los frutos es maxima (entre el dia 125 y 155 DDA; Figura
5.7).
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Los patrones de expresion observados fueron verificados sobre muestras de la campaia
siguiente, 2004/2005 (datos no mostrados).

Al igual que en el citosol, segin Wheeler et al. (2008) la enzima malica dependiente de
NADP" podria estar produciendo malato a partir de piruvato, podria suceder en la reaccion
reversible catalizada por la enzima malica dependiente de NAD" durante la acumulacién de
acidos. De manera que, en el interior de la mitocondria se estaria produciendo un exceso de
malato que regeneraria mediante la incorporacion de oxalacetato los carbonos perdidos en el

ciclo de los acidos tricarboxilicos como consecuencia del transporte de citrato al citosol..
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Figura 5.7. Nivel de mRNA de la enzima mélica dependiente de NAD" en la pulpa de frutos tratados con acido
arsanilico y no tratados de las variedades Clementina de Nules y Fortune. Los analisis se realizaron mediante
RT-PCR en tiempo real asignandose arbitrariamente el valor de expresion 1 a la primera muestra de la variedad

Clementina de Nules. (DDA, dias después de antesis). Las barras verticales representan los errores estandar (n >

3).

En los frutos tratados con acido arsanilico se produce una disminucion en el nivel de mRNA
de la enzima malica dependiente de NAD" después de realizar el tratamiento, observandose
que la reduccion del aporte de carbono por esta via produce una disminucion de la sintesis de
acidos.

El piruvato es oxidado por el complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa para dar lugar a
acetil-CoA, CO, y NADH. El acetil-CoA se fusiona con el oxalacetato, proceso catalizado
por la enzima citrato sintasa que producird una molécula de acido citrico que puede ser
exportado al citosol (Ribas-Carbo y Gonzalez-Meler, 2000).

Una vez en el citosol, la ATP citrato liasa, que es una enzima heteromérica compuesta por

dos unidades distintas (ACLA y ACLB) ubicadas en el citosol y que no poseen ningln tipo

92



de péptido sefial, utiliza el acido citrico para producir oxalacetato y acetil-CoA que
posteriormente servird para sintetizar la cadena fitol de las clorofilas, los carotenoides,
esteroides y giberelinas (Fatland et al., 2000; Fatland et al., 2002).

Se observo que la expresion del gen que codifica la subunidad B de la enzima ATP citrato
liasa (Figura 5.8) fue alta al principio del desarrollo del fruto, disminuyendo
progresivamente hasta el momento de mayor acumulacion de acidos. Un descenso en la
expresion de este gen produciria una disminucion en la utilizacion del citrato, que quedaria
disponible para ser acumulado en la vacuola. También se observo que la expresion de la ATP
citrato liasa es mayor en la variedad de mandarina Clementina de Nules que en el hibrido
Fortune durante las primeras fases del desarrollo, lo cual se correlaciona con la diferencia de

acidez observada entre estas dos variedades (Figura 5.1 y 5.2).
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Figura 5.8. Nivel de mRNA de la enzima ATP citrato liasa en la pulpa de frutos tratados con acido arsanilico y
no tratados de las variedades Clementina de Nules y Fortune. Muestras de la temporada 2003/2004. Los analisis
se realizaron mediante RT-PCR en tiempo real asignandose arbitrariamente el valor de expresion 1 a la primera

muestra de la variedad Clementina de Nules. (DDA, dias después de antesis). Las barras verticales representan

los errores estandar (n = 3).

Los frutos tratados con acido arsanilico experimentaron un descenso del nivel de transcrito
de la subunidad B ATP citrato liasa después de realizar el tratamiento en ambas variedades,
sin embargo no se detectd ningun aumento en la concentracion de acido citrico,
probablemente como consecuencia de la reduccion en la expresion que se produce en la
enzima malica dependiente de NAD" durante la fase de acumulacion de 4cidos (Figura 5.7).
Para corroborar la correlacion de esta enzima con la diferencia de acidez observada entre la

variedad Clementina de Nules y el hibrido Fortune se analiz6 la expresion de este gen en dos
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variedades de limon, una de acidez alta, limon Fino, y otra de acidez muy baja, limén Dulce.
El limo6n Dulce present6 altos niveles de transcrito de la ATP citrato liasa al principio del
desarrollo que disminuyeron con la maduracion (Figura 5.9), mientras que su concentracion

de acidos totales no sufri6 variacion alguna (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Concentracion de acidos totales en la pulpa de los limones Fino, de acidez
normal, y Dulce, de baja acidez. Los datos son medias (+ ES, n > 3) de un set de resultados

tipico.

Acidos totales (mg / ml extracto Diametro mm

de zumo) 35-40 41-52 53-61
Limén Fino 38,83 £2,77 75,3+ 0,65 85,37+ 1,18
Limé6n Dulce 5,5+0,35 4,61 +0,67 4,46 + 0,55

El limon Fino presentd niveles de transcrito muy bajos en todas las muestras analizadas

(Figura 5.9), siendo practicamente inapreciable en comparacion con el observado en el

limo6n Dulce.

1,5 LIMONFINO -
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Figura 5.9. Niveles de mRNA de la enzima ATP citrato liasa en la pulpa de frutos de dos variedades de limon:
Fino, de acidez alta, y Dulce, de baja acidez. Los analisis se realizaron mediante RT-PCR en tiempo real
asignandose arbitrariamente el valor de expresion 1 a la primera muestra del limén Fino. (DDA, dias después de

antesis). Las barras verticales representan los errores estandar (n = 3).

Estos resultados apoyan la hipotesis de que valores de expresion bajos de la ATP citrato liasa
se correlacionan con una mayor acumulacion de acido citrico en los frutos. El descenso en el

nivel de transcrito de esta enzima observado en el limon dulce durante su desarrollo no se
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correspondié con un aumento de su acidez, lo que podria ser explicado como consecuencia
. . .y . rqe . +
de una disminucion de la enzima malica dependiente de NAD ', tal y como se pudo observar

que sucedia en los frutos de Clementina de Nules y Fortune tratados con 4cido arsanilico.

5.3.3. Cambios en la expresion génica inducida por acido arsanilico

Los resultados del analisis de expresion mediante RT-PCR en tiempo real de las enzimas
implicadas en la sintesis de acidos en los frutos tratados con acido arsanilico, mostraron una
disminucion del nivel de transcrito de todos los genes estudiados (citrato sintasa,
fosfoenolpiruvato carboxilasa, enzima malica dependiente de NADP', enzima malica
dependiente de NAD" y ATP citrato liasa). Queda por esclarecer si la reduccion en la
acumulacion de 4cidos observada en los frutos tratados se debe a un efecto directo sobre las
enzimas implicadas en la respiracion o si por el contrario se debe a un efecto fitotoxico
inespecifico de este compuesto.

Mediante analisis de micromatrices de cDNA se han identificado los cambios en la expresion
génica producidos por el tratamiento con acido arsanilico de los frutos de la Clementina de
Nules. Para ello, muestras de 89 dias después de antesis de la variedad Clementina de Nules
tratadas con acido arsanilico frente a muestras no tratadas.

De manera que, 1359 sondas mostraron cambios significativos, de las cuales 1070, que se
corresponden con 914 posibles unigenes (13,4 %) siendo 391 contigs y 523 sigletons,
presentaron una induccion significativa del nivel de transcripcion. Al mismo tiempo 289
sondas, que se corresponden con 221 posibles unigenes (3,2 %) siendo 145 contigs y 76
singletons, se reprimieron de forma significativa (Anexo 3).

Agrupando las sondas de la micromatriz que mostraron diferencias significativas segun sus
correspondientes rutas metabdlicas, se observo que el ciclo de Calvin y la glicolisis se
encontraban reprimidas, puesto que se reprimieron la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, la 3-fosfoglicerato quinasa (ambas presentes en las dos rutas) y la
transcetolasa. Esto sugiere una reduccion, tanto de la fijacion de carbono como de su
suministro al ciclo de los acidos tricarboxilicos. Al mismo tiempo se observéd una reduccion
en la expresion de la fructosa bifosfato aldolasa que cataliza la transformacion de las triosas
fosfato presentes en el citosol procedentes del ciclo de Calvin (cloroplasto) en fructosa-1,6
bifosfato. Finalmente, se puede destacar la represion observada en la enzima malica
dependiente de NAD' y la aconitasa mitocondrial. El resto de las principales rutas

metabolicas relacionadas con la respiracion y la captacion de carbono, y por tanto con la
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sintesis de acidos organicos en los frutos citricos, como son: la ruta de sintesis de sacarosa en
el citosol, la ruta de degradacion de la sacarosa, la ruta de las pentosas fosfato y la
fosforilacion oxidativa no mostraron alteraciones significativas.

El total de los datos obtenidos con este analisis se encuentra representado en la Figura 5.10 y

en la Tabla suplementaria 1.
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Figura 5.10. Principales rutas metabdlicas relacionadas con la sintesis de acidos organicos que se inducen (rojo) o se reprimen (verde) en frutos de Clementina de Nules
tratados con écido arsanilico.
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Los resultados obtenidos de las micromatrices de frutos de Clementina de Nules tratados con
acido arsanilico mostraron que dicho compuesto no producia un efecto especifico sobre las
enzimas de la respiracion, puesto que también reducia el nivel de transcrito de enzimas
pertenecientes al ciclo de Calvin y de la glicolisis. Ademas, atendiendo a la forma de
actuacion del arsenato en el interiror de las células, Ullrich-Eberius et al., (1989) observaron
que se comporta como un analogo del fosfato, transportandose a través de la membrana
plasmatica mediante un sistema de cotransporte de fosfato. Una vez en el interior de la célula
podria actuar de dos modos diferentes: en el primero estaria compitiendo con el fosfato, por
ejemplo reemplazando el fosfato de las moléculas de ATP y formandose ADP-As
interrumpiendo los canales de energia (Meharg y Hartley-Whitaker, 2002) mientras que en el
segundo estaria reduciendo el arsenato a arsenito el cual reacciona con los grupos sulthidrilos
(-SH) de los enzimas y de las proteinas de los tejidos (Ullrich-Eberius et al., 1989).

En las plantas, el ion arsenato se transforma en arsenito mediante la acion de antioxidantes
enzimaticos como la superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation-S-transferasa; ademas
de antioxidantes no enzimaticos como el glutation y el ascorbato (Meharg y Hartley-
Whitaker, 2002).

Los resultados sugirieron que en los frutos citricos, el arsenato procedente del acido
arsanilico no es transformado en arsenito, puesto que los frutos tratados presentaron niveles
de mRNA de superdxido dismutasa, catalasa y glutation-S-transferasa menores que en los
frutos no tratados (Tabla 5.4). De tal modo, que el efecto del acido arsanilico en los frutos
citricos podria estar mas relacionado con la competencia entre el arsénico y el ion fosfato en

las moléculas de ATP.

Tabla 5.4. Sondas con diferencias significativas de expresion en el endocarpio de frutos
de Clementina de Nules tratados con acido arsanilico frente a no tratados (89 DDA). Se
consideraron diferencias significativas cuando las ratios de induccion o represion fueron

> 2 veces y el valor de P < 0,001. Los datos son media + E.S de 3 réplicas.

N° de acceso Ortologo de  Estadio MG

delrE'ST de tBLASTX (mejor hit) Identidad® Arabidopsis Log, ratio”
citricos
CX301645 Superoxido dismutasa [Hevea brasiliensis] 80% - -1,31£0,21
CX300714  Catalasa [Vitis vinifera) 82% - -1,36 +£ 0,28
(CX293983 Glutatione-S-transferasa [Arabidopsis thaliana) 70% Atlgl10370 -1,04 £0,18

* Identidad a nivel de amino4cidos. * Los valores de induccion o represion se expresaron
como las transformaciones logaritmicas de las medias de los ratios de expresion
Clementina de Nules tratada con acido arsanilico/Clementina de Nules no tratada.
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5.3.4. Comparacion de la expresion génica en el endocarpo de las variedades

Clementina de Nules y Fortune

Los resultados del analisis de expresion realizados mediante RT-PCR en tiempo real de
enzimas implicadas en la sintesis de acidos en frutos de la variedad Fortune mostraron una
menor expresion de la ATP citrato liasa, lo que daria lugar a una menor utilizacion del citrato
exportado al citosol y por tanto permitiria una mayor acumulacion en la vacuola. Ademas, se
observo que en la variedad Fortune se produce un aumento de expresion de la enzima malica
dependiente de NADP" que coincide con la acumulacién de acido malico en la pulpa de los
frutos. Aunque estos resultados podrian justificar las diferencias en la acumulacion de los
acidos organicos observadas entre las dos variedades, seria interesante conocer si el resto de
enzimas implicadas en el metabolismo de los 4acidos presenta también diferencias de
expresion entre las dos variedades.

Mediante analisis de micromatrices de cDNA se han identificado las diferencias globales en
la expresion génica entre los frutos de Clementina de Nules y Fortune. Para ello, se han
comparado muestras de 89 dias después de antesis de las variedades Clementina de Nules y
Fortune.

De manera que, 2368 sondas mostraron cambios significativos de expresion, de las cuales
1338 se indujeron mas de dos veces. Las sondas inducidas significativamente se
correspondian con 1090 unigenes distribuidos en 487 contigs y 603 singletons. Al mismo
tiempo, se reprimieron significativamente 1030 sondas, que conformaban 695 unigenes
divididos en 443 contigs y 252 singletons (Anexo 4).

En la Tabla 5.7 se resumen los cambios observados en rutas metabolicas que guardan cierta
relacion con la acumulacion de 4cidos aunque no esten directamente implicadas, y que se han
obtenido mediante la identificacion de las sondas que mostraron cambios significativos en el
contraste de micromatrices realizado entre la variedad Fortune y la Clementina de Nules. El
total de los datos obtenidos con este andlisis se encuentra representado en la Tabla

suplementaria 2.

99



Tabla 5.5. Rutas metabolicas con expresion diferencial entre frutos
de las variedades Fortune y Clementina de Nules (89 DDA), basado
en el andlisis de micromatrices.

Mas activas en Fortune Menos activas en Fortune
Ciclo de Calvin Sintesis de sacarosa
Glicolisis Ruta de las pentosas fosfato
Degradacion de la sacarosa Fosforilacion oxidativa

Degradacion de citrato en el
citosol

Los contrastes indicaron que en la variedad Fortune habia una expresion significativamente
mayor de las enzimas del ciclo de Calvin como ribosa-5-fosfato isomerasa, transcetolasa
(ambas presentes también en la ruta de las pentosas fosfato) fosforibuloquinasa y
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (esta ultima presente también en la glicolisis).

Dado que las vesiculas de la pulpa de los frutos citricos presentan una alta capacidad de
fijacion de carbono como un posible sistema de compensar las perdidas producidas por la
acumulacion de acidos (Bean y Todd, 1960), el aumento en la expresion de las enzimas del
ciclo de Calvin durante la acumulacion de acidos de la variedad Fortune, supone una mayor
disponibilidad de carbohidratos para reponer las pérdidas producidas por la sintesis de
acidos.

Las triosas fosfato sintetizadas en el ciclo de Calvin son cotransportadas al citosol junto al
fosfato inorganico (Medrano y Flexas, 2000) utilizandose alli para la sintesis de fructosa-1,6
bifosfato por la accion de la fructosa bifosfato aldolasa, enzima que se expres6é mas en la
variedad Fortune. No se observaron cambios en el paso inverso catalizado por la fructosa-
1,6-bifosfatasa.

La menor expresion observada en los genes de las enzimas UDP-glucosa pirofosforilasa
(sintesis de sacarosa), 6-fosfogluconolactonasa y fosfogluconato deshidrogenasa (las dos
ultimas pertenecientes a la ruta de las pentosas fosfato) en la variedad Fortune supone una
limitacion en la utilizacion de la fructosa-6-fosfato tanto en la sintesis de sacarosa como en la
ruta de las pentosas fosfato. De manera que, todos los carbonos fijados en el ciclo de Calvin
podran ser utilizados en la glicolisis.

Los resultados obtenidos con las micromatrices muestran que, en la variedad Fortune, de las
tres enzimas principales implicadas en el metabolismo de la sacarosa, la sacarosa sintasa y la
invertasa neutra presentaban una mayor expresion, mientras que la invertasa acida se
expresaba menos, lo que coincide con los resultados del analisis de la actividad obtenidos por

Lowell et al. (1989) donde la actividad de la sacarosa sintasa, que se correlaciona con la
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utilizacion de los carbohidratos importados (Gross y Pharr, 1982; Lowell ef al., 1989), y la
invertasa neutra aumentaban durante el periodo de expansion de las vesiculas del fruto (fase
IT), mientras que la actividad de la invertasa acida, relacionada con la acumulacion de
carbohidratos principalmente sacarosa (Lingle, y Dunlap, 1987; Lowell er al., 1989),
aumentaba durante la fase III. Resulta interesante destacar que en la variedad Fortune es
significativamente mayor la expresion de un transportador de sacarosa, lo que podria
implicar un mayor aporte de carbono a la glicolisis por parte de los organos fuente de
carbohidratos. Ademas se observd que en la degradacion de la sacarosa de la variedad
Fortune es la menor expresion de la UTP-glucosa-1-fosfato uridiltransferasa, que transforma
la UDP-glucosa procedente de la degradacion de la sacarosa por la sacarosa sintasa en
glucosa-1-fosfato, que puede ser utilizada tanto en la ruta de las pentosas fosfato como en la
glicolisis. Por lo que los carbonos de la sacarosa podran ser suministrados a la glicolisis o ser
utilizados para la sintesis de celulosa, lo cual coincide con lo observado durante la
maduracion de los frutos (Tabla 3.5).

También se observo una mayor expresion de la fructosa bifosfato aldolasa, la gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa, la acilfosfatasa, la piruvato quinasa y la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa, implicadas en el aporte de sustratos para la respiracion.

Al mismo tiempo, la mayoria de las enzimas pertenecientes a la ruta de la fosforilacion
oxidativa presentaron niveles de expresion menores. Esta menor expresion de la ruta de la
fosforilacion oxidativa se produce cuando la cadena respiratoria se encuentra altamente
reducida y/o cuando los metabolitos de la mitocondria se encuentran en exceso. En estos
casos, las mitocondrias de las plantas tienen mecanismos que les permiten oxidar el exceso
de NADH produciendo calor sin que se produzca la sintesis de ATP, que inhibe la actividad
de la fosfofructoquinasa y por tanto de la glicélisis (Heldt, 2005; Ribas-Carb6 y Gonzalez-
Meler, 2000). De esta manera, la mayor expresion de los genes de la glicolisis y del ciclo de
Calvin unida a la menor expresion de la ATP citrato liasa podrian estar generando un exceso
de metabolitos mitocondriales en la variedad Fortune.

En la Figura 5.11 se representa de forma esquematica el contraste de las micromatrices de

Fortune control frente a la Clementina de Nules control (89 DDA).
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Figura 5.11. Principales rutas metaboélicas relacionadas con la sintesis de acidos organicos presentes en la micromatriz, que se inducen (rojo) o se reprimen (verde) en los
contrates de Fortune / Clementina de Nules (89 DDA).
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De los datos obtenidos mediante micromatrices se puede concluir de forma convincente los
motivos por los que la variedad Fortune presenta un mayor contenido en acidos que la
variedad Clementina de Nules. De hecho, en la variedad Fortune se observé una mayor
expresion de los genes del ciclo de Calvin, la degradacion de la sacarosa y la glicolisis;
mientras que los genes de la sintesis de sacarosa, sintesis de almidon, la respiracion y la
degradacion del citrato en el citosol presentaron una menor expresion (Figura 5.12). Al
mismo tiempo los genes del ciclo de Calvin y la glicolisis de los frutos de Clementina de
Nules tratados con acido arsanilico se expresaron menos que los de los frutos no tratados, por

lo que se deduce que estas dos rutas deben ser decisivas para la acumulacion de acidos.
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Figura 5.12. Esquema de las rutas que presentaron mayor y menor expresion (flechas con linea continua y X,

respectivamente) en la variedad Fortune que en la variedad Clementina de Nules.
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VI. Discusion general
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Uno de los objetivos clasicos de la mejora de citricos y de la propia investigacion citricola
consiste en prolongar o retrasar el periodo de maduracion de los frutos, lo cual, reportaria
importantes repercusiones econdmicas al ampliar su periodo de comercializacion. La
maduracion de los frutos citricos puede dividirse en dos grandes procesos: por un lado, la
maduracién interna o de la pulpa, caracterizada fundamentalmente por la acumulacion de
azicares y la degradacion de acidos, y por otro lado, la maduraciéon externa, en la que se
produce el cambio de color. Aunque ambos procesos se producen generalmente a la vez,
existen excepciones a esta regla que indican que éstos deben poseer algunos mecanismos
reguladores diferentes (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996). Los avances en el conocimiento
de las rutas o procesos implicados en la maduracion de los frutos citricos puede ayudar a
alcanzar este objetivo y proporcionar herramientas agrondomicas y biotecnoldgicas utiles para
su manipulacion.

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de procesos relacionados con la maduracion
interna del fruto, especialmente en el metabolismo de la acidez, tanto sintesis como
degradacion, que se producen durante su desarrollo y maduracién. Béasicamente, el trabajo
que aqui se presenta ofrece el primer estudio global sobre la expresion génica asociada al
proceso de maduracion interna en citricos. La herramienta que ha hecho posible este estudio
es la micromatriz de 7K generada por el CFGP (Forment ef al., 2005).

En citricos, la realizacion de estudios en los que se utilice la expresion de multiples genes
pertenecientes a rutas biosintéticas diferentes se estd incrementando considerablemente,
Moriguchi et al. (1998) aislaron 297 ESTs de los que se identificaron un 20 % que
codificaban la molécula de metalotionina, Shimada et al. (2005) determinaron la diferencia
de expresion de 2213 genes presentes en una micromatriz de cDNA, Forment et al. (2005)
desarrolaron una micromatriz de cDNA que contenia 12.672 ensayos que correspondian a
6875 posibles unigenes, Gandia et al. (2007) analizaron la repuesta transcripcional de la lima
Mejicana infectada por el virus de la tristeza, Terol ef al. (2007) analizaron y anotaron 54.000
ESTs procedentes de varias genotecas de citricos, Martinez-Godoy et al. (2008) disefiaron y
construyeron una micromatriz de cDNA con 21.081 posibles unigenes de citricos, Terol et al.
(2008) caracterizaron tres librerias BAC de clementina analizando 46.000 BAC end
sequences (secuencias finales de los BAC), Rios et al. (2008) utilizaron una micromatriz-
CGH (array-based Comparative Genomic Hybridization) para identificar los genes incluidos
en una delecion hemizigdtica inducida mediante irradiacion con neutrones rapidos, Alos et
al. (2008) analizaron los cambios de expresion en un mutante de naranjo que no cambiaba de

color utilizando una micromatriz de cDNA.
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Los estudios de la expresion génica global presentados en este trabajo indicaron que mas del
10% de todo el conjunto de cambios de expresion significativos corresponden a genes
reguladores incluidos en las categorias de transcripcion y transduccion de seiales y de
comunicacion celular (Tabla 3.2).

Dentro de la categoria correspondiente a factores de transcripcion se encontraron 22 familias
que mostraban cambios significativos durante el desarrollo y la maduracion de los frutos. De
estas 22 familias, se inducian significativamente 9, siendo la mas abundante la familia NAC,
implicada en multiples procesos, como la transicion de la division celular a la expansion
celular, en la respuesta a heridas y patégenos y en la respuesta a estrés hidrico y salino
(Sablowski y Meyerowitz, 1998; Collinge y Boller, 2001; Fujita et al., 2004; Shimada et al.,
2005). De las 8 familias que contenian genes inducidos y reprimidos, destacan los genes
MADS-Box relacionados con el desarrollo y la maduracion de diversas especies de frutos
(revisado en Giovannoni, 2001). La categoria correspondiente a los genes de transduccion de
sefial mostré cambios significativos en 25 proteinas, de las que destacan diez serina/treonina
quinasas, lo que sugiere una activacion de esta ruta de sefializacion durante el desarrollo y la
maduracion de los frutos.

Dentro de la categoria de metabolismo se observd que se inducia la sintesis de celulosa
(Tabla 3.5), principal componente de la pared celular y la hidrélisis de los conjugados de
auxinas, lo cual se ajusta al crecimiento observado en los frutos y a la disponibilidad de
hormonas durante la fase II, respectivamente. Por otro lado se encontraba reducida la sintesis
de lignina y suberina, lo que es compatible con el reblandecimiento de las paredes de los
haces vasculares y de las membranas de los segmentos que se produce durante la
maduracion. También se reprimen el ciclo de Calvin, la hidrdlisis de la sacarosa, la
biosintesis de almidén, la ruta de las pentosas fosfato y la glicolisis. Estos datos son
compatibles con el aumento de los niveles de sacarosa y hexosas que se produce durante el
desarrollo de la pulpa. Ademas, se observaron cambios significativos en cinco rutas
diferentes del metabolismo secundario. De modo que coincidiendo con el cambio de color
que se produce en el endocarpio de los frutos, se detectd una disminucion del nivel de
transcrito en la biosintesis de clorofila, flavonoides y antocianos, y la inducciéon de la
biosintesis de carotenoides. Al mismo tiempo, tanto el descenso en la concentracion de acido
ascorbico como el de los acidos palmitico y palmitoleico (Nagy y Nordby, 1971) que se
produce durante la maduracion de los frutos citricos se encontraba acompanado por una
reduccion de la biosintesis de la vitamina C y de los acidos grasos, y la induccion de la

oxidacion de los acidos grasos.
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En la categoria referente al transporte, de los cuatro genes de acuaporinas que presentaron
cambios significativos, se observo induccion en una acuaporina del tipo Gamma-TIP,
reduciéndose la expresion de una acuaporina Delta-TIP y de dos acuaporinas de la membrana
plasmatica. Este cambio en la expresion de las acuaporinas se relaciona con el cambio de la
funcion vacuolar que se produce durante la maduracion, donde las vacuolas de
almacenamiento de pigmentos se transforman en vacuolas con funciones liticas (Figura 6.1;

Anexol).
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Figura 6.1. Esquema simplificado de los cambios mas significativos que se producen en el endocarpio de los frutos de la variedad Clementina de Nules durante el desarrollo y

la maduracion.
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La degradacion de los acidos en el endocarpio de los frutos citricos durante la maduracion es
un proceso de interés para la industria citricola, puesto que una ralentizacion de la velocidad
de degradacion ampliaria el periodo comercializacion de los frutos.

Los conocimientos de los que se dispone hasta el momento indican que el citrato se acumula
en la vacuola, siendo liberado posteriormente al citosol donde se metaboliza a isocitrato por
medio de la aconitasa citosdlica y a 2-oxoglutarato mediante la isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NADP", por lo que tradicionalmente la aconitasa se ha considerado como un
regulador de la acidez de los frutos citricos. Estudios realizados con anterioridad parecen
indicar que un nivel bajo en la actividad de esta enzima durante las primeras fases del
desarrollo de los frutos produce un aumento de la concentracion de acidos, aumentando su
nivel de transcrito conforme avanza la maduracion, contribuyendo asi, a la metabolizacion
del acido citrico que es exportado al citosol. De tal forma que la enzima aconitasa estaria
implicada tanto en la acumulaciéon como en la degradacion del acido citrico en los frutos
(Sadka et al., 2000 a, b).

Los andlisis con micromatrices revelaron la existencia de tres isoenzimas de aconitasa que
tras aislarlos se comprobd que correspondian a tres loci diferentes, de las cuales, una se
encontraba, posiblemente, ubicada en la mitocondria y las otras dos en el citosol. De las tres
aconitasas identificadas, ninguna mostrd represion durante el desarrollo y la maduracion de
los frutos, mientras que la de posible localizacion citosodlica se indujo durante la maduracion.
Por lo tanto, las enzimas aconitasas intervienen en la degradacion del 4cido citrico presente
en el citosol durante las ultimas fases del desarrollo y la maduracién de los frutos.

Los analisis con micromatrices indicaron que al mismo tiempo que aumentaba la expresion
de la aconitasa citosolica y la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP" se reducia la
expresion de la ATP citrato liasa, lo que sugiere que el citrato presente en el citosol se
transforma en 2-oxoglutarato, tal y como observaron Gallardo et al. (1995) y Boggio ef al.
(2000) en la maduracion del tomate donde el 2-oxoglutarato se transforma en glutamato, lo
que supone una via de metabolizacion del 2-oxoglutarato.

Los analisis de metabolitos realizados en este estudio no mostraron diferencias en la
concentracion de glutamato entre los frutos jovenes y maduros, pero si de GABA. Esto se
corresponde con el aumento de expresion observado tanto de las enzimas que sintetizan el
glutamato y el GABA (aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa, que catalizan
la reaccion de 2-oxoglutamato a glutamato y glutamato descarboxilasa, que transforma el
glutamato en GABA) como de las que lo catabolizan (GABA aminotransferasa, que

convierte el GABA en succinato semialdehido y succinato simialdehido deshidrogenasa, que
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cataliza la reaccion de succinato semialdehido a succinato). Por lo que se deduce que la
derivacion del GABA constituye una via eficaz de metabolizacion del acido citrico durante la
maduracién de los frutos. Al mismo tiempo se observd un aumento de la glutamina sintetasa,
lo que sugiere que aumentara el nivel de glutamina que, a su vez, puede ser utilizado para
producir el anillo de aminometilpirimidina necesario para la biosintesis de tiamina, lo que
concuerda con la induccion del gen c-thi 1 que codifica una enzima biosintética del tiazol.

En la Figura 6.2 se representan las principales enzimas que se inducen durante la

degradacion del acido citrico en los frutos de Clementina de Nules.
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Figura 6.2. Principales enzimas que s e inducen durante la degradacion de los 4cidos organicos en la pulpa de frutos de la variedad Clementina de Nules.
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Aunque el proceso de acumulacion de acidos en los frutos supone un factor fundamental para
la determinacion de la madurez, la mayoria de los estudios realizados se basan en analisis de
expresion de unos pocos genes con resultados diversos en las diferentes especies estudiadas.
Estudios realizados en melocoton indicaron cierta implicacion de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa en la acumulacion de acidos (Moing et al., 2000), sin embargo
no se advirti6 relacion alguna entre el contenido en acidos de los frutos y las enzimas citrato
sintasa, malato deshidrogenasa dependiente de NAD" y malato deshidrogenasa dependiente
de NADP" (Etienne et al., 2002). En manzanas, se relacion6 la actividad de la enzima
piruvato quinasa con frutos que presentaban una mayor concentracion de malato, mientras
que la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa se incrementaba en los frutos con menor acidez, por
lo que se relaciond con la gluconeogénesis, no observandose correspondencia alguna entre
las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa, malato deshidrogenasa y la enzima malica
dependiente de NADP" con el contenido en 4cidos de los frutos (Beriiter, 2004). En uva, la
enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa se relaciond con la acumulacion del acido malico en
los frutos aunque dejaba sin explicar las diferencias observadas entre frutos con diferente
contenido en acidos (Diakou et al., 2000; Or et al., 2000). En tomate, la expresion de la
enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa se relaciond con la acumulacion de los acidos citrico y
malico durante las primeras fases de la maduracion (Guillet et al., 2002). En arandano,
frambuesa, grosella y fresa la expresion de la fosfoenolpiruvato caboxiquinasa se relaciono
con una reduccion del malato y el citrato en la pulpa de los frutos durante la fase de
disminucioén del contenido de acidos en los frutos (Famiani ef al., 2005). Estudios realizados
sobre los mecanismos reguladores de la acidez en los citricos apuntaban a una represion de la
enzima aconitasa como responsable de la acumulacion de acidos (Sadka et al., 2000a,b),
mientras que no se encontro relacion alguna entre la enzima citrato sintasa y la acumulacion
de acidos (Canel et al., 1996).

Por otro lado, los analisis del nivel de mRNA mediante RT-PCR en tiempo real obtenidos en
el presente estudio en la variedad Clementina de Nules no mostraron cambios significativos
durante el desarrollo y la maduracion de los frutos en las enzimas fosfoenolpiruvato
carboxilasa y citrato sintasa. Los analisis con micomatrices de la evolucion en la expresion
de los genes relacionados con el metabolismo de los acidos en los frutos de Clementina de
Nules mostraron una represion en la expresion de las rutas de la glicolisis, la hidrélisis de la
sacarosa y el ciclo de Calvin (Tabla 3.5) al final de la fase II y durante la fase III, lo que
indica que dichas rutas estdn mas expresadas al principio del desarrollo de los frutos, cuando

se produce la acumulacion de acidos. Ademas, coincidiendo con el momento de acumulacion
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del acido citrico en los frutos, se observo una reduccion del nivel de transcrito de la ATP
citrato liasa y de la enzima mélica dependiente de NAD".

En el caso de la variedad Fortune los valores de mRNA de la ATP citrato liasa fueron
menores que los observados en la Clementina de Nules lo que concuerda con la mayor
concentracion de acido citrico de esta variedad. También presentaron importantes diferencias
de expresion dos variedades de limén que se caracterizaban por su diferente contenido en
acidos, siendo los niveles de transcrito mucho mas bajos en la variedad de acidez alta.

Los estudios comparativos realizados mediante micromatrices de muestras de frutos durante
la fase de acumulacion de 4acidos de las variedades Clementina de Nules y Fortune,
mostraron en esta tltima variedad una mayor expresion en un transportador de sacarosa a la
mitocondria y en las enzimas pertenecientes a las rutas del ciclo de Calvin, la hidrolisis de la
sacarosa y la glicolisis, lo que supone que en Fortune durante la acumulacion de acidos se
produce una mayor captacion y un mayor aporte de carbono al ciclo de los acidos
tricarboxilicos, lo que coincide con la observacion realizada por Sites y Reitz (1950) en la
que los frutos mas soledados, y por tanto con mayor capacidad fotosintética, presentaban un
mayor contenido en &cidos. Esto unido a la menor utilizacion del citrato por parte de la ATP
citrato liasa genera un exceso de metabolitos intermedios que podrian desplazar el equilibrio
de la enzima malica dependiente de NADP" hacia la carboxilacion reductiva del piruvato a
malato, tal y como sugieren Wheeler et al. (2008), quedando mas cantidad de malato en el
citosol que puede ser almacenado en la vacuola o transportado a la mitocondria donde
serviria como fuente de regeneracion de carbono sin el concurso de todo el ciclo de Krebs, al
ser trnasformado en oxalacetato por accion de la malato deshidrogenasa.

Los tratamientos realizados con 4cido arsanilico durante el proceso de acumulacion de acidos
en las dos variedades de mandarino estudiadas, produjeron una reduccion de su
concentracion después de realizado el tratamiento, que se mantuvo durante el resto del
desarrollo y la maduracion de los frutos pero sin alterar su patron normal de acumulacion y
degradacion de acidos. Por lo que se deduce que una ralentizaciéon del metabolismo de
sintesis de acido citrico reduce su concentracion final. Los andlisis tanto con micromatrices
como mediante RT-PCR en tiempo real de los frutos tratados con acido arsanilico mostraron
al mismo tiempo una menor expresion del nivel de mRNA tanto de las enzimas de rutas
relacionadas con la sintesis de 4cidos (ciclo de Calvin, la glicolisis y rutas anapleréticas)
como de las encargadas de la metabolizacion de dichos acidos (aconitasa y ATP citrato

liasa), lo que genera una menor sintesis y acumulacion de acidos organicos.

115



En la Figura 6.3 se resumen los principales cambios observados durante la acumulacion de
acidos, en frutos de Clementina de Nules sin tratar, en frutos de Clementina de Nules tratados
con acido arsanilico frente a no tratados y en frutos no tratados de Fortune frente a

Clementina de Nules.

TRANSPORTE
DE
P SACAROSA
|
CICLO DE CALVIN I I
\ & o 1
| g
! 1 HIDROLISIS
I DE LA
| I SACAROSA £
- [
| |
— — |
L — — —p| GLICOLISIS |@— — — — — 1
T— o — > <- — o —— o —

CITOSOL

S, ATP CITRATO LIASA
| < W [Faal —_, OXALACETATO
| CICLO DE KREBS fiibmss CITRATO — — —p 4
| S\ ey ¥ || ¥ ACETIL-CoA
i e & £ I,
. N E 4 & ACONITASA
e |

vy
ISOCITRATO

Figura 6.3. Esquema simplificado de los cambios mas significativos que se producen en el endocarpio de los
frutos estudiados durante la acumulacion de 4cidos. Las flechas en linea continua corresponden a frutos de la
variedad Clementina de Nules sin tratar, la linea discontinua a frutos de Clementina de Nules tratados con
arsanilico y la linea discontinua con puntos a frutos de la variedad Fortune. El color negro indica que no se
producen variaciones significativas en el nivel de expresion de los genes de los frutos de Clementina de Nules
sin tratar durante el periodo de acumulacion de acidos o entre los de los frutos de Clementina de Nules tratados
y Fortune respecto a los primeros. El color verde indica represion de los genes de Clementina de Nules sin tratar
durante el periodo de acumulacion de 4cidos o una menor expresion de los genes, respecto a los primeros, de los
frutos de Clementina de Nules tratados y Fortune. El color rojo indica induccion en los genes de Clementina de
Nules sin tratar durante el periodo de acumulacion de acidos o una mayor expresion de los genes, respecto a los

primeros, en los frutos de Clementina de Nules tratados y Fortune.
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VII. Conclusiones
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1. El presente trabajo constituye la primera descripcion a nivel global de los cambios de
expresion génica asociados a la maduracion del endocarpio del fruto de los citricos. Los
principales procesos fisiologicos reprimidos son:

- la sintesis de lignina y suberina,

- el ciclo de Calvin,

- la hidrolisis de la sacarosa,

- la biosintesis de almidon,

- laruta de las pentosas fosfato,

- la glucdlisis,

- la biosintesis de clorofilas,

- la biosintesis de flavonoides,

- la biosintesis de antocianos,

- la biosintesis de acido ascorbico y

- la biosintesis de acidos grasos.
Paralelamente se inducen:

- la sintesis de celulosa,

- la hidrolisis de los conjugados de auxinas,

- la biosintesis de los carotenoides y

- la oxidacion de los acidos grasos.

2. En los citricos existen al menos tres genes que codifican tres enzimas de aconitasa, de
los cuales se localiza una, posiblemente, en la mitocondria y las otras dos en el citosol.
La aconitasa ubicada en la mitocondria presenta un nivel de expresion constante durante
el desarrollo y la maduracion de los frutos, mientras que al menos una de las aconitasas

localizadas en el citosol se induce durante la maduracion.

3. De acuerdo con los datos de las micromatrices y el analisis paralelo de metabolitos el
acido citrico se metaboliza via 2-oxoglutarato a glutamina y a succinato, en la ruta de
derivacion del GABA. Esta ruta parece ser una via prioritaria de catabolismo del acido

citrico.
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La acumulacion de acido citrico en los frutos se encuentra directamente relacionada con
una disminucion del nivel de transcrito de la ATP citrato liasa, de manera que disminuye
la degradacion de citrato en el citosol, quedando mas cantidad de citrato disponible para

ser almacenado en la vacuola.

El andlisis comparativo de la expresion génica entre las variedades Clementina de Nules
(menos 4cida) y Fortune (mas acida) indicd diferencias significativas de expresion en

genes asociados con los siguientes procesos:

Mayor expresion en Fortune
- el ciclo de Calvin,
- la hidrolisis de la sacarosa y
- la glicolisis.
Menor expresion en Fortune
- el ciclo de las pentosas fosfato y

- la fosforilacion oxidativa.
El tratamiento con acido arsanilico reprime la glicolisis y el ciclo de Calvin. Esto sugiere

que estas dos rutas son necesarias para la canalizacion del carbono hacia la sintesis de

acidos.
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