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__________________________________________RESUMEN 
 

En esta Tesis Doctoral se ha abordado el estudio de la respuesta al frío en el 

flavedo de frutos cítricos. Los frutos cítricos deben someterse a bajas temperaturas 

durante los tratamientos cuarentenarios requeridos para evitar la propagación de 

plagas con la exportación. Desafortunadamente, los frutos de variedades sensibles 

desarrollan síntomas de daño por frío durante este tratamiento, fundamentalmente en 

el flavedo (parte externa coloreada de la piel). 

En este trabajo se utilizaron frutos de Clementina de Nules (CN), variedad 

tolerante, y de Clementina Fortune (F), sensible, para analizar a nivel transcriptómico 

las respuestas de adaptación y de desarrollo de daños durante la exposición al frío. 

Para ello (1) se generaron dos genotecas de cDNA (una de longitud completa) 

representativas de flavedo de frutos CN sometidos a estrés por frío; (2) los cDNAs 

novedosos obtenidos se incluyeron junto con otros para generar la micromatriz del 

Proyecto de Genómica de Cítricos (CFGP1) para el análisis transcriptómico; y (3) 

utilizando esa micromatriz, se analizaron los cambios que ocurren en el transcriptoma 

de los flavedos de CN y F a lo largo de una serie temporal de almacenamiento a 2ºC. 

Las genotecas de frío mostraron un considerable porcentaje de novedad, entre 

el que se identificaron genes potencialmente específicos de la respuesta a las bajas 

temperaturas. La micromatiz CFGP1 contiene cDNAs de 12672 ESTs, 

correspondientes a 6875 unigenes, de los cuales 10.3% ESTs proceden de las 

genotecas de frío. 

El análisis transcriptómico puso de manifiesto que la tendencia general de la 

respuesta frente a la exposición al frío fue similar en CN y en F durante las cuatro 

primeras semanas de exposición. En ambas variedades se produjo una represión de 

procesos biosintéticos, principalmente de proteínas y también de lípidos, y se activó su 

catabolismo. Sin embargo, también se indujo la expresión de otro grupo de genes 

relacionados con la síntesis de proteínas, lo que sugiere un reajuste en las funciones 

celulares a nivel de la traducción. Pese a la similitud, en CN se observaron cambios 

más intensos durante la primera semana que luego cesaron, mientras que en F los 

cambios fueron más progresivos. 

La comparación transcripcional sí reveló diferencias notables entre los flavedos 

de CN y F previamente a su exposición al frío. Algunas de estas diferencias podrían 

ser causantes, al menos en parte, de la tolerancia de CN, al igual que el citado retraso 

de la respuesta al frío en F. Por último, también se detectó un programa de expresión 

tardío exclusivo de F, que podría relacionarse con el desarrollo de daños. 





_____________________________________________RESUM 
 

En aquesta Tesi Doctoral s'ha abordat l'estudi de la resposta al fred en el 

flavedo de fruits cítrics. Els fruits cítrics han de sotmetre's a baixes temperatures 

durant els tractaments quarentenaris requerits per a evitar la propagació de plagues 

amb l'exportació. Desafortunadament, els fruits de varietats sensibles desenvolupen 

símptomes de dany per fred durant aquest tractament, fonamentalment en el flavedo 

(part externa de color taronja del fruit). 

En aquest treball es varen utilitzar fruits de Clementina de Nules (CN), varietat 

tolerant, i de Clementina Fortune (F), sensible, per a analitzar a nivell transcriptómic 

les respostes d'adaptació i de desenvolupament de danys durant l'exposició al fred. 

Amb aquest objectiu: (1) es van generar i caracteritzar dues genoteques de cDNA (una 

de longitud completa) representatives de flavedo de fruits CN sotmesos a estrés per 

fred; (2) els cDNAs nous obtinguts es van incloure junt amb altres procedents d’altres 

genoteques en generar la micromatriu del Projecte de Genòmica de Cítrics (CFGP1) 

per a l'anàlisi d'expressió; i (3) utilitzant eixa micromatriu, es van analitzar els canvis 

que ocorren en el transcriptoma del flavedo de CN i F al llarg d'una sèrie temporal 

d'emmagatzemament a 2ºC. 

Las genoteques de fred van mostrar un considerable percentatge de novetat, 

que va permetre identificar gens potencialment específics de la resposta a les baixes 

temperatures. La micromatriu CFGP1 conté cDNAs de 12672 ESTs, corresponents a 

6875 unigens. Un 10.3% dels cDNAs impresos procedeixen de les genoteques de fred. 

L'anàlisi transcriptómic va posar de manifest que la tendència general de la 

resposta a l'exposició al fred va ser semblant en CN i en F durant les quatre primeres 

setmanes d'exposició. En ambdós varietats es va produir una repressió de processos 

biosintétics, principalment de proteïnes i també de lípids, i es va activar el seu 

catabolisme. No obstant això, també és va induir l'expressió d'un altre grup de gens 

relacionats amb la síntesi de proteïnes, la qual cosa suggereix un reajustament en les 

funcions cel·lulars a nivell de la traducció. A pesar de la similitud, en CN és van 

observar canvis mes intensos durant la primera setmana que després van finalitzar, 

mentre que en F els canvis van ser més progressius. La comparació transcripcional sí 

va revelar diferències notables entre els flavedos de CN i F prèviament a la seua 

exposició al fred. Algunes d'estes diferències podrien ser causants, almenys en part, 

de la tolerància de CN, igual que l'avanç citat retard de la resposta al fred en F. 

Finalment, també es va detectar un programa d'expressió tardà exclusiu de F, que 

podria relacionar-se amb el desenvolupament de danys. 





_________________________________________ABSTRACT 
 

The response to cold storage of the flavedo of citrus fruits was approached 

using a transcriptomics approach. Citrus fruits are normally exposed to low 

temperatures to satisfy quarantine requirements. These treatment are needed to 

restrict pest from spreading to other countries where citrus fruits are exported. 

Unfortunately, fruits of sensitive varieties develop chilling injury under low temperature 

conditions, mainly in the flavedo (colored external surface). 

For this work, we took advantage of Clementina de Nules (CN) mandarins, 

which are cold-tolerant, and Fortune (F) mandarins, which are cold-sensitive. In this 

experimental system, we analyzed, at the transcriptomic level, cold-adaption responses 

and chilling injury-development responses to low temperature conditions. To do this, 

(1) two cDNA libraries (one of them full length) were generated from flavedo of CN 

mandarins expossed to cold; (2) novel cDNAs obtained from these libraries were 

included for the design of the ‘Proyecto de Genómica de Cítricos’ expression 

microarray (CFGP1); and finally, (3) transcriptomic changes in CN and F flavedo was 

investigated along a time course of storage at 2ºC by means of the CFGP1 microarray. 

The cold response libraries showed a considerable percentage of novelty, 

among which putative cold response specific genes were identified. The CFGP1 

microarray is composed of 12672 cDNA probe sets, which represent 6875 unique 

genes. In total, a 10.3% of these cDNAs comes from the cold response libraries. 

Transcriptomic analyses revealed a similar trend in the response during the first 

four weeks of cold storage in CN and F. A significant repression of biosynthetic 

processes took place in both varieties, mainly for protein biosynthesis, and lipids 

biosynthesis as well. The catabolism of this type of macromolecules was also 

activated. However, there was also an enrichment of genes involved in protein 

biosynthesis among the up-regulated ones, which may reflect a re-organization of the 

cellular functions at the translational level. Despite the similarities, there were some 

differences between the two varieties, since the changes in CN were more intense 

during the first week of cold exposure, while they took place steadier in F. 

In contrast to the similar responses during cold exposure, major differences 

were identified between the transcript profiles of CN and F flavedo before their 

exposure to cold. Some of these differences may be responsible for the cold tolerance 

in CN, together with its faster adaptive response during cold storage. Finally, a late 

expression program specific for F was also identified, including processes probably 

related with the chilling injury development in the flavedo of this sensitive variety.
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1. INTRODUCCIÓN AL PROBLEMA EXPERIMENTAL 

 

1.1 Necesidad de almacenamiento en frío de los frutos cítricos. El 

periodo de cuarentena 

 
Dos son las razones fundamentales para el almacenamiento de frutos cítricos 

en frío. La primera es el mantener la calidad de los frutos hasta el momento de su 

comercialización. Las bajas temperaturas reducen la germinación de esporas y el 

crecimiento de patógenos, aunque a 0ºC todavía puede observarse crecimiento 

significativo de Botrytis, Alternaria o Penicillium italicum (Martinez-Javega, 1995). El 

almacenamiento a bajas temperaturas no sólo reduce el crecimiento de hongos, sino 

que al retrasar la senescencia del fruto, éste mantiene mayor contenido en sustancias 

antifúngicas (fitoalexinas), con lo que mejora la resistencia fisiológica al ataque 

microbiano (Martinez-Javega, 1995). Además, las bajas temperaturas retrasan la 

pérdida de peso y se mantiene el aspecto fresco de los frutos. 

La segunda razón por la que se someten los frutos cítricos al frío es su 

requerimiento para los programas de cuarentena. Las cuarentenas consisten en 

tratamientos a los que se someten los frutos destinados a otros países, y que tienen 

por objeto prevenir la entrada, junto con los frutos, de patógenos vivos. Entre las 

técnicas cuarentenarias se incluyen la fumigación, tratamientos por frío o por calor, las 

atmósferas modificadas y las radiaciones ionizantes (Saucedo-Veloz, 1997). Debido a 

la preocupación creciente que despierta en la población el uso de tratamientos 

químicos, se ha intensificado el interés por la aplicación de bajas temperaturas para 

conseguir los objetivos de cuarentena. El mantenimiento de los cítricos a temperaturas 

entre 0ºC y 2,2ºC durante un período de tiempo de hasta 24 días (d) es un método 

cuarentenario aprobado para el control de las moscas (USDA-Animal and Plant Health 

Inspection Service, http://www.aphis.usda.gov/). En España para el control de la 

mosca del Mediterráneo en cítricos se exigen de 16 a 17 d a temperatura de pulpa 

inferior a 2ºC (Martinez-Javega, 1997). Las bajas temperaturas pueden producir la 

mortalidad de insectos de la familia Tephritidae que incluye a los genéros Anastrepha, 

Ceratitis y Dacus los cuales constituyen plagas (moscas de la fruta) y son objeto de 

cuarentena (Martinez-Javega et al., 1999). Las larvas de estos insectos emergen de 

los huevos depositados por las hembras en el interior de los frutos sanos y causan 

daño físico que afecta al fruto interna y externamente (Martinez-Javega et al., 1999). 
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Lamentablemente, además de las dificultades intrínsecas que implican los 

tratamientos por frío aplicados, tanto para la conservación de los frutos y 

mantenimiento postcosecha como para satisfacer los requerimientos de cuarentena, 

suponen un riesgo de pérdida de calidad en algunos cultivares sensibles al frío 

(Martinez-Javega, 1996; Artes y Artes-Hernández, 2003). 

 

1.2 Sistema experimental empleado para estudiar la sensibilidad y 

tolerancia a bajas temperaturas en frutos cítricos 

 
El fruto de los cítricos es tipo hesperidio. Es un fruto sincárpico procedente de 

un ovario súpero, constituido generalmente por diez carpelos cerrados. En todo fruto 

cítrico se puede distinguir: el epicarpo o flavedo, de carácter parenquimatoso, rico en 

pigmentos carotenoides y aceites esenciales, el mesocarpo o albedo, de consistencia 

esponjosa y el endocarpo membranoso, revestido en su interior de numerosos 

tricomas repletos de jugo. Sobre la superficie externa del epicarpo se forma una capa 

continua de cutina denominada cutícula. 

En esta Tesis Doctoral, el estudio de los efectos del frío se ha centrado en el 

flavedo que es el tejido más externo del fruto de los cítricos. En concreto, se trabajó 

con el flavedo de mandarinas de las variedades Clemenules (CN) y Fortune (F), 

seleccionadas por su diferente sensibilidad al frío y su importancia comercial. 

 
Clemenules, CN, (Citrus clementine hort. Ex Tanaka): es la variedad de 

Clementina más popular en España. Se originó por mutación espontánea de 

clementina Fina (Citrus clementine Hort. ex Tanaka) y fue detectada en 1953 en Nules 

(Castellón de la Plana). Su recolección es precoz y a su vez escalonada en función de 

la floración (Fig. 1). Sus frutos no experimentan daños en la corteza durante 

almacenamientos postcosecha a bajas temperaturas. 

 

CLEMENULESCLEMENULES

 
FORTUNEFORTUNE

 
Figura 1. Calendario de comercialización de las mandarinas CN y F de la empresa Anecoop. Este calendario 
coincide con la cosecha de estos frutos. 
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Fortune, F, (Citrus clementine Hort. ex Tanaka x Citrus reticulata, Blanca) 

resultó de un híbrido de Clementino Fino y Mandarino Dancy obtenido por J.R. Furr en 

California (1964). La mandarina F es muy apreciada en España, entre otras razones, 

por su época tardía de maduración (Fig. 1). Desafortunadamente, sus frutos 

desarrollan daños en la corteza cuando se exponen a bajas temperaturas. 

 

 

2. DAÑOS POR FRÍO Y SENSIBILIDAD A LAS BAJAS TEMPERATURAS 

EN LAS PLANTAS  

 
Según Saltveit y Morris (1990), Daños por Frío (DF) es el término 

comúnmente utilizado para especificar los cambios físicos y/o fisiológicos provocados 

en los vegetales por acción de las bajas temperaturas (por encima de las de 

congelación), y que se caracterizan por la expresión de síntomas típicos (Levitt, 1980; 

Raison y Orr, 1990). Raison y Lyons (1986) propusieron el término “sensibilidad al frío” 

para señalar el umbral de temperatura próximo al cual tiene lugar los DF. Este umbral 

está dentro del rango de 0-15ºC (Raison y Orr, 1990; Saltveit y Morris, 1990). Las 

plantas que experimentan DF al someterse a bajas temperaturas, superiores a las de 

congelación, son plantas sensibles, mientras que las plantas tolerantes al frío son 

aquellas que aún pudiendo ser sensibles, desarrollan cierta capacidad de retrasar en 

el tiempo o disminuir la severidad de los síntomas del DF (Graham y Patterson, 1982). 

Las plantas superiores que crecen en ambiente cálido tropical y/o subtropical, 

generalmente, son plantas sensibles, que experimentan desórdenes fisiológicos 

cuando son expuestas a temperaturas inferiores a 15ºC (Lyons, 1973; Levitt, 1980; 

Lynch, 1990; Wang, 1990). También son sensibles al frío plantas anuales como el 

arroz y el maíz, que experimentan DF irreparables por debajo de 10ºC. En cambio, son 

insensibles al frío las espinacas y patatas que no experimentan DF por encima de 0ºC. 

Por otra parte, son tolerantes al frío especies leñosas de clima templado que 

experimentan los primeros DF, pero tienen la habilidad de tolerar los daños 

secundarios (Sharma et al., 2005). 

Los daños por congelación ocurren por debajo de 0ºC, y están relacionados 

con la formación de hielo inter/intracelular (Saltveitt y Morris, 1990; Thomashow, 

1999). Las plantas tropicales no sobreviven a la menor congelación; en contraste, las 

plantas herbáceas de regiones templadas generalmente sobreviven en un rango 

desde -5ºC a -30ºC, dependiendo de las especies, mientras que las especies 

perennes de bosques boreales sobreviven inviernos con temperaturas por debajo de   
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-30ºC. La temperatura precisa de daño por congelación depende de la concentración 

de solutos de los tejidos. Por ejemplo, la lechuga se congela a partir de -0,2ºC, 

mientras que la uva que tiene un alto contenido en azúcares no se congela hasta los   

-2ºC (Hardenburg et al., 1988; Wang et al., 2003). 

La tolerancia al frío se puede inducir en algunas plantas en respuesta a 

temperaturas bajas, pero superiores a las de congelación, y se denomina 

aclimatación al frío (Levitt, 1980; Guy, 1990). En este sentido, un número cada vez 

mayor de estudios demuestran la existencia de una “resistencia inducida”, la 

exposición de un tejido o un organismo a un estrés moderado induce resistencia a otro 

estrés más severo (Sabehat et al., 1998). La primera función de la aclimatación al frío 

es estabilizar las membranas, acumular osmoprotectores y la alteración de expresión 

génica para proporcionar protección en todos los niveles (Thomashow, 1999). Algunos 

ejemplos de plantas que pueden aclimatarse son Arabidopsis, el trigo invernal, la 

cebada, el centeno y la colza. 

 
PRODUCTOS NO SENSIBLES AL FRÍO                  PRODUCTOS SENSIBLES AL FRÍO 
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Figura 2. Relación de efectos de la temperatura poscosecha sobre frutos y hortalizas no sensibles 
(tolerantes) y sensibles al frío (adaptado de Kader, 2003). 

 

En general, el estudio de los daños causados por frío en plantas y de la 

tolerancia al mismo es de interés por diferentes motivos, entre los que podríamos 

destacar: 1) La mayoría de frutas y hortalizas frescas se almacenan tras su cosecha a  

bajas temperaturas entre 1-4ºC (Kitinoja y Kader, 2003) (Fig. 2), 2) Los cultivos en 

campo están expuestos a los cambios climatológicos que pueden afectar a toda la 

planta, y entre esos cambios se incluyen las bajas temperaturas, 3) la aparición de DF 
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afecta a cultivos frutícolas y hortícolas de importancia económica, 4) el cultivo de estas 

plantas se ve limitado, no sólo por su sensibilidad a las temperaturas de conservación 

tras la recolección (Paull, 1990; Kader y Arpaia, 2002), sino por estar restringido a 

áreas geográficas y estaciones en las que sus condiciones térmicas lo permitan (Burke 

et al., 1976; Alberdi y Corcuera, 1991). Por ejemplo, se ha pronosticado que el 

descenso de 1ºC en la temperatura media del mundo tendría como resultado una 

reducción del 40% de la producción de arroz (Hale y Orcutt, 1987). 

Debido a la importancia de sus efectos, existen numerosos estudios que tratan 

de entender el fenómeno del estrés por bajas temperaturas y la adaptación de las 

plantas al mismo (Sabehat et al., 1998; Cushman y Bohnert, 2000; Viswanathan y Zhu, 

2002; Gong et al., 2002; Iba, 2002; Mahajan y Tuteja, 2005; Sanchez-Ballesta et al., 

2003; Yu et al., 2006; Sapitnitskaya et al., 2006; Bargmann y Munnik, 2006; 

Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006; Vij y Tyagi, 2007; Chinnusamy et al., 2007 
Ogundiwin et al., 2008, 2009; Groppa y Benavides, 2008; Guy et al., 2008; Upchurch, 

2008; Maul et al., 2008; Zhao et al., 2009; Nilo et al., 2010; Rui et al., 2010; Page et al., 

2010; Sayyari et al., 2010). 
 

2.1 Daños por frío durante el desarrollo de las plantas 

 
Los DF pueden tener lugar en cualquier etapa del desarrollo de las plantas, 

desde la germinación de semillas, pasando por el desarrollo de plántulas, el cultivo en 

el campo, el almacenamiento, transporte y distribución en mercados y finalmente 

durante su conservación en frigoríficos domésticos (Bramlage, 1982; Watada, 1982; 

Marcellin y Ulrich, 1983; Luchsinger y Artes, 2000). La naturaleza y severidad de los 

síntomas depende de la especie, la variedad, el tejido y su estado de desarrollo; así 

como de la severidad y duración de la exposición a las condiciones de estrés y de las 

condiciones ambientales antes, durante y después del impacto térmico (Lyons, 1973). 

Aunque el énfasis de la mayoría de los estudios se ha centrado en la 

postcosecha de productos hortofrutícolas, es necesario recordar que plantas silvestres 

cultivadas en los trópicos y que son sensibles al frío, también son susceptibles en 

todos sus estadios de desarrollo, con la excepción de las semillas durante el estado de 

dormancia (Morris, 1982). En contraste, solamente los órganos específicos de plantas 

silvestres de áreas templadas, tales como los frutos de ciertas caducifolias y brotes de 

espárrago jóvenes, resultan dañados tras una exposición prolongada a bajas 

temperaturas (Bramlage, 1982). Algunos cultivos, económicamente importantes, 

susceptibles a los DF a temperaturas inferiores a 10-15ºC e incapaces de aclimatarse 
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son el maíz, soja, algodón, tomate, limón, lima, pomelo, arroz, plátano, manzana, 

espárragos, aguacate, judías, café, pepinos, berenjena, mango, melón, papaya, 

melocotón, pimentón, piña, granada, ciruela, sorgo, calabaza, caña de azúcar, etc. 

 

2.2 Síntomas de DF durante la postcosecha de productos vegetales 

(frutos y hortalizas) 

 

Durante la postcosecha, el grado de DF de los diferentes productos así como 

los síntomas asociados puede ser variable. Existe un amplio rango de síntomas de DF 

que dependen no sólo del cultivar, sino también de la temperatura y tiempo de 

exposición al frío, del grado de madurez, de las características climáticas de la zona 

de cultivo y de las temperaturas anteriores a la cosecha (Lill et al., 1989; Kader, 2003; 

Lurie y Crisosto, 2005). En general, se ha observado que los frutos inmaduros o 

precoces son más sensibles al frío que los maduros o tardíos de la misma cosecha, 

con independencia que sean climatéricos, como por ejemplo el tomate Daniela (Artes, 

1999) y el melocotón (Fernández-Trujillo y Artes, 1997, 1999), o no, como el pimiento 

(Serrano et al., 1997). En cambio, en el caso de los frutos cítricos se ha comprobado 

que la susceptibilidad al frío está más relacionada con las condiciones ambientales en 

las que se desarrollan los frutos, más que con la maduración en sí, como en F 

(Gonzalez-Aguilar et al., 2000). 

Los síntomas con los que se manifiestan los desórdenes fisiológicos 

provocados por el frío en frutas y hortalizas recolectadas son muy diversos (Morris, 

1982; Saltveit y Morris, 1990). Se distinguen dos categorías, que pueden coexistir y 

desarrollarse simultáneamente, como sucede con frecuencia en frutos tropicales y 

subtropicales. 

La primera categoría muestra una naturaleza cualitativa y consiste en 

anomalías del desarrollo o del metabolismo, como la maduración incompleta del 

tomate, papaya, mango, melocotón y nectarina; el endulzado de las patatas; o el 

insuficiente sabor y aroma en banana, plátano, piña, papaya, sandía o melón 

(Hardenburg et al.1990; Marcellin, 1992; Artes, 1995a, b, Artes et al., 2000). Varios 

metabolitos gaseosos como el anhídrido carbónico (CO2), etileno (ET), etanol y 

acetaldehído, pueden ser bioindicadores para evaluar y detectar las alteraciones 

organolépticas, fisiológicas y patológicas antes de la aparición de los síntomas (Couey, 

1982). 

La segunda categoría de DF la integran las verdaderas patologías, que 

presentan muy variadas manifestaciones: depresiones de la piel o picado, que afecta 
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al 60% de las especies de frutas y hortalizas de regiones tropicales y subtropicales; 

pardeamientos internos o superficiales (escaldadura), típicos de la fruta de pepita, 

como cítricos (Alferez et al., 2005b), granada (Elyatem y Kader, 1984), aguacate (van 

Lelyveld y Bower, 1984); infiltración de agua en los espacios intercelulares frecuente 

en tomate (Hobson, 1981), pepino, papaya o jícama; desarrollo de textura algodonosa, 

harinosidad o lanosidad (melocotón y nectarina) (Crisosto et al., 1999); debilitamiento 

de la resistencia a daños mecánicos y al ataque microbiano (muy generalizado). Se 

han descrito dentro de esta categoría ciertas alteraciones que son específicas de 

algunas frutas y hortalizas (Hardenburg et al., 1990; Marcellin, 1992; Artes 1995a, b, 

Artes et al., 2000). 

Generalmente, los síntomas de DF no se manifiestan hasta que los frutos son 

retirados del almacenamiento en refrigeración y son colocados a temperatura 

ambiente (Gross et al., 2002). No obstante, en algunas variedades de frutos cítricos, 

como F, el desarrollo de DF se produce incluso durante el almacenamiento a 2ºC. 

 

2.3 Desarrollo fisiológico del DF 

 

Las bajas temperaturas en plantas sensibles producen DF en dos etapas. En 

una primera fase de latencia, no se manifiestan los síntomas de DF y puede ser 

reversible (Fig. 3). El daño directo primario por las bajas temperaturas en los vegetales 

ocurre en las membranas (Lyons et al., 1979; Levitt, 1980; Quinn, 1988; Upchurch, 

2008), con la consecuente alteración celular, y con una severidad que depende de la 

intensidad y duración del estrés. Los principales cambios en la membrana provocan un 

aumento en la rigidez, la microviscosidad de la matriz lipídica, y la permeabilidad 

(Lynch y Steponkus, 1987) que derivan en deshidratación celular por pérdida de 

líquidos, al igual que en fugas de solutos, y perturbación de las funciones celulares. En 

los casos más graves, se produce la ruptura de las membranas, necrosis y muerte del 

órgano o de la planta (Mazliak, 1994). La pérdida de la integridad de la membrana 

podría estar potenciada por procesos de estrés oxidativo (Steponkus, 1984). Las 

alteraciones primarias e indirectas se dan en el metabolismo y pueden dar lugar a 

alteraciones secundarias reparables, aunque dependiendo del estado fisiológico 

(Levitt, 1980). Generalmente se reduce la fotosíntesis, interfiere la producción de 

energía, aumenta la energía de activación de algunas reacciones, aumenta la 

diferencia en la presión de vapor entre el producto y el ambiente reduciendo la 

transpiración (Wang, 1982, 1990). Las bajas temperaturas también afectan a las 
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actividades enzimáticas y las carácterísticas termodinámicas de las reacciones, 

disminuyéndola e incluso inactivan algunos enzimas (Lyons, 1973; Thomashow, 1999; 

2001). Además, el frío puede inducir la síntesis de ET, lo cual puede derivar en efectos 

secundarios como una activación en la velocidad de respiración (Hansen y Hartman, 

1937). Algunos de estos componentes pueden retornar a un estado normal, 

simplemente incrementando la termperatura hasta que esta sea superior a la 

temperatura crítica de DF. 

 

Proceso reversible (tiempo de exposición corto)
RESPUESTA PRIMARIA
Fase física de transición de lípidos de membrana: líquido cristalino sólido gel
RESPUESTAS SECUNDARIAS
Aumento en la permeabilidad de las membranas, Estimulación de la producción de etileno
Aumento en la velocidad de respiración, Interferencia en la producción de energía
Aumento en la energía de activación, Disminución del movimiento protoplásmico
Reducción de la velocidad fotosintética, Alteración de la estructura celular
EFECTOS DIRECTOS

ESTRÉS POR FRÍO

Proceso  irreversible (tiempo de exposición largo)
MANIFESTACIÓN DE LOS DAÑOS

Decoloración, Roturas internas, Pérdida de la capacidad de madurar
Inhibición del crecimiento, Marchitamiento ...

Proceso reversible (tiempo de exposición corto)
RESPUESTA PRIMARIA
Fase física de transición de lípidos de membrana: líquido cristalino sólido gel
RESPUESTAS SECUNDARIAS
Aumento en la permeabilidad de las membranas, Estimulación de la producción de etileno
Aumento en la velocidad de respiración, Interferencia en la producción de energía
Aumento en la energía de activación, Disminución del movimiento protoplásmico
Reducción de la velocidad fotosintética, Alteración de la estructura celular
EFECTOS DIRECTOS

ESTRÉS POR FRÍO

Proceso  irreversible (tiempo de exposición largo)
MANIFESTACIÓN DE LOS DAÑOS

Decoloración, Roturas internas, Pérdida de la capacidad de madurar
Inhibición del crecimiento, Marchitamiento ...

 
Figura 3. Esquema de eventos en el desarrollo y manifestación de DF en plantas. Adaptado de Wang (1982). 
 

La segunda fase de DF tiene lugar cuando, superado el umbral de inducción, 

aparecen los síntomas, y su establecimiento es ya irreversible (Fig. 3), por lo que una 

elevación moderada de la temperatura solo contribuye a acelerar su desarrollo 

(Marcellin, 1992; Artes, 1995a). Los síntomas de DF incluyen la ralentización del 

crecimiento, marchitamiento, clorosis, necrosis y eventualmente, muerte de la planta 

(Lyons, 1973; Graham y Patterson, 1982; Allen y Ort, 2001). 

Sin embargo, un estrés severo por un choque de frío, que produce daños de 

manera muy rápida, ejerce un efecto irremediable y a veces letal, sin que llegue a 

producir la congelación de los tejidos. Con el retorno a una temperatura superior al 

umbral crítico de DF, se manifiesta claramente el estado reversible o irreversible de los 

desórdenes (Marcellin y Ulrich, 1983; Jackman et al., 1988; Marcellin, 1992; Artes, 

1995b). 

Los cambios fisico-químicos y fisiológicos, que ocasionan la exposición de las 

plantas o sus partes a las bajas temperaturas, provocan cambios en la expresión 



Introducción 

 21

génica (Weiser, 1970; Tseng y Li, 1990; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1996; 

Cushman y Bohnert, 2000; Viswanathan y Zhu 2002; Yamaguchi-Shinozaki y 

Shinozaki, 2006; Ogundiwin et al., 2008, 2010; Zhao et al., 2009). Los cambios en la 

fluidez de membranas y en los niveles de electrolitos, principalmente el calcio, serían 

los que en primera instancia activarían el programa de respuesta (Minorsky, 1985; 

Knight et al., 1996; Yu et al., 2006). 

 
 

3. CASCADA DE SEÑALIZACIÓN DEL FRÍO PARA LA RESPUESTA 

ADAPTATIVA EN PLANTAS 

 
La activación de mecanismos protectores frente a los efectos nocivos del frío 

requiere de una compleja red de señalización. Parte de los componentes de la red son 

compartidos para la respuesta a varios estreses abióticos, lo que se traduce en un 

cierto nivel de solapamiento entre los genes involucrados en la respuesta a cada uno 

de ellos (Seki et al., 2001; Chen et al., 2002; Rabbani et al., 2003; Mahajan y Tuteja, 

2005; Kilian et al., 2007; Zhang et al., 2009) (Fig. 4). 

 

Las evidencias apuntan a que la percepción del frío se produce en primera 

instancia en las membranas (Levitt, 1980; Quinn, 1988; Orvar et al., 2000; Upchurch, 

2008). Cambios en las propiedades de las membranas derivan en la liberación de 

segundos mensajeros como el caso del inositol-trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) 

tras la acción de la fosfolipasa C (PLC) (Vergonelle et al., 2005) (Fig. 4). La acción de 

estos segundos mensajeros contribuye en un incremento de los niveles de calcio 

citoplásmico por entrada de iones Ca2+ desde el apoplasto o liberado de fuentes 

intracelulares (Alexandre et al., 1990; Knight et al., 1996). Los cambios del nivel de 

Ca2+ citosólico actúan a su vez como otro segundo mensajero, ya que se perciben por 

sensores de calcio, que interactúan con otros componentes de señalización aguas 

abajo como quinasas y/o fosfatasas (Kudla et al., 2010). Las citadas proteínas de 

modificación actúan sobre factores de transcripción provocando cambios que afectan 

la expresión de la mayoría de genes de respuesta a estrés que finalmente dirigen la 

respuesta fisiológica. 

 

Actualmente, la cascada transcripcional C-repeat/dehydration responsive 

element Binding Factors (CBFs) es la ruta de regulación mejor caracterizada en 

relación con la aclimatación al frío. Aunque esta ruta se ha caracterizado en una planta 
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resistente al frío, Arabidopsis, existen homólogos a proteínas CBF en un amplio rango 

de plantas, incluyendo plantas sensibles al frío como tomate (Jaglo et al., 2001; Zhao 

et al., 2009), arroz (Choi et al., 2002; Dubouzet et al., 2003), y cítricos 

(http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB). El frío también activa esta ruta en una 

especie sensible como el tomate, donde sin embargo, no desencadena una respuesta 

de tolerancia efectiva (Zhang et al., 2004b). 

 

 

 

RESPUESTA FISIOLÓGICA y ACLIMATACIÓN AL FRÍO

Rigidez de la membrana
Y otros cambios

RESPUESTA FISIOLÓGICA y ACLIMATACIÓN AL FRÍO

Rigidez de la membrana
Y otros cambios

 
Figura 4. Esquema de la ruta general de la señalización y respuesta a estrés abiótico. Respuesta celular al 
estrés desde su percepción hasta las respuestas fisiológicas. Las abreviaturas utilizadas corresponden 
a:PLC, fosfolipasa C; PIP, fisfatidilinositol 4,5-bifosfato IP3, inositol-trisfosfato; DAG, diacilglicerol; ROS, 
especies reactivas del oxígeno; CBL, calcineurin B; CaM, calmodulina; CIPK, quinasa que interacciona con 
CBL; CDPK, quinasa dependiente de Ca2+; MAPK, quinasa activada por mitogeno Adaptado de Mahajan y 
Tujeja (2005) y Chinnusamy et al. (2007). 

http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB�
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En Arabidopsis thaliana, la subfamilia de factores de transcripción CBF consiste 

en 3 genes CBF1, CBF2 y CBF3 (también conocidos como DREB1b, DREB1c, y 

DREB1a, respectivamente) responde a bajas temperaturas. En cambio, el factor CBF4 

no responde al frío, posiblemente, porque forme parte de una ruta de señalización 

diferente implicada en la deshidratación y dependiente de ácido abscísico (ABA) 

(Haake et al., 2002). CBF1-3 se inducen rápidamente ante la exposición de plantas a 

bajas temperaturas (Gilmour et al., 1998; Liu et al., 1998). Estos tres CBFs codifican 

miembros de la familia de factores de transcripción AP2/ERF (Riechmann et al., 2000), 

los cuales se unen al elemento regulador CRT/DRE (C-repeat/dehydration responsive 

element) del promotor de los genes diana (Stockinger et al., 1997; Liu et al., 1998) 

(Fig.4). Las proteínas CBF inducen la expresión de cientos de genes, denominados en 

conjunto el regulón CBF (Maruyama et al., 2004; Vogel et al., 2005), el cual da lugar a 

un aumento en la tolerancia a bajas temperaturas (Jaglo-Ottosen et al., 1998; Liu et 

al., 1998). Ello se debe a que parte del programa molecular dependiente de CBF 

resulta en la acumulación de moléculas crioprotectoras de bajo peso molecular, como 

rafinosa, sacarosa y prolina (Cook et al., 2004; Kaplan et al., 2004), y en la producción 

de polipéptidos crioprotectores, y otros productos protectores resultado de la expresión 

de los genes COR (cold-regulated) (Fig.4). 

Existe información considerable sobre la inducción de la expresión génica 

aguas abajo de CBF1-3, pero todavía se desconoce con detalle cómo ellos mismos 

están inducidos por las bajas temperaturas. En el laboratorio del Dr. Zhu (Chinnusamy 

et al., 2003; Agarwal et al., 2006) se han identificado dos factores de transcripción 

relacionados: MYB15, un regulador negativo de CBF1-3; y la proteína ICE1 (inducer of 

CBF expresión), un regulador positivo de CBF3 pero con leve efecto sobre la 

expresión de CBF1 y CBF2 (Chinnusamy et al., 2003; Agarwal et al., 2006) (Fig. 4). 

Zarka et al. (2003) identificaron una región de 155 pares de bases (pb) del promotor de 

CBF2 capaz de dirigir la inducción de la transcripción por frío y encontraron en la 

secuencia de este promotor dos pequeñas regiones, ICEr1 e ICEr2 (ICE region 1 y 2), 

importantes para la inducción por frío. No obstante, los factores de transcripción que 

actúan a través de estas secuencias aún no se han determinado. Adicionalmente, se 

sabe que se requiere de un rápido flujo de calcio para una correcta inducción por frío 

de KIN1, un miembro del regulón CBF (Knight et al., 1996). De forma parecida, en 

alfalfa (Medicago sativa), la inducción por frío de dos genes, cas15 y cas18, está 

relacionada con el flujo de calcio (Monroy y Dhindsa, 1995). Sin embargo, no se ha 

caracterizado la conexión entre el aumento de calcio y la expresión de genes 

regulados por frío. Un posible nexo de unión entre el calcio y la respuesta al frío podría 

estar en algunos miembros de la familia de factores de transcripción CAMTA 
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(calmodulin binding transcription activator) (Doherty et al., 2009) que se unen a los 

promotores de CBF2 y ZAT12 (Bouche et al., 2002). ZAT12 es un regulador negativo 

de los genes CBFs (Vogel et al., 2005) (Fig.4). 

Los genes de respuesta al frío, COR, incluyen entre otros: la familia génica de 

pequeñas proteínas hidrofílicas denominadas dehidrinas; el grupo II de las proteínas 

LEA (late embriogenesis abundant) (Artus et al. 1996; Close, 1997; Steponkus et al. 

1998), que están relacionadas con la estabilidad de la membrana (Thomashow et al., 

1998) y que protegen a las células en condiciones de bajas temperaturas, déficit 

hídrico y estrés salino; los genes implicados en la biosíntesis de proteínas con función 

crioprotectora o anticongelantes (AFPs) (Hon et al., 1994; Antikainen y Pikhakaski, 

1993) y genes relacionados con la defensa de las plantas frente al estrés oxidativo 

(Sung et al., 2003; Malacrida et al., 2006). 

 
3.1 Mecanismos moleculares de tolerancia al frío 

 

La aparición de métodos de alta capacidad para estudiar la expresión génica 

está permitiendo identificar un gran número y variedad de genes regulados por las 

bajas temperaturas, algunos de estos, con una posible función reguladora y muchos 

todavía con una función desconocida (Seki et al., 2001; Kreps et al., 2002; Maruyama 

et al., 2004; Vogel et al., 2005; Lee et al., 2005; Cheng et al., 2007; Mantri et al., 2007; 

Kilian et al., 2007; Usadel et al., 2008; Maul et al., 2008; Fernandez et al., 2008; Guy et 

al. 2008). La aclimatación al frío está correlacionada con la activación de numerosos 

genes de repuesta a bajas temperaturas (Fowler y Thomashow, 2002). Estudios 

comparativos han podido relacionar diferencias en los niveles de expresión de mRNAs 

de genes inducidos por las bajas temperaturas con las diferencias en tolerancia al frío 

de algunos cultivares (Gulick et al., 2005; Monroy et al., 2007; Amtmann, 2009; Zhao 

et al., 2009). 

 

Se ha propuesto que las condiciones de aclimatación inducen tolerancia al frío 

al modificar la expresión génica, de modo que las células quedan más preparadas 

para soportar el estrés. Por ejemplo, el acondicionamiento incrementa la expresión de 

varios genes relacionados con estrés en el flavedo de pomelo, incluyendo dos genes 

que codifican dos dehidrinas (COR15 y cpDHN), cuatro proteínas de choque térmico 

(HSP18-I, HSP18-II, HSP22, and HSP70), y cNHX1, un gen que codifica un 

antiportador de sodio y protones relacionado con la tolerancia a salinidad en plantas 

(Porat et al., 2002, 2004; Rozenzvieg et al., 2004). El curado en F también incrementa 

la expresión de COR15, genes de defensa como quitinasa, de estrés oxidativo como 
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oxigenasa, de metabolismo secundario como COMT, ácido cafeico O-metiltranferasa 

(Sanchez-Ballesta et al., 2003, 2004; Gosalbes et al., 2004). El grupo de Steponkus 

propuso que COR15am (proteína COR15a modificada al entrar en el cloroplasto) 

modifica la inducción de la fase II hexagonal a bajas temperaturas porque altera la 

curvatura intrínseca de la membrana interna de la envoltura cloroplástica (Webb et al., 

1996). Se propone que con ello no se adhieren las membranas plasmáticas y 

cloroplástica. La sobreexpresión de COR15a en Arabidopsis no aclimatada, aumenta 

la tolerancia a la congelación en cloroplastos congelados in situ, y protoplastos de 

hojas congelados in vitro en un rango de temperatura de [-4, -8ºC] (en [-2, -4ºC] tenía 

efectos negativos) (Artus et al., 1996). 

El estrés en plantas, incluido el estrés por frío, conduce a la alteración del 

balance producción/eliminación de especies reactivas del oxígeno (ROS) provocando 

condiciones de estrés oxidativo en la célula y la respuesta al mismo (Mittler et al., 

2004; Apel y Hirt, 2004). 

 
 

4. EFECTO DE LAS BAJAS TEMPERATURAS EN FRUTOS CÍTRICOS 

 

Los cítricos, por su origen tropical y subtropical, por lo general son plantas 

sensibles al frío y su capacidad para sobrevivir a temperaturas de congelación no se 

aproxima a otras plantas leñosas de origen templado (Webber et al. 1967). Pero los 

frutos cítricos pueden presentar alteraciones fisiológicas debidas al frío por encima de 

la tempertura de congelación (1-10ºC), y estas fisiopatías muestran diferente 

sintomatología según la variedad y condiciones ambientales. 

 

4.1 Sensibilidad de los frutos cítricos al frío en la postcosecha 

 

No todos los frutos cítricos experimentan DF, dependiendo principalmente de la 

variedad (Agustí, 2000), por lo que se plantea que existe una base genética que 

determina la sensibilidad. Por ejemplo, las naranjas Navelate son sensibles al frío y la 

variedad Pinalate, mutante espontáneo de Navelate, es tolerante (Alferez et al., 

2005a). Pero además de la variedad, son muchos los factores determinantes de la 

aparición de estos daños durante la postcosecha en frío. Entre ellos se incluyen las 

condiciones en que se desarrollaron los frutos, la zona de cultivo, los tratamientos pre- 

y postcosecha recibidos, las características morfológicas y las condiciones fisiológicas 

de los tejidos en el momento de su exposición a bajas temperaturas, y la duración e 
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intensidad de la exposición. Así, por ejemplo, los frutos más maduros, con mayor 

proporción de azúcares reductores pueden ser más sensibles a mostrar DF (Holland et 

al., 1999). La variabilidad estacional de dichas condiciones motiva el que el nivel de 

DF varíe entre campañas (Lafuente et al., 1997, Schirra et al., 1997, Gonzalez-Aguilar 

et al., 2000). 

 

4.2 DF característicos de frutos cítricos 

 

Las fisiopatías que se producen en los cítricos suelen suceder en la corteza del 

fruto, especialmente en el flavedo. Los síntomas más habituales del DF en el flavedo 

de cítricos (Miller, 1945; Martinez-Javega y Cuquerella, 1984) son:  

1) El manchado o picado (pitting). Es el DF más frecuente asociado al 

almacenamiento de los frutos cítricos a bajas temperaturas, y se caracteriza por la 

formación de manchas en áreas discretas de la piel que se colapsan formando 

lesiones profundas  (Lindhout et al., 2004). Este tipo de DF se ha detectado en 

pomelos, limas, limones, naranjas y tangerinas. Es el DF característico en mandarinas 

F (Martinez-Javega et al., 1992; Sanchez-Ballesta et al., 2003). 

2) El escaldado se presenta principalmente en frutos sobremaduros y se 

caracteriza por un oscurecimiento difuso de la piel que se manifiesta de forma irregular 

y se extiende paulatinamente por toda la superficie del fruto, por ejemplo en naranjas 

Navelate (Alferez et al., 2005a), Salustiana, Valencia. 

 

Cuando los frutos cítricos son conservados a una temperatura muy baja 

pueden aparecer otros daños que afectan tanto a la pulpa como a la corteza, 

proporcionando una consistencia blanda y esponjosa, y provocando una mayor 

sensibilidad a los ataques de patógenos (Grierson, 1986; Wardowski et al., 1986). 

Para evitar los DF deben almacenarse para su comercialización a temperaturas 

relativamente altas de 11-13ºC (Chalutz et al., 1985; Kader y Arpaia, 2002). 

 
DAÑOS POR FRÍO EN FRUTOS FORTUNE 

Las mandarinas F son sensibles al frío, ya que cuando se almacenan a bajas 

temperaturas experimentan DF con características visibles que van del picado y 

manchado del flavedo hasta la aparición de zonas necróticas (Martinez-Javega et 

al.1992). El picado de las mandarinas F al igual que el de frutos de otros cultivares, 

como los limones, puede ocurrir ya en el campo antes de la cosecha (Almela et al., 

1992a, b; Vercher et al., 1994). Los frutos más afectados por el picado son los 



Introducción 

 27

situados en la parte exterior del árbol, y más concretamente los orientados hacia el 

Norte y Oeste. Gonzalez-Aguilar et al. (1998) concluyeron que los frutos de la 

mandarina F son más sensibles cuando son recolectados en enero, una vez han 

adquirido su coloración característica. Cuando la intensidad del picado es mayor 

aparecen manchas marrones que provocan la depresión y necrosis de amplias áreas 

de la corteza. Durante el almacenamiento en frío (2ºC) de frutos F aparecen DF ligeros 

durante las primeras 3 semanas (Fig. 5). A partir de la tercera semana, el desarrollo de 

daños se acelera y rápidamente pasa a ser más que moderado (Fig. 5). 

 

Sánchez-Ballesta et al., 2003
Sánchez-Ballesta et al., 2004
Establés, 2008
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0 7 14 21 28 60 Días a 2ºC

DF=0.4 DF=2.2DF=1.3

DF=1
DF=2.4
DF>2

Sanchez-Ballesta et al., 2003
Sanchez-Ballesta et al., 2004
Establés, 2008  

Figura 5. Evolución del DF en el fruto de mandarinas F durante el almacenamiento a 2ºC, según cada una de 
las citas bibliográficas detalladas. El DF se midió visualmente en función del área necrótica y la intensidad 
de oscurecimiento según la escala 0=no daño, 1=ligero, 2=moderado, y 3=severo (Lafuente et al., 1997). El 
DF aumenta por incremento de las zonas necróticas, cada vez hay más más puntos mientras que sólo 
algunos agrandan su área. 

 

4.3 Principales fitohormonas implicadas en el control hormonal de la 

respuesta al frío en frutos cítricos 

 

Algunos estudios han demostrado que la aplicación de giberelinas (GA) 

incrementa la capacidad de las plantas para tolerar el estrés por bajas temperaturas, 

por ejemplo en pomelo (Ismail y Grierson, 1977) y en lima (Sierra et al., 1993). Por el 

contrario, en frutos de mandarina F la aplicación de GA antes del cambio de color se 

mostró ineficaz (Jackson et al., 1992) o con muy baja eficiencia (Zaragoza et al., 

1996), posiblemente porque inhibe el crecimiento de la corteza, se reduce la 

acumulación de ceras en la superficie (El-Otmani y Coggins, 1985) y cortezas más 

livianas resultan en frutos más sensibles. 

El ABA es uno de los principales señalizadores de diferentes tipos de estrés 

ambiental (Chinnusamy et al., 2008). El papel del ABA en la respuesta de aclimatación 

a las bajas temperaturas se basa en parte en que su aplicación exógena es capaz de 

reducir la susceptibilidad de los tejidos vegetales al frío en un amplio número de 
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especies (Kawada et al., 1979; Lafuente et al., 1991). En diferentes especies y 

variedades de cítricos, el ABA incrementa durante la maduración de los frutos 

(Rasmussen, 1975; Aung et al., 1991; Lafuente et al., 1997). Dicho incremento se 

relacionó con el aumento en la tolerancia al frío en pomelos (Kawada et al., 1979). No 

obstante, los cambios en los niveles de ABA a lo largo de la maduración de las 

mandarinas F no mostraron un paralelismo con los cambios en su susceptibilidad al 

frío (Lafuente et al., 1997). Por otra parte, el tratamiento con ABA previamente al 

almacenamiento en frío de frutos de mandarinas F (variedad sensible al frío) y 

Hernandina (variedad tolerante al frío) no sólo no evita el DF sino que puede ser 

perjudicial al producir DF en la variedad tolerante (Gosalbes et al., 2004). Asimismo, 

en las variedades F y Navelate los niveles de ABA aumentan más durante su 

almacenamiento a 12ºC que a 1-2ºC (Lafuente et al., 1997; Alferez et al., 2005a). A 1-

2ºC, los niveles de ABA pueden incluso disminuir tanto en variedades tolerantes, como 

en variedades sensibles al frío (Lafuente et al., 1997; Lafuente y Sala, 2002). Estos 

resultados sugieren que no parece haber una relación directa entre el ABA y la 

tolerancia al frío en los frutos cítricos. Incluso, hay evidencias que sitúan al ABA como 

promotor de DF en frutos cítricos más que como potenciador de tolerancia. Este es el 

caso del mutante Pinalate de la naranja Navelate, deficiente en ABA y que no 

desarrolla DF durante su almacenamiento a 1ºC (Rodrigo et al., 2003; Alferez et al., 

2005a). 

Los procesos principales en los que está implicado el ET están relacionados 

con algunos aspectos del desarrollo, como la maduración y senescencia de frutos 

climatéricos (las mandarinas no lo son), pero también con la respuesta a diversos 

estreses bióticos y abióticos. Se ha observado en numerosas plantas que la 

exposición a bajas temperaturas estimula la producción de ET mediante la activación 

de la síntesis de ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) (Larrigaudiere y 

Vendrell, 1993; Mullins et al., 1999). El incremento de ET parece suceder cuando los 

frutos pasan de condiciones de frío a temperaturas moderadas, ya que en el periodo 

de frío se transcriben los genes que codifican las enzimas implicadas en la síntesis de 

ET, ACC sintasa (ACS) y ACC oxidasa (ACO), pero su traducción ocurre a 

temperaturas moderadas (Wang, 1982; Lelievre et al., 1995). 

La aplicación de ET tiene efectos contrapuestos en cuanto al desarrollo de DF 

por frutos y hortalizas. Se ha demostrado que la ruta de respuesta a ET interviene 

como mediador de parte de las respuestas de defensa o de protección que se 

desencadena en los frutos de la mandarina F frente a las bajas temperaturas de 

conservación (Lafuente et al., 2001). Así, mientras que la aplicación de ET durante la 

exposición de los frutos de mandarina F al frío ralentiza el desarrollo de los daños en 
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la piel (Lafuente et al., 2004), los frutos pretratados con el inhibidor de la acción del ET 

1-metilciclopropeno (1-MCP) lo aceleran (Lafuente et al., 2001). Este efecto del 

inhibidor 1-MCP es contrario al observado en frutos de otras especies como melones 

cantalupo Charentais (Ben-Amor et al., 1999) y nectarinas Flavortop (Zhou et al., 

2001). Puede que dichos efectos contrapuestos estén relacionados con el mecanismo 

del ET en los mecanismos responsables del DF en cada caso particular (Lafuente et 

al., 2003). 

Las poliaminas (PA), espermidina, espermina y putrescina, son aminas 

alifáticas, implicadas en multitud de procesos en las plantas. La hipótesis que la 

síntesis de PA puede estar relacionada con la defensa de los tejidos vegetales al frío, 

está basada en la capacidad de estos compuestos para estabilizar las membranas 

celulares (Lyons, 1973; Smith, 1985; Wang, 1982, 1987). Las PA, al ser moléculas 

policatiónicas, pueden interactuar con compuestos aniónicos de las membranas, como 

los fosfolípidos, y favorecer la estabilización de la bicapa lipídica de la membrana, 

retardando así su deterioro (Roberts et al., 1986). Igualmente, se piensa que la 

habilidad de las PAs de conferir protección frente al estrés y la senescencia puede ser 

debido a su capacidad de secuestrar los radicales libres que se formarían en la 

peroxidación de lípidos (Drolet et al., 1986; Kumuda y Hara, 2004, Alcázar et al., 2006; 

Groppa y Benavides, 2008). La aplicación exógena de PA a frutos ya recolectados 

como melocotón e incluso cítricos, es efectiva en la reducción de DF (Valero et al., 

1998). Sin embargo, en cítricos no parece que las PAs tengan una relación directa con 

el DF de los frutos (Gonzalez-Aguilar et al., 2000). 

 

4.4 Conservación postcosecha de frutos cítricos 

 
4.4.1 Consideraciones generales 

La conservación de frutos cítricos se realiza en cámara frigorífica durante 

períodos que pueden llegar a ser de hasta 3 a 4 meses, en algunas variedades, 

dependiendo de su estado de madurez (Martinez-Javega, 1999) (Tabla 1). Cuando los 

frutos se almacenan en un estado de madurez más avanzado es más probable que 

puedan producirse problemas por generación de sabores extraños (Mazzuz y del Rio, 

1997). 

Los principales factores a tener en cuenta para una buena conservación son: 

temperaturas, humedad relativa, CO2, y recirculación del aire. La temperatura de 

conservación es diferente según variedades y tratamientos efectuados a la fruta, 

también depende del tiempo de conservación y estado del fruto (Tabla 1) (Martinez-
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Javega, 1997, 2002; Martinez-Javega et al., 1999). La humedad relativa se suele 

mantener entre el 90-95% ya que si no, se producen pérdidas de peso elevadas (6-

7%) (Alferez et al., 2005b). El CO2, no suele sobrepasar el 0,5%, para evitar que la 

respiración del fruto pase de la forma aeróbica a anaeróbica, y el fruto tome sabores 

extraños (a cámara), que son debidos a la formación de etanol y acetaldehído (Mazzuz 

y del Rio, 1997). La recirculación del aire, mediante el uso de ventiladores, se diseña 

para permitir un movimiento débil y continuo dentro de la cámara sin que sobrepase la 

velocidad entre palets de 0,5 m/s, lo que permite una homogeneización de la 

atmósfera de la cámara y la eliminación de los productos volátiles que la fruta 

desprende en su respiración y proceso metabólico (Martinez-Javega, 1997). 

 

TABLA 1. Datos orientativos para guardar frutos cítricos en cámara, con 
CO2<0.5%, y 90-95% de humedad relativa 

VARIEDAD Tª (ºC) DURACIÓN (d) 

Pomelos y limones (Verna) 10-12 60 

Limones finos, mandarinas Fortune 8-10 60 

Tangelos (1) 8-10 30-60 

Satsumas 4-5 60 

Clementinas de Nules (2) y Navelinas 3-4 60 

Orovales 3-4 30-60 

Fernandinas 4-5 30-60 

Salustianas 6-7 30-60 

Návels 5-6 60 

Navelates 4-5 30-60 

Lane-lates 4-5 45 

Valencia late 4-5 120 

(1) Las Ortaniques se pueden conservar a una temperatura más baja, entre 4-5ºC. 
(2) Si la coloración del fruto es algo verdosa, conservando a 5-6ºC, se ha llegado a guardar hasta 90 d. 

(datos proporcionados por DECCO IBERICA Post Cosecha S.A.U., grupo UPL-United Phosphorus Ltd). 
 

 

4.4.2 Estrategias para reducir el daño por frío en los frutos cítricos durante su 
almacenamiento postcosecha 

Con el objetivo de disminuir o prevenir la incidencia del DF, se han 

experimentado diversos tratamientos previos al almacenamiento refrigerado (Wang, 

1993, Lurie, 1998). 

http://www.uplonline.com/�
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Se pueden seguir dos estrategias para la conservación postcosecha de frutos 

sensibles al frío para evitar la aparición de DF y disminuir las pérdidas económicas: 1) 

búsqueda de condiciones menos dañinas para la conservación postcosecha de estos 

frutos, 2) acondicionamiento previo de los frutos para inducir su tolerancia a las bajas 

temperaturas. En relación con esas estrategias, se han utilizado tratamientos químicos 

(Rodov et al., 1995; Artes, 2000), fungicidas (Schirra et al., 1998), o fitohormonas 

como ET (Lafuente et al., 2004), GAs (Ismail y Grierson, 1977), ABA (Kawada et al., 

1979), ácido jasmónico (Meir et al., 1996) y PAs (Valero et al., 1998). Así como la 

aplicación de recubrimientos, plásticos (D’Aquino et al., 1998) o ceras (Dou, 2004). 

Otra opción es la postcosecha en cámaras con atmósfera controlada y modificada, por 

ejemplo, con bajos niveles de O2 (Jahn et al., 1969), o preacondicionamiento con 

choque de CO2 (Artes, 2000). 

Los acondicionamientos térmicos son tratamientos de calor que incrementan la 

tolerancia al frío y reducen la incidencia de podridos en distintos productos hortícolas, 

incluyendo los frutos cítricos (Lurie, 1998; Artes, 2000). El acondicionamiento 

térmico también se denomina curado. Sin embargo, hay que tener cuidado para que 

el exceso de calor no produzca daño en el fruto. Se emplean tres métodos de 

acondicionamiento por calor: agua caliente, aire caliente o aire saturado de vapor 

(Martinez-Javega y Cuquerella, 1994; Schirra y Mulas, 1995; Schirra et al., 1997, 

2004a; Porat et al., 2000; Lafuente et al., 1997, 2001). El acondicionamiento térmico 

es eficaz en limones y pomelos (Ben-Yehoshua et al., 1987), mandarinas incluyendo F 

(Lafuente et al., 1997; Martinez-Téllez y Lafuente, 1997), naranjas (Schirra et al., 

2004a, b) y kumquat (Rodov et al., 1995). Para que estos tratamientos sean efectivos 

es necesario mantener la humedad relativa alta durante la aplicación del mismo 

(Wang, 1993; Alferez et al., 2005b). En el caso de los frutos F, el acondicionamiento 

más eficaz resultó ser el tratamiento de 3d a 37ºC antes del almacenamiento a bajas 

temperaturas (Martinez-Téllez y Lafuente, 1997). 

Para disminuir o atenuar los manchados que provoca el frío se recomienda (1) 

el encerado de los frutos con ceras de conservación, (2) incluir en los tratamientos 

fungicidas derivados de los bencimidazoles, (3) así como acondicionar la fruta en el 

frigo progresivamente, es decir, comenzar con temperaturas entre 10-12ºC y una vez 

la cámara llena, ir bajando la temperatura hasta llegar al punto deseado, evitando de 

esta manera cambios bruscos que pueden predisponer la fruta a la rotura de glándulas 

de aceite, que causan posteriormente manchados. 
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5. APROXIMACIÓN AL ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL FRÍO EN LOS 

FRUTOS CÍTRICOS 

 

5.1 Antecedentes 

 

La importancia económica de la variedad de mandarinas F y su sensibilidad al 

frío, tanto sobre árbol como en el almacenamiento postcosecha (Almela et al., 1992a; 

Gonzalez-Aguilar et al., 2000), ha propiciado el interés en estudiar por qué se 

producían los síntomas de DF, qué diferencia tenían las mandarinas F respecto otras 

variedades que no muestran DF, y qué procedimientos o estrategias se podrían 

diseñar para evitar la aparición de los DF (Lafuente et al., 2005). 

Vercher et al. (1994) compararon la piel de las mandarinas F, sensible, y CN, 

tolerante y hallaron que la permeabilidad de la cutícula siempre fue menor en los frutos 

CN que en F, a lo largo de la maduración del fruto en el árbol. Esa diferencia podría 

ser una causa de la diferente tolerancia al frío, ya que la mayor pérdida de agua que 

podría experimentar favorecería la aparición de síntomas de DF en F. Sin embargo, 

estudios más finos sobre la composición y morfología de la cutícula de F, muestran 

que el picado en F no aparece preferentemente en las zonas donde la cutícula está 

más deteriorada (Sala, 2000). 

También han sido analizados los niveles de PAs en los frutos de F, antes y 

después de la cosecha, observándose oscilaciones en su contenido, pero sin una 

correlación directa y clara entre estos cambios y la tolerancia al frío (Gonzalez-Aguilar 

et al., 2000). 

Muchos estudios se han centrado en analizar el modo de acción de los 

métodos de aclimatación al frío y que proporcionan un nivel aceptable de protección a 

la posterior exposición al frío, por ejemplo en pomelo (Maul et al., 2008). El mecanismo 

molecular de la reducción del DF por el curado en F no se conoce pero diferentes 

resultados sugieren que se debe a la activación de un complejo mecanismo molecular 

de respuesta del flavedo (Sanchez-Ballesta et al., 2003). El acondicionamiento induce 

genes de metabolismo secundario, como genes COMT relacionados con la síntesis de 

metabolitos secundarios y fenilpropanoides, de modificación de pared celular, de daño 

oxidativo y otros genes de respuesta a estrés, así como factores de transcripción, por 

ejemplo WRKY y TFIIB (Sanchez-Ballesta et al., 2003). También se ha visto la 

implicación durante el acondicionamiento de la expresión de genes de respuesta a 

estrés, como las proteínas de choque térmico (HSP, heat shock protein) que persisten 

durante la exposición al frío (Lafuente et al. 1991; Sabehat et al. 1998). En cambio, el 
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curado suprime la expresión del gen CrCOR15 (Sanchez-Ballesta et al., 2004), un gen 

de respuesta a estrés por frío y deshidratación en hojas del árbol de F (Sanchez-

Ballesta et al., 2004) y en frutos de Citrus paradisi (Porat et al., 2002). 

También, se han descrito genes marcadores de daño en frutos cítricos como 

son el gen β-1,3-glucanasa, tanto DF como daños no asociados al frío (Sanchez-

Ballesta et al., 2006, 2008), y el gen fenilalanina amonio liasa fenilalanina-amonio liasa 

(PAL) (Sanchez-Ballesta et al., 2000b). 

Para entender mejor los mecanismos moleculares de respuesta al frío y al 

acondicionamiento en pomelo, se han identificado genes de respuesta a estos 

tratamientos mediante el estudio de genotecas (Sapitnitskaya et al., 2006) y 

micromatrices (Maul et al., 2008). 

Además del acondicionamiento por calor, se han estudiado tratamientos con 

ET durante la postcosecha de frutos F (Lafuente et al., 2004). La aplicación de esta 

hormona durante el almacenamiento de frutos F a 1,5ºC aumenta la tolerancia al frío, 

aunque la aplicación previa al almacenamiento no produce este beneficioso efecto 

(Lafuente et al., 2001). Según esto, el efecto del ET en F no impide el desarrollo de 

DF, pero sí es capaz de reducirlo. La disminución de los síntomas de DF en atmósfera 

de ET podría estar relacionada con un aumento en la actividad PAL y catalasa (CAT) 

(Martinez-Téllez y Lafuente, 1997; Lafuente et al., 2004). Sin embargo, el curado de 

los frutos de F, no produce un aumento de ET a pesar de evitar la aparición de DF 

(Martinez-Téllez y Lafuente, 1997), y la inducción por frío del mRNA de la PAL 

(Sanchez-Ballesta et al., 2000a, b). 

Otro tratamiento que favorece la reducción de DF en frutos F durante el 

almacenamiento en frío es la aplicación de Ca2+ y K+ antes de la cosecha (Zaragoza et 

al., 1996; El-Hilali et al., 2003). 

La acumulación de azúcares solubles y almidón ha sido relacionada con la 

aclimatación al frío en diversas plantas (King et al., 1988; Guy et al., 1992; Palomen y 

Junttila, 1999; Rekarte-Cowie et al., 2008; Korn et al., 2008). En mandarinas F 

(Holland et al., 2002) y naranjas Navelate (Holland et al., 2005) el curado evita la caída 

de sacarosa y mantiene los niveles de ésta por encima del nivel en los frutos 

almacenados en frío sin acondicionar. Ambas variedades experimentan DF sin el 

curado, pero el mantenimiento de los niveles de azúcar sólo explica parcialmente la 

disminución de los DF ya que las naranjas tolerantes de la variedad Pinalate 

experimentan daños, no DF, a 12ºC (Holland et al., 2005). 

En el caso de los cítricos, se ha propuesto que el estrés oxidativo puede 

participar en el desarrollo de DF (Sala, 1998; Sala y Lafuente, 1999; Sanchez-Ballesta 

et al., 2003). Las diferencias observadas en la actividad de las enzimas del sistema 
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antioxidante superóxido dismutasa (SOD), CAT, ascorbato peroxidasa (APX) y 

glutatión reductasa, que favorecerían la eliminación de ROS, se han relacionado con la 

mayor tolerancia al frío de frutos de mandarina Clementina y CN respecto a las 

mandarinas F y Nova (Sala, 1988; Sala y Lafuente, 2000). Además, el curado de 

mandarinas F también disminuye el daño por estrés oxidativo originado por las bajas 

temperaturas (Sala, 1998, Sala y Lafuente, 2000). El aumento en la actividad de la 

enzima CAT tras el curado podría, en última instancia, proteger del estrés oxidativo 

(Sala y Lafuente, 1999; Martinez-Téllez y Lafuente, 1997). 

 

5.2 Aproximación genómico-funcional al estudio de la biología de los 

cítricos 

 

La mejora clásica tiene grandes limitaciones en los cítricos debido a diversos 

factores, como el hecho de ser variedades poliembriónicas, el que muchas variedades 

de importancia económica, como las Navel, F o Satsumas, presentan esterilidad total o 

parcial, y el que la mayoría de las especies de cítricos tengan un elevado grado de 

heterozigosidad. El procedimiento de mejora que mayores resultados ha 

proporcionado es la selección clonal en campo, aprovechando la tendencia de los 

cítricos a producir mutaciones espontáneas. Un ejemplo típico de este sistema son las 

variedades comerciales clementinas, satsumas y naranjos Navel. No obstante, este 

procedimiento tiene el inconveniente que las mutaciones se producen al azar y en 

consecuencia no pueden dirigirse (Navarro, 2005; Gmitter et al., 2007). 

Por otra parte, la tolerancia al estrés abiótico es un rasgo complejo, 

influenciado por la expresión diferencial y coordinada de diversos genes. La aplicación 

de abordajes globales, tal como hace la genómica funcional, resulta muy adecuada 

para el estudio y comprensión de la respuesta a estreses abióticos, la identificación de 

genes candidatos para la búsqueda de alelos de interés en poblaciones de mejora o 

para su alteración mediante ingeniería genética o mediante tratamientos fisico-

químicos. 

Las micromatrices de DNA han sido, hasta la aparición de técnicas de 

secuenciación masiva, la herramienta más potente para el estudio global del 

transcriptoma. Y aún actualmente, son una herramienta muy eficaz en este tipo de 

abordajes por la facilidad de integración e interpretación de los datos en comparación 

con la secuenciación masiva, además de sus más reducidos contes. Sin embargo, 

para desarrollar micromatrices se requiere disponer de las secuencias del 

transcriptoma a estudiar. La secuenciación y anotación, tanto estructural como 
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funcional, de un genoma, aún con la llegada de las nuevas estrategias de 

secuenciación, continúa siendo un proceso costoso, lo que explica que dicho proceso 

se haya completado sólo en algunas especies vegetales. En la actualidad, todavía no 

se dispone de la secuencia del genoma de cítricos, pese a que se están realizando 

esfuerzos para ello (Roose et al., 2007; Chen y Gmitter, 2008; Terol y Talón, 2008). 

Como alternativa, la secuenciación de colecciones de cDNA y el análisis de 

colecciones de marcadores de secuencia expresada (ESTs, expressed sequence tags) 

constituye el modo más directo de obtener información de un genoma a nivel de 

regiones codificantes. Por ello, uno de los objetivos más extendidos de la genómica de 

plantas ha sido primero la generación de colecciones de ESTs y posteriormente la 

utilización de dicha información para el desarrollo de una micromatriz que permita el 

análisis de la expresión génica. En este sentido, la secuenciación masiva de ESTs de 

cítricos (Hisada et al., 1996, 1997; Shimada et al., 2003; Machado et al., 2006, 2007) 

ha sido muy útil en la obtención de secuencias, incluyendo el desarrollo de la base de 

datos Harvest (http://harvest.ucr.edu/), que recoge ESTs de diversas especies de 

interés agronómico, entre ellas cebada, café, soja, arroz, trigo y cítricos (Close et al., 

2007). 

El Proyecto de Genómica de Cítricos (CFGP, http://Citrusgenomics.ibmcp-

ivia.upv.es) ha tenido como objetivo general desarrollar herramientas genómicas para 

su utilización en la mejora genética de cítricos. Cuando se inició el CFGP, la base de 

datos GenBank del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) contaba con apenas 2000 secuencias de cítricos, 

por lo que el CFGP fue la primera aproximación genómica a gran escala iniciada en 

cítricos. Para llevar a cabo este proyecto se obtuvo una colección de ESTs a partir de 

genotecas de cDNA de diferentes tejidos y condiciones. Con esta colección de ESTs 

se construyeron micromatrices de cDNA que están sirviendo para comparar el efecto 

sobre la expresión génica de diferentes tratamientos, estadios o variedades (Forment 

et al., 2005; Ancillo et al., 2007; Martinez-Godoy et al., 2008, Huerta et el., 2008). 

Producto del CFGP (http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/) se han clonado 

numerosas secuencias de cítricos que no se conocían, se han identificado genes 

homológos a los de otras especies (Conesa et al., 2005; Terol et al., 2007; Forment et 

al., 2008) para su utilización en futuros programas de mejora, y se ha diseñado una 

metodología para el análisis de micromatrices más adecuada, específica para series 

temporales (Conesa et al., 2006; Nueda et al., 2007). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/�
http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/�
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El trabajo presentado en esta memoria de Tesis Doctoral se ha centrado en la 

generación de nuevas herramientas de genómica funcional que permitan profundizar 

en la comprensión de los mecanismos moleculares subyacentes a la biología de 

cítricos. En particular, en esta tesis se planteó la utilización de estas herramientas al 

estudio de la respuesta molecular que produce el estrés por bajas temperaturas en 

mandarinas, con el objetivo de obtener información sobre el desarrollo de los daños 

por frío y los mecanismos de sensibilidad y tolerancia. Esta información de las 

alteraciones moleculares detectadas debería ser útil para la selección y mejora de 

nuevas variedades de cítricos y de las tecnologías de postcosecha. Los objetivos 

específicos planteados en este trabajo fueron: 

 

 

1. Generar herramientas genómico-funcionales que faciliten el estudio de los 

efectos del estrés causado por bajas temperaturas en cítricos, mediante la 

construcción de librerías de cDNA, secuenciación y análisis de ESTs de materiales 

relacionados con los DF en frutos. 

 
 

2. Identificar cambios de expresión subyacentes a la respuesta postcosecha 

diferencial del flavedo de mandarinas almacenadas en frío entre una variedad sensible 

(F) y otra tolerante (CN). 
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1. MATERIAL BIOLÓGICO 

 

1.1 Material vegetal 

 

El trabajo de esta Tesis Doctoral se llevó a cabo con frutos de mandarina de las 

variedades Clemenules (Citrus clementina Hort. Ex Tanaka) y Fortune (Citrus 

clementina Hort. Ex Tanaka x Citrus reticulata, blanco). 

Los frutos de la variedad CN, tolerantes al frío, se recogieron en diciembre de 

dos campañas diferentes, en 2001 y en 2003. En ambas ocasiones se cosecharon 

frutos de varios árboles de un campo del Instituto Valenciano de Investigaciones 

Agrarias (IVIA) ubicado en Moncada (Valencia). 

La variedad F, muy sensible al frío, se recogió en los meses de enero y febrero 

durante las campañas 2000 y 2001, procedentes de una parcela comercial de Paterna 

(Valencia). Los frutos se cosecharon de 12 árboles adultos en plena producción, 

injertados sobre Citrange carrizo. 

 

1.2 Cepas bacterianas, vectores y medios de cultivo 

 

a) Cepas bacterianas de Escherichia coli: 

 

DH5α: (Stratagene) supE44, -lacU169, Δ (phi-80 lacZ-Δ -M15), hsdR, recA, 

endA1 gyrA96, thi-1, relA1. 

DH10β: (Invitrogen) F- mcrA (mrr-hsdRMS-mrcBC) Δ80diacAZΔM15 

ΔlacX74 deoR recA1 endA1 araD139 Δ(ara leu)7697 galU galK rpsL nupG (StrR) 

SOLR: (Stratagene) (mcrA) Δ (mcrCB-hsdSMR-mrr) 171, sbcC, recB, recJ, 

uvrC, umuC: Tn5 (Kanr) lac gyrA96 relA1 thi-1 endA1 λR (F’ proAB, lacIq, ZΔM15). 

XL1-blue: (Stratagene) (recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17, supE44, relA1, 

lac, (F proAB, lacIq ZΔ M15, Tn10 (Tetr). 

XL1-blue MRF’: (Stratagene) Δ (mcrA)183 Δ (mcrCB-hsdSMR-mrr)173, 

endA1, supE44, thi-1 recA, gyrA96, relA1, lac (F´ proAB lacIqZ∆M15 Tn5). 

Strataclone™ SolPack Competent Cells: (Stratagene) lacZΔM15, endA, 

recA. 
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b) Vectores plasmídicos: 

 
pUC18: plásmido de 2,69 kb utilizado como vector de clonación. 

pENTR1A: plásmido de 2,7 kb utilizado como vector de clonación. 

pSC-A: plásmido de 3,5 kb utilizado como vector de clonación. 

 

c) Medios de cultivo: 

 
LB: triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 1 %. 

LB agar: medio LB, agar 2%. 

LB low salt: triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 0,5%. 

LB agar low salt: medio LB low salt, agar 1,5%. 

SM: NaCl 0,58%, MgSO4
.7H2O 0,2%, Tris-HCl (pH 7,5) 50mM, gelatina 0,01%. 

NZY: NaCl 0,5%, MgSO4·7 H2O 0,25%, extracto de levadura 0,5%, NZ amina 

(caseína hidrolizada) 1%, (pH 7). 

NZY agar: medio NZY, agar 1,5%. 

SOB: triptona 20%, extracto de levadura 5%, NaCl 0,5%, KCl 250 mM, una vez 

autoclavado se añadió MgCl2 2M (pH 7). 

SOB agar: medio SOB, agar 1,5%. 

SOC: medio SOB suplementado con glucosa 20 mM. 

Top agar: triptona 1%, NaCl 0,5%, agar 0,6% y MgSO4 10 mM. 

 

 

2. TRATAMIENTO DE ALMACENAMIENTO EN FRÍO Y PREPARACIÓN 

DE MUESTRAS: CLEMENULES Y FORTUNE 

 

Los frutos de mandarina CN y F se recolectaron manualmente descartándose 

aquellos que presentaban daños mecánicos o causados por insectos. Los frutos 

seleccionados fueron almacenados en cámara a 1,5ºC ± 0,5ºC, con 85-90% de 

humedad relativa. Previamente al almacenamiento, se cogieron al azar 20 frutos 

control de cada variedad se separó el flavedo, se congeló en N2 líquido, se 

homogeneizó y se guardó a -80ºC para posteriores análisis. 

En cada cosecha los frutos recién traídos de campo se dividieron en grupos: (1) 

se separó el flavedo de 20 frutos control se trituraron y guardaron a -80ºC, (2) el resto 

de frutos se almacenaron en la cámara a 2ºC.  
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De los frutos de CN de la campaña de Diciembre de 2001 se recuperaron diez 

frutos de la cámara a 2ºC a los 7 y 24 d de almacenamiento, se separó el flavedo, se 

trituró y guardó a -80ºC. 

En Diciembre de 2003 se recolectaron más frutos CN que fueron almacenados 

2, 3,5, 4,5, y 24 horas (h), 9, 14, 23, 28, 42, y 56 d a 2ºC. 

En cambio el flavedo de los frutos de F se recogió el control y la muestra de 45 

d a 2ºC en la campaña 2000, y las muestras almacenadas a bajas temperaturas 

recogidas a los 7, 14, y 28 d. El tratamiento a 2ºC no pudo extenderse en F tanto 

tiempo como en CN por la sensibilidad de estos frutos al frío, porque el tejido 

seleccionado fue el tejido sano. 

 

A partir del material vegetal, se extrajo RNA para posteriores análisis. 

 

 

3. AISLAMIENTO Y MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

 

3.1 Extracción y purificación de RNA total de flavedo 

 

El material vegetal se pulverizó en nitrógeno líquido con la ayuda de un mortero 

hasta reducirlo a un polvo fino. A partir de este material se extrajo el RNA total del 

flavedo siguiendo el protocolo de Cathala et al. (1983). A partir de 4 g de tejido fresco 

triturado y homogenizado con 16 mL de tampón de extracción (tiocianato de guanidinio 

5M, Tris·HCl 0,1M pH 8, EDTA 0,01M pH 8, β-mercaptoetanol 100mM) recién 

preparado. Tras una centrifugación de 30 min a 8500 rpm, el sobrenadante se filtró a 

través de Miracloth (Boehringer Diagnostics) y el volumen obtenido se separó en dos 

tubos. Para que precipitase selectivamente el RNA se añadió LiCl a una concentración 

final 3,5 M y se dejó toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, las muestras se 

centrifugaron 90 min a 8500 rpm y el precipitado se resuspendió en 5 mL de LiCl 3 M. 

Los tubos que provenían de la misma extracción se reunieron y se centrifugaron 60 

min a 8500 rpm. A continuación, el precipitado se resuspendió en 4 mL de tampón de 

solubilización (EDTA 1 mM pH 8, Tris·HCl 10 mM pH 8, SDS 0,1%). A las muestras se 

les añadió un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) y se 

centrifugaron 10 min a máxima velocidad. La fase acuosa se pasó a un tubo de vidrio 

(corex) y ocasionalmente se realizó un lavado más añadiendo un volumen de 

cloroformo/alcohol isoamílico (24:1) y centrifugando. La fase acuosa se pasó a otro 

corex y se precipitó con 0,4 volúmenes de acetato amónico 5 M y dos volúmenes de 
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etanol absoluto, dejándose de 20 a 60 min a -20ºC. Tras centrifugar 30 min a máxima 

velocidad, el precipitado se lavó con 3 mL de etanol al 70% para hidratarlo y 

finalmente se resuspendió en 150 µL de agua. El RNA extraído se cuantificó en un 

espectrofotómetro midiendo la absorbancia a 260 nm utilizando el factor de conversión 

de una unidad de absorbancia es equivalente a 40 µg RNA/mL. La pureza de la 

preparación se comprobó por una parte con la razón de las absorbancias a 260 nm y 

280 nm que debe estar comprendida entre 1,8 y 2,2; y por otra parte en una 

electroforesis con 1 µg de RNA en un gel de agarosa al 1,2%, que sirvió además para 

verificar la integridad del RNA. El resto de RNA se guardó a -80ºC. 

 

3.2 Extracción y purificación de RNA mensajero 

 

A partir de 200 µg de RNA total extraído se purificó RNA mensajero (mRNA) 

con el kit de Qiagen Purification of poly A+ RNA from total RNA siguiendo el protocolo 

descrito por el fabricante. Este kit se basa en la selección de mRNA (contenido en la 

fracción de RNA poli A+) por la unión de éste a unas partículas de poliestireno y latex 

que tienen unidas covalentemente a su superficie cadenas dC10T30. Las cadenas poli 

A+ del mRNA hibridaron con las cadenas oligo T+ de las partículas y el RNA no 

mensajero se eliminó tras varios lavados. El último paso fue eluir el mRNA y 

cuantificarlo. 

El mRNA obtenido se cuantificó en un espectrofotómetro UV. Seguidamente, 

para concentrarlo, se precipitó durante dos días a -80ºC tras añadir 1 µL de 

GlycoBlue™ (Ambion), 35 µL de acetato potásico 2,5 M y 1000 µL de etanol al 100% a 

la solución. Posteriormente, se centrifugó durante 1 h, a 14000 rpm y 4ºC. A 

continuación, se lavó con etanol al 70%. El precipitado resultante se resuspendió en 

agua Milli-Q hasta alcanzar 1 µg/µL. La calidad obtenida se determinó por un análisis 

Northern blot (apartado 4.1). 

 

3.3 Aislamiento y purificación de DNA plasmídico de Escherichia coli 

 

EN PLACAS DE 96 POCILLOS 

 

Las extracciones de DNA plasmídico se hicieron mediante el método de lisis 

alcalina con el kit de Eppendorf Perfectprep Plasmid 96 Vac, Direct Bind. Este sistema 

utiliza placas de cultivo de 96 pocillos con un volumen máximo de 2,4 mL. Cada 

colonia se depositó en un pocillo con 1200-1500 µL de LB con Ampicilina 50 mg/mL y 
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la placa se incubó 24 h a 37ºC y 300 rpm procediendo seguidamente a la extracción 

de los plásmidos según las instrucciones del fabricante. El DNA se eluyó en 50 µL de 

agua y la eficiencia de la extracción se comprobó analizando 1 µL en una 

electroforesis en agarosa al 1% (p/v), en tampón Tris/Acetato/EDTA (TAE) 1X. 

Tras el cultivo se realizó un glicerinado utilizando 200 µL de éste y 50 µL de 

glicerol 80% y se almacenó a -80ºC. 

 

EN TUBO DE 1,5 mL 

 

El asilamiento del DNA plasmídico se realizó por el método de lisis alcalina con 

el kit de Qiagen, de Roche, o con el protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). 

 

 

4. ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

 

4.1 Análisis de RNA mediante Northern blot 

 

Para comprobar la calidad y cantidad del mRNA extraído se realizó un Northern 

blot siguiendo el protocolo de Lehrach et al. (1977). La sonda utilizada fue un producto 

de PCR del gen CrCOR15 (Sanchez-Ballesta et al., 2004) que se expresa abundante y 

constantemente en el fruto. Se analizó por electroforesis desnaturalizante en un gel de 

agarosa al 1,2%, y tampón 3-morfolino-propano-sulfónico (MOPS: 0,2 M, acetato 

sódico 50 mM y EDTA 10 mM pH 8) 1X con formaldehído 8%. Las muestras utilizadas 

fueron 8 µg de RNA total y 0,5 µg de mRNA extraído del anterior. El RNA se añadió a 

25 µL de una solución compuesta por formamida 50%, MOPS 1X, formaldehído 6,4%, 

desnaturalizándose 10 min a 65ºC. A continuación, se añadieron 2,5 µL de la mezcla 

de tampón de carga 6X y bromuro de etidio 10 mg/mL en una proporción 30:1 (v/v). El 

gel se dejó 3 h a 80V, se visualizó y fotografió. Posteriormente, se lavó en SSC 10X en 

agitación 30 min, y se transfirió por capilaridad a una membrana de Nylon Hybond 

(Amersham Internacional) empleando un tampón SSC 20X (NaCl 3 M, citrato sódico 

300 mM pH 7) según el modelo de transferencia Northern blot estándar de Sambrook 

et al. (1989). El RNA se fijó covalentemente a la membrana mediante la irradiación con 

luz UV con una dosis de 120000 µJ/cm2 utilizando un Crosslinker UVC 500 (Hoefer). 
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4.2 Síntesis de sondas radiactivas 

 

La sonda utilizada para hibridar fue marcada con el kit Ready-To-Go DNA 

Labelling Beads (α-dCTP) (Amersham Biosciences). El marcaje de 25-50 ng de ácidos 

nucleicos se realizó mediante una reacción de amplificación de la sonda con la 

incorporación de α-[32P]-dCTP (10 μCi/μL). Los cebadores que permitieron la 

amplificación de la sonda fueron hexanucleótidos que se unieron al azar al RNA/DNA. 

Éste se desnaturalizó, se añadió a la mezcla del kit y se adicionó la citosina radiactiva. 

Después de 30 min a 37ºC, la muestra marcada se purificó utilizando las columnas de 

exclusión molecular MicroSpin Columns (Amersham Bioscience). Antes de utilizar las 

columnas se centrifugaron 2 min a 3000 rpm para eliminar el tampón y, 

posteriormente, se añadió la sonda y se centrifugó 1 min a 3000 rpm; el eluído es la 

sonda marcada y purificada. A continuación, la sonda marcada se desnaturalizó y se 

añadió a la membrana prehibridada, 30-60 min con solución de hibridación (Na3PO4 

0,5M pH 7,2, SDS 7%, EDTA 1 M, BSA 1%) a 65ºC, y se dejó hibridando toda la 

noche en un horno de hibridación a 65ºC, en un tubo en rotación. Las hibridaciones de 

las membranas de nylon y los lavados se realizaron según los procedimientos 

descritos por Church y Gilbert (1984). Tras la hibridación se procedió a los lavados de 

la membrana, que se realizaron siempre en agitación, como sigue: dos lavados con 

SSC 2X/SDS 0,1%, durante 15 min a 65ºC, un lavado con SSC 2X/SDS 0,1% y un 

lavado con SSC 0.1X/SDS 0,1%, ambos a temperatura ambiente. Las membranas se 

pusieron en contacto con películas Fuji RX-100 NIF, exponiéndose a -80ºC durante el 

tiempo adecuado. El revelado de las películas autorradiográficas se llevó a cabo en 

una procesadora automática M35 X-OMAT de Kodak. 

 

4.3 Electroforesis de ácidos nucleicos 

 

En general, las electroforesis se realizaron en geles de agarosa con tampón 

Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X. Para las electroforesis de RNA se utilizaron geles al 

1,2% (p/v) de agarosa y para las de DNA se hicieron al 1% (p/v). A cada gel de 100 

mL se añadió 3 μL de bromuro de etidio 10 mg/mL. Las electroforesis de RNA se 

corrieron a 80 V y las de DNA a 100 V. Después del tiempo necesario para separar los 

fragmentos de interés se realizó una fotografía en un transiluminador de UV. 
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5. MÉTODOS DE TRANSFORMACIÓN DE CEPAS BACTERIANAS 

 

5.1 Transformación por choque térmico 

 

Las células competentes E. coli (XL1-blue, SOLR, DH5α, Strataclone, BL21-

RIL) se descongelaron en hielo y se añadió una solución con el vector transformante 

(1 µL a 1ng/µL). Se incubaron 30 min en hielo y rápidamente se calentaron 2 min a 

42ºC, se pasaron a hielo y se incubaron 1 h a 37ºC. Finalmente, las células se 

sembraron en placas Petri con medio y antibiótico adecuado para cada caso. 

 

5.2 Transformación por electroporación 

 

La transformación de E. coli (DH10β) se llevó a cabo utilizando cubetas de 

electroporación (Biorad), a las que se añadió la mezcla de las células competentes (40 

µL) con el vector transformante. Las condiciones de electroporación utilizadas fueron 

25 µF de conductancia, 200 Ω de resistencia y un voltaje de 2,5 V. Se utilizó un 

aparato Gene Pulser™ (Biorad). Tras el pulso eléctrico (2-3 segundos) se añadió 

inmediatamente a la cubeta 0,5 mL de medio SOC. Se transfirieron las células 

transformadas a un tubo y se incubaron 1 h a 37ºC en agitación. Finalmente, las 

células se sembraron en placas Petri con medio LB agar con el antibiótico adecuado. 

 

 

6. SECUENCIACIÓN DE DNA, BÚSQUEDA DE HOMOLOGÍAS Y 

ALINEAMIENTOS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

 

La secuenciación de DNA se llevó a cabo en el servicio de secuenciación del 

IBMCP. El DNA (100-200 ng) se secuenció utilizando un secuenciador automático 

modelo ABI PRISM 377 (Perkin-Elmer, Applied Biosystem), siguiendo el protocolo de 

los didesoxinucleótidos (terminadores) marcados con compuestos fluorescentes 

(Prober et al., 1987). Para secuenciar clones de la genoteca de Stratagene se 

utilizaron los cebadores universales M13 dir (GTAAAACGACGGCCAGT) y M13 rev 

(CAGGAAACAGCTATGAC). Los datos proporcionados por el secuenciador se 

refinaron mediante el programa Chromas para la resolución de posibles 

indeterminaciones (http://www.technelysium.com.au/chromas.html). 
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Para asignar una posible función a los ESTs analizados, procedentes de 

genotecas, se compararon sus secuencias con la colección de unigenes de la base de 

datos de proteínas no redundante (nr) del NCBI, y con el conjunto completo de 

proteínas de Arabidopsis del MIPS (Munich Information Center for Protein Sequences, 

ftp://ftpmips.gsf.de/cress/arabiprot) utilizando el algoritmo BLASTX. Los parámetros 

utilizados se describen en Forment et al. (2005). 

 

 

7. CONSTRUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE UNA GENOTECA DE 

FRAGMENTOS DE cDNA DE FLAVEDO DE FRUTOS DE CLEMENULES 

ALMACENADOS A 2ºC 

 

El material utilizado para construir la genoteca de cDNA fue una mezcla 

equivalente de mRNA de flavedo de frutos almacenados a 2ºC durante 7 y 24 d. El 

esquema de la construcción de la genoteca se muestra en la Figura 6. 

 

7.1 Obtención de cDNA 

 

La genoteca se construyó utilizando el kit de Stratagene cDNA Synthesis kit, 

ZAP-cDNA Gigapack III Gold Cloning kit (Fig. 6). La síntesis de cDNA se realizó 

utilizando un cebador cuya secuencia contenía (GA10), que protegía la secuencia diana 

del enzima de restricción XhoI, y una secuencia oligo (dT18). Esta diana permitió la 

inserción dirigida del cDNA en el vector UniZAP XR en el sentido EcoRI-XhoI con 

respecto al promotor lacZ. La secuencia oligo (dT18) se unió a la cola poli A+ del mRNA 

para sintetizar el cDNA. En la reacción de retrotranscripción se introdujeron 

nucleótidos 5-metil-dCTP, como medida protectora, para evitar cortes con las 

digestiones posteriores. El mRNA unido al cDNA se fragmentó con la enzima RNasa 

H, así estos fragmentos sirvieron de cebadores en la síntesis de la segunda hebra de 

cDNA. Para asegurar la obtención de hebras completas se añadió la enzima DNA 

polimerasa Pfu. El producto obtenido fue una hebra de DNA de doble cadena con un 

extremo romo, un extremo con la cola poli A+ y una diana de restricción para el enzima 

XhoI. 

 

ftp://ftpmips.gsf.de/cress/arabiprot�
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Figura 6. Esquema de la construcción de la genoteca. 

 

 

7.2 Ligación de adaptadores 

 

Para poder introducir estos fragmentos en un vector de clonación se ligaron 

unos adaptadores (5´AATTC 3´) con extremos romos obteniendo DNA de doble 

cadena con extremos cohesivos con corte EcoRI. Tras la ligación de los adaptadores, 

se fosforilaron los extremos y se digirieron con XhoI. Por tanto se consiguieron 

fragmentos con extremos cohesivos, uno EcoRI y el otro XhoI. 

 

7.3 Ligación al vector y empaquetamiento 

 

Se fraccionó el cDNA por tamaño pasándolo por las columnas cDNA Size 

Fractionation Columns de Invitrogen, y se seleccionaron las fracciones con un tamaño 

máximo de 2 kb (Fig. 7). La mezcla de fracciones elegidas se ligó al vector Uni-ZAP 

XR (Stratagene) digerido previamente con EcoRI y XhoI. Este vector combina la 

elevada eficacia de los vectores lambda y la comodidad de los vectores plasmídicos. 
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El vector con el inserto se empaquetó en un sistema de elevada eficiencia, 

Gigapack III Gold packaging extract. La genoteca se tituló al sembrar los fagos lambda 

con inserto junto con células E. coli XL1-Blue MRF´RecA-. Los fagos infectaron las 

células produciendo calvas en un césped bacteriano. Contando el número de calvas, 

pfu (unidades formadoras de calvas), se obtuvo el título de la genoteca. A partir de 

2,5x105 pfu se amplificó la genoteca sembrando los fagos en 6 placas Petri de 15 cm, 

de las cuales se recogieron los fagos que se habían replicado en la infección. La 

genoteca amplificada se almacenó en cloroformo y DMSO (7%) a -80ºC. 

 

7.4 Comprobación de tamaños de los insertos mediante amplificación 

por PCR 

 

Para comprobar el rango real de tamaños de los insertos de la genoteca, estos 

se amplificaron por PCR, en un termociclador Perkin-Elmer/GenAmp 2400, utilizando 

como molde los fagos. Tras titular la genoteca, las calvas se recogieron y se les 

añadió un poco de cloroformo para romper posibles células recogidas junto a los 

fagos. Los fagos se dejaron un mínimo de 1 h a 4ºC en medio SM para que 

difundieran y así utilizar 10 µL del sobrenadante para la reacción. Las reacciones de 

amplificación fueron preparadas con los cebadores M13 directo y reverso a una 

concentración final de 0,25 mM cada uno, dNTPs 0,2 mM, tampón de la DNA 

polimerasa 1X y 10 unidades de la DNA polimerasa Netzime (Need), en un volumen 

final de 50 µL. El programa de amplificación que se siguió tenía un primer ciclo de 

desnaturalización a 94ºC 15 min, 30 ciclos más con un primer paso de 

desnaturalización de 30 segundos a 94ºC, un segundo paso de hibridación de los 

cebadores de 45 segundos a 52ºC, y un tercer paso de extensión de los fragmentos 

por la polimerasa de 3 min a 72ºC. Finalmente, se dejó 10 min a 72ºC para que la 

polimerasa terminara los fragmentos incompletos.  

Los productos de PCR obtenidos se visualizaron con luz UV tras una 

electroforesis en un gel de agarosa al 1% y tampón TAE 1X. 

 

7.5 Escisión masiva in vivo 

 

El vector plasmídico pBluescript (Fig. 7) se generó por escisión in vivo de los 

fagos. En primer lugar, se infectaron durante 15 min a 37ºC células E. coli XL1-Blue 

MRF´RecA- con los fagos de la genoteca y un fago ayudante, porque el vector no 

sintetiza la proteína f1 y los ayudantes se la proporcionan. Las células E. coli SOLR se 
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añadieron e incubaron 15 min a 37ºC y luego se sembraron. En las células SOLR los 

fagos se comportaron como plásmidos y lo que se obtuvo al sembrarlas fueron 

colonias y no calvas. Los insertos en el vector interrumpen el gen lacZ, esto facilitó la 

diferenciación de células con inserto (blancas, sin actividad β-galacturonidasa) y las 

que no lo tenían (azules). 

A partir de las colonias SOLR se hicieron extracciones de los plásmidos para 

secuenciar, desde el extremo 5’, las ESTs de los insertos que provenían de mRNAs. 

Previamente a la extracción del DNA plasmídico se realizaron PCRs de 16 colonias 

SOLR por placa para comprobar que los plásmidos contenían inserto (Fig. 10). Las 

PCRs se hicieron del mismo modo que las de los fagos, excepto que se añadió 0,02% 

de DMSO, para romper las células y facilitar la reacción, y la temperatura de 

hibridación de los cebadores y el DNA fue de 60ºC. 

Tras el cultivo se realizaron glicerinados con glicerol al 16% utilizando 200 µL 

de cada clon y se almacenaron a -80ºC. 

 

 

 

-

M13 dir

M13 rev

 
Figura 7. Mapa del vector plasmídico pBluescript SK(-). En la secuencia entre los nucleótidos 601 y 826 se 
encuentra la región de clonaje múltiple que incluye las secuencias de los cebadores universales M13dir, T7, 
T3 y M13rev. 
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8. ANÁLISIS GENÓMICO 

 

8.1 Primera generación de micromatrices del CFGP 

 

La primera generación de micromatrices del CFGP, se imprimió con los 

productos de PCR de las extracciones plasmídicas de los clones obtenidos hasta 

mayo del 2003. Las genotecas representadas en esta micromatriz estaban 

compuestas por diferentes tratamientos, tejidos y variedad de cítricos (Forment et al., 

2005). Las micromatrices utilizadas fueron descritas por Forment et al. (2005). En el 

80,9% de los casos se obtuvo un único producto de PCR, 7,5% tenían una banda 

predominante, considerada como banda única, 2,1% con banda única débil, de modo 

que el 92% de los cDNAs depositados en la micromatriz eran de buena calidad. La 

micromatriz de primera generación contiene 12672 clones y 385 controles. De estos 

clones 10990 estaban secuenciados (87% de los cDNAs depositados en la 

micromatriz) y se distribuían en 5403 singletons (secuencias únicas en la base de 

datos del CFGP) y 1462 contigs (conjunto de secuencias solapantes; en la mayoría de 

contigs sólo hay dos secuencias solapantes). Por tanto la micromatriz estaba formada 

por 6865 putativos unigenes (genes distintos). 

 

8.2 Diseño experimental 

 

El diseño experimental utilizado en los experimentos con micromatrices fue el 

diseño de referencia. Éste consiste en comparar todas las muestras de la serie 

temporal con una referencia común (Fig. 8). Este tipo de diseño permite, mediante el 

tratamiento bioinformático adecuado, la posterior comparación entre todas las 

muestras que utilizan la misma referencia común. La muestra se marca con un 

fluoróforo y la referencia con otro. 

El material utilizado fue el mRNA extraído del flavedo de los frutos CN de la 

campaña 2003 y los frutos F de las campañas 2000 y 2001. Las muestras de CN 

utilizadas fueron el tiempo 0, tiempos cortos (tc=2+3,5+4,5 h), 24 h, 9 14, 28, y 56 d a 

2ºC. Las muestras de F fueron el tiempo 0, 7, 14, 28 y 45 d a 2ºC. La referencia en 

nuestro caso fue una mezcla de los RNAs de la serie temporal de CN entre los 

tiempos de 0 a 28 d a 2ºC (Fig. 8). 

Se hicieron 4 réplicas técnicas: en dos réplicas la muestra se marcó con el 

fluoróforo Cy5 y la referencia con el fluoróforo Cy3, y en las otras dos réplicas las 
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muestras se marcaron con Cy3 y la referencia con Cy5. De este modo, se eliminó el 

posible sesgo obtenido por la distinta eficiencia de marcaje de cada fluoróforo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Diseño experimental.
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8.3 Marcaje de muestras de cDNA con fluoróforos 

 

El RNA de flavedo de CN y F se marcó con fluoróforos con el metodo indirecto, 

basado en el protocolo descrito en TIGR (The Institue for Genomic Research, 

http://jcvi.org). Se mezclaron 30 µg de RNA total con oligo dT24-V (6 µg/µL) en un 

volumen de 18,5 µL y se dejaron 10 min a 70ºC para desnaturalizar los ácidos 

nucleicos con objeto de evitar la formación de estructuras secundarias. Seguidamente, 

se dejó el tubo a temperatura ambiente 3 min para permitir la unión de los 

oligonucleótidos y el RNA. Para comenzar la retrotranscripción se añadió 6 µL del 

tampón 5X del enzima, 3 µL DTT 0,1 M, 0,6 µL de una mezcla de nucleótidos 25 mM 

(5 µL dATP, dCTP, dGTP 100 mM, 2 µL dTTP 100 mM, 1 µL 5-(3-aminoalil)-2’-

deoxiuridina*5’ (Sigma) 50 mM), y 400 u de SuperScript III RT (200 u/µL). La reacción 

se dejó 3 h a 50ºC y a continuación se hidrolizó el RNA con 10 µL NaOH 1 M más 10 

µL EDTA 0,5 M y se incubó 15 min a 65ºC. El cDNA de simple cadena se neutralizó 

añadiendo HCl 250 µM. La purificación del cDNA se realizó utilizando el kit Qiaquick 

PCR Purification kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El cDNA se 

eluyó 2 veces al añadir a la columna 30 µL de tampón fosfato de elución (K3PO4 4 mM 

pH 8,5) incubado 1 min a temperatura ambiente y centrifugado 1 min a 13000 rpm. El 

cDNA purificado se secó al vacío durante 1 h a 45ºC. El cDNA se resuspendió en 

Na2CO3 0,9 M pH 9 y estos 9 µL sirvieron para resuspender el fluoróforo adecuado 

que se había preparado anteriormente. Los fluoróforos utilizados fueron NHS-éster-

Cy3 (Cy3 Mono –Reactive Dye Pack, Amersham Bioscience), verde y NHS-éster-Cy5 

(Cy5 Mono –Reactive Dye Pack, Amersham Bioscience), rojo. La N-hidroxisuccidina 

indocianina (colorada) se unió a la amina del 5´-(3-aminoalil)-2´-deoxiuridina-5´-

trifosfato (aa-UTP) incorporado en la síntesis de cDNA formando un enlace tipo éster, 

durante la incubación de 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. Desde este punto 

el trabajó se realizó con luz natural ténue, y en ausencia de luz artificial para evitar la 

degradación de los fluoróforos, que son fotolábiles. En la purificación de la reacción se 

utilizó de nuevo el kit de Qiagen. Se añadió 35 µL de NaOAc 100 mM pH 5,2, más 250 

µL de tampón PB y se transfirió a una columna QIAquick, se centrifugó 1 min a 13000 

rpm y se vació el tubo recolector. Luego se lavó tres veces el cDNA marcado con 700, 

400 y 300 µL de tampón PE, y se centrifugó una última vez sin tampón para eliminar 

los restos de etanol 1 min a 13000 rpm. Bajo la columna se puso un tubo eppendorf 

para recoger el cDNA que se eluyó 2 veces al añadir a la columna 30 µL de tampón 

EB diluido 5 veces (Tris-HCl 5 mM) incubado 1 min a temperatura ambiente y 

centrifugado 1 min a 13000 rpm. El cDNA purificado se secó al vacío. El producto seco 

se resuspendió en 10 µL de agua y se comprobó el marcaje cuantificándolo en el 
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Nanodrop y en un gel vertical de agarosa 1% y TAE1X en una cubeta 

BioRadMiniprotean (Bio-Rad Laboratories). Los geles se hicieron así para que fueran 

suficientemente finos y se visualizara el marcaje en un escáner. Se cargó 1 µL de 

muestra con 5 µL de glicerol 15% en la electroforesis. Se dejó 20 min a 100V; se 

cortaron las carreras de dos en dos (parejas de Cy3 y Cy5), se depositaron sobre un 

portaobjetos de cristal y se secaron sobre una placa térmica a 70-80ºC. Una vez 

deshidratado el gel, se observó el marcaje en un escáner GenePix 4000B (Axon 

Instruments) con el programa de captura de imágenes y análisis de micromatrices 

GenePix® 4.1 (Axon Instruments). 
Las micromatrices de cDNA fueron hibridadas simultáneamente con sondas 

derivadas de dos poblaciones de mRNA. El control del proceso se realizó en primer 

lugar después de la retrotranscripción del cDNA, considerando que entre 10-25 ng/μL 

era una cantidad suficiente; en segundo lugar, se cuantificó el cDNA marcado con los 

fluoróforos antes de la hibridación, estimando 6 pmol/μL como el umbral mínimo 

necesario. 

 

8.4 Hibridación de las micromatrices 

 

Las micromatrices se hibridaron siguiendo las instrucciones de Corning para la 

hibridación de UltraGaps Coated Slides (www.corning.com/lifescience). En primer 

lugar, las micromatrices se prehibridaron incubándolas 30-60 min a 50ºC con solución 

de prehibridación (SSC 3X, SDS 0,1%, BSA 0,1 mg/mL). A continuación, se lavaron en 

agua e isopropanol durante 15 segundos cada lavado y se secaron centrifugándolas 6 

min a 1000 rpm. Después, se prepararon las cámaras de hibridación (Telechem 

International, Inc.) con unas gotas de agua para aportar humedad a la hibridación y 

evitar el secado de las muestras marcadas. Las micromatrices y los cubreobjetos 

(LifterSlip 22x60l, Eire Scientific Company) se limpiaron con aire comprimido y se 

depositaron en la cámara. 

Las muestras marcadas con los dos fluoróforos y el tampón de hibridación 

(SSC 3X, SDS 0,1%, DNA de esperma de salmón 0,1 mg/mL) se mezclaron 

obteniendo un volumen final de 100 µL. Esta mezcla se desnaturalizó antes de la 

hibridación, 5 min a 95ºC, se enfrió un poco en hielo antes de depositarla entre la 

micromatriz y el cubreobjetos repartiéndose por toda la superficie por capilaridad. La 

hibridación se dejó toda la noche en un baño de agua a 50ºC protegido de la luz. 

Al día siguiente, se quitó el cubreobjetos sumergiendo los cristales en SSC 

2X/SDS 0,1% precalentado a 42ºC, y se lavaron en una cubeta diferente con esta 

solución durante 5 min a 42ºC. El segundo lavado fue con SSC 0,1X/SDS 0,1%, 10 
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min a temperatura ambiente, seguido de varios lavados con SSC 0,1X, 1 min a 

temperatura ambiente. Por último, se enjuagaron con SSC 0,01X unos segundos y se 

secaron por centrifugación. Todos los lavados se hicieron en agitación. Finalmente, se 

escanearon las micromatrices hibridadas. 

 

8.5 Análisis de los resultados de las micromatrices 

 

OBTENCIÓN DE IMÁGENES 

Las imágenes fueron escaneadas en un escaner GenePix 4000B (Axon 

Instruments) con una resolución de 10 µm, el poder del láser al 100% y diferentes 

valores de ganancia (PMT) ajustando la razón lo más próxima a 1. El programa 

utilizado fue GenePix® 4.1 (Axon Instruments). 

 

FILTRADOS DE CALIDAD DE LAS HIBRIDACIONES 

Previamente al análisis, los cDNAs depositados en la micromatriz se ajustaron 

a una gradilla que contenía la posición e información de cada cDNA a la imagen 

obtenida tras la hibridación. Una vez abiertas las imágenes para ambos canales se 

procedió al ajuste manual de la gradilla. El programa GenePix® 4.1 marca como 

inválidos los cDNAs donde la intensidad es menor que el ruido de fondo, pero 

manualmente también se pueden marcar aquellos que estén en una zona con una 

mancha o tengan una marca anormal (por ejemplo, forma de donut). Con ello se 

obtienen los resultados, una tabla de datos de las intensidades a cada longitud de 

onda (Cy5, rojo λ635nm; Cy3, verde λ532nm) y la razón de intensidades asociada a 

cada cDNA depositado en la micromatriz. 

Antes de analizar exhaustivamente los datos, se filtraron y eliminaron aquellos 

cuya intensidad no era superior al doble del ruido de fondo en uno de los dos canales 

y, aquellos cuyo producto de PCR tenía bandas múltiples. 

El programa GenePix® 4.1 permite realizar un control de calidad de cada 

micromatriz mediante un análisis estadístico de los datos y el cálculo de diversos 

parámetros que permiten estimar la calidad de los datos obtenidos en cada 

micromatriz. 

 

NORMALIZACIÓN DE LOS DATOS DE EXPRESIÓN 

La normalización significa ajustar los datos de las micromatrices por los efectos 

debidos a la variación técnica más que las diferencias biológicas entre muestras de 

RNA o entre las sondas impresas. Pueden aparecer oscilaciones entre los fluoróforos 
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rojo y verde debido a diferencias entre la eficiencia de marcado o las propiedades del 

escaneado. Una observación común es que los valores del log2ratio (ratio=intensidad 

en canal1/intensidad en canal 2) tienen una dependencia sistemática con la 

intensidad, lo más común es una desviación de cero para los valores con baja 

intensidad. Los dos fluoróforos no emiten la misma luz por molécula a diferentes 

concentraciones, esto es debido al quenching: un fenómeno donde las moléculas 

próximas reabsorben la luz de otras, disminuyendo la señal. La cantidad de re-

absorción cambia con la concentración diferencial de los dos fluoróforos. Este 

artefacto se manifiesta de modo que genes poco expresados aparecen 

sobreexpresados en el canal rojo y genes moderadamente expresados aparecen 

sobreexpresados en el canal verde. 

Si R y G son las intensidades corregidas por el fondo para cada punto (R=rojo, 

G=verde), la normalización se aplica normalmente a la expresión del logaritmo de la 

razón M=log2 R – log2 G. El logaritmo de la intensidad de cada punto es A=(log2 R + 

log2 G)/2. Una medida del brillo del punto total, valores negativos de R o G producirán 

valores perdidos para M y A y los puntos correspondientes serán excluidos de los 

análisis siguientes incluida la normalización. La frecuencia de los valores negativos 

depende mucho del programa de análisis de imagen y el método de la estimación del 

fondo (Smith y Speed, 2003). 

Normalización lineal 

En primer lugar, se realizó una normalización lineal mediante GenePix® 4.1. 

Esta normalización consiste en igualar a 1 la razón entre los fluoróforos en cada 

cDNA; en nuestro caso no afectaba considerablemente a los datos porque al escanear 

la imagen se modificaba la ganancia de cada canal (635nm, 532nm) para obtener 

imágenes con una razón lo más cercana a 1. 

GenePix utiliza la media del fondo que a menudo puede resultar un 30% o más 

de valores negativos. La pérdida de información que se produce por la omisión de 

estos puntos del análisis normalmente no es grande porque los puntos negativos para 

cada R o G son usualmente demasiado débiles para mostrar una buena evidencia de 

la diferencia de expresión. 

Normalización dependiente de la intensidad con lowess 

El análisis continuó pasando los datos a otro programa, Acuity® 4.0 (Axon 

Instruments). Acuity® 4.0 es un software que permite analizar, visualizar e integrar los 

datos de hibridación y secuencia. En este programa, los datos se normalizaron no 

linealmente por el método Lowess para evitar sesgos en función de los rangos de 

intensidad 
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ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES 

El análisis de componentes principales (PCA) se utilizó para validar la 

reproducibilidad de las micromatrices entre las 4 réplicas. Además, el PCA fue 

utilizado para identificar la variabilidad en la expresión génica global (Scholz et al., 

2005; Kaplan et al., 2007), para simplificar y definer asociaciones entre diferentes 

etapas del almacenamiento en frío y los datos transcriptómicos globales. Este análisis 

se realizó con los datos brutos y con los genes estadísticamente diferenciales. Las 

condiciones en las que se realizó el PCA fueron las que venían por defecto en Acuity. 

 

IDENTIFICACIÓN DE GENES EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE 

Previamente a la aplicación de cada test estadístico, para identificar genes 

expresados diferencialmente, se aplicaron unos filtros de calidad. En primer lugar, se 

filtraron por el valor de la intensidad del punto, eliminándose los que la intensidad fuera 

menos del doble que el valor de ruido de fondo y los que coincidían con una mancha o 

un fallo en el cristal. En segundo lugar, se aplicó un filtro seleccionando los clones que 

tenían datos válidos en al menos un 80% de las micromatrices de la serie temporal. 

Por último, se excluyeron los clones cuya PCR, previa a la impresión de la 

micromatriz, no presentaba una banda única y bien definida. 

Análisis estadístico de los datos 

Los análisis estadísticos posteriores a la normalización se realizaron con el 

programa SAM, significance microarray analysis (Tusher et al., 2001). SAM es un 

método para identificar genes en las micromatrices con un cambio de expresión 

estadísticamente significativo, desarrollado en el contexto de un experimento biológico 

actual. SAM resulta ser superior a otros métodos convencionales para analizar 

micromatrices, ajusta umbrales asimétricos a los grupos de genes inducidos y 

reprimidos, en cambio la alternativa del test de la T de Student impone límites 

simétricos horizontales. Los límites asimétricos son preferibles porque permiten que 

los genes inducidos y reprimidos se comporten diferentemente según el experimento 

biológico. Otra ventaja de este método es que para niveles de expresión elevados, 

pequeños cambios en la expresión pueden ser reales, pero esos cambios pueden ser 

refutados por el método de magnitud de cambio y no por SAM. 

El método de Benjamini y Hochberg (1995) asume tests independientes y 

garantiza el límite superior del FDR (false discovery rate, falsos positivos) por un 

procedimiento por encima y debajo aplicado a los valores individuales de p-valor. SAM 

proporciona una estimación del FDR para cada valor del parámetro variable Δ. En 

todos los análisis de este trabajo se utilizó el Δ para que FDR fuese del 5%. 



Materiales y Métodos 

 61

SAM tiene varios análisis dependiendo de la naturaleza de las muestras, los 

análisis realizados en este trabajo fueron los siguientes: 

• SAM cuantitativo, diseñado para identificar genes de respuesta a dosis. 

• SAM dos clases no pareado, SAM 2clases compara dos clases independientes. 

• SAM multiclase, SAM mclase, destaca los clones que en un punto de la serie 

temporal tienen una expresión diferente al resto. 

• SAM serie temporal, SAM time course, igual que el SAM cuantitativo pero 

incluyendo patrones de expresión complejos. 

Análisis de agrupamiento de los datos 

Los genes estadísticamente diferenciales se agruparon en diferentes patrones 

de expresión con el método de agrupamiento no jerárquico SOM (self-organizing map 

o mapa autoorganizativo). SOM es una técnica para visualizar datos reduciendo las 

dimensiones de los datos por autoorganización con una red neuronal realizando un 

mapa de 1 ó 2 dimensiones que trama similaridades de los datos por agrupamiento de 

datos similares juntos. Es decir, SOM reduce dimensiones y manifiesta similaridades. 

Al igual que el PCA, los agrupamientos por SOM se realizaron antes y después 

de SAM para distinguir cómo se comportaban los genes en el proceso del estrés. 

Estos agrupamientos se realizaron con todas las micromatrices, pero de manera 

rutinaria se calculó la media de las intensidades de las 4 réplicas de cada tiempo y se 

dividieron todas las micromatrices entre la media de las réplicas del tiempo cero, de 

este modo se normalizaron los datos respecto el control, este hecho facilitó la 

observación de inducciones y represiones. 

La información de los agrupamientos no sólo permite la identificación de 

relaciones de patrones de expresión de diferentes genes sino también muestra 

patrones de expresión de genes individuales sobre un número de experimentos 

diferentes. También se pueden encontrar grupos de genes con un patrón de expresión 

deseado (Nikkilä et al., 2002). 

 

ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS DATOS 

Las sondas se trataron, por una parte, como unigenes cítricos, sondas que 

forman parte de un gen en la base de datos CFGP; y por otro lado, se colapsaron 

aquellos que compartían la máxima similitud con el mismo gen de Arabidopsis. 

Utilización del gen de Arabidopsis con mayor similitud 

Una de las ventajas del estudio de la expresión global es que puede 

proporcionar una visión comprensiva de la regulación transcripcional de los genes 

involucrados en todos los aspectos de la fisiología de las plantas. Para ello se realizó 

una clasificación funcional en base a la función de la proteína de Arabidopsis más 
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similar de cada unigen (e-valor<10-5) para poder utilizar los programas de Arabidopsis 

que clasifican los genes y los distribuyen en rutas metabólicas. 

En algunos casos la clasificación de unigenes de cítricos no coincidía con los 

posibles unigenes de Arabidopsis, es decir, había unigenes de cítricos formados por 

clones que tenían la máxima similitud con diferentes genes de Arabidopsis. Así surgió 

el concepto de uniAt: conjunto de clones que comparten la máxima similitud con un 

gen de Arabidopsis independientemente que formen un unigen en cítricos o no. A los 

clones cítricos se les asignó el código AGI (Arabidopsis Gene Identifier) del gen con 

máxima similitud según el BLAST frente la base de datos UniRef90 

(http://www.ebi.ac.uk/uniref/), en caso de ser un gen de Arabidopsis, o según el BLAST 

frente al TAIR (The Arabidopsis Information Resource, http://www.arabidopsis.org/). 

Los programas utilizados para el análisis de los uniAt fueron FatiGO 

(http://babelomics.bioinfo.cipf.es/cgi-bin/toolos.cgi, Al-Shahrour et al. 2004, 2005, 

2006) y MapMan (http://gabi.rzpd.de/projects/MapMan/, Thimm et al., 2004; Usadel et 

al., 2005). 

En FatiGO los genes se clasifican en 9 niveles de categorías funcionales, tanto 

a nivel de proceso biológico como función molecular o componente celular, de niveles 

más generales hacia niveles más específicos. Cuanto más específico sea el nivel, más 

informativo, pero no todos los genes pueden ser clasificados hasta los niveles 

mínimos. 

En MapMan los genes se clasifican por rutas metabólicas, y mapas generales; 

y se comprobó estadísticamente qué proceso o ruta estaba más o menos inducido o 

reprimido respecto al resto en cada tiempo de la serie temporal. El test estadísidco que 

utiliza MapMan es el Wilcoxon Rank Sum Test (Wilcoxon, 1945), este test predice las 

categorías que exhiben un comportamiento diferente en términos de perfil de 

expresión comparado con el resto de categorías en un tiempo determinado. Además, 

se puede obtener el p-valor con la corrección de Benjamini-Hochberg. Este test es una 

alternativa no paramétrica del test de la T de dos muestras basado únicamente en el 

orden en el cual las observaciones de las dos muestras caen. 

http://www.ebi.ac.uk/uniref/�
http://babelomics.bioinfo.cipf.es/cgi-bin/toolos.cgi�
http://gabi.rzpd.de/projects/MapMan/�
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____________________________________INTRODUCCIÓN 
 

 

Las genotecas de cDNA son una fuente importante de información ya que 

representan el transcriptoma de un organismo en una o varias condiciones definidas 

(tejido, estadio de desarrollo, condición ambiental). La secuenciación al azar de un 

gran número de clones de esas genotecas genera una colección de ESTs. El análisis 

de ESTs puede ser utilizado para: (1) la identificación de nuevos genes y la asignación 

de función génica con independencia que se trate de especies cuyo genoma se haya o 

no secuenciado completamente, como es el caso de algunos cultivos de importancia 

agronómica (Shoemaker et al., 2002; Umezawa et al., 2008); (2) pueden suponer un 

buen punto de partida para el inicio de proyectos de secuenciación de nuevos 

genomas (Alba et al., 2004); (3) la confirmación de las regiones codificantes en 

secuencias genómicas; (4) el estudio de relaciones filogenéticas; (5) la estimación de 

los niveles de expresión de los genes de los que proceden; (6) y el posterior desarrollo 

de micromatrices de DNA. En diferentes plantas se han podido analizar clusters de 

cDNAs, la predicción de proteínas y su expresión diferencial, a partir de colecciones de 

ESTs de genotecas de diferentes órganos y estadios de desarrollo (Journet et al., 

2002; Van der Hoeven et al., 2002; Fei et al., 2004; Ouyang et al., 2007), permitiendo 

así una primera aproximación al estudio de las rutas bioquímicas que operan en cada 

tejido y condición específicas. 

Las colecciones de ESTs constituyen también una valiosa herramienta para el 

desarrollo de marcadores moleculares, como los polimorfismos de un solo nucleótido 

(SNP, single-nucleotide polimorphism) y las repeticiones de secuencias simples (SSR, 

simple sequence repeats) cuando se aplica por ejemplo a varias especies silvestres 

relacionadas. Ejemplos de esas aplicaciones se pueden observar en manzano 

(Newcomb et al., 2006), en melón (Gonzalez-Ibeas et al., 2007), y en cítricos (Luro et 

al., 2008). Rudd et al. (2005) demostraron la viabilidad de la predicción de marcadores 

moleculares (SSRs, SNPs) en más de 50 especies vegetales a partir de ESTs 

(PlantMarkers, http:/markers.btk.fi/). La mayor ventaja de los marcadores funcionales 

sobre otros marcadores generados a partir de regiones anónimas del genoma es que 

pueden estar completamente ligados al rasgo de interés en el caso que afecten al gen 

responsable de dicho carácter (Varshney et al., 2005). 

Una colección de ESTs puede aportar información sobre la expresión génica. 

El número de ESTs de un gen particular puede reflejar la abundancia del 

correspondiente cDNA en la genoteca y del nivel de mRNA en el tejido del que 
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procede, en cuyo caso se denomina Northern virtual o in silico (Ewing et al., 1999; 

Ohlrogge y Benning, 2000). Una ventaja del Northern virtual es que se trata (al igual 

que otros análisis en los que se interroga gran parte del genoma) de una aproximación 

no sesgada (sin hipótesis previa) resultando del análisis de cientos de genes, lo cual 

permite entender mejor los procesos biológicos dada su visión global (Rafalski et al., 

1998; Bevan et al., 1998; Lim et al., 1996; Sterky et al., 1998). De este modo ha sido 

posible detectar genes de respuesta a determinados estímulos, que todavía no se 

habían identificado (Chen et al., 2007; Adomas et al., 2006). Esta aplicación puede ser 

perfeccionada con el uso de micromoatrices de DNA (Brown y Botsein, 1999) y otros 

métodos como SAGE (Serial Analysis of Gene Expression, Velculescu et al., 1995) 

que permiten analizar los niveles de expresión de un elevado número de transcritos 

con una mayor fiabilidad. 

Los análisis de Northern virtual se apoyan en el desarrollo de métodos 

estadísticos robustos que permiten valorar la fiabilidad de la información obtenida 

(Audic y Claverie, 1997; Romualdi et al., 2003). En plantas, se han identificado genes 

diferencialmente expresados en distintos tejidos mediante el análisis de colecciones de 

ESTs en arroz (Ewing et al., 1999), patata (Ronning et al., 2003), trigo (Ogihara et al., 

2003) y cebada (Zhang et al., 2004a). Asimismo, esta metodología se ha desarrollado 

entre otros, para la identificación de genes relacionados con la maduración del fruto en 

tomate (Fei et al., 2004) y en manzano (Park et al., 2006) y con el desarrollo de la flor 

y del fruto en vid (da Silva et al., 2005). Además, la caracterización del gran número 

actual de colecciones de ESTs disponibles para multitud de plantas hace posible la 

comparación entre diferentes especies, o variedades como en el caso de cítricos (Baig 

et al., 2009). 

Los genes mejor representados en una colección de ESTs serán aquellos que 

sean más abundantes en el tejido y condiciones de donde deriva la genoteca, y los 

genes con bajos niveles de expresión estarán infrarrepresentados. La genoteca se 

puede normalizar o sustraer, enriquecer la cantidad de cDNAs procedentes de mRNAs 

poco abundantes y eliminar la redundancia de ESTs (Bonaldo et al., 1996), lo que 

permite incrementar la eficacia de la secuenciación en identificar nuevos transcritos. 

Así se aumenta la cantidad de información sobre los mecanismos moleculares 

subyacentes en cada caso de estudio (Yang et al., 2009a). Sin embargo, este proceso 

de enriquecimiento, altera las proporciones iniciales de transcritos, por lo que impide el 

análisis Northern virtual puesto que ya no se pueden estimar los niveles de los mRNAs 

presentes en cada situación. 

La calidad de la información obtenida a través de las genotecas y sus ESTs, 

depende de los recursos bioinformáticos (Dong et al., 2005). A raíz del CFGP se han 
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desarrollado nuevas herramientas bioinformáticas de gestión de datos de ESTs como 

el Blast2GO (Conesa et al., 2005) y EST2uni (Forment et al., 2008). 

Una desventaja de las genotecas clásicas es la cantidad de cDNAs truncados 

en el extremo 5’, y la secuenciación de ESTs puede llevar a algunos errores de 

anotación. Estos dos puntos se corrigen con la construcción de genotecas de cDNAs 

completos, en las que se protege la caperuza antes de la retrotranscripción. De esta 

manera, también se facilita la caracterización génica posterior rescatando un clon de la 

genoteca con el cDNA completo. 

Si se utilizan vectores binarios adecuados, es posible clonar los cDNAs de 

longitud completa para ensayar su función mediante la transformación directa de 

plantas. Las transformaciones pueden ser en la misma planta de origen (LeClere y 

Bartel, 2001; Ichikawa et al., 2006; Nakamura et al.2007; Lein et al., 2008) o 

transformaciones heterólogas de cDNAs de genotecas de Thellungiella halophila (Ni et 

al., 2007), tomate (Wang et al., 2009), o cítricos (Marques et al., 2009), introducidos en 

plantas de Arabidopsis para la caracterización génica. 

A la espera de la secuenciación del genoma completo del doble haploide de 

Clementino (en curso), la información de secuencias disponible en cítricos procede 

básicamente de los ESTs. Los ESTs son pequeñas secuencias de mRNA obtenidas 

de varios tipos, tejidos y tratamientos. El laboratorio de Timothy Close ha ensamblado 

estas secuencias de Citrus y Poncirus en una base de datos llamada HarvEST Citrus 

(http://harvest.ucr.edu/). Esta base de datos está constituida por genotecas generadas 

por varias instituciones, entre las que se incluye la Universidad de California, Riverside 

(Timothy Close & Mikeal Roose), la Universidad de California, Davis (Abhaya 

Dandekar), y el USDA (United States Department of Agriculture, Michael Bausher, 

Jose Chaparro, Greg McCollum). Además de las secuencias de estas genotecas, 

HarvEST Citrus también contiene secuencias que proceden de la base de datos del 

GenBank o dbEST. En GenBank se encuentran numerosas ESTs depositadas por el 

consorcio CFGP al que pertenecemos, la Universidad Politécnica de Valencia 

(IBMCP), y por el Laboratorio de Biotecnología y el equipo de análisis genómico de 

cítricos de Japón. En HarvEST hay ESTs de organismos como Citrus sinensis (naranja 

dulce), Citrus jambhiri (limón áspero), y Citrus unshiu (satsuma o mandarina) 

obtenidos de una amplia variedad de tejidos, estadios de desarrollo y tejidos vegetales 

tras la aplicación de diferentes tratamientos. 

Dada la importancia del cultivo de los frutos cítricos, la iniciativa de obtener 

información genómica de los mismos surgió en distintos laboratorios, y propició la 

formación del Consorcio Internacional de Genómica de Cítricos en el que se incluyen 

http://harvest.ucr.edu/�
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participantes de Australia, Brasil, China, Francia, Israel, Italia, Japón, EEUU y España 

(http://www.citrusgenome.ucr.edu) (Tabla 2). 

TABLA 2. Resumen de las colecciones de ESTs de cítricos depositadas en
HarvEST con fecha el 17 de noviembre de 2004  
Fuente Genotecas Clones Secuencias %3' 
Genoteca Organismo Tejido Estadio Total ESTs
USDA en Ft. Pierce 
(Bausher y Shatters) 7 17,705 17,705 1%
FLAVEDO3 Citrus x paradis flavedo 2-5 g fruto 308
USDA01 Citrus sinensis plántula 50 DAG 6,050
USDA02 Poncirus trifoliata ovario inmaduro 3,288
USDA03 Citrus sinensis ovario inmaduro 6,426
USDA04 Citrus sinensis hoja y peciolo brotes 963
USDA05 Citrus jambhiri raíz plántula 50 mm 955
USDA06 Citrus jambhiri hoja  23
Burns, JK 3 460 460 2%
VALE01 Citrus sinensis caliz zona absc maduro 114
VALE02 Citrus sinensis limbo maduro 156
VALE03 Citrus sinensis flavedo maduro 190
UC Riverside 
(Close y Roose) 11 36,607 66,830 49%
UCRCR01 Citrus reticulata albedo separación flavedo 3,653
UCRCS01 Citrus sinensis flavedo/albedo maduro 3,716
UCRCS02 Citrus sinensis ovario antesis 3,231
UCRCS03 Citrus sinensis tallo meristemo 3,500
UCRCS04 Citrus sinensis flor yema 6,784
UCRCS05 Citrus sinensis pulpa madura 3,373
UCRCS06 Citrus sinensis flavedo/albedo maduro 3,484
UCRCS07 Citrus sinensis flavedo fruto joven 3,481
UCRCS08 Citrus sinensis callo callo 17,256
UCRCS09 Citrus sinensis semilla 10-65 mm 7,308
UCRPT01 Poncirus trifoliata corteza 10-30 cm tallos 11,021
UC Davis 
(Dandekar) 9 9,971 9,971 8%
UCDCS01 Citrus sinensis flavedo maduro 822
UCDCS02 Citrus sinensis albedo maduro 911
UCDCS03 Citrus sinensis sacos de jugo 38 DAFB 1,405
UCDCS04 Citrus sinensis piel 38 DAFB 1,304
UCDCS05 Citrus sinensis fruto 24 DAFB 1,417
UCDCS06 Citrus sinensis flavedo 80 DAFB 1,090
UCDCS07 Citrus sinensis albedo 80 DAFB 969
UCDCS08 Citrus sinensis albedo 165 DAFB 1,026
UCDCS09 Citrus sinensis flavedo 165 DAFB 1,021
Kanellis, AK 1 54 54 6%
FLAVEDO2 Citrus sinensis flavedo  54
McCollum, TG 1 308 308 2%
Sanchez-Ballesta, MT 1 72 72 97%
FLAVEDO4 Citrus reticulata flavedo  72
Omura, Mitsuo 5 2,521 2,521 2%
ALBEDO2 Citrus unshiu sacos de jugo pulpa maturación 651
ALBEDO3 Citrus unshiu albedo separación flavedo 608
ALBEDO4 Citrus unshiu sacos de jugo pulpa devesarrollando 794
OVARY1 Citrus unshiu ovario antesis 383
SEED01 Citrus sinensis semilla globular temprano 85
UC Riverside (Walling) 1 21 21 0%
UCRAB01 Citrus sinensis yema axilar de hoja árbol 18 años 21
 subtotals 37 67,647 34,191

http://www.citrusgenome.ucr.edu/�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/FLAVEDO3.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/USDA01.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/USDA02.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/USDA03.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/USDA04.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/USDA05.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/VALE01.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/VALE02.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/VALE03.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRCR01.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRCS01.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRCS02.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRCS03.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRCS04.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRCS05.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRCS06.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRCS07.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRCS08.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRCS09.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRPT01.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCDCS01.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCDCS02.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCDCS03.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCDCS04.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCDCS05.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCDCS06.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCDCS07.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCDCS08.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCDCS09.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/FLAVEDO2.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/FLAVEDO4.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/ALBEDO2.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/ALBEDO3.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/ALBEDO4.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/OVARY1.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/SEED01.htm�
http://int-citrusgenomics.org/usa/ucr/schedule/UCRAB01.htm�
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Durante la realización de este trabajo, han surgido numerosas publicaciones de 

genotecas y ESTs de diferentes variedades de cítricos, tejidos y condiciones, como el 

de naranja Valencia (Wu y Bruns, 2003), pomelo (Shatters et al., 2004); Poncirus 

trifoliata (Sahin-Cevik y Moore, 2006; Zhang et al., 2008), naranja navel Fengjie (Gao 

et al., 2007), y Citrus sinensis (Berger et al., 2007). Todos con un objetivo común de 

secuenciar parte del genoma de cítricos y ampliar el conocimiento transcriptómico de 

los mismos. 

Otros trabajos similares en Citrus sinensis se han centrado en una ruta 

concreta como componentes de señalización (Mehta et al., 2007), expresión de genes 

relacionados con el estrés oxidativo (Peroni et al., 2007), y metabolismo de 

fitohormonas (Quecini et al., 2007). 

Este trabajo ha seguido una aproximación global similar a la descrita por Ablett 

et al. (2000) en vid, Bausher et al. (2003) con plántulas de Citrus sinensis, Wang et al. 

(2007) en hormigas, o Douglas et al. (2007) en fletán. Se ha basado en la construcción 

de genotecas relacionadas con la respuesta al frío de los frutos cítricos, la descripción 

de los datos de la genoteca, estimación de la representación funcional en base a la 

clasificación de GO, distribución de ESTs, con objeto de (1) contribuir con secuencias 

nuevas, (2) tener una estimación de posibles genes relevantes en el proceso, (3) 

añadir secuencias para el diseño de la micromatriz, etc. Consiguiendo los objetivos 

generales de las genotecas que ya se han mencionado como son la identificación de 

nuevos genes, el inicio de la secuenciación del genoma, y confirmación de regiones 

codificantes en el genoma, la genoteca de frutos almacenados en frío permite una 

aproximación al estudio los mecanismos de respuesta del flavedo de frutos de 

mandarinas almacenadas en frío. 

Aunque el objetivo principal de la construcción de la genoteca de esta Tesis 

Doctoral fuera la obtención de un buen número de cDNAs para su impresión en una 

micromatriz, también se identificaron genes específicos de respuesta al frío del flavedo 

de frutos CN y se asignaron los unigenes a categorías funcionales de GO, de las que 

se cuantificó su representación entre los ESTs de la genoteca. Se trató del primer 

trabajo de transcriptómica a gran escala en flavedo. Relacionado con ello está el 

análisis transcriptómico in silico de flavedo de Citrus sinensis (Berger et al., 2007). 

Tanto en nuestro estudio como en el de Berger se identificaron los candidatos más 

probables de genes flavedo-específicos, indicando perfiles de expresión complejos en 

el flavedo de frutos en desarrollo y proporcionando una base donde seguir explorando. 
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_________________________RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 

1. OBTENCIÓN DE LA GENOTECA 

 

Se construyó una genoteca de cDNA con el objetivo de desarrollar 

herramientas genómicas adecuadas para el estudio de las respuestas tempranas y 

tardías del flavedo del fruto al estrés causado por exposición a bajas temperaturas. El 

material de partida utilizado para construir la genoteca de cDNA fue una mezcla 

equivalente (igual cantidad en ug) de mRNA de flavedo de frutos de CN almacenados 

a 2ºC durante 7 y 24 d. La calidad y cantidad de mRNA extraído se comprobó 

mediante Northern blot, datos no mostrados. La genoteca resultante se llamó FlavFr1 

(Flavedo Frío 1ª genoteca). A partir de la genoteca se aislaron, secuenciaron y 

analizaron un número de clones (Fig. 9), y éstos fueron empleados para la 

construcción de micromatrices de DNA junto con ESTs procedentes de otras 

genotecas. Finalmente, las micromatrices se utilizaron para análisis transcriptómicos 

dirigidos al estudio de los efectos del frío sobre el flavedo de los frutos (Fig. 9). 

 

MATERIAL VEGETAL RNA cDNA genoteca clones ESTs

ALMACENAMIENTO

SECUENCIACIÓN

MICROMATRICES

Hibridaciones
Análisis de datos

MATERIAL VEGETAL RNA cDNA genoteca clones ESTs

ALMACENAMIENTO

SECUENCIACIÓN

MICROMATRICES

Hibridaciones
Análisis de datos

 
Figura 9. Esquema seguido por el CFGP y en la presente tesis Doctoral para la construcción y aplicación de 
herramientas genómicas en cítricos. 

 

El rendimiento medio de las extracciones de RNA de flavedo fue de 37,5 µg 

RNA/g tejido fresco. A partir de 200 µg de RNA total de flavedo, se purificó RNA poliA+, 

con un rendimiento del 1%. Se sintetizaron cDNAs a partir del RNA poliA+, utilizando el 

kit de Stratagene cDNA Synthesis kit, ZAP-cDNA Gigapack III Gold Cloning kit, tal y 

como se describe en Materiales y Métodos. En el fraccionamiento del cDNA se 

seleccionaron las fracciones con un tamaño máximo de 2 kb. 
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Los cDNAs se incluyeron en fagos y la genoteca de fagos se tituló utilizando 

células E. coli XL1-Blue MRF’RecA- y el resultado fue de 5x105 pfu (unidades 

formadoras de calvas) totales. Para evitar la posible inestabilidad en la genoteca 

primaria y disponer de una mayor cantidad, se amplificó la genoteca de fagos a partir 

de 2,5x105 pfu de la genoteca primaria, obteniendo un título de la genoteca 

amplificada de 7x105 pfu/μL, con un total de aproximadamente 2,8x1010 pfu. Según la 

fórmula de Clarke-Carbon, el umbral que debe contener una genoteca de cDNA para 

poder aislar un clon derivado de mRNA de baja abundancia con un 99% de 

probabilidad es de 3,3x105 clones independientes (Sambrook et al., 1989). Por tanto, 

se puede decir que la genoteca FlavFr1 es representativa de la actividad 

transcriptional en los estadios de frutos almacenados en frío de los que fue obtenida. 

La calidad de la genoteca se evaluó analizando por PCR el tamaño de los 

insertos para una selección al azar de clones de la genoteca. El rango de tamaños de 

los fragmentos de los productos de PCRs de los fagos recogidos en la titulación fue de 

500-1500 pb (Fig. 10). Teniendo en cuenta que el tamaño medio de los transcritos de 

plantas es de 1500 pb (Alexandrov et al., 2006) el rango obtenido es adecuado. 

 

 
Figura 10. Electroforesis de los productos de PCR de extracciones de DNA plasmídico de 48 clones de la 
genoteca FlavFr1 selecciones al azar. 

 

A partir de la genoteca amplificada se transformaron células de E. coli SOLR y 

las colonias aisladas de SOLR se utilizaron para extraer los plásmidos, mantener una 

reserva del clon y secuenciar los ESTs de los insertos. El rendimiento medio de las 

minipreps fue aproximadamente de 50 ng DNA plasmídico/µL en cada pocillo/clon, lo 

que representa una cantidad suficiente para secuenciar, conservar una alícuota de 

cada clon y amplificar el cDNA por PCR para su inclusión en la micromatriz. 
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2. RESUMEN DE LA GENOTECA OBTENIDA 

 

El rango de longitud de las ESTs fue de 500 a 1500 pb, con una media 

aproximada de 1000 pb. El 75% de las ESTs mostraron más de 750 pb. El número de 

clones secuenciados fue de 2361, de los cuales 2067 se consideraron de alta calidad 

al tener más de 100 pb de longitud de secuencia leída (Tabla 3). La longitud media de 

las lecturas de los fragmentos secuenciados fue de 531,1 pb, con una desviación 

estándar (sd) de 168,3 pb. Esta longitud es relativamente superior a los valores 

obtenidos en otros proyectos de secuenciación de ESTs como el de álamo con 470 pb 

(Sterky et al., 2004) o el de manzano con 468 pb (Newcomb et al., 2006), y similar a 

los 511 pb de Citrus sinensis (Bausher et al., 2003). Ello puede ser debido, entre otras 

razones, a la mejora de la tecnología de secuenciación. 

A menudo, para un mismo gen se obtuvieron diferentes ESTs parcialmente 

solapantes en secuencia, lo que permitió obtener una secuencia teórica mayor o 

incluso completa de la secuencia codificante (contig teórico). El ensamblaje de las 

secuencias solapantes de los ESTs pertenecientes al mismo gen en un contig se hizo 

con Phrap (http://www.phrap.org) (Forment et al., 2005). El ensamblaje de las 

secuencias de FlavFr1 mostró que el total de 2067 ESTs se distribuyeron en 352 ESTs 

correspondientes a secuencias no solapantes o singletons, y 1715 ESTs que 

solapaban con otras ESTs de la misma genoteca, o de la colección de CFGP (Tabla 

3). En definitiva, se obtuvieron 1328 unigenes distribuidos en 352 singletons (unigenes 

constituidos por una sóla secuencia) y 976 contigs (unigenes compuestos por más de 

 

 

TABLA 3. Características de la genoteca FlavFr1 

Clones Aislados 2592 
Clones Secuenciados 2361 
ESTs de buena calidad 2067 
ESTs únicas, Singletons 352 
ESTs solapantes con otras ESTs 1715 
Contigo 976 
Unigenes 2067 
Redundancia (1) 35% 
Novedad (2) 46% 
Unigenes específicos de la genoteca (septiembre 2007) 387 

(1) Redundancia es el porcentaje de ESTs que corresponden a un mRNA ya representado por otro EST en todo el 
proyecto. 

Redundancia=(1 - (unigenes/ESTs) ) x 100 
(2) Novedad es el porcentaje de unigenes específicos que aporta esta genoteca. 

Novedad=(unigenes específicos/unigenes ) x 100 
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constituidos por una sóla secuencia) y 976 contigs (unigenes compuestos por más de 

una secuencia). 

El porcentaje de ESTs que corresponden a un mRNA ya representado por otro 

EST en la base de datos se define como redundancia. En la genoteca FlavFr1 la 

redundancia fue del 35% (Tabla 3). 

La novedad es el porcentaje de unigenes específicos que aporta una 

genoteca, por tanto, es un dato que también es variable. En diciembre de 2004, la 

novedad de FlavFr1 era del 46% y en septiembre de 2007 de sólo un 29% (Tabla 3). 

La novedad se puede considerar una estimación de la capacidad de cada genoteca 

para aportar clones nuevos a la colección. 

Los unigenes específicos de una genoteca (que normalmente representa a 

su vez un estadio de desarrollo o tejido concreto) son aquellos que sólo están 

integrados por clones procedentes de esa genoteca. Como es lógico, la cantidad de 

unigenes específicos de FlavFr1 disminuye a medida que aumenta el número de 

clones de la base de datos del CFGP. De este modo, en diciembre de 2004, la 

cantidad de unigenes específicos de FlavFr1 era de 661 unigenes y en septiembre de 

2007 había disminuido a 387 (Tabla 3), debido fundamentalmente a que en la base de 

datos se incluyeron genotecas normalizadas y de longitud completa construidas con 

las mismas muestras que FlavFr1 (Tabla 5). 

De los 387 unigenes específicos de FlavFr1 (Tabla Supl. 1), sólo 196 unigenes 

se pudieron anotar. La anotación asignada a dichos genes revelados como específicos 

de FlavFr1, nos permitió destacar algunos por su posible participación en la respuesta 

al frío. Como posibles genes de la cascada de señalización por frío encontramos 

algunos kinasa y fosfatasa, un gen que codifica una subunidad del complejo proteína-

G y genes que codifican proteínas ricas en leucina. Además, hubo genes relacionados 

con membrana, como los genes relacionados con fosfolípidos, que podrían estar 

respondiendo al estrés por frío (Vergonelle et al., 2005), la PLC2 y un transportador de 

fosfolípidos. Posiblemente relacionados con estos cambios en las membranas 

celulares también se encontraron varios genes de transporte de iones, azúcares y 

aminoácidos. En posible relación con los procesos de pared celular que pudieran 

ocurrir asociados al DF se encontraron tres genes de remodelación de pared que 

además pueden participar en la respuesta a diferentes estreses: precursor de la β-1,3-

glucanasa, β-1,3-glucanasa y poligalacturonasa. Otros genes de respuesta a estrés 

que están presentes son siete carabinas moleculares, cuatro de ellas tipo DnaJ (Zhu et 

al., 1993), el gen ACC sintasa (Mullins et al., 1999), y dos genes de defensa, inducible 

por lesión en Nicotiana y respuesta a herida. Asociados a un posible 

desmantelamiento de estructuras celulares y del metabolismo a bajas temperaturas 
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hay ocho genes de degradación, incluyendo proteólisis dependiente de ubiquitina con 

dos genes de la subunidad 26S del proteosoma, y degradación específica de 

aminoácidos como una serina- y una tirosina- descarboxilasas. Relacionado con los 

posibles daños producidos por el estrés identificamos un par de genes de reparación 

del DNA, reparador de roturas de doble hebra MRE11 y DNA reparador de errores; y 

algunos genes de respuesta a estrés oxidativo como una glutatión S-transferasa 

(GST). También se identificaron varios factores de transcripción que podrían estar 

desencadenando la respuesta transcripcional al frío, incluyendo un factor tipo MYC, un 

bHLH, un BIM, un Glo3, un WRKY, uno con dominio dedos de zinc, otro con 

cremallera de leucina y dos bZIP. En el Capítulo 2 se analiza con más detalle la 

posible implicación de factores en la respuesta al frío, en función de sus patrones de 

expresión. 

Para comprobar si estos genes específicos de la genoteca FlavFr1 (obtenida 

de flavedo de frutos CN, tolerante al frío) realmente son de respuesta a frío y 

senescencia, se analizaron sus patrones de expresión a partir de los resultados de las 

hibridaciones en micromatrices analizadas en el Capítulo 2. De los 387 unigenes 

específicos de la genoteca FlavFr1, 215 unigenes se imprimieron en la micromatriz 

utilizada. Solamente 186 unigenes pasaron los tests de calidad después de las 

hibridaciones realizadas. Tras el análisis estadístico de genes significativos en el 

estudio de CN y F, se encontró que 40 unigenes resultaron diferenciales en la serie de 

CN, tolerante al frío, y 83 unigenes diferenciales en el análisis de F, mientras que 48 

unigenes resultaron diferenciales entre las dos variedades durante el almacenamiento 

en frío y 14 de éstos también mostraron cambios significativos en respuesta al frío en 

cada variedad individual (Fig. 11) (Tabla Supl. 1). 

De los 48 unigenes diferenciales entre CN y F (CNF en Fig. 11), 22 tenían 

asignada una función según la similitud de secuencia. De estos genes anotados, siete 

unigenes (13 unigenes totales, seis sin función conocida) mostraron cambios 

significativos en cada variedad individual (Tabla 4). Dos genes con función 

desconocida; un gen zinc carboxipeptidasa; un gen que codifica una proteína integral 

de membrana, el gen de degradación de ácidos grasos acil-CoA oxidasa (ACX3), un 

gen DnaJ, y el gen de pared celular β-1,3-glucanasa (Tabla 4). La posible implicación 

en las respuestas al frío de las proteínas codificadas por los dos últimos unigenes está 

descrita en mayor profundidad en el Capítulo 2, en el análisis de la serie temporal de 

CN a tiempos cortos, allí resultaron significativos estadísticamente otros unigenes 

homólogos a estos. 
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Figura 11. Diagramas de Venn de los unigenes específicos de la genoteca FlavFr1, en función de su 
presencia en los análisis estadísticos del transcriptoma de CN y F durante el almacenamiento a bajas 
temperaturas, y los que difieren entre las dos variedades. En el diagrama de la izquierda se muestran todos 
los unigenes, en el de la derecha sólo se han distribuido los unigenes con homología a una función 
conocida. 

 

TABLA 4. Unigenes específicos de FlavFr1 y diferenciales entre CN y F (CN-F) 
en respuesta al frío 

patrón de expresión unigene 
2007 CN F anotación2007 

aC04010B06SK_c represión represión DNA genomico Arabidopsis thaliana 
aC04011F08SK_c plano inducción Familia zinc carboxipeptidasa proteína 
aC04011B08SK_c inducción inducción Proteína expresada 
aCL6688Contig1 inducción inducción Proteína familia integral membrana 
aCL3200Contig1 plano inducción Putativo ACX3 
aC04013C08SK_c inducción inducción Putativo DnaJ proteína 
aC04017A07SK_c represión represión Precursor β-1,3-glucanasa 

 

 

Dado que los cDNAs de FlavFr1 se sintetizaron a partir de extremos 3’ 

(mediante RT cebada con oligodT) y se realizó una sola reacción de secuenciación por 

clon desde el extremo 5’, es de esperar que se obtengan secuencias parciales. 

Posteriormente a la construcción de la genoteca FlavFr1, se construyó la genoteca 

enriquecida en cDNAs de longitud completa normalizada PostharvC1 (Tabla 5) a 

partir del mismo material vegetal (flavedo de frutos almacenados en frío) en la que se 

incluyeron mejoras para evitar truncamiento en 5’, y la genoteca PostharveN (Tabla 5) 

enriquecida en cDNAs de longitud completa y normalizada, procedente de flavedo de 

frutos almacenados en frío y flavedo+albedo de frutos infectados con Penicillium 

digitatum (Marques et al., 2009). De esta forma se enriqueció la fracción de clones de 
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longitud completa en la colección. Los cDNAs de longitud completa eran aquellos que 

tras aplicar BLASTX se alineaban con una proteína que incluía su primer aminoácido. 

En FlavFr1 hay 47,96% unigenes de longitud completa y en PostharC1 hay 72,91%. 

Sin embargo, este porcentaje no es equivalente con el de clones de FlavFr1 que hay 

en la micromatriz, ya que se estima que tan solo 16 sondas de las 1344 sondas 

depositadas (1,19%) son cDNAs de longitud completa. En cualquier caso, el 

truncamiento de estas sondas no tiene por qué afectar la evaluación de los niveles de 

transcritos mediante la micromatriz. 

 

TABLA 5. Genotecas construidas dentro del proyecto CFGP a partir de 
flavedo de diferentes variedades de frutos cítricos 

GENOTECA VARIEDAD TEJIDO CONDICIONES 

FlavFr1 Clemenules Flavedo Postcosecha, almacenamiento de frutos a 2ºC: 7 y 24 d. 

PostharvC1 * Clemenules Flavedo Postcosecha, almacenamiento de frutos a 2ºC: 7 y 24 d. 

PostharveN * Clemenules Flavedo Postcosecha, almacenamiento de frutos a 2ºC: 2, 3,5, 4,5, 
24 h y 9, 14, 23, 28, 42, 56 d. 
Infección con Penicillium. 

FlavRip1 Clemenules Flavedo Flavedo de frutos en maduración. 

FlavSen1 Clemenules Flavedo Flavedo de frutos senescentes. 

FlavFrSub1 Fortune Flavedo Postcosecha, almacenamiento de frutos a 2ºC y 12ºC, 14 d. 

FlavCurFr1 Fortune Flavedo Tratamiento 4, 24, 72 h a 37ºC; y 1, 3, 10 d a 1ºC. 

FlavCurFrS Fortune Flavedo Tratamiento 3 d a 37ºC y 7 d a 1.5ºC; recién traído de campo. 

PostharvP1 Clemenules Piel Infección con Penicillium. 

RindPdig24 Clemenules Piel Infección con Penicillium. 

RindPdigS Navelina Piel Infección con Penicillium. 

(*) genoteca normalizada 
En negrita se han destacado las genotecas que comparten material de partida con FlavFr1. 

 

La relación entre los ESTs de las genotecas construídas a partir de flavedo de 

frutos almacenados a 2ºC se puede apreciar en los diagramas de Venn de la Figura 12 

(Tabla Supl. 2). Por una parte, se compararon las genotecas FlavFr1 (1328 unigenes) 

y PostharvC1 (716 unigenes). Así se distinguió que 126 unigenes estaban formados 

por clones procedentes de las dos genotecas, 1202 que tenían alguna EST de FlavFr1 

y no de PostharvC1, y 590 unigenes no tenían ESTs de FlavFr1 y sí de PostharvC1. 

Los 590 unigenes que sólo aparecieron en la genoteca PostharvC1 en principio 

corresponderían a unigenes poco representados que son difíciles de rescatar en 

genotecas sin normalizar. Tanto las genotecas enriquecidas en cDNAs de longitud 

completa como las normalizadas, no se incluyeron en la impresión de la micromatriz 
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utilizada en el Capítulo 2, por tanto, no tenemos datos de expresión de estos genes. 

Entre los 590 unigenes específicos de PostharvC1 había algunos genes homólogos a 

unigenes que sí estaban en la micromatriz y se comentan en el Capítulo 2, como es el 

caso del gen de biosíntesis de ABA 9,10[9',10']carotenoide dioxigenasa, los genes de 

señalización por calcio Anx1 y fibra anexina, los genes de degradación de pared 

celular pectinesterasa y β-1,3-glucanasa, genes de defensa a diversos estreses 

abióticos como quitinasa, varios genes HSP, una chaperona DnaJ, varios genes 

RING-H2, y genes relacionados con la respuesta al estrés oxidativo GST, precursor de 

peroxidasa. Aunque también hay genes de respuesta a estrés relacionados con 

algunos que estudiamos como los genes Lea14-A, putativo tolerante salinidad 

At1g78600, RAD23, Deshidratación-inducida ERD15, APX, Glutatión reductasa, que 

podrían resultar muy interesantes si su patrón de expresión fuese de inducción ya que 

indicaría una posible función en proteger las células del flavedo frente a las bajas 

temperaturas de almacenamiento en postcosecha. 
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Figura 12. Diagrama de Venn. Distribución de la relación de los unigenes obtenidos en genotecas del CFGP 
de respuesta a frío en flavedo: FlavFr1 (genoteca sin normalizar), PostharvC1 (genoteca normalizada), 
PostharveN (genoteca normalizada a partir de muestras de frío junto a otras tras infección por Penicillium) y 
FlavFrSub1 (genoteca de sustracción de flavedo de F en frío). 

 

Por otro lado, se tomó como un conjunto las genotecas FlavFr1 y PostHavrC1 

por estar construidas con el mismo material vegetal (flavedo de frutos CN 

almacenados a 2ºC). Este conjunto se comparó con la genoteca normalizada 

PostharvN, de flavedo de frutos CN almacenados en frío más flavedo de frutos CN 
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infectados con Penicillium, y con la genoteca FlavFrSub1, genoteca de sustracción 

obtenida a partir de flavedo de frutos almacenados a 2ºC de la variedad sensible F 

(Fig. 12). Se observó que FlavFr1+PostharvC1 eran las genotecas que mayor 

proporción de unigenes específicos aportaban, mientras que por el contrario, la de 

FlavFrSub1 es la que compartía una mayor proporción de sus unigenes con 

FlavFr1+PostharvC1, pese a haber sido generada a partir de la variedad sensible F. 

Tan sólo se identificaron seis unigenes en las tres genotecas comparadas (Tabla 6), lo 

cual refuerza que son elementos característicos de la respuesta al frío del flavedo de 

mandarinas, o al menos de la respuesta a la postcosecha. Entre estos unigenes se 

identificó un GST que podría relacionarse con la amortiguación del equilibrio redox tras 

el aumento de especies reactivas de oxígeno (ROS) en respuesta al estrés (Alscher, 

2006). Además, un gen precursor de quitinasa que podría inducirse por solapamiento 

de la respuesta a diferentes estreses (Kwon et al., 2007) o como mecanismo de 

defensa propio del almacenamiento a bajas temperaturas durante la postcosecha (Yeh 

et al., 2000). También se identificó una subunidad ClpX1 del complejo proteolítico Clp, 

que curiosamente en Arabidopsis se ha relacionado con la biogénesis plastídica y 

síntesis de clorofilas (Koussevitzky et al., 2007) más que con su degeneración como 

cabría esperar en la senescencia de los frutos. 

 

TABLA 6. Unigenes compartidos por las genotecas FlaFr1, PostHarvC1, 
PostHarveN y FlavFrSub1, todas ellas construidas a partir de flavedo de 
mandarinas CN o F, almacenadas en frío 

aCL10Contig9 Precursor quitinasa  

aCL13Contig2 At4g15470/dl3775w 

aCL1454Contig1 UDP-glucosa: ácido salicílico glucosiltransferasa 
aCL184Contig3 GST 

aCL303Contig1 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa, DXR 

aCL5318Contig1 subunidad ClpX1 dependiente de ATP 

 

 

3. ANOTACIÓN DE LOS CLONES OBTENIDOS EN LA GENOTECA 

 

La posible función para cada uno de los unigenes se asignó en base a la 

proteína de función conocida más similar a nivel de secuencia (E-value<10-5) (Fig. 13). 

Para ello se llevó a cabo con cada secuencia obtenida, un BLASTX contra diferentes 

bases de datos, incluyendo: la base de datos no redundante de proteínas UniRef90, el 

conjunto completo de proteínas de Arabidopsis obtenido del TAIR, y una base de 
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datos local construída con todas las secuencias públicas de cítricos depositadas en el 

NCBI. Los unigenes que no quedaron anotados podrían representar genes nuevos y 

de función desconocida, aunque también pueda deberse en algunos casos a genes 

con baja similitud con genes anotados por corresponder con regiones no codificantes 

(UTRs), o a genes que no se pudieron anotar debido a deficiencias en la 

secuenciación del EST, o como consecuencia de algún otro fallo técnico. La función 

asignada a los unigenes por homología con otros genes conocidos fue útil en el 

presente trabajo en la interpretación de los resultados de las hibridaciones de las 

micromatrices, lo que permitió elaborar los resultados y lanzar hipótesis de qué 

aspectos o componentes conformarían el mecanismo de respuesta o adaptación del 

flavedo al estrés aplicado. 
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Figura 13. Distribución de los unigenes de la genoteca FlavFr1 en función de las proporciones de unigenes 
comprendidos en diferentes rangos de similitud de secuencias (E-value) tras una búsqueda de similitud 
BLASTX frente a la base de datos UniRef90. Se consideró similitud significativa en caso de E-value<1e-5. 

 

De los 1328 unigenes representados en la genoteca FlavFr1, 1097 (82,6%) 

tuvieron similitud significativa con alguna proteína de la base de datos de proteínas 

UniRef90; 1084 (81,6%) con alguna proteína de la base de datos de proteínas de 

Arabidopsis, y un total de 1200 (90,4%) con las secuencias públicas de cítricos. En 

cambio, de los 387 unigenes específicos de la genoteca FlavFr1, sólo se identificó 

similitud significativa de 196 unigenes (50,6%), lo cual sugiere que una importante 

proporción de funciones génicas desconocidas participa en el comportamiento 

postcosecha del flavedo de mandarinas CN almacenadas en frío. 

La obtención de una colección de ESTs de frutos cítricos sometidos a bajas 

temperaturas ha creado un recurso del que obtener genes previamente desconocidos, 

específicos de respuesta al estrés en el flavedo con los que se podrá trabajar en un 

futuro para conocer con más detalle su función. Pero también se puede aplicar al 
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estudio de proteínas nuevas de función desconocida. Luhua et al. (2008) mostraron 

que algunas proteínas de función desconocida tenían un papel importante ante 

diferentes estreses abióticos. De hecho, algunos de los unigenes más representados 

en la genoteca codifican proteínas de función desconocida y podrían ser importantes 

en la respuesta a las bajas temperaturas. El porcentaje de ESTs sin homología 

(17,39%) tuvo un valor similar (16,2%) al obtenido en otros proyectos como el 

reportado por Ablett et al. (2000) en el análisis de ESTs procedentes de dos 

genotecas, una de fruto y otra de hojas, de Vitis vinifera. 

 

Adicionalmente a la anotación molecular, se realizó una clasificación funcional 

de los unigenes en ontologías génicas (GO) del Gene Ontology Consortium 

(Ashburner et al., 2000). Esta clasificación se realizó en base a la función de la 

proteína más similar de Arabidopsis obtenida tras un BLASTX contra el conjunto 

completo de proteínas de Arabidopsis derivado del TAIR (http://www.Arabidopsis.org). 

Hay que tener en cuenta, que dicha clasificación resultó ser tan sólo parcial, puesto 

que a todos los unigenes no se les pudo asignar un gen de Arabidopsis y en 

consecuencia una categoría GO, pero permitió clasificar la información obtenida y 

proporcionó cierto valor estadístico a las asignaciones y resultados obtenidos. 

 

En la Tabla 7 se representa la distribución de la clasificación GO de los 

unigenes en cada una de las genotecas construidas a partir de flavedo, junto al 

resumen de la distribución de clasificaciones para la colección completa de unigenes 

obtenidos en el proyecto CFGP. De los 1328 unigenes identificados en FlavFr1, se 

pudo asignar categoría de GO al 51,1% de ellos, y algunos de estos fueron asignados 

a más de una categoría GO. Las secuencias anotadas se agruparon en base a los 

principios de ontología génica de proceso biológico y función molecular. 

En términos de unigenes, las categorías GO de proceso biológico más 

representadas en FlavFr1 fueron: proceso fisiológico celular (18,1%), metabolismo de 

macromoléculas (16%), y proceso biológico desconocido (13%). En comparación con 

otras genotecas de flavedo, no destaca el enriquecimiento de ninguna categoría de 

GO en la genoteca FlavFr1. Sin embargo, al comparar con el total de unigenes de 

CFGP, sí se aprecia cierto enriquecimiento en FlavFr1 de los GO de respuesta a 

estímulo, proceso fisiológico celular y metabolismo de macromoléculas (Tabla 7). 
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TABLA 7. Clasificación de unigenes en las categorías de proceso biológico 
de las genotecas de flavedo 

Proceso biológico C
FG

P
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C
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Sin anotación GO en proceso no biológico 54,8 48,9 31,7 35,4 49,4 39,2 57,8 47,1 79,5 
Proceso fisiólogo celular 14.0 18,1 22,6 21,8 19,9 21,6 9,1 19,4 6,8 
Proceso biológico desconocido 14,5 13,0 21,2 20,6 14,2 17,0 10,4 13,4 4,1 
Metabolismo macromolécula 12,8 16,0 18,3 20,1 14,6 18,0 9,1 16,3 6,8 
Biosíntesis 6,3 8,0 9,6 10,6 10,1 12,9 5,7 11,2 11,2 
Metabolismo 4,2 4,8 7,8 6,6 3,7 3,6 3,9 4,0 1,4 
Proceso metabólico de nucleobase, 
nucleósido, nucleótido y ácidos nucleicos  5.0 4,5 5,7 6,2 4,9 4,6 3,9 5,7 5,5 

Respuesta a estímulo 3.0 5,0 5,4 3,5 4,5 4,6 4,3 4,4 1,4 
Metabolismo de aminoácidos y derivados  1,7 1,9 3,5 2,3 1,9 1,5 1,3 2,5 2,5 
Proceso fisiólogo 0,5 0,8 0,8 0,9 1,1 1,5 0,8 0,8 0,8 
Catabolismo 1,5 2,3 3,2 3,7 2,2 3,1 1,3 1,9 1,4 
Transporte 4,3 5,1 6,0 5,4 3,0 4,1 7,0 5,2 2,7 
Regulación procesos biológicos 2,9 2,6 4,2 3,0 2,2 3,1 2,2 2,7 4,1 
Transporte electrones  1,8 3,0 2,5 3,0 4,1 4,6 2,2 3,9 1,4 
Comunicación celular 1,5 2,0 1,0 1,4 0,4 2,6 2,2 1,0 1,4 
Desarrollo 0,6 0,8 1,8 1,5 1,5 1,5 0,4 1,1 1,1 
Muerte celular 0,3 0,6 0,8 0,7 0,4 0,5 0,4 0,3 1,4 
Proceso biológico 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 
Secreción 0,3 0,3 0,8 0,4 0,4 0,5 0,3 0,1 0,1 
Diferenciación celular  0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
Fusión de membranas  0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,5 0,2 0,2 0,2 
Estructura extracellular, 
organización y biogénesis 

0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

 

 

La asignación de categorías GO basada en función molecular mostró como 

categorías significativas más representadas en FlavFr1 las de unión a otra molécula 

(10,4%), actividad hidrolasa (9%) y unión a ácidos nucleicos (8,1%), oxidoreductasa 

(5,9 %) (Fig. 14). 
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Figura 14. Clasificación de las secuencias de la genoteca FlavFr1 y la base de datos de cítricos CFGP de 
acuerdo con la clasificación de GO: función molecular. 

 
 

4. DISTRIBUCIÓN DE LOS ESTs DE LA GENOTECA FlavFr1 EN 

UNIGENES 

 

Los unigenes representados con al menos un clon en la genoteca FlavFr1 

fueron un total de 1328, de los cuales 1051 solamente contenían un clon de FlavFr1 y 

277 contenían varias secuencias de FlavFr1. La Figura 15 representa la distribución de 

los unigenes en función del número de ESTs de FlavFr1 que representan al unigen. 

Dado que la genoteca no había sido normalizada, el número de ESTs por contig está 

relacionado con la abundancia relativa del transcrito en la genoteca y por lo tanto con 

el nivel de expresión relativo en el material de procedencia. El contig con mayor 

redundancia en la genoteca (aCL17Contig1) contenía 117 ESTs. Sin embargo, la 

mayoría de los unigenes de la genoteca eran singletons y la mayoría de los contigs 

estaban formados por dos ESTs. 
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DISTRIBUCIÓN DE LOS CONTIGS DE FlavFr1 POR Nº DE ESTs
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Figura 15. Distribución del número de ESTs que componen cada unigen de FlavFr1. 

 

En la Tabla 8 se muestran los contigs formados por más de 10 ESTs, su 

anotación basada en la búsqueda de proteínas homólogas por BLASTX, y el número 

de clones impresos en la micromatriz utilizada para en análisis transcriptómico de CN 

y F en el Capítulo 2. 

Varios de los contigs con mayor representación en la genoteca (Tabla 8) están 

relacionados con la respuesta a estrés abiótico, como son los dos homólogos a genes 

COR15 (contigs aCL6Contig7 y aCL6Contig16), una chaperona de choque térmico 

(aCL6Contig22), una metalotionina (aCL7Contig10) y una taumatina (aCL76Contig1). 

La totalidad de los unigenes identificados en FlavFr1, así como los ESTs que se 

integran en cada contig pueden consultarse en la Tabla Supl. 3. 

En el capítulo siguiente queda probada que la abundancia de estos transcritos 

en la genoteca FlvaFr1 se debe a una fuerte inducción de estos genes en el flavedo de 

mandarinas CN expuestas al frío. 

Desafortunadamente, el unigen más representado en la genoteca FlavFr1, 

aCL17Contig 1, mostró homología con una proteína de Vitis vinifera de función 

desconocida y sólo se imprimió en la micromatriz con una sonda (de las 117 cDNAs 

que lo forman) que no pasó los análisis estadísticos por la elevada variabilidad entre 

réplicas. El resto de genes, sí los pasaron y en la mayoría de casos mostraron un 

patrón de expresión diferencial en ambas variedades y, por tanto, posibles 

responsables de la tolerancia de CN y sensibilidad de F. 
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Los unigenes aCL16Contig1, aCL5Contig15 y aCL5Contig4 no resultaron 

estadísticamente diferenciales entre CN y F, aunque sí respondieron 

significativamente en cada serie individual. El unigen aCL16Contig1, codifica una 

enzima de biosíntesis de tiazoles, relacionada con la biosíntesis del cofactor tiamina 

necesario para la función de las enzimas del metabolismo del carbono. En CN dos 

clones conformaron este unigen, pero mostraron una gran variabilidad en su perfil de 

expresión (Tabla Supl. 6a): uno mantuvo un patrón casi plano mientras el otro se 

indujo más del doble desde la primera semana de almacenamiento, llegando a seis 

veces más en la cuarta semana. Posteriormente, disminuyó el nivel casi como al 

principio. En F este gen tuvo un patrón casi plano, similar a uno de los clones de CN 

(Tabla Supl. 4a). Se ha visto que este gen está implicado en la maduración de los 

frutos (Jacob-Wilk et al., 1997), aunque en maíz (Rapala-Kozik et al., 2008) y en 

Arabidopsis se ha mostrado su inducción tras someter las plantas a estrés por 

inundación, sequía y salinidad (Ribeiro et al., 2005). Hay varias posibles explicaciones 

a la disparidad de resultados según la sonda impresa en la micromatriz. Por una parte, 

puede haber hibridación cruzada (se trata de una micromatriz de cDNA) y en cada 

sonda se ha unido un gen diferente de la misma familia pero con un comportamiento 

opuesto. Por otro lado, podría ser que las sondas representen partes alejadas del gen, 

una más conservada que la otra, por eso cada una de las sondas puede hibridar 

TABLA 8. Anotación de los ESTs más representados en la genoteca FlavFr1 
nº clones 

Unigen en FlavFr1 impresos en la 
micromatriz 

Anotación 

aCL17Contig1 117 1 (de FlavFr1) Gb|AAD21756.1 

aCL37Contig1 45 1 (de FlavFr1) sin_anotación_disponible 

aCL6Contig7 28 29 COR15 

aCL6Contig16 27 23 COR15 

aCL6Contig22 17 13 HSP 

aCL7Contig10 16 43 Metalotioneina 

aCL76Contig1 14 16 Taumatina, isoforma 2 

aCL16Contig2 12 15 Inhibidor proteasa cisterna  

aCL4Contig29 11 62 Poliubiquitina 

aCL16Contig1 11 16 Enzima biosíntesis tiazol, precursor cloroplástico 

aCL5Contig15 10 10 Putativo inducible tempranamente 

aCL5Contig4 10 7 Citocromo P450_TBP 
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marca fluorescente correspondiente a diferentes genes de la familia en diferente 

proporción. 

El unigen aCL5Contig15, codifica una proteína descrita como inducible 

tempranamente por luz. En CN mantuvo el mismo nivel hasta el estadio de 56 d a 2ºC 

que se reprimió disminuyendo su nivel casi diez veces (Tabla Supl. 6a). La expresión 

correspondiente a este unigen se reprimió en F hasta un pico menor a la mitad que el 

nivel inicial a los 28 d a 2ºC y después se recuperó levemente (Tabla Supl. 4a). Estos 

resultados son contrarios a los obtenidos por Zhang et al. (2005a, b) en Poncirus 

trifoliata, donde el gen equivalente se induce durante la aclimatación al frío, sugiriendo 

en este caso que la respuesta al frío de un tejido vegetativo en crecimiento activo y en 

la luz puede diferir de la del fruto arrancado y en oscuridad. 

La expresión correspondiente al unigen aCL5Contig4, citocromo P450, se 

reprimió en CN con un fuerte de pico de represión a las 24 h a 2ºC, más de cuatro 

veces menos de nivel respecto al inicial, y desde la primera semana de 

almacenamiento hasta la cuarta semana se mantuvo a un nivel mitad del inicial, 

recuperando posteriormente el nivel detectado en las muestras recién traídas de 

campo. En F este gen mostró una inducción tardía a partir de las cuatro semanas de 

almacenamiento llegando a tener niveles el doble que el inicial (Tabla Supl. 4a y 6a). 

El unigen aCL37Contig1, de función desconocida, tuvo un patrón de expresión 

de inducción en ambas variedades, incrementando los niveles de transcritos 3 veces 

durante la primera semana de almacenamiento y manteniendo este elevado nivel. Es 

un gen estadísticamente significativo en las dos variedades estudiadas, CN y F, y 

entre ambas porque en el último estadio de CN la inducción cayó hasta valores 

similares a los iniciales y en F se mantuvo dicha inducción (Tabla Supl. 9). 

Los unigenes aCL6Contig7 y aCL6Contig16, COR15, también tuvieron un 

patrón de expresión de inducción en ambas variedades (Fig. 41), pero el incremento 

en F fue ligeramente mayor hasta casi dos veces el valor de las muestras recién 

traídas de campo. Este gen se identificó significativo y diferencial entre ambas 

variedades, porque a pesar de tener la misma curva, en CN los niveles siempre fueron 

menores que en F (los máximos niveles de CN correspondieron con los mínimos 

niveles de F). 

El unigen aCL6Contig22, HSP, presentó un patrón de inducción diferencial 

entre CN y F (Tabla Supl. 9). En CN los niveles de expresión aumentaron más de 10 

veces respecto el valor recién traído de campo entre la primera y la cuarta semana de 

almacenamiento a 2ºC. En F también aumentó fuertemente el nivel de expresión unas 

tres veces más que el nivel inicial durante las dos primeras semanas a 2ºC y hasta 

cinco veces más entre la cuarta y la séptima semana a 2ºC. 
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El unigen aCL7Contig10, metalotionina, presentó una respuesta tardía. CN y F 

muestran un patrón de expresión opuesto, en CN se induce a los 56 d a 2ºC doblando 

el nivel. En cambio, en F se reprime a la mitad (y más) a partir de los 45 d a 2ºC (Tabla 

Supl. 9). 

El unigen aCL76Contig1, taumatina, se identificó diferencial entre las dos 

variedades porque la inducción fue más tardía en F que en CN (Tabla Supl. 9, SOM8). 

En CN los valores de expresión se multiplicaron por cuatro desde la primera semana 

de almacenamiento a 2ºC y siguió aumentando el nivel de expresión hasta 7 veces al 

cabo de dos semanas y más de diez veces a las cuatro semanas de postcosecha. A 

los 56 d a 2ºC los niveles cayeron hasta niveles similares a los iniciales. Por contraste, 

en F el incremento de transcrito fue menor de dos veces tras 7 d a 2ºC, más del doble 

a las dos semanas y más de diez veces a partir de cuatro semanas de postcosecha. 

Esta diferencia es muy interesante porque la taumatina es una proteína de respuesta a 

estrés por patógenos, pudiendo responder ante varios estreses abióticos (Hon et al., 

1995). 

El unigen aCL16Contig2, inhibidor de cisteína proteasa, mantuvo un patrón 

diferencial entre CN, cuyo perfil fue casi plano, y F, donde se indujo progresivamente a 

lo largo del tiempo hasta niveles tres veces más que en el inicio a partir de las cuatro 

semanas (Tabla Supl. 9, SOM 4). 

El patrón de expresión del último unigen de la lista, aCL4Contig29, 

poliubiquitina, también fue diferencial ente CN y F (Tabla Supl. 9, SOM6). Los niveles 

de expresión en CN son mayores que en F, y en CN hubo un incremento en la primera 

semana de almacenamiento inferior al doble, y este aumento se mantuvo hasta una 

caída que se produjo a los 56 d a 2ºC. En cambio, en F hubo un ligero pico de 

inducción la primera semana de postcosecha y los niveles disminuyeron ya desde la 

segunda semana a 2ºC de forma similar a como ocurrió, pero de forma tardía, en CN. 

 

 

En resumen, debido a la naturaleza del material de partida para la construcción 

de la genoteca FlavFr1, se clonaron genes que aunque sean abundantes en alguno de 

los estadios de estudio muestran unos perfiles de expresión muy variados. Y en 

definitiva, la genoteca FlavFr1 constituye una buena herramienta para posteriores 

análisis de genómica funcional como la secuenciación masiva de ESTs, el aislamiento 

de genes completos, y el análisis de perfiles de expresión génica. 
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CAPÍTULO 2: 

 

ANÁLISIS DEL TRANSCRIPTOMA DEL 

FLAVEDO EN RESPUESTA AL FRÍO DE 

MANDARINAS SENSIBLES (FORTUNE) Y 

TOLERANTES (CLEMENULES) 
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____________________________________INTRODUCCIÓN 
 
 

El análisis de la expresión génica con micromatrices es un buen ejemplo de 

convergencia y sinergia de muchas tecnologías, que incluyen la secuenciación 

automática de DNA, la amplificación de DNA por PCR, la elevada eficiencia en la 

síntesis de oligonucleótidos, el marcaje de ácidos nucleicos, mejora de la química de 

estampado y detección, y la bioinformática; más aún, ha supuesto un cambio en la 

mentalidad del investigador puesto que de trabajar con uno o pocos genes ha pasado 

a analizar miles (Leung y Cavalieri, 2003). 

La disponibilidad de numerosas colecciones de cDNA ha permitido la 

construcción de micromatrices para un gran número de especies vegetales, muchas 

de ellas con un alto interés agronómico, como arroz (Rabbani et al., 2003; Lian et al., 

2006), maíz (Lee et al., 2002), soja (Vodkin et al., 2004; Ainsworth et al., 2006), patata 

(Stupar et al., 2007), tomate (Alba et al., 2005), fresa (Aharoni et al, 2004), trigo (Gulick 

et al., 2005), garbanzo (Mantri et al., 2007), girasol (Fernández et al., 2008), melocotón 

(Ogundiwin et al., 2008), y cítricos (Forment et al., 2005, Martinez-Godoy et al., 2008). 

 

El progresivo desarrollo de herramientas y conocimiento genómico en cítricos 

(Forment et al., 2005; Aparicio et al., 2006; Talon y Gmitter, 2008; Luro et al., 2008; 

Ríos et al., 2008; Terol et al., 2008) está permitiendo averiguar las bases moleculares 

de diferentes procesos de interés, desde aquellos subyacentes al desarrollo hasta la 

respuesta al ambiente externo (Terol et al., 2007; Agustí et al., 2008; Alós et al., 2008; 

Huerta et al., 2008, 2009; Brumos et al., 2009; Gimeno et al., 2009). En cítricos, ese 

avance se inició hace unos diez años con un proyecto de secuenciación a pequeña 

escala, en el cual se aislaron 297 ESTs con un 20% de metalotioneinas (Moriguchi et 

al., 1998). Shimada et al. (2005) utilizaron una micromatriz de cDNA de cítricos 

(http://www.fruit.affrc.go.jp/index-e.html) conteniendo 2213 (22 K) genes 

independientes para examinar la expresión génica de diferentes tejidos; más tarde se 

desarrolló la micromatriz de oligonucleótidos cortos de Affymetrix (GeneChip Citrus 

Genome Array, http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx), que representa 33879 

transcritos de cítricos (Close, 2006). 

El proyecto CFGP generó una primera micromatriz de cDNA de 7 K (Forment et 

al., 2005) con la que se han estudiado diferentes procesos biológicos en diversos 

tejidos y distintas condiciones. Cabe mencionar algunos de los trabajos ya publicados 

como el análisis de los cambios transcriptómicos durante el desarrollo y maduración 

de frutos Citrus clementina (Cercós et al., 2006); cambios en la expresión génica en 

http://www.fruit.affrc.go.jp/index-e.html�
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plantas Citrus aurantifolia en respuesta a la infección por el virus de la tristeza (CTV) 

(Gandía et al., 2007); análisis general para una posible predicción de variedades 

(Ancillo et al., 2007); el efecto de GA en entrenudos de plantas transgénicas de 

citrange Carrizo (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata) que sobreexpresan CcGA20ox1, 

y control tratadas con GA3 (Huerta et al., 2008); análisis global del mutante navel negra 

de Citrus sinensis (Alós et al., 2008); la identificación de genes de respuesta a la 

abscisión inducida por ET en hojas de CN (Agustí et al., 2008, 2009); la respuesta a 

estrés hídrico en hojas y raíces (Gimeno et al., 2009); discriminación de la respuesta al 

estrés salino y la acumulación de cloro con dos tratamientos salinos y dos genotipos, 

citrange Carrizo sensible y mandarina Cleopatra tolerante (Brumos et al., 2009). 

A medida que se realizaban los trabajos, surgían nuevos problemas y nuevas 

soluciones, como fue el análisis de series temporales, que se puede abordar con 

mayor precisión a partir de junio 2005 con la versión 2.11 de SAM (Tusher et al., 

2001), o por los métodos maSigPro (Conesa et al., 2006) y ASCA (Nueda et al., 2007). 

También mejoró la micromatriz y se contruyó una nueva versión de 20 K 

(Martinez-Godoy et al., 2008), con la que ya se han publicado trabajos como el análisis 

de expresión de la pulpa del fruto de alotetraploides somáticos interespecíficos entre 

Citrus reticulata cv Willowleaf mandarin y Citrus limon cv Eureka lemon (Bassene et 

al., 2009). 

 

Puesto que la respuesta/aclimatación al frío de las plantas se debe a un 

sistema multigénico, las técnicas a gran escala son las que permiten obtener mayor 

información. Las técnicas differential display (expresión diferencial) y SSH 

(suppression subtractive hybridization) permitieron una primera aproximación del 

proceso en diversos cítricos como en F (Sanchez-Ballesta et al., 2003), Poncirus 

trifoliata (Zhang et al., 2005a, b; Sahin-Cevik y Moore, 2006), Citrus unshiu (Lang et 

al., 2005) y Citrus paradisi (Sapitnitskaya et al., 2006). 

La metodología de las micromatrices ha permitido el análisis de genes de 

respuesta al frío en diversas especies vegetales, para un conocimiento básico 

derivado del modelo Arabidopsis (Seki et al., 2001, 2002; Chen et al., 2002; Kreps et 

al., 2002; Maruyama et al., 2004; Vergonelle et al., 2005; Oono et al., 2006; Benedict 

et al., 2006; Kilian et al., 2007; Swindell et al., 2007), y para la posible identificación de 

genes responsables de DF en cultivos de interés agronómico como arroz (Rabbani et 

al., 2003; Ito et al., 2006), pomelo (Maul et al., 2008), girasol (Fernandez et al., 2008), 

melocotón (Ogundiwin et al., 2008), trigo (Gulick et al., 2005). El único trabajo de 

análisis transcriptómico mediante micromatrices en cítricos sometidos a estrés por frío 

publicado hasta la redacción de esta Tesis Doctoral es el realizado por Maul et al. 



Capítulo 2 

 93

(2008) en pomelo. Este trabajo supuso una primera visión global de la respuesta 

transcriptómica al frío y al acondicionamiento previo a la postcosecha en frío en frutos 

cítricos susceptibles de experimentar DF. En el mismo se describe que el tratamiento 

de frío produce una disminución general del metabolismo primario y secundario, 

mientras que activa la expresión de transcritos relacionados con el metabolismo de 

lípidos, la respuesta a estrés, y la biosíntesis de hormonas, así como de varios 

factores de transcripción. 

 

En nuestro estudio se utilizó la primera micromatriz (7 K) generada en el CFGP, 

y se abordó la identificación de procesos biológicos subyacentes a la respuesta 

transcriptómica al frío de dos variedades de mandarinas con una respuesta 

fisiopatológica diferente y de gran importancia económica. Toda la información 

generada puede ser una base de hipótesis para dirigir nuevas líneas de investigación 

con las que comprobar los genes responsables de la respuesta al frío y el DF. 
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_________________________RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 

1. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 
Se diseñaron dos experimentos con el fin de analizar los cambios 

transcriptómicos que tienen lugar en el flavedo de mandarinas CN y F durante su 

almacenamiento en frío. En el primer experimento se hibridaron y analizaron muestras 

de la variedad tolerante (CN), correspondientes a diferentes periodos de 

almacenamiento en frío (2ºC). En el segundo experimento se incluyeron las muestras 

equivalentes de una serie temporal de frutos de la variedad sensible (F) (Fig. 16; 

apartado 8.2 de Materiales y Métodos). En ambas series, las micromatrices se 

hibridaron con cDNA obtenido a partir de RNA de cada estadio frente a una referencia 

que consistió en una mezcla equimolar de cDNAs de una serie temporal de CN. 

Gracias al uso de una misma referencia, fue posible establecer comparaciones de los 

datos de expresión entre las series de ambas variedades. 

 

 

 

 
Figura 16. Diseño experimental utilizado en el estudio de la respuesta del transcriptoma del flavedo de frutos 
almacenados en frío durante periodos crecientes de tiempo en dos variedades de mandarinas (CN y F) que 
se diferencian en la tolerancia a bajas temperaturas. Los recuadros rojos representan cada una de las 
muestras analizadas y se indica el periodo de exposición a frío en horas (h) o días (d). El recuadro verde 
representa la mezcla de referencia que se empleó en todas las hibridaciones. 

 

Referencia (0d+tc+24 h+9d+14d+23d+28d CN)

0d tiempos cortos 
2+ 3.5+ 4.5 h 

24 h 9d 14d 28d 56d 

0d 7d 14d 28d 45d 

Muestras de flavedo de frutos Clemenules (CN) almacenados a 2ºC, TOLERANTE 

Muestras de flavedo de frutos Fortune (F) almacenados a 2ºC, SENSIBLE

Referencia (0d+tc+24 h+9d+14d+23d+28d CN)

0d tiempos cortos 
2+ 3.5+ 4.5 h 

24 h 9d 14d 28d 56d 

0d 7d 14d 28d 45d 

Muestras de flavedo de frutos Clemenules (CN) almacenados a 2ºC, TOLERANTE 

Muestras de flavedo de frutos Fortune (F) almacenados a 2ºC, SENSIBLE
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2. ANÁLISIS DE CALIDAD DE LOS DATOS DE LAS MICROMATRICES 

 
Se evaluó la calidad de las hibridaciones considerando por un lado, el número 

de sondas que superaban los filtros de calidad de hibridación establecidos; y por otro 

lado, el ajuste de los datos a una distribución normal previamente a su tratamiento 

matemático (apartado 8.5 de Materiales y Métodos). 

La media total de las sondas eliminadas por micromatriz, debido a presentar 

una intensidad por debajo del mínimo establecido o por estar en zona manchada, fue 

de 3145 sondas de un total de 13057 sondas impresas (24,1%), quedando así sondas 

válidas para unos 4000 unigenes. La media de puntos eliminados en las micromatrices 

del experimento con CN ascendió hasta un 24,3%. En cambio, en el experimento 

realizado con F, la eliminación media fue del 16,9%. Diferentes controles de calidad de 

las hibridaciones, como el ruido de fondo obtenido en cada micromatriz y la media del 

balance de la señal respecto al fondo, indicaron que la disminución del porcentaje de 

eliminación en la serie de F (que fue la última en llevarse a cabo) se debió a la mayor 

experiencia adquirida cuando se analizó la serie de F, más que a un mayor número de 

genes expresados en esta variedad. 
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3. ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO DE LA SERIE DE ALMACENAMIENTO 

EN FRÍO EN LA VARIEDAD SENSIBLE FORTUNE 

 

Frecuentemente los frutos de la variedad de mandarinas F desarrollan DF 

durante el almacenamiento postcosecha a 2ºC, mientras que los de la variedad CN 

son tolerantes al frío. La progresión de esta fisiopatología en F se inicia con ligeros 

síntomas visibles de DF en la corteza del fruto durante las dos primeras semanas de 

almacenamiento. Entre dos y cuatro semanas de postcosecha a bajas temperaturas 

los daños observados en la corteza son medios y a partir de la cuarta semana son 

severos (Fig. 5 de la Introducción). 

 

3.1 Identificación de genes con cambios de expresión significativos 

en el flavedo de mandarinas Fortune durante su almacenamiento en 

frío 

 

Tras aplicar los controles y filtros de calidad descritos en Materiales y Métodos 

(apartado 8.5) a los datos de las hibridaciones de la serie de F, se seleccionaron 9006 

sondas válidas. El término sonda, en este caso, se refiere a los cDNAs impresos en la 

micromatriz y que hibridan con los transcritos cuya abundancia en las muestras se 

pretende estimar. Con las sondas válidas tras los controles de calidad, se realizó un 

análisis SAM mclase fijando el FDR=5% para la identificación de genes con expresión 

significativamente diferencial a lo largo de la serie. De este modo, se identificaron 3923 

sondas diferencialmente expresadas (correspondientes a 2035 unigenes) (Tabla Supl. 

4a). 

 

3.1.1 Aproximación general a los cambios transcriptómicos del flavedo durante 
el almacenamiento de mandarinas Fortune en frío 

 

Se realizó un PCA sobre los datos de expresión de las 3923 sondas con 

cambios de expresión significativos, para averiguar cómo se distribuía la variabilidad 

de los datos entre las muestras. Más del 80% de la variabilidad del transcriptoma entre 

las muestras de F se explicó con los dos primeros componentes (Fig. 17). El primer 

componente (PC1) explicó más del 60% de la variablidad y ordenó las muestras en 

relación con el tiempo que estuvieron sometidas a frío, revelando las mayores 

diferencias entre las muestras recién traídas de campo y la primera muestra sometida 

a frío (7 d a 2ºC). El PC1 también identificó diferencias importantes entre 14 y 28 d en 
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frío, coincidiendo con el periodo de mayor desarrollo de DF en el fruto de F. Las 

muestras de 28 y 45 d resultaron las más similares. El análisis de los transcritos que 

más contribuían al PC1 identificó a aquellos que se ajustaron a un perfil progresivo y 

alcanzaron un plateau de expresión con las muestras 28 a 45 d. Por otra parte, el 

segundo componente (PC2) explicó hasta un 20% de la variabilidad y separó las 

muestras de 7 y 14 d de las demás, con las mayores diferencias entre los dos tiempos 

iniciales y otro salto de variabilidad importante de 7-14 d a 28-45 d en frío de sentido 

contrario. Los genes que contribuyeron a este PC2 fueron aquellos que siguieron un 

patrón con máxima inducción o represión en los estadios 7 ó 14, para retornar a 

valores menores de inducción o represión con las muestras almacenadas durante más 

tiempo. El PC2, y con él el patrón de expresión de los genes asociados, podrían estar 

reflejando por una parte la respuesta al frío hasta los 14 d y la posterior inflexión 

podría asociarse con el cese de la respuesta ante el fuerte incremento en la severidad 

de los daños a partir de los 14 d, según describieron Sanchez-Ballesta et al. (2003). 

 

F14

F45

F0

F28

F7

Y-axis (PC2)
Varianza=21,2434

X-axis (PC1)
Varianza=66,5246

F14F14

F45F45

F0F0

F28F28

F7F7

Y-axis (PC2)
Varianza=21,2434

X-axis (PC1)
Varianza=66,5246

 
Figura 17. PCA correspondiente a los datos de expresión de las mandarinas F en los diferentes estadios de 
la serie de almacenamiento postcosecha en frío. Cada punto de la serie temporal representa los datos de 
expresión promedio de las 4 réplicas que lo forman. Se consideraron los datos de expresión de las 3923 
sondas diferenciales según el estadístico SAM mclase, con un FDR=5%. 

 

 

Un agrupamiento no jerárquico de los genes en función de sus perfiles 

temporales de expresión mediante un análisis SOM permitió clasificar las 3923 sondas 

con expresión diferencial en F en 8 patrones (Fig. 18, Tabla Supl. 4). En estos perfiles 

de expresión se reflejaron de nuevo las dos tendencias mayoritarias identificadas 
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mediante el PCA. Seis grupos (1, 3, 4, 5, 6 y 8) respondían a patrones con la misma 

tendencia durante la serie, con un cambio más o menos fuerte entre 0 y 7 y/o entre 14 

y 28 d de almacenamiento a 2ºC (como los que contribuyeron al PC1 del PCA), que 

incluyeron un total de 2938 sondas. Los dos patrones de expresión restantes (2 y 7) 

poseían un pico a los 14 d a 2ºC y en ocasiones otra inflexión menor a los 28 d (como 

los que contribuyeron al PC2), incluyendo 985 sondas. Al igual que en el PCA, los 

patrones de expresión revelaron cambios a lo largo de la serie temporal en bloques: 

F0 separada del bloque formado por F7 y F14, a su vez separadas del bloque de los 

dos últimos tiempos F28 y F45. Los cambios de mayor magnitud ocurrieron entre 7 y 

14 d, correspondiendo con el periodo de incremento en la severidad de los daños. Sin 

embargo, el periodo entre 0 y 7 d en frío fue en el que se detectaron mayor número de 

genes con cambios de expresión, aunque éstos fueron de menor magnitud. Del 

agrupamiento SOM (Fig. 18) también se deduce que el número de genes que ven 

reducida su expresión durante el almacenamiento en frío fue considerablemente 

mayor que los que la aumentaron (2365 sondas con perfil de represión [grupos 1, 5, 6 

y 7], frente a 1558 sondas con perfil de inducción [grupos 2, 3, 4, y 8]). 
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Figura 18. Análisis de agrupamiento no jerárquico de los perfiles de expresión mediante mapas auto-
organizados (SOMs) de las 3923 sondas diferenciales en la serie de almacenamiento postcosecha en frío de 
frutos de F. Se muestra el agrupamiento en 8 grupos SOM resultantes de un análisis 4x2. En rojo se 
representan los valores de inducción, en verde los de represión y en negro los valores que no cambian 
respecto a F0. En cada SOM se muestra la línea representativa del perfil promedio del grupo y en la parte 
superior se indica el número de sondas que se incluyen dentro del perfil. 
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3.1.2 Análisis funcional de los cambios transcriptómicos del flavedo durante el 
almacenamiento de mandarinas Fortune en frío 

 

Con el fin de averiguar el significado biológico de los cambios de expresión 

detectados durante la serie temporal de F, se analizaron las categorías funcionales 

subyacentes a las 3923 sondas con cambios de expresión significativos, empleando 

los programas FatiGO y MapMan (apartado 8.5 de Materiales y Métodos). Para poder 

aplicar estas dos herramientas, se procedió primero a asignar a los genes 

diferenciales la anotación uniAt más adecuada. Se consiguió asociar 2817 de las 

sondas diferenciales con un gen de Arabidopsis mediante BLASTX contra la base de 

datos del TAIR, tal y como se hizo con cada clon de la genoteca (apartado 8.5 de 

Materiales y Métodos). Ello resultó en la asignación de un código AGI para cada una 

de las sondas diferenciales. Siguiendo esta metodología y tras eliminar la redundancia 

se consiguió asignar 1478 uniAts que fueron sometidos a un análisis posterior. 

Se realizó un análisis de enriquecimiento funcional de aquellas categorías 

funcionales según la clasificación de GO (Ashburner et al., 2000) que se encontraron 

sobrerrepresentadas o infrarrepresentadas de forma significativa (p-valor<0,05) en 

cada uno de los grupos, utilizando para ello el algoritmo implementado por el programa 

FatiGO. En primer lugar, se separaron los uniAt en función de su tendencia general de 

inducción o represión en la serie de F, de acuerdo con el agrupamiento en SOMs (Fig. 

18): se consideraron por un lado los 4 patrones de expresión de inducción [grupos 2, 

3, 4 y 8] (1558 sondas, 841 unigenes, 593 uniAt; Tabla Supl. 4a) y por otro los 4 de 

represión [grupos 1, 5, 6 y 7] (2365 clones, 1296 unigenes, 1005 uniAt; Tabla Supl. 4a) 

y, a continuación, se analizó el enriquecimiento en la representación de categorías de 

GO de cada grupo respecto a los 3603 uniAt identificados en la micromatriz (Tabla 

Supl. 5). 

Entre los genes inducidos no se identificó ninguna categoría significativamente 

enriquecida. En cambio, el análisis de los genes reprimidos sí fue informativo y se 

halló sobrerrepresentación en procesos biosíntéticos, en concreto, la traducción 

acompañada del ensamblaje de cromatina y de complejos proteína-DNA fueron los 

procesos biológicos más sobrerrepresentados (Tabla 9). También se halló 

sobrerrepresentación de la función molecular de unión a actina (Tabla 9). 
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TABLA 9. Categorías funcionales enriquecidas entre los genes (uniAt) 
reprimidos en la serie de F (genes diferenciales según el análisis Fmclase 
con perfil de represión según el agrupamiento SOM) respecto a los 
presentes en la micromatriz 

Proceso biológico FDR 

p-valor1 

Nivel2 Fmclase 

reprimidos 

Micromatriz 

Proceso biosíntético de macromoléculas 3,55e-04 5 50,00% 10,75% 
Traducción 1,03e-03 6 48,00% 10,40% 
Organización y biogénesis de orgánulos 3,44e-02 4 29,63% 6.13% 
Ensamblaje y desensamblaje de cromatina 3,44e-02 8 44,44% 3,21% 
Proceso metabólico de macromoléculas 3,52e-02 3 77,78% 42,23% 
Establecimiento y/o mantenimiento de cromatina 3,52e-02 7 30,77% 2,37% 
Proceso biosíntético celular 3,87e-02 4 48,15% 17,80% 
Ensamblaje de cromatina 4,51e-02 9 57,14% 5,22% 
Ensamblaje de complejos DNA-proteína 4,61e-02 5 15,38% 1,23% 
Procesos biosintéticos 4,92e-02 3 48,15% 18,81% 

Función molecular FDR 

p-valor1 

Nivel2 Fmclase 

reprimidos 

Micromatriz 

Constituyentes estructurales del ribosoma 1,33e-06 3 46,15% 4,87% 
Unión a actina 3,52e-02 5 28,57% 0,26% 

(1) p-valor<0,05 
(2) El nivel dentro de la ontología en el que se encuentra la categoría (de 3 a 9, de general a específico).  

 

Se trató de profundizar en la diferencia de funciones entre los uniAt inducidos y 

los reprimidos, mediante otro análisis de enriquecimiento (en lugar de comparar cada 

patrón por separado respecto de la representación de la categoría funcional en la 

micromatriz global como referencia). Se identificaron varios procesos enriquecidos 

significativamente, todos sobrerrepresentados entre los genes reprimidos respecto a 

los inducidos, y además, el resultado fue similar al de la comparación de los reprimidos 

con la micromatriz. El proceso biológico enriquecido entre los genes reprimidos 

correspondió a procesos biosintéticos de macromoléculas, y más específicamente a la 

traducción (Tabla 10). La función molecular más reprimida fue la ribosomal (Tabla 10), 

sugiriendo una vez más que la traducción de proteínas podría estar comprometida, ya 

que hubo muchos genes implicados reprimidos y su función parece que no se 

compensó con la inducción de otras isoformas. 
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TABLA 10. Categorías funcionales enriquecidas entre los genes (uniAt) 
inducidos respecto a los reprimidos en la serie de F (genes diferenciales 
según el análisis Fmclase con perfil de inducción o represión según el 
agrupamiento SOM) 

Proceso biológico FDR 

p-valor1 

Nivel2 Finducidos Freprimidos 

Proceso biosíntético de macromoléculas 1,79e-06 5 4,27% 21,44% 
Traducción 1,21e-05 6 3,03% 19,85% 
Proceso biosíntético 1,64e-05 3 14,40% 32.39% 
Proceso biosíntético celular 2,34e-05 4 13,14% 30,60% 
Proceso metabólico celular de macromoléculas 1,08e-02 4 19,07% 33,14% 
Proceso metabólico primario 2,54e-02 3 48,00% 62,31% 
Proceso metabólico proteico 4,86e-02 4 19,07% 31,38% 

Función molecular FDR 

p-valor1 

Nivel2 Finducidos Freprimidos 

Constituyentes estructurales del ribosoma 9,55e-06 3 0,75% 10,51% 
 (1) p-valor<0,05 
(2) El nivel dentro de la ontología en el que se encuentra la categoría (de 3 a 9, de general a específico).  

 

Complementariamente a los análisis de enriquecimiento funcional, se investigó 

la implicación funcional y metabólica de los cambios identificados a través del análisis 

de los equivalentes a los uniAt con cambios de expresión significativos en la serie de 

F. Se utilizó en este caso el programa MapMan, que permite visualizar los datos de 

expresión en mapas de rutas metabólicas y funciones celulares, así como detectar 

aquellas con un comportamiento significativamente diferencial (apartado 8.5 de 

Materiales y Métodos). En la Tabla 11 se visualizan las categorías significativamente 

diferenciales (según el test de Wilcoxon con la corrección de Benjamini-Hochberg para 

tests múltiples) identificadas a partir de los datos de expresión de los genes 

diferenciales en F (Tabla Supl. 4b). MapMan reveló categorías con comportamiento 

significativamente diferencial equivalentes a las halladas en el enriquecimiento 

funcional (síntesis proteica, proteínas ribosomales y regulación de la transcripción), 

pero también otras como el metabolismo de lípidos, el de etileno y la relacionada con 

GST. 

Los genes relacionados con la fotosíntesis, que codifican proteínas de unión a 

clorofila a/b (chlorophyll a/b binding protein), se indujeron a los 7 d a 2ºC y luego se 

reprimieron (Tabla Supl. 4b). Este aumento podría ir dirigido a disipar el estrés 

oxidativo debido al estrés por frío, como se ha propuesto que ocurre en el maíz donde 
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el aumento en la expresión de los genes rubisco y los relacionados con el malico 

(Foyer et al., 2002), pueden tener esa función además de ser enzimas limitantes en la 

fotosíntesis en condiciones de aclimatación al frío. 

 

TABLA 11. Categorías funcionales (MapMan) con comportamiento 
diferencial (según el test de Wilcoxon Rank-Sum) de los uniAt con expresión 
diferencial en la serie de almacenamiento en frío en F 

p-valor<0,05 

BIN CATEGORÍA uniAt F7 F14 F28 F45 

1 Fotosíntesis 41   0,0386  

10 Pared celular 39 0,0291 4,50E-3 7,85E-4 3,11E-3 

10.2 Pared celular. Síntesis de celulosa 6   0,0186 0,0278 

11 Metabolismo de lípidos 45 0,0370    

11.6 
Metabolismo de lípidos. Proteínas de 

transferencia de lípidos 
5 0,0441  0,0291  

17.5 Metabolismo hormonas.Etileno 8 0,0369    

26.9 Misc.glutatión S transferasa 7   0,0300  

27 RNA 117     

27.3 RNA.regulación de transcripción 91 1,98E-4 0,0174   

29 Protein 259 0,041 4,92E-4  0,0311 

29.2 Proteína.síntesis 95 3,96E-5 2,26E-9 5,29E-4 2,83E-7 

29.2.2 
Proteína.síntesis.misc.proteína 

ribosomal 
65 4,12E-5 2,25E-9 0,0180 1,98E-5 

35 No asignado 375  3,56E-5   

35.1 No asignado.no ontología 160  0,0285   

35.2 No asignado.desconocido 89  0,0412   

 

Varios procesos relacionados con la pared celular mostraron comportamiento 

diferencial (Tabla Supl. 4b). Mientras que algunos genes de la síntesis de celulosa se 

reprimieron, se indujeron los correspondientes a enzimas de degradación de pared 

celular (pectato liasas, pectin liasas, xilosil-endotransglicosilasas). Ambas tendencias 

podrían estar relacionadas con el ablandamiento del fruto durante la postcosecha y 

desarrollo de daños (Prasanna et al., 2007; Sanchez-Ballesta et al., 2008; Maul et al., 
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2008). Nos obstante, en cítricos se produce mayor ablandamiento en los frutos 

almacenados a 12ºC que a 2ºC, pero la inducción de un gen β-1,3-glucanasa se 

relaciona con el DF y no con el ablandamiento (Sanchez-Ballesta et al., 2008). 

En general, los genes de síntesis de lípidos se reprimieron (7 de 11 uniAt; 

Tabla Supl. 4b) y también algunas desaturasas de ácidos grasos (3 de 5 uniAt). Si la 

inducción de desaturasas de ácidos grasos se ha asociado al acondicionamiento a las 

bajas temperaturas y a la tolerancia (Murata et al., 1992; Tang et al., 2007), entonces 

la represión en los frutos de F podría estar asociada al desarrollo de síntomas de DF 

detectados. Aunque el grado de insaturación de lípidos de membrana en F no parece 

ser un elemento determinante en la tolerancia al frío (Mulas et al., 1996, 1997). 

 

TABLA 12. Genes uniAt diferenciales en F clasificados en la categoría etileno 

AGI log2F7/F0* Descripción 

At2g30830 0,967 Putativo 2-oxoglutarato-dependiente dioxigenasa 

At3g61510 0,444 Putativo ACS 

At1g05010 1,639 ACO 

At1g03400 0,757 ACO 

At3g04580 0,966 Putativo receptor de etileno (EIN4) 

At3g20770 0,068 Insensible a etilenos 3 (EIN3) 

At3g53990 -0,120 Hipotética proteína ER6 

At3g58680 0,196 Putativo coactivador transcripcional de respuesta a etileno  

At2g23620 1,312 Similar a esterasa inducible por etileno (Citrus sinensis) 

(*) Media de las cuatro replicas de log2F7/F0. Los valores de expresión negativos indican represión, los 
positivos inducción, respecto el valor a tiempo cero. 

 

El análisis de enriquecimiento de categorías funcionales también reveló una 

posible implicación de la señalización por ET en la respuesta al frío en F, ya que la 

categoría metabolismo hormonal/etileno estaba significativamente destacada. Una 

inspección detallada reveló que durante toda la serie temporal hubo genes inducidos 

etiquetados con relación con ET y que correspondían a genes de síntesis (un gen 

dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato, dos ACO y un ACS), lo cuál sugiere que 

podría aumentarse la producción de ET en el flavedo durante la postcosecha de las 

mandarinas en frío (Tabla 12) (Martinez-Téllez y Lafuente, 1997; Lafuente et al., 2003). 

La inducción de un gen homólogo a EIN3, uno de los elementos principales en la 

activación de la respuesta a ET en Arabidopsis (Chao et al., 1997) también apunta 

hacia la activación por frío de la respuesta a esta hormona en el flavedo. También se 

halló inducción de un homólogo al receptor EIN4. Es interesante el aumento de 

expresión del gen esterasa inducible por ET, homólogo al gen de Citrus sinensis que 
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se induce fuertemente en hojas tratadas con ET acompañado del aumento de 

actividad enzimática (Zhong et al., 2001). Además, este gen incrementa débilmente su 

expresión tras una herida. Por tanto, este gen podría estar regulado por ET o por cierta 

percepción al estrés por frío. 

La mayoría de genes GSTs se inducían desde la primera semana de 

almacenamiento en frío hasta la última semana estudiada, presentando un pico en la 

inducción en F28, con un valor mayor al doble que F0 (Fig. 19). Las enzimas GST 

forman una amplia familia con una importante función en el mecanismo de defensa 

frente a xenobióticos, conjugando los compuestos químicos tóxicos para la célula 

(Armstrong, 1997). La inducción de estos genes en el flavedo de F podría estar 

implicada en la respuesta de aclimatación al estrés causado por las bajas 

temperaturas, como ocurre en hojas de Citrus sinensis con el gen CsGSTU1 (Lo Piero 

et al., 2009), o en Arabidopsis con el gen GSTF3 (At1g02930) que, además de ser de 

respuesta al frío, se induce en respuesta a otros agentes causantes de estrés (Kilian et 

al., 2007) y correspondería al unigen aCL113Contig1 de cítricos. Mayores niveles de 

glutatión suelen correlacionar con mayor tolerancia al frío (Kocsy et al., 2000a, b), al 

igual que la sobreexpresión de GSTs (Roxas et al., 1997; Zhao et al., 2006). Sería 

interesante comprobar si en el flavedo de F incrementan los niveles de glutatión y sus 

conjugados en respuesta al frío, pero dado el desarrollo de DF en estas mandarinas, 

este aumento no sería suficiente para prevenir todos los efectos del estrés. 

 

GLUTATION S-TRANSFERASA 
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Figura 19. Perfil de expresión de varios uniAt homólogos a GST normalizados a F0. Los valores de log2ratio 
(ratio=Fx/F0 siendo Fx cada muestra de la serie temporal de frutos F) negativos indican represión, los 
positivos inducción, respecto el tiempo 0. 

 

La expresión de genes de la categoría síntesis de proteínas se reprimió tras la 

primera semana de almacenamiento a 2ºC, y más todavía tras la segunda. Por el 

contrario, la categoría funcional degradación de proteínas estaba inducida. Estos datos 



Capítulo 2 

 106

sugieren que el flavedo de F podría entrar en una fase de ahorro energético y 

aprovechamiento de los recursos en la que la maquinaría celular invertiría sus 

esfuerzos en contrarrestar la situación de estrés (Lyons, 1973; Wang, 1982), o 

alternativamente que las bajas temperaturas afecten la conformación proteica y las 

proteínas mal plegadas son eliminadas proteolíticamente (Schaffer y Fischer 1988, 

1990; Taylor, 1987; Hershko, 1988). 

 

 

4. IDENTIFICACIÓN DE GENES CON CAMBIOS DE EXPRESIÓN 

SIGNIFICATIVOS EN EL FLAVEDO DE MANDARINAS CLEMENULES 

DURANTE SU ALMACENAMIENTO EN FRÍO 

 

En el experimento con CN los datos se trataron de igual modo que en el 

ensayo equivalente con la serie de F (apartado 8.5 de Materiales y Métodos). 

Siguiendo ese procedimiento, se eliminaron aquellos datos de expresión que no 

superaron los criterios de calidad, considerando finalmente 7103 sondas como válidas 

(Tabla Supl. 6a). 

 

4.1 Identificación de genes con expresión significativamente 

diferencial en la serie temporal de Clemenules 

 

4.1.1 Aproximación general a los cambios transcriptómicos del flavedo durante 
el almacenamiento en frío de mandarinas Clemenules 

 

Los datos de expresión de las 7103 sondas que superaron los filtros de calidad, 

se analizaron con el test estadístico SAM mclase (CNmclase), dirigido a la búsqueda 

de genes que mostraban expresión diferencial en alguno de los estadios respecto al 

inicial. El test identificó 1739 sondas (930 unigenes) con expresión diferencial, 

aplicando un FDR=5% (Tabla Supl. 6a). 

Como primera aproximación a la distribución de la variabilidad de los datos 

entre los puntos temporales contemplados, se realizó un PCA sobre los datos de 

expresión de las 1739 sondas diferenciales. El PCA indicó que la mayor parte de la 

variabilidad (más del 90%) se explicó por los dos primeros componentes que 

comprendieron el 66,5% (PC1) y el 27,8% (PC2) (Fig. 20). El PCA indicó claramente 

que las muestras de tiempos cortos se parecían mucho entre sí, y divergían a tiempos 
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mayores. De acuerdo con el PC1, el transcriptoma variaba en el sentido de la serie 

temporal durante las tres primeras semanas, después de un salto grande desde 

tiempo cero a la primera semana. Sin embargo, la tendencia respecto al PC1 se 

revertía después de las tres semanas y en los frutos del estadio tardío de 56 d de 

almacenamiento en frío quedaba al nivel del estadio inicial. En cambio, el PC2 no 

mostró variabilidad durante la primera semana y a partir de entonces las muestras se 

separaron progresivamente en el mismo sentido y proporcionalmente al tiempo de 

almacenamiento, de modo que la muestra de 56 d quedó muy separada del estadio 

inicial. 
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Figura 20. Análisis PCA correspondiente a los datos de expresión de las mandarinas CN en los diferentes 
estadios de la serie de almacenamiento postcosecha en frío. Cada punto de la serie temporal representa el 
dato de expresión promedio de las 4 réplicas que lo forman. Se consideraron los datos de expresión de las 
1739 sondas diferenciales según el estadístico SAM mclase con un FDR=5%. 

 

Con las 1739 sondas diferenciales en CN se identificaron mediante análisis 

SOM ocho patrones temporales de expresión diferentes (Fig. 21). Este agrupamiento 

mostró las grandes tendencias que, además, fueron compatibles con los resultados del 

PCA. Estas tendencias describieron cambios en el mismo sentido hasta los 28 d de 

exposición al frío, generalmente presentando las diferencias más acusadas entre 0 y 9 

d, y una reversión de la expresión a los 56 d hacia niveles iniciales (patrones 2, 5 y 8) 

o incluso más pronunciada (patrones 1, 3 y 7). También, se pudo distinguir dos 

grandes tendencias: genes inducidos (patrones 3, 4, 7 y 8) o reprimidos (patrones 1, 2, 

5 y 6), aunque los reprimidos fueran aproximadamente 9% más numerosos (Fig. 21). 
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Figura 21. Análisis de agrupamiento no jerárquico de los perfiles de expresión mediante mapas auto-
organizados (SOMs) de las 1739 sondas diferenciales en la serie de almacenamiento postcosecha en frío de 
frutos de CN. Se muestra el agrupamiento en 8 grupos SOM resultantes de un análisis 4x2. En rojo se 
representan los valores de inducción, en verde los de represión y en negro los valores que no cambian 
respecto a CN0. En cada SOM se muestra la línea representativa del perfil promedio del grupo y en la parte 
superior se indica el número de sondas que se incluyen dentro del perfil. 

 

4.1.2 Análisis funcional de los cambios transcriptómicos del flavedo durante el 
almacenamiento en frío de mandarinas Clemenules 

 

El significado biológico de los cambios de expresión detectados durante la serie 

temporal de CN se analizó empleando los programas FatiGO y MapMan. Para ello, 

previamente se consiguió asociar un código AGI a 1263 de las 1739 sondas 

diferenciales, que tras eliminar la redundancia, resultaron en 690 uniAt susceptibles de 

análisis posterior. 

Se realizó un análisis de enriquecimiento funcional buscando 

sobrerrepresentación o infrarrepresentación significativa (p-valor<0,05) en categorías 

de GO en los grupos de genes con perfil de inducción y de represión de acuerdo con 

la agrupación resultante del análisis SOM. Por un lado se consideraron los cuatro 

patrones de expresión de inducción (patrones 3, 4, 7 y 8 en Fig. 21) (849 sondas, 434 

unigenes, 312 uniAt; Tabla Supl. 6a), y por otro, los cuatro de represión (patrones 1, 2, 

5 y 6 en Fig. 21) (890 clones, 519 unigenes, 401 uniAt; Fig. 21, Tabla Supl. 6a). A 

continuación, se analizó el enriquecimiento en la representación de categorías de GO 
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de cada grupo respecto a los 3603 uniAt identificados en la micromatriz (Tabla Supl. 

5). 

Entre los uniAt inducidos no se identificó enriquecimiento significativo respecto 

a la micromatriz en ninguna de las categorías contempladas. En cambio, entre los 

uniAt reprimidos sí se hallaron categorías enriquecidas significativamente (Tabla 13). 

En concreto, se halló sobrerrepresentación de la categoría de procesos biológicos de 

la traducción, por lo que se puede decir que éste fue un proceso significativamente 

desactivado mientras las mandarinas CN estuvieron en la cámara a 2ºC. Este 

resultado se fortaleció al averiguar la sobrerrepresentación entre los genes reprimidos 

de las funciones moleculares de: constituyentes estructurales del ribosoma y unión a 

actina, y de los componentes celulares: ribosomas y orgánulos con unión a membrana 

intracelular (Tabla 13). La represión de funciones relacionadas con la traducción de 

proteínas durante el almacenamiento en frío en CN fue similar al resultado de la serie 

de F, pero en F también se observó un peso importante del ensamblaje de la 

cromatina entre los genes reprimidos. 

Asimismo, la sobrerrepresentación de la función molecular de unión a actina 

mayor en CN podría reflejar que en esta variedad el frío decelerara los procesos 

biosíntéticos y que en F, al mismo tiempo de esta deceleración, se diera un deterioro 

celular. Los experimentos de Orvar et al. (2000) indican que la reorganización del 

citoesqueleto es un componente integral de la señal de transducción de bajas 

temperaturas, sirviendo como enlace entre la rigidez de la membrana y el flujo de 

calcio en la aclimatación de cultivos celulares de alfalfa. De modo que, tras una 

 

 

TABLA 13. Categorías funcionales enriquecidas entre los genes (uniAt) 
reprimidos en la serie de CN (genes diferenciales según el análisis 
CNmclase con perfil de represión según el agrupamiento SOM) respecto a 
los presentes en la micromatriz 
Proceso biológico FDR p-valor1 Nivel2 CNmclase 

reprimidos 
Micromatriz 

Traducción  1,42e-02 6 53,14% 11,62% 
Proceso biosíntético de macromoléculas 3,47e-02 5 53,33% 12,29% 
Función molecular FDR p-valor1 Nivel2 CNmclase 

reprimidos 
Micromatriz 

Constituyentes estructurales del ribosoma 2,76e-04 3 53,33% 5,64% 
Unión a actina 7,21e-03 5 100% 0,42% 

(1) p-valor<0,05 
(2) El nivel dentro de la ontología en el que se encuentra la categoría (de 3 a 9, de general a específico).  
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respuesta rápida y temprana que desencadenaría respuestas a las temperaturas las 

categorías ribosomas y orgánulos con unión a membrana intracelular se reprimirían. 

Adicionalmente, se realizó otro análisis de enriquecimiento en el que se 

comparó la representación en categorías de GO entre los genes inducidos y los 

reprimidos en CN. El resultado fue que la categoría procesos biosintéticos celulares 

estaba significativamente más reprimida que inducida (Fig. 22). 
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Figura 22. Categorías funcionales enriquecidas en los genes (uniAt) inducidos respecto a los reprimidos en 
frutos de CN durante su almacenamiento en frío. En la derecha, se muestra el p-valor de significatividad de 
cada categoría estadísticamente diferencial (p-valor<0,005). En la izquierda, se muestra la categoría GO y el 
nivel en el que se encuentra (de 3 a 9, de general a específico). El diagrama de barras representa el 
porcentaje de genes (uniAt): inducidos en color naranja, reprimidos en verde. 

 
En definitiva, de estos análisis funcionales se deduce que la exposición al frío 

detiene una porción importante de los procesos biosintéticos que tienen lugar en los 

frutos de CN recién traídos de campo, afectando especialmente a algunos 

relacionados con la síntesis proteíca. 

 

También se analizó mediante la aplicación MapMan el significado funcional de 

los genes regulados en la serie de CN a través de los uniAt correspondientes (Tabla 

14). Según estos tests, se identificó comportamiento diferencial en categorías de 

síntesis de proteínas (en los puntos de la serie CN9 y CN14) confirmando así el 

resultado obtenido mediante el estudio de enriquecimiento funcional. También resultó 

diferencial la categoría de pared celular (en CN14) aunque debido sólo a un gen 

diferencial, en concreto a la inducción de un gen de modificación de pared xiloglucosil-

transferasa. Por otra parte, resultó diferencial el comportamiento de la categoría 

metabolismo de isoprenoides (en CN14 y CN28), con una tendencia a la represión 

(Tabla Supl. 6b). Los genes que formaban parte del metabolismo 

secundario/isoprenoides, comenzaban a reprimirse desde CN9, y correspondían a 

genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides (geranilgeranil pirofosfato sintetasa, 
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fitoeno sintasa, licopeno ciclasa, β-caroteno hidroxilasa) (Tabla Supl. 6b). Además de 

la propia síntesis de carotenos (activa en el flavedo y responsable del color del 

mismo), la ruta de síntesis de carotenoides está implicada también en la síntesis de 

precursores de ABA. El flavedo acumula niveles altos de ABA, que disminuyen en la 

postcosecha a 2ºC (Lafuente et al., 1997). Según esto, el estrés por frío a largo plazo 

no parecería inducir la síntesis de ABA en el flavedo sino todo lo contrario. En el 

posterior apartado 6.1 se comparan los resultados de F y CN, y se señala la inducción 

del gen activador de la respuesta a ABA, ABI3 (Tabla 24). 

 

TABLA 14. Categorías funcionales (MapMan) con comportamiento diferencial 
(según el test de Wilcoxon Rank-Sum) de los uniAt con expresión diferencial 
en la serie de almacenamiento en frío en CN 

p-valor<0,05 

BIN CATEGORÍA uniAt CNtc CN9 CN14 CN28 

10 Pared celular 22   0,0374  

16.1 Metabolismo secundario.Isoprenoides 13   0,0374 0,0201 

29.2 Síntesis proteica 53  0,0234 1,15e-3  

29.2.2 Síntesis proteica. Misc. proteína ribosomal 34  0,0154 1,95e-3  

35 No asignado 156 0,0459 0,0086 1,33e-4 0,00011 

35.1 No asignado. No ontología 67   0,0404  

35.2 No asignado. Desconocido 89   0,0412  

 

Desde los 9 hasta los 28 d en frío, se notó una progresiva represión de gran 

parte de elementos implicados en la biosíntesis proteíca (Fig. 23). En cambio, la 

degradación de proteínas mostró una tendencia a la activación a partir de CN9 (Fig. 

23, Tabla Supl. 6b). La caída en la síntesis protéica y la activación de la proteólisis son 

procesos que también se detectaron en la serie de F y sugieren que, pese a que las 

mandarinas se conserven en frío y que CN no presenten daños visuales frente al 

mismo, estas mandarinas también podrían estar iniciando un programa de desarrollo 

característico de senescencia. Sin embargo, no se identificó la activación de otro tipo 

de genes relacionados con senescencia, por lo que la proteólisis podría estar 

relacionada con un programa de eliminación de proteínas incorrectamente plegadas 

por el estrés por frío (Schaffer y Fischer 1988, 1990; Taylor, 1987; Hershko, 1988). 
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Teniendo en cuenta la posible activación de la proteólisis en las mandarinas 

almacenadas en frío, sería interesante un análisis proteómico para determinar si el 

descenso general en la biosíntesis observado a nivel del transcriptoma es más 

acusado a nivel del proteoma o si la proteólisis afecta a alguna fracción específica del 

proteoma. 

 

 

Figura 23. Representación de los datos de expresión de los uniAt significativamente diferenciales durante el 
almacenamiento en frío en CN en los mapas de MapMan correspondientes a la síntesis, degradación y 
modificación proteica. Se representan los datos de expresión normalizados a tiempo cero, en rojo los genes 
inducidos, en verde los reprimidos y en blanco los que no cambian respecto a CN0. 

 
Como tendencia general en el metabolismo central  de CN se observó una 

disminución en la expresión de enzimas metabólicas. De 9 a 28 d en frío se 

observaron numerosos cambios, muchos de ellos en genes implicados en la reacción 

lumínica de la fotosíntesis, la mayoría de ellos reprimidos durante ese periodo, 

pudiendo ser también indicativo de un cese del metabolismo primario (Tabla Supl. 6b). 

 

Aunque en CN la categoría fotosíntesis no fuese diferencial por el test de 

Wilcoxon, una serie de genes relacionados con esta categoría se reprimieron. A 

tiempo cero, F tuvo mayor nivel de expresión que CN en genes de la clase reacción 

lumínica y menos expresados los del ciclo de Calvin y la fotorrespiración (Tabla Supl. 
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6b). La luz es necesaria para la acumulación de todos los componentes cloroplásticos 

y el frío retarda completamente el desarrollo de los cloroplastos en un sistema foliar de 

reverdecimiento. Yang et al. (2005) encontraron que la mayoría de genes reprimidos 

por frío (cos, cold-supressed) en hojas, tenían una función importante en el desarrollo 

del cloroplasto y la fotosíntesis. En el caso de las mandarinas donde el almacenaje a 

2ºC se realizó en una cámara fría en oscuridad se esperaría que todo el sistema 

fotosintético estuviese reprimido. 

Al igual que en F, el metabolismo de lípidos en CN parecía estar reprimido, 

tanto en la síntesis y elongación de ácidos grasos, como en la degradación de lípidos  

 

TABLA 15. Genes de CNmclase clasificados en la categoría metabolismo de 
lípidos en MapMan. 
 log2ratio (*)  
AGI CN9 CN14 CN28 CN56 Descripción 
FA elongación 
At2g22230 -0,406 -0,806 -1,122 -0,161 β-hidroxiacil-ACP deshidratasa 

At1g08510 0,428 0,812 1,239 -0,698 acil-(proteína transportadora de acilos) 
tioesterasa 

At5g36880 0,064 -0,19 -0,205 -0,474 Putativo acetil-CoA sintetasa 
At1g55320 1,611 2,144 2,912 0,66 Enzima activadora de acilos 18 (AAE18) 
At1g65890 0,073 -0,123 -0,856 -0,215 Enzima activadora de acilos 12 (AAE12) 
At2g47240 -1,031 -1,086 -1,543 0,509 Ácido-graso de cadena larga-CoA ligasa 
At5g04530 -0,889 -0,721 -0,845 -0,043 β-ketoacil-CoA sintasa 
At2g26250 -1,405 -0,959 -1,539 0,026 β-ketoacil-CoA sintasa 
At1g31812 -0,578 -0,752 -0,95 -0,545 acil-CoA unión proteína/ACBP 
At2g43710 -0,731 -0,755 -1,145 0,262 acil-(acil-carrier-proteína) desaturasa 
At1g01090 -1,196 -1,025 -0,89 -0,331 Subunidad α piruvato deshidrogenasa E1 

FA desaturasa 
At2g43710 -0,731 -0,755 -1,145 0,262 S-ACP-DES (SSI2) 
At5g05580 

aCL5Contig18 -0,455 -0,98 -0,796 0,338 ω-3-FAD, cloroplasto, sensible a temperatura 
(FAD8) 

At4g30950 
aCL1Contig2 0,641 1,029 1,253 0,429 Ω-6-FAD, cloroplasto (FAD6) 

Exóticos.esfingolípidos 
At3g07020 -0,915 -0,604 -0,787 0,168 UDP-glucosa:esterol glucosiltransferasa  
At5g42890 0,32 -0,292 -0,932 -0,233 transportardor esterol 2 (SCP-2) 
At5g20060 -0,434 -0,629 -1,152 -0,273 fosfolipasa/carboxilesterasa 
At1g27980 0,375 0,595 0,63 -0,182 LCB 1-fosfato liasa 

Degradación.lisofosfolipasas 
At5g20060 -0,434 -0,629 -1,152 -0,273 fosfolipasa/carboxilesterasa 
At1g52570 -0,84 -0,933 -1,756 -0,692 PLD α 2 
At3g51460 -1,177 -1,562 -2,38 -2,594 fosfoinositido fosfatasa SAC1 

Degradación.β-oxidación.acilCoA.DH 
At1g06290 0,69 0,903 1,346 1,412 ACX3 
 (*) Media de las cuatro réplcias de log2ratio=log2CNx/CN0, siendo CNx cada muestra de la serie temporal CN. 
Niveles de expresión normalizados a CN0, los valores negativos indican represión y positivos inducción 
respecto el valor a tiempo cero. 
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por PLs. No obstante el único gen representante de la degradación por β-oxidación sí 

estaba fuertemente inducido a lo largo de la serie temporal (Tabla 15), lo cuál es de 

nuevo característico de procesos senescentes (Graham y Eastmond, 2002). El ungen 

aCL5Contig18, ω-3-FAD (ácido graso desaturasa), se reprimía a lo largo de la serie 

temporal hasta la mitad del valor de expresión recién traído de campo (Tabla 15). En 

cambio, el unigen aCL1Contig2, Ω-6-FAD, presentaba una fuerte inducción de tres a 

cuatro veces mayor nivel de expresión que el obtenido en las muestras recién traídas 

de campo (Tabla 15). 

 

En F, pero no en CN, se identificó como categoría diferencial la categoría de 

genes relacionados con el ET con 8 genes implicados. Para investigar esta diferencia, 

se revisaron los datos de expresión de estos 8 genes en la serie de CN. Cuatro de los 

genes (2-oxoglutarato dependiente dioxigenasa, At2g30830; ACO, At1g05010; ER6, 

At3g53990; esterasa inducida por ET, At2g23620) también presentaron expresión 

diferencial en CN, con un patrón de expresión similar al de F (Fig. 24). Probablemente 

este efecto se explicaría por el menor número de sondas que pasaron los filtros de 

calidad después de las hibridaciones en CN. De hecho, al analizar los datos de 

expresión de los genes de biosíntesis de ET independientemente de la calidad de 

hibridación de las sondas, se observó que los perfiles de expresión eran similares en 

ambas variedades, aunque existen diferencias descritas en el siguiente apartado 5.2. 

Estos resultados se discuten en el apartado 6.2. 
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Figura 24. Valores de expresión de los genes comunes de F y CN de la categoría etileno según MapMan, 
normalizados respecto de sus niveles a tiempo 0. En el eje de las X se muestra el valor del log2ratio, 
log2CNx/CN0 (siendo CNx cada muestra de la serie temporal de CN) y log2Fx/F0 (siendo Fx cada muestra de 
la serie temporal de F). En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de 
almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 
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4.2 Identificación de genes de respuesta rápida al frío en Clemenules 

 

4.2.1 Análisis de la respuesta transcripcional del flavedo de madarinas 
Clemenules durante las primeras horas de almacenamiento en frío 
 

Para caracterizar la respuesta rápida de los frutos CN al almacenamiento a 

2ºC, se compararon los niveles de transcritos correspondientes a los frutos recién 

traídos de campo con los de los frutos que permanecieron durante cortos periodos de 

tiempo (pocas horas) a 2ºC. Con el fin de identificar genes con expresión 

significativamente diferencial, se llevó a cabo un análisis SAM 2clases (ver Materiales 

y Métodos), atribuyendo el tiempo cero (frutos recién traídos de campo) a una clase, y 

los tiempos cortos (una mezcla de 2, 3.5 y 4.5 h a 2ºC) a la segunda clase. Se 

detectaron muy pocos cambios significativos para esa respuesta rápida. El FDR 

mínimo con el que se obtuvieron genes diferenciales fue de 20%, identificando 5 

sondas correspondientes a 4 genes (Tabla 16). A pesar de ser un resultado con baja 

confianza estadísitica, los genes fueron examinados. Tres de estos genes presentaron 

un patrón de expresión de inducción a tiempos cortos de exposición al frío, y esa 

inducción se acentuó en las muestras correspondientes a los 9 ó 28 d a 2ºC, para 

disminuir a partir de ese punto, aproximándose a los valores iniciales en el estadio 

correspondiente a los 56 d (Tabla 17). Los niveles de estos transcritos aumentaron 

hasta 16 veces al cabo de pocas horas en frío. El único gen significativamente 

reprimido a tiempos cortos fue el CCR4-associated factor 1 (CAF1) que disminuyó su 

expresión 4 veces en este intervalo de tiempo. 

 

TABLA 16. Genes diferenciales según el análisis SAM 2clases de CN0 y 
CNtc (2+3.5+4.5 h a 2ºC) 
Sonda/Unigen Proceso biológico Anotación CN0* CNtc*
C02014A09/aCL206Contig3 Metab. de RNA CAF1  0 -0,9 

C02021G11/aCL99Contig1 Metab. 2io UDP-
xilosiltransferasa  0 1,84 

C04016D08/aCL99Contig1 Metab. 2io UDP-
xilosiltransferasa 0 1,75 

C04002H12/aCL1751Contig1 Función 
desconocida T26J12.8 0 0,93 

C04019A12/aCL927Contig2 
Metab. 
carbohidratos,  
pared celular 

β-1,3-glucanasa 2 0 1,05 

(*) Media de las cuatro réplicas del log2ratio=log2CNx/CN0, siendo CNx CN0 ó CNtc. Los valores de expresión 
negativos indican represión, mientras que los positivos indican inducción respecto CN0. 
En naranja se resaltan los genes procedentes de la genoteca FlavFr1. 
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Hay que destacar que esta respuesta rápida no fuese transitoria, puesto que la 

tendencia de expresión de estos cuatro genes a tiempos cortos se fue intensificando 

con el tiempo de exposición al frío; tan sólo se vio un retorno hacia los niveles de 

expresión iniciales en la muestra tardía de CN56 d (Tabla 17). De hecho, estos genes 

también se identificaron como diferencialmente expresados a lo largo de las series de 

tiempos largos de CN y F. Sin embargo, los perfiles de expresión fueron similares en 

ambas variedades por lo que probablemente estarían implicados en la respuesta al 

frío, pero no en la mayor tolerancia de CN. 

 

TABLA 17. Patrones de expresión de los genes estadísticamente 
diferenciales entre CN0 y CNtc (2+3.5+4.5 h a 2ºC), según un análisis SAM 
2clases con un FDR=20%, en las series completas de CN (excepto CNtc y 
CN24h) y de F  

log2ratio(*) 
Anotación CN0 CN24h CN14 CN28 CN56 F0 F7 F14 F28 F45 
CAF1 0 -0,71 -1,62 -1,45 0,01 -0,05 -1,86 -1,83 -1,45 -1,66 

UDP- 
xilosiltransferasa  0 1,35 4,11 4,90 1,06 1,02 3,36 3,22 3,32 4,63 

UDP- 
xilosiltransferasa 0 1,57 3,80 4,56 1,80 1,83 3,35 3,42 3,40 4,20 

T26J12.8 0 1,88 1,62 11,93 0,09 0,59 1,08 0,90 1,98 1,94 

β-1,3-glucanasa 2 0 1,13 2,43 1,88 0,63 1,40 3,45 2,75 2,21 2,79 
 (*) Media de las cuatro réplicas de log2ratio=log2X/CN0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y 
F. Niveles de expresión normalizados a CN0, los valores negativos indican represión y los positivos 
inducción respecto CN0. 
En naranja se resaltan los genes procedentes de la genoteca FlavFr1. 

 

La proteína asociada al factor CCR4 (CAF1) pertenece al complejo CCR4-

NOT, con un importante papel en el control de la transcripción y catabolismo del 

mRNA en eucariotas (Liu et al., 2001). Su función en plantas está asociada al 

desarrollo normal, así como a la defensa contra infecciones patógenas (Liang et al., 

2009). Pese a que At3g44260, CCR4-NOT, se induzca en tallos de Arabidopsis 

después de 1 h de estrés de frío, sequía y luz UV-B (Kilian et al., 2007), nuestro 

estudio no evidenció dicha respuesta al estrés por bajas temperaturas en los frutos de 

CN y F. 

Por otro lado, el gen UDP-xilosiltransferasa, podría estar relacionada con la 

xilosidación de grupos hidroxilo de fenoles de los componentes de la lignina (Kondo et 

al., 1993) o de otros componentes de la pared celular, como ramnogalacturonano II, y 

xilogalacturonano. 

El unigen aCL927Contig2, β-1,3-glucanasa sí mostró un perfil algo dispar entre 

CN y F, presentando las diferencias del mayor nivel inicial y menor caída final en F 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kondo%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kondo%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
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(Tabla 17). Además, se ha descrito la activación de genes β-1,3-glucanasa, y de otros 

genes relacionados con defensa, en el transcurso de senescencia en plantas 

(Balandin y Castresana, 1997; Obregon et al., 2001). Estas diferencias, de acuerdo 

con otros estudios de la expresión del gen β-1,3-glucanasa CrGlcQ en diversos cítricos 

(Navelate, Pinalate, F), muestran que el aumento de niveles de expresión estarían 

ligados al desarrollo de desórdenes en la piel del fruto, producidos durante la 

postcosecha a bajas temperaturas (Sanchez-Ballesta et al., 2006, 2008). 

 

TABLA 18. Genes que mostraron cambios de expresión al menos dos 
veces entre CN0 y CNtc, sin pasar ningún test estadístico 

Sonda 
Unigen Anotación media(*) 

CN0 
sd 

CN0 
media(*) 

CNtc 
sd 

CN0 
C04016H01 
aCL261Contig2 Gen asociado a senescencia 0 0,80 -1,20 1,71 

C02021G11 
aCL99Contig1 UDP-xilosiltransferasa  0 0,43 1,84 0,82 

C04016D08 
aCL99Contig1 UDP- xilosiltransferasa 0 1,23 1,75 0,68 

C18015B06 
aCL1649Contig1 Sin anotación 0 0,53 1,07 0,25 

C04019A12 
aCL927Contig2 β-1,3-glucanasa 2 0 0,43 1,05 0,45 

C04013G09 
aCL22Contig1 

ACO 0 0,25 1,05 0,67 

C20008B04 
aCL9058Contig1 

ORF72B 0 0,87 1,04 0,80 

(*) Media de las cuatro réplcias del log2ratio=log2X/CN0, siendo X CN0 ó CNtc. Los valores de expresión 
negativos indican represión y positivos inducción respecto CN0. 
En naranja se destacan las sondas procedentes de la genoteca FlavFr1. En azul se destaca la sd. 

 

Se comprobó si realmente la respuesta transcriptómica a tiempos cortos era 

tan poco pronunciada, o la imposibilidad de identificar más cambios era debida a la 

rigidez del análisis estadístico aplicado, o a la heterogeneidad entre réplicas. Para ello, 

se rastreó el conjunto de datos buscando los genes que presentasen un nivel de 

cambio de al menos 2 veces entre CN0 y CNtc, independientemente de la variabilidad 

entre réplicas (Tabla 18). Tan sólo se hallaron 3 genes no identificados mediante el 

análisis estadístico y efectivamente su variabilidad fue elevada. En todo caso, los 

datos apuntaron a un bajo número de genes de respuesta a tiempos cortos de 

exposición de las mandarinas CN al frío, lo cual sugiere que la mayor tolerancia de CN 

no se debe a una respuesta de defensa ante el estrés (al menos no a una respuesta 

rápida). Quizás CN tenga un transcriptoma preparado para el estrés a bajas 

temperaturas y no necesite una activación temprana para resistir a dicho estrés. Sin 
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embargo, no se puede descartar la posibilidad que no se identifique una respuesta 

temprana debido a la ausencia en la micromatriz de genes específicos de la misma. 

En ese sentido, en la micromatriz empleada no se incluyeron sondas de cDNAs 

procedentes de muestras de frutos sometidas a frío durante tiempos menores a una 

semana. Aunque, en la micromatriz hay genes procedentes de genotecas obtenidas a 

partir de hojas y raíces sometidas a sequía en 5, 10 y 24 h, así como, hojas sometidas 

a estrés salino durante 6 h, 24 h y 7 d (Forment et al., 2005), y posiblemente podrían 

aportar genes de respuesta temprana y común al estrés por frío, sequía y salinidad 

puesto que en los tres estreses se produce deshidratación. 

 
4.2.2 Análisis de la respuesta transcripcional del flavedo de madarinas 
Clemenules durante las primeras 24 h de almacenamiento en frío 

 

Con el objetivo de identificar genes cuya expresión cambiase significativamente 

a tiempos cortos o a las 24 h de almacenamiento a 2ºC respecto a muestras recién 

traídas de campo, se realizó un análisis SAM mclase (detecta cambios diferenciales en 

un punto cualquiera de la serie temporal [0, tc y 24 h de almacenamiento en frío]). De 

este modo se identificaron 24 sondas significativamente diferenciales, 

correspondientes a 13 unigenes, con una confianza del 95% (FDR=5%). Entre estas 

sondas no se hallaron ninguna de las identificadas en el análisis de tiempos cortos 

(SAM 2clases CN0-tc, FDR=20%), por lo que su significatividad debe venir por una 

expresión diferencial a 24 h a 2ºC. 

En la Tabla 19 (SAM mclase CN0-tc-24 h) se muestra la anotación de estos 

genes destacando la presencia de 15 sondas procedentes de clones de la genoteca 

FlavFr1 (10,3% sondas de FlavFr1 en la micromatriz). Este enriquecimiento en sondas 

procedentes de la genoteca FlavFr1 (obtenida con muestras de frutos tras varios días 

de almacenamiento en frío) entre los genes identificados de respuesta rápida al frío 

(hasta 24 h) sugiere que también se expresan a tiempos medio-largos de 

almacenamiento en frío. 

La mayoría de estos genes presentaron inducción a las 24 h (Tabla 19), 

incluyendo: el unigen T26J12.8, que es similar a una proteína asociada a senescencia; 

una lipoxigenasa, posiblemente implicada en la biosíntesis del ácido jasmónico u otros 

derivados lipídicos; tres factores de transcripción con dominio NAC; dos genes que 

codifican chaperonas, una tipo DnaJ y una proteína de estrés térmico; un gen similar a 

MGC84136 de Xenopus laevis; y 10 sondas a las que no se pudo asignar anotación 

(ocho de ellas procedentes de sondas sin anotación por mala calidad de secuencia). 

Por el contrario, dos genes se reprimieron, correspondientes a un gen COMT del  
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TABLA 19. Valores de expresión de los genes con expresión diferencial en 
CN según el análisis SAM mclase CN 0-tc-24 h a 2ºC con un FDR=5% 
normalizados a CN0 

Sonda Unigen Anotación CN0* CNtc* CN24h* 

C04016H08 aCL1422Contig1 COMT 0 -0,65 -1,74 

C18001A09 aCL1136Contig2 DnaJ 0 0,84 2,05 

C04011A03 aCL6Contig22 HSP 0 -0,34 0,89 

C07009E12 aCL6Contig22 HSP 0 -0,21 1,20 

C04018C11 aCL241Contig1 Lipoxigenasa 0 0,27 0,85 

C04023C09 aCL608Contig1 MGC84136 0 0,30 0,94 

C04006H07 aCL1571Contig1 Dominio NAC, NAC1 0 0,58 1,57 

C18015B04 aCL35Contig3 Dominio NAC, NAC4 0 0,70 1,85 

C04011G07 aCL943Contig1 Familia NAC 0 0,59 1,71 

C04016G06 Sin unigen Sin anotación 0 0,88 2,05 

C04022C04 Sin unigen Sin anotación 0 0,02 1,26 

C04022F05 Sin unigen Sin anotación 0 -0,13 1,23 

C04022F08 Sin unigen Sin anotación 0 -0,20 1,40 

C04023A11 Sin unigen Sin anotación 0 0,31 0,98 

C04023C10 Sin unigen Sin anotación 0 0,44 1,45 

C04023C12 Sin unigen Sin anotación 0 0,16 1,34 

C02009F03 Sin unigen Sin anotación 0 0,78 1,69 

C02013C04 Sin unigen Sin anotación 0 0,32 1,18 

C02015H01 aCL144Contig2 Sin anotación 0 -0,41 -1,58 

C08004E04 aCL5425Contig1 Sin anotación 0 0,27 1,30 

C20008C01 aCL4708Contig1 Putativo ATFP3 0 -0,22 -1,06 

C04002H12 aCL1751Contig1 T26J12.8 0 0,93 1,88 

C04013E07 aCL1751Contig1 T26J12.8 0 0,74 1,28 

C08001D09 aCL1751Contig1 T26J12.8 0 0,64 1,33 

 (*) Media de las cuatro réplicas de log2ratio=log2X/CN0, siendo X el valor de CN0, CNtc o CN24h en cada 
caso. Los valores de expresión negativos indican represión y positivos inducción respecto CN0. 
En naranja se destacan las sondas procedentes de la genoteca FlavFr1. 
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metabolismo secundario de fenilpropanoides y un gen posible ATFP3 implicado en la 

unión, transporte y almacenamiento de metales (Dykema et al., 1999). La función de 

varios de estos genes es compatible con el establecimiento de la tolerancia al frío en 

las mandarinas CN. Por ejemplo, se ha descrito la importancia de proteínas tipo HSP 

(Iba, 2002; López-Matas et al., 2004; Swindell et al., 2007) y DnaJ (Zhu et al., 1993; 

Futamura et al., 1999; Wang et al., 2004; Hwang et al., 2005; Yang et al., 2009b) en la 

aclimatación de diferentes especies a situaciones de estrés, incluyendo el causado por 

bajas temperaturas. De similar manera, la inducción de factores de transcripción de 

tipo NAC podría estar regulando la respuesta y aclimatación al frío como se ha 

determinado en otras especies como Arabidopsis y arroz (Yoo et al., 2007; Hu et al., 

2008). 

Al comprobar los patrones de expresión de estos genes en la serie completa de 

CN (Tabla 20), se observó que la mayoría de los genes inducidos a las 24 h 

permanecían inducidos hasta los 28 d de almacenamiento en frío y después decaían. 

En general, los máximos de expresión de estos genes en CN se detectaron a los 9 d 

de almacenamiento a bajas temperaturas. En cambio, COMT y ATFP3 alcanzaron la 

mayor represión a los 9 d y después de la cuarta semana en frío, recuperon niveles de 

expresión próximos a los iniciales. 

Con objeto de investigar si la expresión de estos genes podría estar 

relacionada con la tolerancia al frío de CN, o por el contrario con la respuesta al 

almacenamiento en frío compartida entre CN y F, se estudió si la expresión de los 

mismos también resultaba diferencial en las series temporales de almacenamiento en 

frío de cada una de las variedades por separado y en el de la comparación entre las 

dos variedades (Tabla 20). Se observó que todos los genes diferenciales en CN lo 

fueron también en F (análisis Fmclase) excepto uno de los no anotados. En general, 

los perfiles de expresión de estos genes fueron similares en ambas variedades, 

aunque el nivel de expresión en el tiempo inicial de la mayoría de genes con perfil de 

inducción fue menor en F que en CN, como por ejemplo el caso de los gen DnaJ 

(aCL1136Contig2), COMT, HSP y de los factores de transcripción tipo NAC. El nivel de 

expresión de estos genes en F en frutos recién traídos de campo fue la mitad respecto 

a CN. El aumento de expresión en F a lo largo del tiempo fue menor que en CN. Los 

niveles de expresión en CN durante la primera semana de almacenamiento en frío 

aumentaron cuatro veces, sin embargo en F sólo incrementaron dos. Además, en F no 

se analizó ningún tiempo intermedio en la primera semana de almacenamiento a bajas 

temperaturas. Estos resultados sugieren la posibilidad que las mandarinas F estén 

menos preparadas para soportar el frío incluso a nivel de su transcriptoma basal. 

Según esta idea, la respuesta a las bajas temperaturas sería similar en CN y F, pero 
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en F no llegaría a alcanzar el umbral que le permitiese combatir el estrés 

eficientemente. 

 

TABLA 20. Valores de expresión de los genes con expresión diferencial a 
tiempos cortos en CN según el estadístico SAM mclase CN 0-tc-24 h con un 
FDR=5% normalizados a CN0, en las series de CN y de F en los casos en los 
que resultaron también diferenciales en las mismas (CNmclase y Fmclase 
con un FDR=5%, respectivamente) 
Anotación CN0* CN9* CN14* CN28* CN56* F0* F7* F14* F28* F45* 
COMT 0 -2,20 -2,10 -1,93 0,32 -0,13 -0,69 -0,71 -0,69 -1,25 

DnaJ 0 1,37 1,44 1,89 0,74 -1,96 0,40 0,22 -0,05 -0,88 

HSP 0 2,42 2,52 2,07 -0,29 -1,46 -0,52 -0,48 0,07 -0,02 

HSP 0 2,98 3,07 2,7 0,30 -1,69 -0,50 -0,68 0,03 0,13 

Lipoxigenasa 0 0,12 -0,35 -1,02 -0,55 -0,69 0,12 -0,11 -1,01 -2,18 

MGC84136 0 0,89 0,31 -0,68 -0,40 -0,57 0,12 -0,65 0,22 0,11 

Dominio 
NAC, NAC1 0 

2,61 2,41 2,38 0,49 -1,69 0,61 0,64 0,54 0,24 

Dominio 
NAC, NAC4 0 

2,41 1,71 1,22 -0,04 -1,49 0,37 -0,53 0,49 0,42 

Familia NAC 0 2,20 1,70 1,87 0,44 -0,74 0,08 -0,17 -0,20 0,24 

No anotado 0 3,05 3,04 2,64 1,36 -1,10 1,80 1,83 1,74 2,51 

No anotado 0 2,84 2,74 2,37 0,40 -1,98 -0,64 -0,83 0,23 0,32 

No anotado 0 3,23 3,32 2,39 0,11 -2,12 -0,61 -0,90 0,26 0,22 

No anotado 0 3,17 3,40 2,38 0,26 -2,05 -0,39 -0,86 0,24 0,12 

No anotado 0 0,76 0,57 -0,12 -0,05 -0,65 0,21 -0,47 0,22 0,33 

No anotado 0 1,57 0,67 -1,05 -0,73 -1,08 0,26 -1,33 0,16 0,34 

No anotado 0 2,84 2,85 2,14 0,19 -1,77 -0,38 -0,89 -0,01 0,37 

No anotado 0 2,13 1,40 1,01 0,20 -1,22 0,27 -0,33 0,27 0,38 

No anotado 0 0,44 -0,08 -0,80 0,50 -1,09 -0,31 -0,55 0,01 -0,73 

No anotado 0 -0,53 -0,77 -0,14 -0,01 Sin dato en F 

No anotado 0 0,95 0,39 -0,51 -0,31 -1,02 -0,49 -1,05 -0,93 -0,98 

ATFP3 0 -1,29 -1,16 -1,31 -0,58 0,23 0,32 0,49 -0,27 -0,55 

T26J12.8 0 1,79 1,68 1,92 -0,03 -1,08 -0,64 -0,82 0,54 0,23 

T26J12.8 0 1,25 1,20 1,59 0,42 -1,05 -0,28 -0,53 0,41 O,36 

T26J12.8 0 1,55 1,49 1,61 -0,29 -1,04 -0,92 -0,65 0,61 0,22 

 (*) Media de las cuatro réplicas de log2ratio=log2X/CN0, siendo X cada una de las muestras de la serie 
temporal de CN y F. Los valores de expresión negativos indican represión y positivos inducción respecto 
CN0. 
En naranja se destacan las sondas procedentes de la genoteca FlavFr1. 
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5. ANÁLISIS COMPARATIVO DE LOS CAMBIOS DE EXPRESIÓN EN EL 

FLAVEDO DURANTE EL ALMACENAMIENTO EN FRÍO ENTRE 

MANDARINAS CLEMENULES Y FORTUNE 

 

Los análisis individuales de cada variedad de frutos almacenados en frío 

resultaron muy similares en cuanto a las categorías funcionales enriquecidas con los 

genes reprimidos de cada grupo (Tabla 21). Con el test Wilcoxon de MapMan se 

revelaron algunas categorías diferenciales en algunos puntos de la serie temporal y 

que resultaron ser diferentes entre variedades. En el caso de F se identificó como 

diferencial entre variedades la fotosíntesis, metabolismo de lípidos y etileno, y en el de 

CN el metabolismo secundario. 

 

 

TABLA 21. Resumen de los resultados del análisis individual de las series 
temporales de CN y F, obtenidos a partir de los uniAt estadísticamente 
diferenciales con SAM mclase aplicando FatiGO 
 CN mclase reprimidos F mclase reprimidos 

Traducción 

Ensamblaje cromatina PROCESO 
BIOLÓGICO 

Traducción 
Ensamblaje de complejos proteína-

DNA 

Constituyentes estructurales del 

ribosoma 

Constituyentes estructurales del 

ribosoma 
FUNCIÓN 
MOLECULAR 

Unión a actina Unión a actina 

Ribosomas Subunidad pequeña ribosomal 

Cloroplasto 

Parte del cromosoma 

COMPONENTES 
CELULARES 

Orgánulos de unión a 

membrana intracelular 
Parte citosólica 

 CN mclase ind vs rep F mclase ind vs rep 

PROCESO 
BIOLÓGICO 

Proceso de biosíntesis de 

macromoléculas 
Traducción 

FUNCIÓN 
MOLECULAR 

X 
Constituyentes estructurales del 

ribosoma 

Ribosomas 

Cloroplasto 
COMPONENTES 
CELULARES 

X 

Orgánulos no unidos a membrana 
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5.1 COMPARACIÓN DE LOS GENES DIFERENCIALES IDENTIFICADOS 

EN CLEMENULES (CNmclase) CON LOS IDENTIFICADOS EN FORTUNE 

(Fmclase) 

 

Una forma adicional de visualizar las respuestas transcripcionales de los frutos 

CN y F al frío, consistió en representar mediante un diagrama de Venn las relaciones 

entre los transcritos, representados por la sonda impresa en la micromatriz, con 

cambios temporales de expresión significativos en cada variedad que habían sido 

identificados mediante el análisis estadístico SAM multiclase (Fig. 25). De este modo, 

la mayoría de transcritos de expresión diferencial en CN (variedad tolerante) lo fueron 

también en F (variedad sensible), por tanto podrían corresponder con genes que 

intervienen en el proceso de adaptación/respuesta de los frutos de ambas variedades 

a las condiciones de frío durante la postcosecha (Fig. 25). Se identificaron 995 

unigenes (representados por 1484 sondas en la micromatriz) significativamente 

regulados en ambas variedades (según los respectivos análisis SAM multiclase en 

cada una de ellas) (Tabla Supl. 10). Sin embargo, que ambas variedades cambiasen la 

expresión de un mismo conjunto de genes no es indicativo que el cambio fuera de la 

misma magnitud, ni en el mismo sentido de inducción o represión, como se describirá 

a continuación en el apartado 5.2.  

 

1469 
unigenes

2439 
clones

CNmclase

Fmclase

189 
unigenes

255 
clones

995 
unigenes

1484 
clones

 
Figura 25. Diagrama de Venn mostrando la relación de genes (unigenes y clones representados por una 
sonda) con cambios de expresión significativos de cada variedad CN (tolerante) y F (sensible), según los 
respectivos análisis SAM multiclase. 

 

La Figura 25 muestra la identificación de transcritos de expresión diferencial en 

una variedad o en otra. Estos transcritos podrían explicar el diferente comportamiento 

frente al frío. Se identificaron 255 sondas con cambios de expresión significativos 
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exclusivamente en CN (189 unigenes de los cuales 148 presentan anotación 

funcional). Estos podrían estar implicados en el mecanismo de tolerancia al frío. En 

cuanto a las respuestas moleculares específicas de F, se identificaron 2439 sondas 

(que representan a 1469 unigenes, de los cuales 1241 presentan anotación funcional), 

cuya expresión resultó diferencialmente alterada exclusivamente en la variedad 

sensible F. Es posible que entre esos genes se encuentren los que participan en el 

desarrollo de los daños por frío, o los implicados en la susceptibilidad o falta de 

adaptación al frío. 

La gran cantidad de genes (1469) con cambios de expresión significativos 

identificados exclusivamente en F (Tabla Supl. 8) podría ser explicada, al menos en 

parte, por el mayor número de sondas que no superaron los filtrados de calidad en CN 

(apartado 2 del Capítulo 2). En cambio, algunos de estos genes sí podrían estar 

regulados específicamente en F, por ejemplo, en relación con el desarrollo de daños. 

Como ya se apuntó en el análisis de tiempos cortos de CN, quizás esta variedad esté 

preparada para soportar el estrés por frío y no necesite activar una serie de genes que 

sí necesite F. Los genes exclusivos de CN estarían libres de esa reserva. 

 

Para indagar más en los procesos específicos de cada variedad, los genes 

identificados como significativamente regulados en cada variedad se clasificaron en 

categorías de GO en todos los niveles posibles. En la Tabla 22 se muestra la 

clasificación en las categorías de proceso biológico de los niveles 3, el más general, y 

9, el más específico que estaría incluído en el nivel 3. Para ello, primero se asociaron 

los genes identificados exclusivamente en cada variedad con su código AGI y se 

agruparon en uniAts obteniendo 81 genes específicos de CN (Tabla Supl. 7), y 592 de 

F (Tabla Supl. 8). 

Algunos de los genes específicos de CN se describieron en el Capítulo 1: en el 

apartado 2 el gen UDP-glucosa: ácido salicílico glucosiltransferasa (aCL1454Contig1); 

y en el apartado 4 los genes COR15 (aCL6Contig7, aCL6Contig16), y poliubiquitina 

(aCL4Contig29) como algunos de los genes más abundantes en la genoteca FlavFr1 

(Tabla 8). Estos últimos genes también se identificaron diferenciales entre ambas 

variedades y posteriormente se comentan. 

En cambio, otros genes como enzima biosíntesis tiazol, precursor cloroplástico 

(aCL16Contig1), inhibidor de cisteína proteasa (aCL16Contig2), y miraculina 

(aCL1Contig10, aCL1Contig11) se identificaron en ambas variedades (en CN 

específicos y F específicos) porque se representaron con diferentes sondas en cada 

caso. 
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Con más detalle se examinaron las funciones y los patrones de expresión de 

los genes que mostraron cambios significativos exclusivos de CN que se clasificaron 

en las categorías de respuesta a estrés, procesos de desarrollo celular, procesos 

catabólicos y muerte (Tabla Supl. 7), ya que a priori podrían estar implicados en la 

aclimatación al frío. 

Entre los genes significativamente diferenciales exclusivos de CN, se identificó 

un gen SUMO E3, unigen aCL5236Contig1 inducido en CN14 y con un patrón plano 

en F (Tabla Supl. 7). Este gen se clasificó en las categorías proceso metabólico 

celular, proceso metabólico primario, proceso metabólico de macromoléculas, y 

regulación de procesos biológicos en el nivel 3 y regulación de la transcripción en los 

niveles 7 y 8. En Arabidopsis, la sumoilización de ICE1 dependiente de AtSIZ1 (SUMO 

E3) parece necesaria para favorecer la inducción de CBF3/DREB1A y represión de 

MYB15 implicados en tolerancia a bajas temperaturas (Miura et al., 2007). La mayor 

expresión de aCL5236Contig1 en CN podría estar relacionada con la activación de 

mecanismos de respuesta al frío. Análisis de genética reversa sobre este gen en 

cítricos serían interesantes para testar su implicación en la tolerancia al frío. 

También se identificó un gen RING-H2 finger, aCL198Contig1, en la categoría 

respuesta a estrés, significativamente inducido en CN de 9 a 28 d a 2ºC, y cuyos datos 

de expresión en F variaron poco (Tabla Supl. 7, Fig. 37). El ortólogo de este gen, 

AtXERICO, se induce por estrés osmótico, salino y sequía, y activa la expresión de 

genes de biosíntesis de ABA (Ko et al., 2006), por lo que podría contribuir en 

mandarinas de CN a proporcionar tolerancia a las bajas temperaturas. Dado que el 

análisis CNmclase (Tabla Supl. 6a) indicó que la síntesis de carotenoides precursores 

de la síntesis de ABA se reprimió, esta posible interacción requeriría de una activación 

de genes específicos de la ruta ABA que no se pudo identificar. 

Entre los genes incluidos en la categoría de GO de desarrollo celular 

destacaron varios genes. Uno de ellos, un factor de inicio de la transcripción gamma-

IIA, aCL5775Contig1, que se inducía en CN9, mientras que en F mantenía un patrón 

plano a lo largo del almacenamiento en frío (Tabla Supl. 7; Tabla Supl. 9, SOM6). Este 

gen podría estar implicado en la síntesis de proteínas de respuesta al estrés que 

incrementarían la tolerancia al frío en CN. Como apoyo a esta hipótesis se encuentra 

el trabajo de Ruffel et al. (2005) en el que un factor de elongación eIF4E-pvr2 confiere 

resistencia a pimiento frente a un potivirus; o el incremento de expresión de eIF4A por 

deshidratación en Nicotiana tabacum (Kawaguchi et al., 2003). En cambio, los genes 

CNG2, aCL5832Contig1 (clasificado también en la categoría GO de Muerte) y SEP3, 

aCL176Contig1, se reprimieron en CN pero no mostraron cambios significativos en F 

(Tabla Supl. 6a y 7). El gen AtCNGC2/DND1 (Cyclic Nucleotide Gated Channel 2/ 
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TABLA 22. Categorías de GO de Procesos Biológicos representadas en los 
uniAt específicos de cada variedad (elaborado mediante la aplicación 
FatiGO) en los niveles 3 y 9 

CLEMENULES  FORTUNE  

CATEGORÍA en nivel 3 Nº GENES - % Nº GENES - % 
Procesos metabólicos celulares 39 68,4% 257 68,5%
Procesos metabólicos primarios 31 54,4% 206 54,9%
Procesos metabólicos de macromoléculas 22 38,6% 152 40,5%
Proceso biosintético 9 15,8% 104 27,7%
Organización y biogénesis de componente celulares 7 12,3% 54 14,4%
Establecimiento de localización 5 8,8% 54 14,4%
Respuesta a estrés 12 21,0% 52 13,87%
Respuesta a estímulo abiótico 11 19,3% 51 13,6%
Respuesta a estímulo químico 4 7,02% 47 12,5%
Regulación de procesos biológicos 8 14,0% 35 9,3%
Procesos catabólicos 4 7,0% 29 7,7%
Desarrollo de estructuras anatómicas 1 1,8% 29 7,7%
Respuesta a estímulos endógenos 6 10,5% 29 7,7%
Desarrollo organismo multicelular 2 3,5% 25 6,7%
Comunicación celular 4 7,0% 20 5,3%
Procesos desarollo celular 5 8,8% 19 5,1%
Proceso reproductivo 1 1,8% 19 5,1%
Proceso metabólico de compuestos nitrogenados 1 1,8% 18 4,8%
Fotosíntesis 1 1,8% 17 4,5%
Proceso metabólico secundario 3 5,3% 15 4,0%
Localización proteica 2 3,5% 11 2,9%
Respuesta defensa 2 3,5% 10 2,7%
Muerte 1 1,8% 5 1,3%
Respuesta immune 2 3,5% 5 1,3%
Regulación de función molecular 1 1,8% 2 0,5%
Envejeciminento 1 1,8% 2 0,5%
Ciclo celular 1 1,8% 2 0,5%
Respuesta a estímulo biótico 11 2,9%
Regulación de calidad biológica 10 2,7%
Respuesta a estímulos externos 10 2,7%
División cellular 3 0,8%
Respuesta celular a estímulos 2 0,5%
Coagulación 1 0,3%
Movimiento de estomas 1 0,3%
Adhesión celular 1 0,3%
Autofagia 1 0,3%
Desarrollo maduración 1 0,3%
Crecimiento corporal 1 0,3%
Proliferación celular 1 0,3%
Ritmo circadiano 1 1,8%    

CATEGORÍA en nivel 9 Nº GENES - % Nº GENES - % 
Procesos catabólicos dependientes de modificación 
proteica 3 33,33% 12 17,14%

Dirección de proteínas a vacuola 1 11,11% 2 2,85%
Transporte de Golgi a vacuola 1 11,11%  
proceso metabólico del almidón 1 11,11%  
Miristoilación de proteínas 1 11,11% 7 10,0%
dATP proceso metabólico 1 11,11%  
ADP proceso metabólico 1 11,11%  
UTP proceso metabólico 1 11,11% 1 1,43%
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Continuación Tabla 22 

CLEMENULES  FORTUNE  

CATEGORÍA en nivel 9 Nº GENES - % Nº GENES - % 
CTP proceso metabólico 1 11,11% 1 1,43%
GTP proceso metabólico 1 11,11% 1 1,43%
Proceso biosintético de purina ribonucleósido 
trifosfato 1 11,11% 2 2,85%

Proceso biosintético de pirimidina ribonucleósido 
trifosfato 1 11,11%  

Proceso biosintético de purina desoxiribonucleósido 
trifosfato 1 11,11%  

Ensamblaje de cromatina 1 11,11% 3 4,29%
Proceso metabólico de glucosa 6 8,57%
Proceso catabólico hexosa 4 5,71%
Proceso biosintético sacarosa 3 4,29%
Proceso biosintético glucano 3 4,29%
Proceso biosintético hexosa 3 4,29%
Inicio traduccional 3 4,29%
Ubiquitinación de proteínas 3 4,29%
Proceso catabólico sacarosa 2 2,85%
Homeostasis iones metálicos 2 2,85%
Proceso biosintético de SAM 2 2,85%
Homeostasis cationes inorgánicos di-, tri- valentes 2 2,85%
Regulación de la apoptosis 2 2,85%
Proceso biosintético oxilipina 2 2,85%
Proceso metabólico JA 2 2,85%
Dirección de proteínas a cloroplasto 2 2,85%
Ensamblaje de complejos proteínas celulares 2 2,85%
Β-oxidación de ácidos grasos 2 2,85%
Procesos biosintéticos de regulación de flavonoides 2 2,85%
Morfogénesis de hojas 2 2,85%
Procesos metabólicos de celulosa 2 2,85%
Modificación covalente cromatina 2 2,85%
Autoprocesado de proteínas 1 1,43%
Splicing de RNA, via reacciones de 
transesterificación con adenosina como nucleófilo 1 1,43%

Regulación positiva mediante señalización por ABA 1 1,43%
Regulación negativa de la transcripción dependiente 
de DNA 1 1,43%

Dirección de proteínas a mitocondria 1 1,43%
Remodelación de proteínas 1 1,43%
Proceso biosintético de ET 1 1,43%
Proceso biosintético de metionina 1 1,43%
Regulación de proceso metabólico de antocianina 1 1,43%
Proceso catabólico de de triacilglicéridos 1 1,43%
Proceso biosintético de hexitol 1 1,43%
Proceso metabólico manitol 1 1,43%
Transporte ion cobre 1 1,43%
Transporte SAM 1 1,43%
Importación de proteínas al núcleo 1 1,43%
Biosíntesis rafinosa, familia oligosacáridos 1 1,43%
Proceso metabólico fosfatidilcolina 1 1,43%
Metilación aminoácidos de proteínas 1 1,43%
Morfogénesis raíces laterales 1 1,43%
Proceso metabólico NADP 1 1,43%
Proceso biosintético glicerofosfolípidos   1 1,43%
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Defense No Death 1) codifica una proteína que forma canales de cationes con 

localización en la membrana (Clough et al., 2000; Chan et al., 2003). En Arabidopsis 

este canal se ha implicado con la entrada de calcio al interior celular (Kelling y Schulte, 

1998; Leng et al., 1999) y con respuestas de adaptación a estrés abiótico y biótico 

(Chan et al.2003; 2008). Sin embargo, en el caso de las mandarinas, la represión 

específica en CN sugeriría que la actividad de este canal podría derivar en respuestas 

al frío que desencadenen daños como los de F. El gen SEP3 está implicado en la 

formación de los complejos MADS box que determinan la identidad de los órganos 

florales (Immink et al., 2009, Melzer et al., 2009, Marques et al., 2009) y el desarrollo 

de frutos, incluyendo cítricos (Endo et al., 2006). Atendiendo a las diferencias de 

expresión entre CN y F, sería posible que en CN, la represión de este gen estuviese 

favoreciendo de algún modo la tolerancia al frío. 

En otros casos de genes diferenciales específicamente en CN con función 

potencialmente interesante en cuanto a la tolerancia al frío, se observó un patrón de 

expresión similar en ambas variedades, si bien la mayor variabilidad en los datos de F 

para esos genes impidió que se identificasen como diferenciales según el estadístico 

SAM mclase (Tabla Supl. 6a y 7). Este fue el caso de la inducción en ambas del gen 

Citrus low temperature (Clt1, aCL231Contig2), homólogo al gen de Arabidopsis 

AtRCI2B (Rare Cold Inducible) (Medina et al., 2001) en las categorías respuesta a 

estímulo abiótico, respuesta a estrés, respuesta a estímulo endógeno, en el nivel 3; de 

la inducción de una proteína rica en glicina (aCL5Contig23), relacionada con el ciclo 

circadiano; o de la represión del factor de transcripción de tipo MYB, aCL3899Contig1; 

y de una acuaporina (aCL62Contig1) en las categorías respuesta a estrés y respuesta 

a estímulos abióticos. Para aclarar la posible implicación de genes que sólo se 

identificaron como diferenciales en una de las variedades, se debería hacer una RT-

qPCR en ambas variedades para comprobar más fidedignamente las diferencias 

observadas mediante micromatrices. 

Sin embargo, algunos genes descritos como específicos en cada variedad 

fueron genes diferenciales en el análisis conjunto de CN y F. Algunos genes 

específicos de CN que posteriormente se discuten en el Capítulo 2 en el apartado 

5.2.1 fueron: el gen subtilasa (aCL2182Contig1), poliubiquitina (aCL4Contig29), 

COR15 (aCL6Contig7 aCL6Contig16), β-caroteno hidroxilasa (aCL35Contig1), DnaJ 

(aC04010E05SK_c), el gen inhibidor de cisteína proteasa (aCL16Contig2). Genes 

específicos en F también se identificaron en el análisis en ambas variedades, como 

ejemplo: NB-ARC (aC05011H05SK_c), CPRD47 (aC05014A08SK_c), quitinasa 

(aCL10Contig3), diacina (aCL12Contig3, aCL12Contig4), COMT (aCL18Contig10), 

tioredoxina (aCL18Contig3), y GGPP sintasa (aCL1306Contig1). 



Capítulo 2 

 129

5.2 Identificación de genes con respuesta diferencial entre frutos de 

ambas variedades en series equivalentes y a lo largo de todo su 

almacenamiento en frío 

 

El análisis aplicado sobre los datos de expresión de CN y F para la búsqueda 

de genes con comportamiento diferencial entre variedades fue el SAM time course con 

dos clases y réplicas no apareadas (CNFtime course). El test se efectuó con los datos 

correspondientes a tiempos equivalentes en las dos series, y concretamente los 

tiempos 0, 9, 14, 28 y 56 d a 2ºC de CN; y 0, 7, 14, 28 y 45 d a 2ºC de F (Fig. 26). Se 

partió de 7653 sondas, que después de los filtrados de calidad (ver Materiales y 

Métodos) presentaron dato válido en más del 80% de las micromatrices analizadas. 

Tras aplicar un FDR igual al 5%, resultaron 1861 sondas, correspondientes a 1048 

unigenes, con perfil de expresión significativamente diferencial entre CN y F. 

Seguidamente, se analizaron mediante un análisis PCA (Fig. 27) y un agrupamiento 

por SOM (Fig. 28) las tendencias y perfiles de expresión de los genes que mostraron 

expresión diferencial entre variedades. 
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CN0d CN9d CN14d CN28d CN56dCN0d CN9d CN14d CN28d CN56d
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Clemenules 2ºC

Fortune 2ºC
 

Figura 26. Esquema representativo de las muestras de las series temporales de CN y F comparadas 
mediante análisis SAM time course con el objetivo de identificar genes con respuesta diferencial entre 
ambas variedades durante la postcosecha en frío. Se consideraron los estadios de CN que aparecen en la 
figura como serie 1 y los de F como serie 2. 

 
Se análizó la variabilidad mediante PCA (Fig. 27), considerando los datos de 

expresión del conjunto de genes diferenciales según los resultados del análisis 

CNFtime course indicado. El primer componente explicó un 51% de la varianza y el 

segundo un 20%. En ambas variedades, los cambios más acusados de variabilidad en 

los dos componentes sucedieron durante la primera semana de almacenamiento en 

frío y, además, en el mismo sentido. Sin embargo, después de la primera semana las 

muestras CN estuvieron más cerca unas de otras que las de F, indicando una menor 

variabilidad/cambios en el transcriptoma en aquella variedad. Tras las cuatro semanas, 

se revirtió la tendencia en CN, de modo que la muestra de 56 d se asemejó más a los 

estadios iniciales. En cambio, en F apenas hubo diferencias entre la muestra de 28 y 
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la de 45 d, indicando una respuesta radicalmente diferente a tiempos largos entre las 

dos variedades. Un resultado importante del PCA es que las muestras recién traídas 

de campo, ya estaban separadas considerablemente antes de su exposición al frío, lo 

que indicó que gran parte de la expresión diferencial identificada entre CN y F fue 

independiente de la respuesta al frío, y se debió a diferencias de expresión basales 

presentes en los frutos recién traídos de campo. Estas diferencias podían deberse a 

factores intrínsecos de cada variedad, pero también podían deberse a las condiciones 

medioambientales (http://www.telefonica.net/web2/jgarciaf/meteo/meteo.htm), puesto 

que las mandarinas de cada variedad maduraron en épocas diferentes. Los frutos CN 

se recolectaron en diciembre (2001, 2003) en el que las temperaturas máximas y 

mínimas fueron cercanas a los 10ºC. En cambio, los frutos F se recolectaron en marzo 

(2000, 2001) con temperaturas mínimas superiores a 10ºC, y máximas cercanas a los 

20ºC (http://www.telefonica.net/web2/jgarciaf/meteo/meteo.htm). Mientras los frutos de 

CN estuvieron anclados al árbol podrían estar induciendo un mecanismo general de 

tolerancia a estrés que se manifestaría posteriormente por el diferente comportamiento 

de CN y F. En cuanto a diferencias durante la postcosecha en frío, tanto el PC1 como  
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Figura 27. Análisis mediante PCA de la variabilidad de muestras de las series temporales de CN (izquierda) y 
F (derecha) a partir de los datos de expresión de los genes con expresión diferencial entre ambas series 
según un análisis SAM time course. Cada punto de la serie temporal representa los datos de expresión 
promedio de las 4 réplicas que lo forman. Se consideraron los datos de expresión de las 1861 sondas 
diferenciales según el estadístico SAM time course, con un FDR=5%. 
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el PC2 revelaron tendencias similares en ambas variedades hasta los 14 d, con 

cambios más acusados durante la primera semana en CN en lo que se refería al 

segundo componente. En cambio, entre la segunda y la cuarta semana, los cambios 

parecían poco significativos en CN, mientras que en F fueron los más acusados de 

toda la serie. Teniendo en cuenta el resultado del PCA y la respuesta fisiológica 

diferencial entre CN y F, las diferencias en los niveles de expresión inicial, así como 

los mayores cambios durante la primera semana en CN podrían estar implicados en la 

aclimatación al frío en esta variedad. Por el contrario, los genes que diferencialmente 

presentaron mayor variabilidad en F que en CN entre la segunda y la cuarta semana 

de almacenamiento en frío coincidieron con el incremento en la severidad de los daños 

en F y por tanto podrían estar implicados en el desarrollo de daños, e incluso también 

con la caída de la expresión de elementos que contribuyeran a tolerar el frío. 

 

Los genes diferenciales entre las series de CN y F fueron agrupados según sus 

patrones temporales de expresión, con el fin de visualizar perfiles diferenciales entre 

las variedades (Fig. 28). 

Con el fin de identificar grupos de genes que reflejasen las diferencias de 

expresión entre CN y F antes y durante la postcosecha en frío, se realizó un 

agrupamiento SOM de perfiles de expresión de los genes diferenciales en el análisis 

CNFtime course tras normalizar ambas series respecto F0 (Fig. 28). La normalización 

de los valores de expresión en cada variedad con respecto a los correspondientes de 

F0 facilitó la visualización de las diferencias entre las variedades. Si bien en este caso, 

lo que se observó fue fundamentalmente la respuesta al frío más que los niveles 

“absolutos” de los transcritos en cada caso. 

Una posible hipótesis era la activación de un conjunto específico de genes de 

respuesta al frío en la variedad tolerante CN. No se identificó ningún grupo de genes 

que respondieran al almacenamiento en frío exclusivamente en CN. Cabría la 

posibilidad que la respuesta de aclimatación de CN fuese rápida y ya no se detectara 

tras la primera semana de almacenamiento en frío. Aunque esa posibilidad (no acertar 

la ventana temporal para identificar las diferencias relevantes) no se puede descartar, 

el análisis de la respuesta de CN a tiempos cortos tampoco reveló ningún programa de 

respuesta rápida al frío considerable, por lo que cabría la posibilidad que la resistencia 

al frío de las mandarinas CN fuera algo inherente a ellas previamente a la exposición 

al frío, y por tanto independientemente de su respuesta. En ese sentido, sí destacaron 

dos grupos de genes diferenciales entre CN y F (SOMs 5 y 6 de Fig. 28) con mayor 

expresión en CN desde antes del almacenamiento en frío, y que podrían conferirle una 

capacidad de mantenimiento de la homeostasis celular sin desarrollar daños visibles. 
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Por el contrario, en F sí se encontraron respuestas específicas de esta variedad, que 

incluyeron una leve activación a tiempos cortos de un numeroso grupo de genes (SOM 

3 de Fig. 28) y respuestas específicas o más acusadas en F a partir de la 

segunda/cuarta semana de almacenamiento (SOMs 4 y 8 respectivamente de (Fig. 

28), coincidiendo con el desarrollo de DF en la variedad sensible, y por tanto, 

posiblemente relacionado. 
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Figura 28. Análisis de agrupamiento no jerárquico según mapas auto-organizados (SOMs) de los datos de 
expresión durante el almacenamiento en frío de los genes diferenciales entre las variedades CN y F según el 
análisis estadístico SAM time course. Se muestran los datos normalizados frente al tiempo cero de F. Se 
muestra el agrupamiento en 8 grupos SOM de un análisis 4x2. En rojo se representan los valores de 
inducción, en verde los de represión y en negro los valores que no cambian respecto a F0. En cada SOM 
aparece la línea de tendencias representativa del perfil promedio de expresión de las sondas incluidas en el 
grupo. En cada SOM se indica el número de sondas que se incluyen dentro del perfil. 

 

 

El siguiente paso fue tratar de identificar los procesos moleculares subyacentes 

al diferente comportamiento de CN y F durante el almacenamiento en frío. Para ello, 

se profundizó en el análisis de los grupos SOM con perfiles diferenciales 

potencialmente relacionados con las diferencias fisiológicas, utilizando para ello la 

clasificación funcional de los genes incluidos (Tabla Supl.9). 

 



Capítulo 2 

 133

5.2.1 Diferencias de expresión intravarietal potencialmente relacionadas con la 
tolerancia de Clemenules 

 

Se partió de la hipótesis que genes relacionados con la defensa frente al estrés 

con perfiles de mayores niveles de expresión en CN que en F podrían ser 

responsables de la aclimatación al frío específicamente en CN. De hecho, la mayor 

expresión en CN se mostró en tiempos iniciales anteriores al tratamiento de bajas 

temperaturas. 

 

SOM 5 (perfil de represión en ambas variedades con niveles de expresión 
superiores en CN respecto F): 

 
En primer lugar, cabe destacar los genes con niveles de expresión iniciales 

superiores al doble en CN respecto de F: 

 

En los genes identificados de señalización se encontró el sensor de calcio EF-

hand, aCL26Contig9, que se reprimió en ambas variedades, pero más severamente en 

F que, además, ya presentó la mitad de expresión respecto a CN antes de la 

exposición al frío (Tabla Supl.9, SOM5). Según estas diferencias, la actividad de esta 

proteína de unión a calcio podría ser importante en el establecimiento de la tolerancia 

de CN. 

En la categoría degradación se clasificó un gen putativo subtilasa (SBT), 

aCL2182Contig1, cuyos niveles de expresión disminuyeron hasta llegar a un mínimo a 

los 28 d a 2ºC de manera similar en ambas variedades, pero CN mostró niveles cuatro 

veces más elevados que F desde el tiempo inicial (Fig. 29). Las subtilasas son 

proteasas que se han relacionado con la defensa frente a patógenos (Tornero et al., 

1996; 1997). Sin embargo, la actividad de alguna de ellas también se ha mostrado 

esencial para el correcto funcionamiento de la percepción o respuesta temprana al 

estrés abiótico en Arabidopsis (Rautengarten et al., 2005; Liu et al., 2007). Según esto 

último, la actividad de esta subtilasa podría ser importante para el correcto 

procesamiento de la señalización de estrés por bajas temperaturas, de modo que en F 

la respuesta funcionaría peor. 
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Figura 29. Valores de expresión del gen SBT normalizados respecto los niveles en F0. En el eje de las X se 
muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie 
temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de 
almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

 

Se identificaron diversos genes de respuesta a estrés que también presentaban 

este patrón. Un gen de respuesta a estrés biótico fue el gen precursor tipo germin, 

aCL311Contig2, que presentó una expresión más de 12 veces superior en CN que en 

F desde el tiempo inicial si bien a partir de las cuatro semanas estas diferencias de 

expresión se redujeron (Fig. 30). Exiten varios genes germin que forman parte de un 

QTL de resistencia a enfermedad en arroz (Manosalva et al., 2009). En cambio el 

estudio de seis subfamilias de germin en plántulas de cebada, reveló que dos de ellos 

se inducían por frío (Zimmermann et al., 2006). Las germinas podrían actuar como 

receptores de estrés, poseen actividad oxalato oxidasa y liberan mensajeros 

secundarios como el H2O2 y Ca2+, de modo que sería esperable que tuviesen una 

respuesta rápida y temprana al estrés y que los niveles de transcrito disminuyeran a 

tiempos medios y largos (Lane et al., 1993, Berna y Bernier, 1999; Membré et al., 

2000). De acuerdo con esto, los mayores niveles de expresión de germin en CN le 

permitirían aclimatarse mejor al frío. 
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Figura 30. Valores de expresión del gen germin normalizados respecto los niveles en F0. En el eje de las X 
se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie 
temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de 
almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

Dentro de la categoría respuesta a estrés hídrico el gen Miraculin-like protein 2, 

aCL1Contig11, se mostró mucho más inducido en CN que en F (apartado 5.2.1 “SOM6 

(perfil de inducción en ambas variedades con niveles de expresión superiores en CN 

respecto F)”, Tabla Supl. 9). Incluso en F se apreció una disminución de su expresión 

a los 28 d a 2ºC, coincidiendo con la mayor severidad del DF. Esta observación 

sugiere que CN podría estar más preparada que F ante una posible deshidratación. 

En cuanto al metabolismo secundario, se encontraron varios genes con valores 

de expresión sustancialmente mayores en CN incluso antes de la exposición al frío 

(Fig. 32). Entre ellos, dos genes importantes de la ruta de biosíntesis de terpenos, 

subunidad pequeña de geranil difosfato sintasa, aCL960Contig1, precursor del 

geranilgeranil bifosfato (GGPP); y terpeno sintasa (TPS) aCL4874Contig1. 

 

 

Los restantes genes del SOM 5 (perfil de represión en ambas variedades con 

niveles de expresión superiores en CN respecto F) también mostraron mayor 

expresión en CN0 pero destacaron por los cambios de expresión en otros tiempos del 

almacenamiento en frío: 

 

En consonancia con lo observado para cada variedad en anteriores apartados, 

donde se identificó una represión significativa de la traducción, el unigen 

aC08002B12SK_c que codifica un factor de elongación 4A (EF-4A), con caja DEAD y 

similitud con helicasas de RNA, se reprimió en ambas variedades (Fig. 31). No 



Capítulo 2 

 136

obstante, los niveles de expresión de EF-4A fueron considerablemente mayores en CN 

en muestras recién traídas de campo, y esta tendencia continuó en el resto de la serie 

ya que la represión fue incluso más pronunciada en F. El homólogo de este gen en 

Arabidopsis, responde a estrés por hipoxia (Koroleva et al., 2009), la actividad de esta 

helicasa podría ser importante para la traducción de proteínas implicadas en respuesta 

a estrés. En el apartado 5.1 ya se comentó el factor de inicio de la transcripción 

gamma-IIA, aCL5775Contig1, inducido la primera semana de almacenamiento a bajas 

temperaturas en CN y sin cambios de expresión en F a lo largo de la postcosecha. En 

esta misma situación podría estar el factor de elongación EF-1A, aC05014F01SK_c, 

que en CN presentó mayor expresión inicialmente y se indujo transitoriamente la 

primera semana, mientras que en F se reprimió a las cuatro semanas (Fig. 31). Este 

gen promueve la unión de GTP del aminoacil-tRNA a los ribosomas durante la 

traducción, siendo un modificador postraduccional de eucariotas (Riis et al., 1990). 

Ante diversas situaciones, las células pueden ser selectivas en la traducción activando 

y desactivando factores de elongación según convenga (Bailey-Serres, 1999). Esta 

respuesta selectiva podría explicar que algunos genes eF se reprimieran y otros se 

indujeran en el flavedo de mandarinas sometidas a bajas temperaturas postcosecha. 
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Figura 31. Valores de expresión de dos factores de elongación, los genes EF-1A y EF-4A, normalizados 
respecto los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas 
log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN 
(rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a 
la sd de las cuatro réplicas. 

 

Los genes de respuesta a estrés presentaban una gran diferencia entre 

variedades en las muestras correspondientes a la cuarta semana de almacenamiento 

a bajas temperaturas: se reprimían sustancialmente en F coincidiendo con el máximo 

DF acumulado mientras que en CN se observaba cierta inducción. Tal es el caso del 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Koroleva%20OA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract�
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unigen aC05011H05SK_c (Tabla 23), que codifica una proteína con dominio NB-ARC 

característico de algunas proteínas que se activan por muerte celular (Biezen y Jones, 

1998). La represión en F coincidió con el desarrollo de DF y por tanto con mayores 

niveles de muerte celular asociado a las zonas necróticas propias del DF en F. Este 

gen podría estar implicado en los procesos iniciales de aparición de DF. El unigen 

aCL1972Contig1, codifica una proteína de transporte Sec61. En CN hubo una 

pequeña inducción que alcanzó el máximo de expresión entre la primera y la segunda 

semana de almacenamiento a 2ºC y posteriormente se reprimió, sobre todo después 

de las cuatro semanas (Tabla 23). En cambio, en F hubo una gran represión tardía, a 

las cuatro semanas, sin inducción previa como ocurrió en CN, llegando a niveles 2,5 

veces inferiores a los iniciales. Este gen se ha descrito como inducible por estrés 

salino en Arabidospsis (Gong et al., 2001), y por tanto, podría formar parte de la red 

entrecruzada de respuesta a estrés salino y frío, confiriendo con su inducción, durante 

estadíos intermedios de la exposición a bajas temperaturas, parte de la tolerancia a 

CN. Con el mismo patrón de expresión que Sec otros genes de defensa podrían 

proteger a CN durante el estrés por bajas temperaturas (Tabla Supl. 9, SOM5) (Tabla 

23). Uno de estos genes fue el que codifica una proteína básica inducible por herida 

aCL564Contig1 (Wound-induced basic protein, Shen y Mehdy, 1993); el unigen 

aCL4477Contig1 que codifica una HSP; y el unigen aC05014A08SK_c, CPRD47  

(cowpea clones responsive to dehydration), que pertenece a una familia de genes de 

respuesta a deshidratación, aunque no responden al estrés por frío (Iuchi et al., 1996). 

 

TABLA 23. Valores de expresión de genes de respuesta a estrés con perfil de 
represión en ambas variedades con mayor expresión en CN, normalizados 
respecto los niveles en F0 

log2ratio (*) Anotación 
Unigen CN0 CN9 CN14 CN28 CN56 F0 F7 F14 F28 F45 

NB-ARC 
aC05011H05SK_c 

0,511 0,722 0,878 0,655 -0,064 0 -0.411 0,313 -1,488 -1,311 

Sec61 
aCL1972Contig1 

0,373 0,772 0,742 0,451 -0,018 0 -0,141 0,001 -1,293 -1,230 

Wound-induced 
basic protein 
aCL564Contig1 

0,391 1,091 0,928 0,534 -0,440 0 0,030 0,092 -0,991 -1,046 

HSP 
aCL4477Contig1 

0,379 0,296 0,853 0,643 -0,052 0 -0,337 0,155 -1,412 -0,993 

CPRD47 
aC05014A08SK_c 

0,371 0,678 0,930 0,737 0,403 0 -0,059 0,366 -0,697 -0,962 

(*) Media de las cuatro réplicas de log2ratio=log2X/F0, siendo X cada una de las muestras de la serie temporal 
de CN y F. Los valores de expresión negativos indican represión y positivos inducción respecto F0. 
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Dentro de la categoría de genes del metabolismo secundario, se identificaron 

dos genes de biosíntesis de polifenoles, un orcinol-OMT (OOMT), aCL3052Contig1, y 

un citocromo P450 CASS tipo hidroxilasa, aCL627Contig1, posiblemente implicados 

en la biosíntesis de compuestos fenólicos importantes para el desarrollo y defensa 

(Franke et al., 2002). En general, estos genes mostraron una ligera represión a 

tiempos largos de almacenamiento en frío (Fig. 32), pero en los frutos de la serie de 

CN mostraron mayores niveles de expresión que cualquiera de los puntos de la serie 

de F. Algunos metabolitos secundarios juegan un papel importante en la protección 

frente a diversos estreses, por su poder de atenuación del estrés oxidativo que se 

produce como respuesta general al estrés (Vickers et al., 2009).  
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Figura 32. Valores de expresión de los genes del metabolismo secundario subunidad del precursor del 
GGPP, TPS, OOMT, CP450 CASS, normalizados respecto los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el 
valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN 
y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de almacenamiento a 
2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

Teniendo en cuenta todos los datos de genes del metabolismo secundario del 

SOM 5 (perfil de represión en ambas variedades con niveles de expresión superiores 

en CN respecto F), cabría pensar que CN estaba mejor preparada para hacer frente al 

estrés que F, fundamentalmente porque en las muestras recién traídas de campo de 

CN los niveles de transcritos de genes correspondientes al metabolismo secundario 

fueron más del doble que los de F. 
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SOM 6 (perfil de inducción en ambas variedades con niveles de expresión 
superiores en CN respecto F): 

 

En el SOM6 se identificaron algunos genes con una expresión inicial en CN 

que era mayor al doble que la de F: 

 

COMPONENTES DE LA MEMBRANA (CN0>2 F0) 

 Biosíntesis de lípidos 

El gen fosfatidato citidiltransferasa, aC01008H04SK_c, que participa en la 

biosíntesis de fosfolípidos se reprimió desde los 14 d a 2ºC en CN, y se indujo a partir 

de 28 d a 2ºC en F (Tabla Supl. 9, SOM6). Sin embargo, los niveles de expresión en 

CN fueron mayores a los de F en todos los tiempos de la serie, ya que en muestras 

recién traídas de campo los niveles en CN fueron casi ocho veces superiores a los de 

F. Este gen se expresa fuertemente en manzanas, en estadios jóvenes del fruto (Lee 

et al., 2007), y codifica una proteína que posiblemente forme parte de la membrana 

interna plastidial relacionada con la importación de proteínas y el metabolismo de 

glicerolípidos en Arabidopsis (Koo y Ohlrogge, 2002). Podría estar implicada en la 

tolerancia de CN en caso que su función sea importante para dotar a la membrana de 

una estructura estable ante las bajas temperaturas. 

 Proteínas integrales 

El transportador dicarboxilato tonoplástico (tDT), aCL5Contig3, tuvo mayor 

expresión en flavedo de frutos CN previamente a la exposición al frío y se reprimió 

levemente, mientras que en F se indujo más de dos veces el valor inicial desde la 

cuarta semana de almacenamiento a bajas temperaturas (Tabla Supl. 9, SOM6). La 

actividad tDT es crítica en la regulación de la homeostasis del pH en Arabidopsis, al 

permitir el transporte de ácidos como el ácido málico (Hurth et al., 2005). Teniendo en 

cuenta esto, cabe pensar que la actividad de este gen sea necesaria para mantener la 

homeostasis celular en situaciones de estrés y que su mayor expresión en CN, 

independientemente del estrés, le haga más tolerante al mismo. En cambio, en F se 

induciría el transportador al extremarse el estrés, pero posiblemente, demasiado tarde 

como para poder evitar los daños. 

 

DEGRADACIÓN DE PROTEÍNAS (CN0>2 F0) 

El gen precursor de la enzima de procesado vacuolar, gamma-VPE, 

aCL554Contig1, siempre mantuvo niveles superiores en CN (los niveles en la variedad 

tolerante fueron más del doble hasta la primera semana en frío) respecto a la variedad 

sensible (Tabla Supl. 9, SOM6). El gen Citvac, que también codificaba una VPE, 
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aumenta su expresión durante la maduración de frutos Citrus sinensis, y este aumento 

era mayor en frutos tratados con ET (Alonso y Granell, 1995). La enzima de procesado 

vacuolar (VPE, vacuolar processing enzyme) es una cisteín-proteinasa responsable 

del procesamiento proteolítico y/o activación de varias proteínas vacuolares, y en 

Arabidopsis la expresión de la gamma-VPE se induce en respuesta a diversos 

estreses (Kinoshita et al., 1999). Según esto, la mayor expresión de este gen en CN 

incluso antes de la exposición al frío puede ser un indicativo más que esta variedad 

presenta un transcriptoma preadaptado a situaciones de estrés incluidas las de bajas 

temperaturas. 

 

RESPUESTA A ESTRÉS ABIÓTICO (CN0>2 F0) 

 Estrés por metales pesados 

El gen F22L4.5, aCL3704Contig1, codifica un putativo transportador de 

metales, que se indujo de forma similar en ambas variedades, pero que en CN0 

presentó más del doble de expresión que en F0 (Tabla Spl. 9). Podría ser un gen de 

respuesta general al frío o de senescencia, y por eso las dos variedades tuvieron un 

patrón similar, pero la mayor expresión inicial en CN podría suponerle una mayor 

capacidad de detoxificación de metales. 

 Estrés oxidativo 

El gen peroxidasa, aCL201Contig1, se indujo en ambas variedades pero en 

tiempos iniciales los niveles de expresión en CN fueron el doble que en F (Fig. 33). 

El gen glucosa 6-fosfato deshidrogenasa plastidial (G6PDH), aCL7786Contig1, 

mostró una ligera tendencia a la represión en ambas variedades, pero los niveles de 

CN durante el almacenamiento a 2ºC fueron prácticamente el doble que los de F en 

toda la serie (Fig. 33). La enzima codificada por este gen cataliza la primera reacción 

de la ruta de las pentosas fosfato y produce NADPH que es necesario como poder 

reductor para la biosíntesis de metabolitos como ácidos grasos y glutatión. Como ya 

se ha comentado, estos metabolitos son importantes para paliar los efectos del frío en 

cuanto a la estabilidad de la membrana y el estrés oxidativo, de modo que la mayor 

expresión de este gen en toda la serie de CN podría dotarle de una mayor capacidad 

de aclimatación. No obstante, la actividad G6PDH parece ser importante para 

determinar la capacidad antioxidante de las plantas frente a diversos estreses (Wang 

et al., 2008). Esta actividad incrementa durante la aclimatación a la congelación de 

Populus concomitante con el aumento de la capacidad antioxidante (Lin et al., 2005) y 

también tras tratamientos de frío en trigo de invierno (Okuda et al., 1992). 

 



Capítulo 2 

 141

lo
g2

ra
tio

lo
g2

ra
tio

Estrés oxidativo

-1,500
-1,000
-0,500
0,000
0,500
1,000
1,500
2,000
2,500

CN0 CN9 CN14 CN28 CN56 F0 F7 F14 F28 F45

Peroxidase G6PDH

Estrés oxidativo

-1,500
-1,000
-0,500
0,000
0,500
1,000
1,500
2,000
2,500

CN0 CN9 CN14 CN28 CN56 F0 F7 F14 F28 F45

Peroxidase G6PDH

Figura 33. Valores de expresión de los genes del estrés oxidativo peroxidasa y G6PDH normalizados 
respecto los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas 
log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN 
(rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a 
la sd de las cuatro réplicas. 

 
 Estrés hídrico 

Destacan las diferencias en la familia génica de las miraculinas. Hasta diez 

contigs de miraculina presentaron una expresión considerablemente mayor en 

muestras de CN recién traídas de campo (aCL297Contig1, aCL297Contig2, 

aCL1Contig1, aCL1Contig10, aCL1Contig11, aCL1Contig13, aCL1Contig19, 

aCL1Contig33, aCL1Contig5, aCL1Contig12) (Tabla Supl. 9, SOM6). No obstante, la 

mayoría de ellas presentaron una respuesta similar al almacenamiento en frío en 

ambas variedades, con una tendencia general a la inducción, aunque modesta (Fig. 

34). El gen aCL1Contig11 también se identificó en el SOM 5 (perfil de represión en 

ambas variedades con niveles de expresión superiores en CN respecto F). Según 

Gimeno et al. (2009), estos diez contigs podrían corresponder realmente a cinco genes 

(Miraculin-like protein 1; aCL297Contig1, aCL297Contig2; Miraculin-like protein 2: 

aCL1Contig19, aCL1Contig1; Miraculin-like protein 3: aCL1Contig12; Miraculin-like 

protein 5: aCL1Contig13, aCL1Contig33, aCL1Contig11, aCL1Contig5; y Miraculin-like 

protein 6: aCL1Contig10). De estos genes, los de las miraculinas 3, 5 y 6 se inducen 

en respuesta a daño en raíces y hojas de mandarino, mientras que la 1 y la 2 no se 

expresan en estos órganos (Gimeno et al., 2009), por lo que éstas dos miraculinas 

podrían ser específicas de fruto, o bien haberse obtenido por hibridación cruzada en 

alguna de las sondas de la micromatriz. En cambio, la miraculina 4, inducida por estrés 

hídrico (Gimeno et al., 2009), no se mostró diferencial entre los flavedos de CN y F. 

Las miraculinas tienen estructura homóloga a inhibidores de tripsina (Theerasilp et al., 

1989) y éstos suelen inducirse en respuesta a distintos estreses (Botelho-Junior et al., 
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2008) y proteger frente a los mismos (Srinivasan et al., 2009). Asimismo, las 

miraculinas parecen ser parte de una situación preformada (previa a la exposición al 

estrés) que resultaría en un estado de tolerancia más activada en CN que en F. 
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Figura 34. Valores de expresión de varios genes miraculina, normalizados respecto los niveles en F0. En el 
eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra 
de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos 
analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

RESPUESTA A ESTRÉS BIÓTICO/ABIÓTICO (CN0>2 F0) 

Los genes quitinasa, aCL10Contig3, aCL10Contig7, aCL10Contig1, 

aCL10Contig4, aCL10Contig9, generalmente asociados a la defensa de las plantas 

frente a hongos patógenos, se reprimieron en ambas variedades, pero presentaron 

mayor expresión a tiempo cero en CN (Fig. 35). Ello reforzaría la idea que los frutos de 

CN recién cosechados tendrían más activado un programa de defensa amplio que 

incluiría estreses bióticos y abióticos. Estudios previos ponen de manifiesto un gen 

quitinasa que se reprime con el almacenamiento en frío, pero se mantiene durante el 

acondicionamiento (Sanchez-Ballesta et al., 2003). Aunque está por precisar en el 

caso de estos genes de cítricos, se sabe que en hojas de centeno de invierno algunos 

genes quitinasas no son catalíticamente activos sino que codifican proteínas 

anticongelantes en respuesta al frío (Yeh et al., 2000). Por tanto, los elevados niveles 

de expresión iniciales de quitinasas en CN, antes y durante la exposición prolongada 

al frío, podría dotar de tolerancia a CN que de esta forma se comportaría como si 

estuviera “preaclimatada” al frío. 
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Figura 35. Valores de expresión de tres genes quitinasa, normalizados respecto los niveles en F0. En el eje 
de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cualquier muestra 
de la serie temporal de CN y F, y en el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos 
analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS (CN0>2 F0) 

El gen sacarosa sintasa (SS), aCL923Contig1, se indujo levemente, de forma 

similar en ambas variedades; sin embargo, en CN los niveles iniciales doblaron los de 

F, y por tanto, también en el resto de la serie (Fig. 40). Según esto, el flavedo de CN 

podría tener más actividad SS que el de F. Esta diferencia también fue hallada entre 

otras dos variedades de cítricos que diferían en su tolerancia al frío, Navelate sensible 

y Pinalate resistente y con mayor actividad SS y acumulación de sacarosa (Holland et 

al., 2005). Además, la aclimatación por calor evita la caida de los niveles de sacarosa 

tanto en Navelate como en Pinalate (Holland et al., 2005). Este aumento también se 

produce en condiciones de estrés por frío en garbanzo, específicamente en líneas 

tolerantes (Kaur et al., 2009). 
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Los demás genes del SOM 6 (perfil de inducción en ambas variedades con 

niveles de expresión superiores en CN respecto F) no presentaron tanta diferencia 

inicial y se pueden clasificar en: 

 

SEÑALIZACIÓN 

En los SOM 5 y 6 (niveles de expresión superiores en CN respecto F) destacó 

la presencia de genes de Señalización, que podrían estar implicados en la tolerancia 

de CN. Uno de estos genes, en el SOM6, fue la quinasa tipo CDG1, aCL7304Contig1 

(Fig. 61 en el posterior apartado 7.2 “Proteínas quinasas”). Se indujo con un perfil 

similar en ambas variedades, pero su mayor expresión en CN podría estar relacionada 

con la efectividad de la respuesta de adaptación al frío para evitar DF, en el caso que 

esta quinasa participe en la activación de defensas frente al frío. 

El gen TAP46 subunidad reguladora de PP2, aCL1457Contig1, se indujo 

específicamente en CN a partir de dos semanas (Fig. 60 en el posterior apartado 7.2 

“Fosfatasas”). TAP46 es un gen inducible por bajas temperaturas en Arabidopsis, que 

interacciona con la subunidad catalítica de PP2A (Harris et al. 1999). PP2A tiene una 

importante función en la regulación del crecimiento y desarrollo (DeLong, 2006) y de la 

transducción de la señal por frío (Monroy et al., 1998;). Teniendo en cuenta esta 

diferencia, es posible que esta fosfatasa participe de algún modo en la tolerancia de 

las mandarinas CN. 

Así como el gen UPI0000162BA0 (aC05011D04SK_c, inositol o fosfatidilinositol 

quinasa/fosfotransferasa, grupo alcohol como aceptor) se indujo específicamente en 

CN desde la primera semana a 2ºC, por lo que podría actuar en la cascada que induce 

la aclimatación en esta variedad (Tabla Supl. 9, SOM6). 

 

METABOLISMO Y COMPONENTES DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 

 Degradación de lípidos 

La degradación de ácidos grasos por β-oxidación la realizan las enzimas ACX 

y, la última reacción, las 3-ketoacil-CoA aciltransferasa (tiolasas) (Froman et al., 2000). 

Genes codificantes de ambos tipos de enzimas se indujeron durante la postcosecha 

en frío en el flavedo de las mandarinas CN y F, con la diferencia que la expresión 

previa a la exposición al frío era considerablemente más alta en CN (Tabla Supl. 9, 

SOM6). Atendiendo a estas diferencias, es posible que en CN haya una mayor 

degradación de lípidos de membrana, que podría favorecer la fluidez de la membrana 

ante las bajas temperaturas (Thomashow, 1999). Uno de estos casos es el del gen 

precursor peroxisomal ACX3, aCL3200Contig2. El ortólogo de este gen en Arabidopsis 

se induce en flores y en hojas senescentes (Froman et al., 2000). Por otra parte, el 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC59424/?tool=pubmed#B23�
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ácido indol-3-butírico (IBA) se convierte en la auxina activa ácido indol-3-acético (IAA) 

en un proceso similar a la β-oxidación de los ácidos grasos en el que se encuentran 

implicados algunos genes como ACX3 (Adham et al., 2005). Similar es el caso de la 

tiolasa, aCL4525Contig1, cuya inducción en ambas variedades sería consistente con 

el aumento de su expresión en senescencia de hojas en Arabidopsis (Castillo y León, 

2008; Yang y Ohlrogge, 2009). Podría tener una función en la respuesta de defensa 

frente a patógenos y herida porque forma parte de la ruta de biosíntesis de moléculas 

de defensa como el gosipol en algodón (Dowd et al., 2004) y el JA (Afitlhile et al., 

2005). Los mayores niveles de expresión de este gen CN desde el tiempo inicial, 

independendientemente del perfil similar al de F podría favorecer la protección de CN. 

Otro gen de degradación de lípidos con mayor expresión en CN independientemente a 

la exposición de frío fue el gen saposina P0028E10.2, aCL685Contig1 (Tabla Supl. 9, 

SOM6). Sin embargo, el grado de instauración de lípidos de membrana no parece ser 

un factor crítico en tolerancia al frío de frutos cítricos, como mandarinas F (Mulas et al., 

1996, 1997) y naranjas Olinda (Schirra y Cohen, 1999). Además, si realmente la β-

oxidación está más activa en CN ello le proporcionaría una forma adicional de 

obtención de energía por parte de las células (Goepfert y Poirier, 2007). 

Sería interesante analizar la composición de lípidos de membrana de las 

células del flavedo en las dos variedades durante el almacenamiento a bajas 

temperaturas. De hecho hay trabajos que demuestran que ocurren cambios en la 

composición lipídica, tanto en la longitud de las cadenas de carbono como en el 

número de insaturaciones, durante la aclimatación al frío en Arabidopsis (Wang et al., 

2006). 

 

 Proteínas integrales 

El gen que codifica un polipéptido de membrana plasmática, aCL817Contig4, 

con la máxima similitud del gen At4g20260 (Tabla Supl. 9, SOM6). En CN mostró un 

perfil prácticamente plano durante las cuatro primeras semanas de almacenamiento en 

frío y sólo se indujo en el estadio tardío de 56 d. En cambio, en F se indujo desde la 

primera semana, pero sus niveles de expresión apenas alcanzaron los niveles de las 

muestra de CN previamente a la exposición al frío. El transcrito de At4g20260 se 

induce por bajas temperaturas (Kawamura y Uemura, 2003), aunque no se detecta el 

incremento de proteína (Ide et al., 2007). Hay genes que codifican polipéptidos de 

membrana plasmática que también se inducen con el frío, como un polipéptido de 19 

kDa identificado en suspensiones celulares embrionarias de trigo de invierno (tolerante 

a las bajas temperaturas) tratadas con ABA en frío (Koike et al., 1997). Las diferencias 

en la expresión de este gen péptido membrana entre las dos variedades podrían ser 

http://jxb.oxfordjournals.org/cgi/content/full/58/5/1173#BIB8�
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un indicativo más que en el flavedo de CN ya hay respuestas al frío activadas 

previamente al almacenamiento postcosecha. Sin embargo, estas diferencias podrían 

tener origen en las diferentes condiciones de temperatura en el momento de la 

recolección. 

Por otra parte, un transportador de zinc, aCL188Contig1, se indujo en CN, 

alcanzando un pico a las dos semanas y se reprimió levemente en F (Tabla Supl. 9, 

SOM6). Es posible que este transportador sea necesario para facilitar el transporte de 

ese micronutriente ante las bajas temperaturas y que por tanto la piel de F quedaría 

deficitaria en el mismo, contribuyendo a su deterioro. En ese sentido, el transporte de 

zinc sería menos eficiente a bajas temperaturas y genes codificantes de 

transportadores de este tipo se inducen ante situaciones deficitarias del nutriente 

(Grotz et al., 1998; Hacisalihoglu et al., 2001). 

 

ESTRÉS ABIÓTICO 

 Estrés térmico 

Se identificaron cuatro genes codificantes de chaperonas con un perfil de 

expresión significativamente diferencial entre CN y F, que pese a no mostrar 

respuestas importantes al tratamiento de frío, sí presentaron mayores niveles de 

expresión en el flavedo de frutos de CN recién traídos de campo (Fig. 36). Entre ellos 

el gen HSP de bajo peso molecular citosólico de clase II, aCL186Contig1; el gen 70 

kDa peptidilprolil isomerasa, aCL4Contig11; y el gen DnaJ, aCL179Contig2, codifica 

una carabina molecular, con inducción la primera semana de frío en CN e inducción 

tardía en F. Ese patrón sería compatible con que el producto génico contribuyera a la 

paliación de los efectos del frío en CN, mientras que en F su activación ocurriría 

demasiado tarde como para impedir la aparición de daños. Como ya se citó en el 

apartado 4.2.2 (Tablas 19 y 20), la fuerte inducción del gen DnaJ, aCL1136Contig2, 

fue una de las respuestas más significativas en el flavedo de CN a las 24 h de 

postcosecha a 2ºC. En caso que la mayor expresión de estos genes en mandarinas 

CN les proporcionase una mayor actividad chaperona, les podría permitir una mejor 

aclimatación al frío al facilitar el correcto plegamiento/actividad de otras proteínas a 

bajas temperaturas. En general, las chaperonas HSP no se inducen por bajas 

temperaturas, pero sí se ha descrito tras la exposición de los frutos a calor, lo cual 

mejora su posterior tolerancia al frío (Polenta et al., 2007). Es posible que la mayor 

expresión en frutos de CN recién recogidos responda a exposiciones de los frutos a 

unas condiciones diferentes durante su desarrollo en el campo, o bien ser 

característico de la variedad. 
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Figura 36. Valores de expresión de los genes de respuesta a estrés térmico en SOM6, normalizados respecto 
los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, 
siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los 
cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro 
réplicas. 
 

 Estrés osmótico 

El gen RING-H2 finger, aCL198Contig1, ortólogo de AtXERICO, mostró 

cambios significativos en la serie de CN, con una fuerte inducción desde la primera 

semana (Fig. 37). En cambio, en F su expresión no presentó apenas cambios. Este 

gen ya se identificó en el apartado 5.1, como allí se indicó podría contribuir en 

mandarinas de CN a proporcionar tolerancia a las bajas temperaturas. 
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Figura 37. Valores de expresión del gen RING-H2/XERICO, normalizados respecto los niveles en F0. En el eje 
de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de 
la serie temporal de CN y F, y en el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos 
analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 
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ESTRÉS BIÓTICO: Patógenos 

Un caso similar al de las miraculinas es el del inhibidor de proteinasa tipo I, 

aCL699Contig1. Pese a que este gen se indujo a partir de las dos semanas en F y 

presentó una leve tendencia de inducción en CN, sus valores de expresión en CN eran 

el doble de los de F en el tiempo 0 inicial, y esa diferencia no se compensó hasta las 

cuatro semanas en frío (Tabla Supl. 9, SOM6). 

Con un patrón de inducción temprana en CN y más tardía en F y, además, con 

mayores niveles iniciales en CN se hallaron dos genes homólogos a HSR203J, 

aCL122Contig1 y aCL122Contig2 (Tabla Supl. 9, SOM6). El gen HSR203J de tabaco 

codifica una carboxilesterasa de la familia de las hidrolasas serina (Baudouin et al., 

1997) y su expresión es considerada como marcador específico de la respuesta 

hipersensible en tabaco (Pontier et al., 1994), Arabidopsis (Govrin y Levine, 2000) y 

vid (Bézier et al., 2002). Las diferencias de expresión entre CN y F parecen sugerir de 

nuevo que CN posea una activación temprana de diversos genes de defensa. En este 

caso, la inducción tardía en F podría relacionarse con la muerte celular programada 

durante el DF, ya que la expresión de este gen correlaciona con muerte celular en 

tabaco y tomate independientemente de la respuesta hipersensible (Pontier et al., 

1998). En ese caso y dado que su función parece encaminada a retrasar la muerte 

celular más que a promoverla (Tronchet et al., 2001) estaría más de acuerdo con un 

papel protector del DF. 

El gen catepsin tipo-B (CatB) cisteína proteinasa, aCL422Contig1, se indujo 

específicamente en F a partir de la cuarta semana de almacenamiento en frío (Tabla 

Supl. 9, SOM6). Dado que ese momento coincidía con el de máxima acumulación de 

DF (si bien la velocidad de aparición de daño estaría ya disminuyendo) puede que este 

gen participe en regular/prevenir el posible proceso de muerte celular programada que 

acompaña al desarrollo de la necrosis del DF (similar al papel definido para este gen 

por Solomon et al., 1999). Este tipo de proteínas se inducen ante diversos estreses 

incluyendo el frío (Martinez et al., 2003), y patógenos, durante la respuesta 

hipersensible (Gilroy et al., 2007). 

El gen aCL32Contig1, codifica una putativa S-adenosil-L-metionina: ácido 

salicílico carboxil metiltransferasa que cataliza la formación de metilsalicilato (MTS). El 

patrón de expresión diferencial entre las variedades indicó una inducción más 

temprana y potente en CN que alcanzó su máximo a las dos semanas y permaneció 

inducido incluso hasta 28 d (Fig. 38). En cambio, en F se reprimió a partir de la cuarta 

semana de almacenamiento a 2ºC. La diferencia en los perfiles sugiere que el gen 

pueda ayudar a la tolerancia o frente al ataque de patógenos en CN. El MTS es volátil 

y forma parte de la inducción sistémica de defensas (Shulaev et al., 1997), pero 
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también se ha demostrado su efecto en la reducción de DF en frutos de tomate (Fung 

et al., 2006), por lo que CN podría producir MTS para promover defensas que palien 

los daños de las bajas temperaturas en CN. 

 

S-adenosil-L-metionina:SA carboxil metiltransferasa
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Figura 38. Valores de expresión del gen S-adenosil-L-metionina: ácido salicílico carboxil metiltransferasa, 
normalizados respecto los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro 
réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras 
de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error 
corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

METABOLISMO DE RNA/DNA 

El gen F9L1.28, aCL261Contig3, presentó una inducción desde la primera 

semana específicamente en CN y codifica una posible proteína con dominio metil-

CpG-unión (Tabla Supl. 9, SOM6). 

El gen DNA topoisomerasa I, aC01003A09SK_c, presentó mayor expresión en 

CN0, por lo que quizás facilite la transcripción de genes de respuesta al estrés por frío 

en CN (Tabla Supl. 9, SOM6). En tabaco también se induce un gen DNA 

topoisomerasa I en condiciones de estrés por frío, luz y ABA (Mudgil et al., 2002). 

El gen aCL9235Contig1, similar a At1g79650 que codifica la proteína RAD23 

reparadora de DNA (Hays, 2002) pese a que no mostró cambios de expresión 

demasiado amplios, sí presentó mayor expresión en CN antes de la exposición al frío y 

durante las cuatro primeras semanas en frío (Tabla Supl. 9, SOM6). Este gen también 

podría incluirse dentro del grupo de genes de defensa que presentaron mayor 

expresión en CN previamente a la exposición al estrés. 

El factor de transcripción MYB92, aC20006B02SK_c, difería entre CN y F en 

cuanto a que el nivel de los frutos recién traídos de campo de F fue dos veces menor 

que en CN, pero luego se indujo su expresión (Fig. 39), de modo que los niveles 
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fueron equivalentes en ambas variedades a partir de la primera semana de exposición 

a bajas temperaturas. Es posible que la actividad de este factor de transcripción sea 

importante para la activación del programa de aclimatación al frío. En este sentido, la 

mayor expresión en CN previamente a la exposición al estrés le permitiría una 

respuesta de aclimatación más efectiva evitando los daños. 

Factor de transcripción MYB92
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Figura 39. Valores de expresión del gen Myb92, normalizado respecto los niveles en F0. En el eje de las X se 
muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie 
temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de 
almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

Los genes que codifican las proteínas ribosomales 60S L23 y 50S L18, 

aCL2028Contig1 y aCL3424Contig1, respectivamente, se indujeron en CN y se 

reprimeron a tiempos medios en F (Tabla Supl. 9, SOM6). Por tanto, aunque esto 

sugiere que la traducción general se reprimió, también es de esperar que se tradujeran 

a proteínas los transcritos inducidos tras la respuesta al frío y aquellos asociados con 

la senescencia. En ese caso el flavedo de CN estaría mejor preparado inicialmente y 

mantuvo mayores nivel de transcritos para estas proteínas ribosomales que F. 

 

DEGRADACIÓN DE PROTEÍNAS 

Las poliubiquitinas etiquetan proteínas específicas para una degradación 

selectiva en el proteasoma 26S. Los genes poliubiquitina, aCL4Contig18, 

aCL4Contig29, aCL4Contig31 y aCL24Contig4, se indujeron levemente tras la primera 

semana en ambas variedades, pero en F la inducción fue más fugaz, ya que se 

reprimieron a las dos semanas y, además, los niveles de F0 ya fueron algo menores a 

los de CN0 (Tabla Supl. 9, SOM6). La inducción de poliubiquitinas por frío se ha 

identificado también en otras especies como arroz (Nigam et al., 2008), y caña de 
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azúcar donde al menos cinco genes poliubiquitinas responden al estrés por frío hasta 

las 48 h (Nogueira et al., 2003). En el sistema de degradación por ubiquitinas también 

participan las culinas, y el gen culina 1, aCL4Contig33, también se indujo en ambas 

variedades, pero con una cinética más rápida en CN (Tabla Supl. 9, SOM6). En dos 

variedades de trigo invernal (tolerantes a las bajas temperaturas) se inducen varios 

genes culina durante la aclimatación al frío (Monroy et al., 2007). También, un posible 

gen ubiquitina carboxil-terminal proteinasa, aCL1661Contig3, mostró una inducción 

temprana y continuada en CN, mientras que la inducción era más tardía y menos 

acusada en F (Tabla Supl. 9, SOM6). En definitiva, parece que en ambas variedades 

podría activarse la degradación selectiva de proteínas por ubiquitinación, pero que 

ésta podría ser más intensa y persistente en CN. En Arabidopsis se ha determinado 

que modificaciones postraduccionales mediadas por ubiquitinación regulan 

negativamente la respuesta al frío disminuyendo su tolerancia (Dong et al., 2006), pero 

se sabe poco acerca de una posible implicación de la ubiquitinación en respuestas 

favorables frente al frío. En cambio, sí se ha demostrado que el sistema de 

ubiquitinación puede ser importante para evitar senescencia prematura (Raab et al., 

2009), y en en este sentido, las mandarinas de CN expuestas al frío sí podrían estar 

dotadas de un mecanismo que las permitiría mantener la homeostasis en periodos 

largos de almacenamiento 

La pirrolidona carboxil peptidasa, aCL236Contig1, se indujo en ambas 

variedades, pero en CN hay considerablemente mayores niveles de expresión 

previamente a la exposición al frío. Esta diferencia desapareció la segunda semana de 

almacenamiento a bajas temperaturas, aunque a tiempos más largos de exposición al 

frío, el repunte en CN volvió a ser mayor (Tabla Supl. 9, SOM6). Este resultado es 

contrario al observado en hojas de uno de los cítricos más resistentes al frío, Poncirus 

trifoliata (tolerante) durante la aclimatación de plantas al frío, donde un gen pirrolidona 

carboxil peptidasa se reprimía (Zhang et al., 2005b). Es difícil interpretar las razones 

para estas diferencias, pero sin duda el tratarse de tejidos diferentes (fruto vs 

plántulas), y condiciones diferentes (frutos arrancados y en oscuridad vs plantas en 

crecimiento activo) puede contribuir a ello. 

 

RESPUESTA HORMONAL 

El gen tRNA isopentenilpirofosfato transferasa (IPT), aCL5095Contig1, 

presentó un perfil de inducción progresiva durante las cuatro primeras semanas de 

almacenamiento en frío exclusivamente en CN (Tabla 24). Este gen está implicado en 

la síntesis de citoquininas (Miyawaki et al., 2006). La sobreproducción de citoquininas 

en plantas transgénicas de Arabidopsis sobreexpresantes de IPT potencia la tolerancia 
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al frío (Guo et al., 2009). Según esto, el flavedo de CN podría producir mayores niveles 

de citoquininas que el de F en su respuesta al frío, lo cual podría colaborar en su mejor 

aclimatación. Esta hipótesis se podría probar cuantificando las citoquininas del flavedo 

de CN y F en campo y durante la postcosecha a bajas temperaturas. Si realmente 

existiesen diferencias a nivel de metabolito, se podrían plantear experimentos de 

pretratamientos con citoquininas para testar si éstas favorecen la aclimatación al frío. 

El gen At1g03400/F21B7_31, aCL322Contig1, posible ACO, se indujo 

inicialmente en ambas variedades, pero hasta los 28 d a 2ºC en CN mientras que en F 

a los 28 d a 2ºC hubo un pico reprimido (Tabla 24). Con un patrón de expresión 

similar, se halló el gen esterase inducible por etileno, aCL5654Contig1 (Tabla 24), que 

se caracterizó en hojas de Citrus sinensis como inducible por ET (Zhong et al., 2001) y 

fue destacado en el test de Wilcoxon de MapMan y comentado en el apartado 3.1.2 

(Tabla 12). Los datos de expresión para ambos genes sugieren un incremento de ET 

en el fruto durante la postcosecha, debido al estrés por frío o simplemente por la 

senescencia que desarrollan. El análisis transcriptómico de frutos de mandarinas 

Citrus unshiu tratados con ET demostró que el ET reprime la transcripción de muchos 

genes relacionados con la fotosíntesis, biogénesis de cloroplasto y metabolismo de 

azúcares, mientras que induce la transcripción de numerosos genes de resistencia, 

defensa, estrés, síntesis de aminoácidos, degradación de proteínas y metabolismo 

secundario (Fujii et al., 2007). No obstante, en frutos de Citrus sinensis sometidos a 

frío se incrementa la producción de ET (Wong et al., 1999). La producción de ET se ha 

medido en diferentes variedades de frutos cítricos durante el almacenamiento a bajas 

temperaturas, aumentando la producción de ET en frutos sensibles al frío, como F, 

pero no en variedades tolerantes (Lafuente et al., 2003). Por una parte, el aumento 

transitorio de ACO en F podría ser suficiente para el aumento de ET (Lafuente et al., 

2001). Por otra parte, podría ser que diferentes genes ACO tengan distintos patrones 

de expresión y éste no nos muestra la evidencia del aumento real de ET que ocurre en 

las células. Pero el aumento en CN no concuerda con los datos de otras variedades 

tolerantes como las naranjas Valencia late ni Navelina (Lafuente et al., 2003). En el 

posterior apartado 6.2 se discute en mayor profundidad todos los resultados obtenidos 

para genes relacionados con ET. 

El gen S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMdc), aCL3Contig3, que 

codifica una enzima clave en la biosíntesis de PA, se indujo durante las dos primeras 

semanas a 2ºC específicamente en CN y sólo muy tardíamente en F (Tabla 24). El frío 

incrementa la actividad SAMdc en espinaca, y el incremento derivado en los niveles de 

PAs es necesario para su correcta aclimatación al frío (He et al., 2002). En hojas de 

varias especies de cítricos aclimatados al frío mediante bajas temperaturas también 
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aumentan los niveles de PAs (Kushad y Yelenovsky, 1987). Según esto, y la inducción 

específica del SAMdc en CN, el flavedo de CN podría responder al frío incrementando 

los niveles de PAs, lo cual podría favorecer su adaptación a la situación de estrés. 

El factor de transcripción activador de la respuesta a ABA, VP1/ABI3, 

aCL4518Contig1, implicado en la tolerancia al frío en Arabidopsis (Tamminen et al., 

2001) se indujo en respuesta al almacenamiento en frío en CN y F (Tabla 24), pero los 

niveles de CN fueron ligeramente mayores antes y durante la postcosecha a bajas 

temperaturas respecto a los de F, pudiendo justificar así parte de la mayor tolerancia 

de CN. No obstante, el ABA no parece jugar un papel clave en la tolerancia al frío en 

frutos cítricos (Lafuente et al., 1997; Gosalbes et al., 2004; Maul et al., 2008). 

 

TABLA 24. Valores de expresión de genes de respuesta hormonal con perfil 
de inducción en ambas variedades con mayor expresión en CN, 
normalizados respecto los niveles en F0 

log2ratio * Anotación 
Unigen CN0 CN9 CN14 CN28 CN56 F0 F7 F14 F28 F45 

IPT 
aCL5095Contig1 

0,245 0,526 0,690 1,295 -0,850 0 0,353 0,030 -0,236 0,815 

posible ACO 
aCL322Contig1 0,211 0,799 0,748 0,923 0,046 0 0,643 0,604 0,053 0,306 

esterase 
inducible por 
etileno 
aCL5654Contig1 

1,062 1,311 1,063 1,108 -0,039 0 0,796 0,931 0,144 0,567 

SAMdc 
aCL3Contig3 

0,057 0,684 0,821 0,429 0,085 0 -0,180 0,061 0,159 0,724 

VP1/ABI3 
aCL4518Contig1 

0,370 1,218 1,188 1,597 0,554 0 0,953 0,789 0,780 0,851 

(*) Media de las cuatro réplicas de log2ratio=log2X/F0, siendo X cada una de las muestras de la serie temporal 
de CN y F. Los valores de expresión negativos indican represión y positivos inducción respecto F0. 

 
METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS 

 Acumulación de almidón y azúcares: 

El gen citoplásmico fosfoglucomutasa, aCL2323Contig1, presentó niveles de 

expresión superiores en CN durante las cuatro primeras semanas del almacenamiento 

en frío e incluso anteriormente en las muestras CN0 (Fig. 40). Este gen codifica una 

enzima crítica para la movilización/almacenamiento de almidón. El gen β-amilasa 

(BMY), aCL5Contig5, también implicado en la movilización de almidón, mostró una 

respuesta diferencial al frío, ya que en CN se dio un pico de fuerte inducción (más de 

dos veces el nivel 0) en la primera semana de almacenamiento a bajas temperaturas. 
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Los niveles altos de expresión continuaron en CN hasta los 56 d a 2ºC, estadio en el 

que su expresión no bajó a niveles similares a los iniciales; sin embargo, en F se 

reprimió levemente durante toda la postcosecha (Fig. 40). En plantas de Arabidopsis 

estresadas por frío también se inducen ciertas isoenzimas de BMY (Kaplan y Guy, 

2004), lo cual resulta en la acumulación de maltosa, que ejerce diversos efectos 

protectores (Kaplan y Guy, 2005). Si esto fuese así, CN estaría más protegida que F. 

En conjunto, los datos de expresión de los SOMs 5 y 6 (mayor nivel de 

expresión en CN respecto F), apuntan a que CN responde al frío con una mayor 

movilización de almidón y acumulación de azúcares como la sacarosa, lo que podría 

suponer una de las características que le permitan a CN una mejor adaptación al frío. 
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Figura 40. Valores de expresión de los genes del metabolismo de carbohidratos sacarosa sintasa (SOM5), 
fosfoglucomutasa, β-amilasa y G6P isomerasa, normalizado respecto los niveles en F0. En el eje de las X se 
muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie 
temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de 
almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

 Glucolisis:  

El gen citosólico glucosa-6-fosfato isomerasa, aCL3781Contig1, además de 

tener niveles iniciales superiores en CN mostró una leve represión en F (Fig. 40). Con 

un patrón de expresión similar, aunque con menores diferencias a tiempo cero, pero 

mayor represión en F, se identificó el gen piruvato quinasa, aCL7091Contig1 (Tabla 

Supl. 9, SOM6). Las diferencias de expresión en estos dos genes podrían resultar en 

una mayor tasa neta de glucolisis en CN, lo cual sería importante en las condiciones 

del almacenamiento. Concretamente podría proporcionar ATP como fuente de energía 

para construir las macromoléculas implicadas respuesta de 

defensa/tolerancia/adaptación así como de los metabolitos precursores para la 

biosíntesis de compuestos necesarios en la respuesta. En ese sentido, otros estreses 
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tales como el osmótico y escasez de O2, incluso bajas temperaturas, en arroz (Minhas 

y Grover, 1999) en Pinus taeda por sequía (Watkinson et al., 2003), también inducen 

la expresión de los genes de esta ruta. De forma similar en espinacas y en alubias la 

actividad enzimática aumenta a bajas temperaturas (Holaday et al., 1992). 

 

FOTOSÍNTESIS 

Llama la atención la presencia de genes relacionados con la fotosíntesis entre 

aquellos que presentaron mayor expresión en CN, como fue el caso de la proteína de 

unión a clorofila a/b CP24, aCL1214Contig1; las subunidades pequeñas 1A y 3B de 

ribulosa bisfosfato carboxilasa, aCL43Contig2 y aCL43Contig3 respectivamente (Tabla 

Supl. 9, SOM6). Las diferencias a favor de CN se detectaron incluso antes del 

sometimiento a bajas temperaturas. 

 

 

5.2.2 Expresión de genes potencialmente relacionados con el desarrollo de 
daños por frío en Fortune 

 

Se partió de la hipótesis que los genes implicados en el desarrollo de DF 

podrían incluirse entre los que presentan perfiles de mayor inducción tardía en F, 

coincidiendo con la aparición de síntomas visibles (aquellos perfiles marcados como 

DF en la Fig. 28). Esos serían los agrupamientos 3 (501 clones, 359 unigenes, 144 

uniAt), 4 (176 clones, 126 unigenes, 49 uniAt) y 8 (83 clones, 38 unigenes, 8 uniAt). 

 

SOM 3 (perfil de inducción temprana y mayores niveles de expresión en F 
respecto CN): 

 
En el SOM3 se incluyeron genes que respondían al frío tempranamente pero 

exclusivamente en F, aunque de forma leve. Al profundizar en la función molecular de 

los genes del SOM3 se encontró una gran proporción de genes que podrían 

relacionarse con una respuesta defensiva frente al estrés. Esta respuesta defensiva 

podría ser activada en F para tratar de compensar su peor situación inicial, de acuerdo 

a lo determinado en la valoración de los SOM 5 y 6 (niveles de expresión superiores 

en CN respecto F) que sugiere que el flavedo de CN tiene un estado celular más 

preparado para hacer frente al frío, independientemente de la respuesta posterior. Una 

hipótesis es que, esta respuesta temprana específica de F resultó en inducciones tan 

livianas que no fueron eficaces, como demuestra el desarrollo final de daños en la piel 

de F. Esta respuesta diferencial entre CN y F sugiere que las bajas temperaturas 
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suponen un estrés para el flavedo de F, al menos desde la primera semana de 

exposición al frío, mientras que en CN el frío no generaría una situación de estrés al 

flavedo. 

Con este perfil se identificaron varios genes propios de la defensa frente a las 

bajas temperaturas (Tabla Supl. 9, SOM3), tales como varios genes de dehidrinas tipo 

COR15 (aCL6Contig6, aCL6Contig7 y aCL6Contig16) (Fig. 41); varias HSP 

(aC07008D01SK_c, aC04010E05SK_c, aCL80Contig2 y aCL897Contig2) que podrían 

tratar de reconstituir el plegamiento de proteínas alterado por las bajas temperaturas; y 

genes que codificarían proteínas de unión a calcio como aCL4516Contig1. También se 

identificaron varios genes codificantes de proteínas relacionadas con el metabolismo 

de lípidos, posiblemente implicadas en la protección a la posible deshidratación tras la 

desestabilización de la membrana ante las bajas temperaturas como es esfingosina-1-

fosfato liasa (aCL4647Contig1). Este tipo de enzimas se han mostrado importantes 

para evitar la deshidratación celular en Arabidopsis (Nishikawa et al., 2008). También 

se halló una δ-12-FAD (aCL578Contig1) que se reprimió en CN, pero no en F (Tabla 

Supl. 9, SOM3) y codifica una enzima de girasol implicada en fluidificar la membrana y 

que confiere tolerancia al estrés por frío y salinidad en levaduras (Rodriguez-Vargas et 

al., 2007). Quizás, la membrana plasmática de CN ya tuviera una composición lipídica 

idónea para la tolerancia al frío, previamente a la exposición al mismo, y por ello no 

necesitó responder activando estos genes. Existen evidencias que en el flavedo de 

frutos F no se reorganizan las membranas lipídicas en condiciones de almacenamiento 

a bajas temperaturas (Mulas et al., 1996, 1997). Además, hay datos que indican que la 

expresión de diferentes genes FAD puede ser distinta en respuesta al frío (Tang et al., 

2007). 

El gen COR15 codifica una dehidrina con una importante función de protección 

en plantas al estrés por bajas temperaturas y deshidratación. La inducción de 

CrCOR15 se produce en el flavedo de frutos de variedades sensibles, como F 

(Sanchez-Ballesta et al., 2004) y pomelo (Porat et al., 2002), cuando son sometidas a 

acondicionamiento previo al almacenamiento a bajas temperaturas. Sin embargo, en el 

flavedo de frutos F este aumento se produce durante la postcosecha porque el curado 

reduce la expresión de este gen. Además, en los frutos F sin acondicionar y 

almacenados a 2ºC el nivel de CrCOR15 se mantiene tan elevado como antes del 

estrés (Sanchez-Ballesta et al., 2004). Los niveles de expresión de COR15 en la 

variedad tolerante CN fueron siempre inferiores a los de la variedad sensible, lo que 

quizás nos esté indicando que las dehidrinas son parte del síndrome de DF y que 

posiblemente el flavedo de la variedad sensible está experimentando una mayor 
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perdida de agua que induce a las células del flavedo de F a sintetizar más dehidrinas 

para protegerse (Vercher et al., 1994; Sala, 2000; Sanchez-Ballesta et al., 2004). 
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Figura 41. Valores de expresión de los unigenes COR15, normalizados respecto los niveles en F0. En el eje 
de las X se muestra el valor de la media de las sondas que forman cada unigen log2ratio=log2X/F0, siendo X 
cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco 
tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las sondas de cada 
unigen. 

 

Como posible parte del mecanismo de inducción de tolerancia a las bajas 

temperaturas, localizamos la leve activación temprana en F de genes posiblemente 

encaminados a la acumulación de osmolitos compatibles para combatir la desecación. 

En concreto de genes de biosíntesis de prolina, con el gen δ-1-pirrolina-5-carboxilato 

sintetasa (aCL174Contig2), y de azúcares, con varias invertasas (aCL2322Contig1, 

aCL7Contig2), y un transportador de azúcares (ST14; aCL7536Contig1) (Tabla Supl. 

9, SOM3). 

En este agrupamiento también se hallaron genes clásicos que confieren 

tolerancia al estrés oxidativo. Entre ellos se encuentra la SOD (aCL1180Contig1), 

varios GST (aCL110Contig2, aCL184Contig3, aCL110Contig1, aCL4064Contig1 y 

aCL87Contig1) (Fig. 62), una tioredoxina (aCL18Contig1), una APX 

(aC02003D06SK_c), otras peroxidasa (aCL98Contig3, aCL98Contig2) (Fig. 63), una 

tocoferol ciclasa (aCL5732Contig1) y también una CAT (aCL63Contig4) reprimida 

tempranamente sólo en CN que podrían estar asociados con el desarrollo de la 

necrosis (apartado 7.2 “Genes de respuesta al estrés oxidativo”. 

También se incluyeron en este perfil, de inducción temprana y mayores niveles 

de expresión en F respecto CN, genes propios de defensa general frente al estrés 

como los de varias metalotionina (aCL3Contig10, aCL3Contig27, aCL3Contig33 y 



Capítulo 2 

 158

aCL3Contig34) (Fig. 42), varias miraculina (aCL190Contig1, aCL1Contig10, 

aCL1Contig11, aCL1Contig33 y aCL1Contig12) (Fig. 42), una chaperona de cobre 

(aCL205Contig3), una fosfatasa ácida púrpura (aCL2471Contig1), un inhibidor Bax1 

(aCL386Contig1) y un posible miembro de la familia PR4 (aCL1Contig14) (Tabla Supl. 

9, SOM3). 

Los genes miraculinas ya se habían identificado y discutido en los SOMs 5 y 6 

(niveles de expresión superiores en CN respecto F) de tolerancia al frío, pero también 

se identificaron en este grupo de genes de DF y con la misma tendencia a la inducción 

en ambas variedades. Estos genes coinciden con los descritos por Gimeno et al. 

(2009) en cítricos (Miraculin-like protein 3: aCL1Contig12; Miraculin-like protein 5: 

aCL1Contig33, aCL1Contig11; y Miraculin-like protein 6: aCL1Contig10) y con los 

anteriormente citados en los SOMs 5 y 6. Una explicación a este fenómeno es que 

estamos ante una familia génica que podría ser difícil de diferenciar por las ESTs 

secuenciadas, así que, (1) podrían formar parte del mismo contig genes diferentes si 

sólo estamos comparando la parte más conservada, (2) puede haber hibridación 

cruzada en la micromatriz de genes de la misma familia y nosotros sólo los 

identificamos por nuestra conocida sonda impresa y por eso se aprecian diferentes 

patrones de expresión entre duplicados del mismo gen. 
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Figura 42. Media de los valores de expresión de los genes de defensa metalotionenina y miraculina, 
normalizados respecto los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las sondas 
que forman cada unigen log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje 
Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de 
error corresponde a la sd de los unigenes con la misma anotación. 

 

Con el perfil descrito, también encontramos en el SOM 3 (perfil de inducción 

temprana y mayores niveles de expresión en F respecto CN) genes candidatos a 
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participar en la señalización de la leve respuesta defensiva temprana que es 

específica de F. Este sería el caso de dos genes presumiblemente implicados con la 

biosíntesis de ABA con pequeños picos de mayor expresión temprana en F, una 

alcohol deshidrogenasa de cadena corta (aCL6108Contig1) y una β-caroteno 

hidroxilasa (aCL35Contig1) (Fig. 56 en el apartado 6.1). Paradójicamente, con un perfil 

similar, también mostró una cierta inducción temprana en F el RING-H2 finger, 

aCL198Contig1. Este gen es homólogo al gen XERICO de Arabidopsis, que se ha 

comentado en los apartados 5.1 (Tabla Supl. 7) y 5.2.1 (Fig. 37). 

Asimismo, encontramos señalizadores a nivel de fosforilación, como 

aCL7618Contig1, un homólogo a AtPK19 inducible por frío en Arabidopsis (Mizoguchi 

et al., 1995). El homólogo de cítricos, aCL7618Contig1, se indujo en F desde la 

primera semana de almacenamiento en frío, mientras que en CN se dio una inducción 

más liviana y tardía, a partir de la cuarta semana de almacenamiento a bajas 

temepraturas (Fig. 61, en el posterior apartado 7.2). Pese a que en Arabidopsis este 

gen se induce ante diversos estreses y actúa como activador traduccional (Mizoguchi 

et al., 1996), hasta ahora su actividad no se ha relacionado directamente con procesos 

de tolerancia o daño ante el estrés. También una serina/treonina quinasa asociada a 

tilacoide SNT7, aCL3987Contig1, se reprimió en CN durante las dos primeras 

semanas en frío, mientras que en F se indujo levemente las dos primeras semanas a 

bajas temperaturas y sólo se reprimió después (Fig. 61, en el apartado 7.2). A 14 d en 

frío se dio la mayor diferencia de expresión a favor de F, llegando a ser 2,4 veces 

mayor. Este tipo de quinasas se ha visto importante en la fosforilación de la proteína 

colectora de luz (LHCII) y la adaptación de los fotosistemas a cambios lumínicos 

(Bellafiore et al., 2005), pero desconocemos cual puede ser su función en el flavedo de 

frutos almacenados en frío cuyas células no acumulan proteínas del LHC (Azoulay et 

al., 2008). 

 

Además, se identificaron varios factores de transcripción que presentaron un 

pequeño pico de inducción temprana exclusivamente en F y podrían estar dirigiendo 

en parte esta respuesta temprana al frío en F (Fig. 43). Se destacan los casos de uno 

de la familia WRKY (aC04005E02SK_c), uno tipo MYB (aCL8980Contig1), y un bHLH 

(aC08014B07SK_c), entre otros factores de transcripción como aCL2849Contig1, 

putativo factor de transcripción, y aC18006A08Rv_c, tipo dedos de zinc (Tabla Supl. 9, 

SOM3). 
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Figura 43. Valores de expresión de factores de transcripción, normalizados respecto los niveles en F0. En el 
eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra 
de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos 
analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

Con una posible relación con la sensibilidad al frío de F podría estar el producto 

del gen Two-component response regulator-like APRR5 (Arabidopsis pseudo-response 

regulator 5), aCL4006Contig2, un componente de la maquinaria del ciclo circadiano. 

Este gen se indujo durante las dos primeras semanas de almacenamiento a bajas 

temperaturas en F, mientras que su expresión no cambió en CN (Fig. 44). Mutantes de 

Arabidopsis nulos para PPR5 y otros PPR tienen aumentada la expresión de genes de 

respuesta a frío y son más tolerantes al frío igual que CN (Nakamichi et al., 2009). Los 

genes APRR estarían relacionados con un mecanismo de oscilación circadiana de 

genes de respuesta a estrés, incluyendo DREB1/CBF (Nakamichi et al., 2009). Según 

esto, la mayor inducción de PPR5 por frío en F podría ser una de las causas de su 

deficiente respuesta de adaptación al estrés. 
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Figura 44. Valores de expresión del gen APRR5, normalizado respecto los niveles en F0. En el eje de las X se 
muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie 
temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de 
almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

Por otra parte, llama la atención la abundancia de genes relacionados con 

fotosíntesis dentro del grupo de genes del SOM3 (perfil de inducción temprana y 

mayores niveles de expresión en F respecto CN) (Tabla Supl. 9) y para lo cual no 

tenemos una explicación lógica. Se conoce que para la desverdización del flavedo 

durante la maduración del fruto hace falta la exposición del fruto a temperaturas bajas 

(razón por la que los cítricos en regiones tropicales conservan la piel verde aún 

cuando están maduros) y que en cítricos se puede dar el fenómeno de reverdización 

en circustancias y variedades muy específicas (Hsu et al., 1989), este fenómeno 

también se pudo observar levemente en nuestros frutos. Puede que este sea parte de 

un mecanismo general de adaptación que sería funcional en tejidos verdes para 

disipar estrés oxidativo derivado de la exposición lumínica a bajas temperaturas 

(Takahashi y Murata, 2008) y que se despierta en los frutos almacenados a bajas 

temperaturas incluso en la oscuridad. 

 

SOM 4 (perfil de inducción tardía y mayores niveles de expresión en F 
respecto CN): 

 
El SOM 4 agrupó genes que se inducen a partir de las 2-4 semanas 

específicamente en F (Fig. 28), coincidiendo con la aparición de daños. También 

destaca la abundancia de genes de respuesta a estrés, principalmente al oxidativo, 

entre los genes con este perfil. Además, se identificó una inducción en varios 
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transportadores de membrana en F y en una porción de metabolismo secundario, 

sobre todo, del relacionado con compuestos fenólicos (Tabla Supl. 9, SOM4). 

Entre los genes inducidos con mayores niveles de expresión a tiempos tardíos 

específicamente en F, destacan los relacionados con el estrés oxidativo y la respuesta 

a patógenos. Respecto al estrés oxidativo, se cuentan hasta seis GST 

(aCL110Contig1 [Fig. 62], aCL3761Contig1, aCL1507Contig2, aCL1881Contig2, 

aCL7288Contig1 y aCL1507Contig1), dos tiorredoxina (aC08008G07SK_c y 

aCL18Contig3) y una glutarredoxina (aCL5576Contig1) (Tabla Supl. 9, SOM4). Estos 

genes podrían inducirse en F para tratar de paliar el estrés oxidativo que incrementaría 

en F al intensificarse el deterioro celular generado por las bajas temperaturas. Por otra 

parte, una glicolato oxidasa, aCL494Contig2, podría ser la responsable de una mayor 

acumulación de H2O2 (Fahnenstich et al., 2008a y b) a tiempos largos en F (Fig. 45). 

Sin embargo, la inducción de la glicolato oxidasa produciría un acúmulo de oxalatos 

que intervienen en regulación por calcio, balance iónico, protección y destoxificación 

de metales pesados (Xu et al., 2006). En cuanto a estrés abiótico, también se hallaron 

posibles genes de respuesta a desecación, como un gen putativo de estrés universal 

homólogo de RD2 (aCL5203Contig1), lo cual podría ser reflejo de defectos en la 

membrana de las células de F (Fig. 45). 
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Figura 45. Valores de expresión de genes de respuesta a estrés en el SOM4, normalizado respecto los 
niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, 
siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los 
cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro 
réplicas. 

 

La inducción de numerosos transportadores de membrana en F podría 

producirse en consonancia con los presumibles defectos en la membrana de F, para 
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tratar de mantener la homeostasis celular. Estos transportadores incluyeron un posible 

MATE-efflux (aC08004B02SK_c) y tres posibles transportadores tipo ABC 

(aCL912Contig1, PDR-type ABC transporter 1; aCL387Contig3, PDR11; 

aCL5595Contig1, P-glycoprotein –like protein) (Fig. 46). Los genes PDR, como 

posiblemente sea el caso de aCL387Contig3, tienen una función principal 

destoxificadora, esta propiedad les da un carácter de genes de resistencia y 

responden a diversos estreses bióticos y abióticos (Crouzet et al., 2006). Además, 

aCL387Contig3 se indujo más de tres veces en hojas de CN bajo condiciones de 

sequía (Gimeno et al., 2009). También se identificaron un intercambiador Ca2+/H+ 

(aCL900Contig1), una H+-ATPasa vacuolar (aC18012A05Rv_c) o un transportador de 

dicarboxilatos de la familia DIC (aCL536Contig2) (Tabla Supl. 9, SOM4), esto últimos, 

posiblemente implicados en la estabilización del pH y el equilibrio redox, ya que la 

familia de genes DIC son la principal conexión redox entre mitocondria y citosol 

(Palmieri et al., 2008). Algunos genes de transportadores del SOM 4 (perfil de 

inducción tardía y mayores niveles de expresión en F respecto CN) también podrían 

estar relacionados con la necesidad de ATP en F, como sería el caso de un 

translocador de nucleótidos de adenina (aCL657Contig1), una ferredoxina de 

transporte de electrones (aC04010C04SK_c) y una proteína de membrana del 

complejo de biogénesis de citocromo c (aCL3893Contig1) (Tabla Supl. 9, SOM4). 
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Figura 46. Valores de expresión de los genes que codifican transportadores de membrana, normalizados 
respecto los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas 
log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN 
(rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a 
la sd de las cuatro réplicas. 
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La respuesta al estrés detectada específicamente en F debe suponer un gasto 

energético adicional. En ese sentido, también hubo inducción tardía en F de genes de 

varias enzimas glucolíticas, tales como una fructosa-bisfosfato aldolasa 

(aCL34Contig3), una gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (aCL715Contig1) y una 

piruvato quinasa (aCL670Contig1) (Fig. 47). 
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Figura 47. Valores de expresión de genes que codifican enzimas glucolíticas, normalizados respecto los 
niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, 
siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los 
cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro 
réplicas. 

 

Un grupo de genes de defensa frente a patógenos mostró una inducción tardía 

específicamente en F, incluyendo un precursor de PR-4A (aCL1Contig14) (Fig. 48), 

dos quitinasa (aCL856Contig1 y aCL371Contig1) (Fig. 48), un inhibidor de proteasas 

(aCL16Contig2) (Tabla 8, Tabla Supl.9 SOM4) y una miraculina (aCL1Contig10) (Fig. 

34, Fig. 42, Tabla Supl. 9). Las quitinasas también podrían responder al estrés 

oxidativo ocurrido durante el DF (Ernst et al., 1992). 
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Figura 48. Valores de expresión genes de defensa, normalizados respecto los niveles en F0. En el eje de las 
X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie 
temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de 
almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

Respecto al metabolismo secundario, en el SOM 4 (Fig. 28) se identificaron un 

gen PAL (aC02002A11SK_c), de la parte basal de la ruta de biosíntesis de 

fenilpropanoides y dos posibles COMT, aCL139Contig y aCL18Contig10, que 

mostraron patrones de indución en F a partir de las cuatro semanas en frío y patrones 

sin cambios en la serie de CN (Fig. 49). En relación con la biosíntesis de flavonoides 

(corriente abajo en la misma ruta) también se halló una posible leucoantocianidina 

dioxigenasa, aCL869Contig1, que inducida en F en mayor medida que en CN (Fig. 

49). La inducción de una tirosina/dopa descarboxilasa (aCL4076Contig1) (Fig. 53) y 

una aC02002A11SK_c 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato sintasa 

(aCL214Contig1) podrían estar relacionadas con un mayor incremento en la 

biosíntesis de siquimato (Guillet et al., 2000) en F (Fig. 49). El gen 3-deoxi-D-arabino-

heptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa 3, aCL214Contig1, codifica la primera enzima 

de la ruta del siquimato y de esta ruta deriva la síntesis de aminoácidos aromáticos, y 

fenilpropanoides. Este gen se regula por factores del desarrollo y se induce por 

patógenos (Adomas et al., 2007). También se halló inducción específica en F de una 

limoneno sintasa (aC02013A08SK_c), en relación con la biosíntesis de monoterpenos 

esenciales. Las glándulas del flavedo de los frutos cítricos son ricas en terpenos como 

el limoneno, el terpeno más abundante en Citrus lemon. Los terpenos parecen tener 

un papel en la defensa de los frutos de los ataques patógenos, herbívoros y de varios 

estreses (Lewinsohn et al., 1993; Steele et al., 1998; Dornelas y Mazzafera, 2007). 

Una hipótesis plausible es que los niveles más altos en los frutos CN0 y en los 

frutos de CN expuestos al frío durante tiempos cortos pudieran contribuir a mantener el 
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estado de tolerancia. En cambio la expresión de PAL se requeriría para el suministro 

de precursores fenilpropanoides necesarios, en el caso de F14-28, que pueden 

participar en mecasnismo de defensa contra estreses abióticos o bióticos, o 

modificación de la pared asociada a la necrosis. Esta hipótesis es consistente con los 

resultados de Sanchez-Ballesta et al. (2000a, b), el transcrito y la actividad PAL 

aumentan en el almacenamiento en frío de F a medida que aparece el DF, se puede 

considerar un marcador de DF. Al igual que CN, en la variedad de mandarinas 

Hernandina (tolerante al frío) disminuyó el nivel de PAL a lo largo del tiempo en el 

almacenamiento a 2ºC (Lafuente et al., 2001). Aunque la actividad PAL puede ser 

inducida por ET en frutos F a temperatura de no DF, la inhibición de ET inhibe el 

aumento de PAL y aumenta el DF, por tanto, la PAL protege de DF (Lafuente et al., 

2001, 2004). 
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Metabolismo secundario

 
Figura 49. Valores de expresión de los genes del metabolismo secundario del SOM4, normalizados respecto 
los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, 
siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los 
cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro 
réplicas. 

 

Como posibles reguladores de esta respuesta tardía específica de F, en el 

SOM 4 se incluyeron varios factores de transcripción, entre ellos dos de tipo WRKY 

(aCL1506Contig1 y aCL1201Contig1) y un bZIP homólogo a AREB1 

(aCL3553Contig1) (Tabla 25), que en Arabidopsis es un activador parte de los genes 

de respuesta a ABA en relación con la tolerancia a estrés hídrico (Lee et al., 2009). 
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Por lo que corresponde a los genes del mecanismo de respuesta a ABA, identificamos 

que el unigen aCL3553Contig1 codifica posiblemente un factor de transcripción de 

respuesta a ABA tipo AREBs/ABFs. Los factores de transcripción AREBs/ABFs tipo 

bZIP se unen al elemento de respuesta a ABA cis, ABRE, activando la expresión de 

los genes aguas abajo aumentando la tolerancia a sequía y otros estreses en tejidos 

vegetativos (Kim et al., 2004; Furihata et al.2006). Este gen se indujo en respuesta al 

frío en los frutos de F28 y F45, mientras que en la serie de CN tuvo un patrón casi 

plano. Esta diferencia entre variedades podría ser respuesta a una mayor 

deshidratación en F porque los frutos F tienen mayor permeabilidad en la piel que CN 

(Vercher et al., 1994) y esa deshidratación activaría la respuesta del ABA. 

 

TABLA 25. Valores de expresión de factores de transcripción con perfil de 
inducción tardía y mayores niveles de expresión en F, normalizados 
respecto los niveles en F0 

log2ratio* Anotación 
Unigen CN0 CN9 CN14 CN28 CN56 F0 F7 F14 F28 F45 

SPF1 
aCL1506Contig1 

-0,037 0,888 0,607 -0,191 0,110 0 0,373 0,130 1,309 1,307 

WRKY31 
aCL1201Contig1 

-0,607 0,785 0,326 -0,177 -0,120 0 0,350 0,475 1,477 1,167 

bZIP/AREB1 
aCL3553Contig1 

-0,660 0,112 -0,041 0,204 -0,405 0 0,020 -0,020 0,641 0,716 

(*) Media de las cuatro réplicas de log2ratio=log2X/F0, siendo X cada una de las muestras de la serie temporal 
de CN y F. Los valores de expresión negativos indican represión y positivos inducción respecto F0. 

 

 

En el SOM 4 (perfil de inducción tardía y mayores niveles de expresión en F) 

también se hallaron tres genes SAM sintetasa (aCL33Contig2, aCL55Contig2, 

aCL414Contig1), con inducción a las 4 semanas en F y represión en toda la serie de 

CN (Fig. 50). El posible incremento en los niveles de S-adenosil metionina (SAM) en F 

podría relacionarse con un aumento en la producción de ET, o estar relacionada con 

otros procesos que requieran de donadores de grupos metilo. El ET es capaz de 

inducir aclimatación al frío en mandarinas F, e incrementa la actividad de la PAL 

(Lafuente et al., 2004) de modo que éstas podrían ser algunas de las respuestas al frío 

propias de F, aunque demasiado tardías como para evitar DF. 
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Figura 50. Las línes muestran los valores de expresión de los unigenes SAM sintasa 2, y las barras son la 
media de los tres unigenes, normalizados respecto los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor 
de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. 
En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La 
barra de error corresponde a la sd de los tres unigenes. 

 

 

La síntesis de PA también podría inducirse específicamente en F atendiendo a 

la expresión del gen arginina descarboxilasa, aCL1233Contig1 (Fig. 51). La inducción 

de expresión de los genes que codifican la arginina descarboxilasa (inducción tardía 

en F) y la SAMdc (inducción temprana en CN) indican (1) que en el flavedo de 

mandarinas almacenadas a 2ºC las PA se estarían sintetizando a partir de la arginina, 

aunque la falta de datos para los otros enzimas de la ruta (espermina/espermidina 

sintasa y ornitina descarboxilasa) no permiten asegurar que no participe también la 

ruta ornitina descarboxilasa aunque sea poco probable y (2) que los niveles mayores 

de arginina descarboxilasa en F parecen estar asociados al desarrollo del DF. 

En cítricos, McDonald y Kushad (1986) midieron la concentración de 

putrescina, espermidina y espermina en flavedo y sacos de jugo de limón y pomelo, 

observando aumento en la concentración de putrescina con el frío (más del 40% con el 

tratamiento de frío que en el control) pero no en espermidina y espermina. La 

correlación entre concentración de putrescina y DF es de casi 1, sin embargo no se 

determinó si la putrescina aumentaba con el frío o con el DF. 

La síntesis de PA aumenta con la temperatura y tiempo de exposición del 

acondicionamiento en el flavedo de mandarinas F sometidas a distintas condiciones de 

temperaturas de acondicionamiento, y posterior almacenamiento a 2ºC (Gonzalez-

Aguilar et al., 1997, 1998 y 2000). En cambio, en frutos aún unidos al árbol, las PA 

aumentan después de la exposición a temperaturas mínimas en campo (Gonzalez-



Capítulo 2 

 169

Aguilar et al., 1997, 1998 y 2000). En definitiva, los datos publicados indican cambios 

en los niveles de PA tanto durante la maduración y el desarrollo del fruto F, como en 

las distintas temperaturas a las que se expone al fruto. Sin embargo, las PA no 

parecen estar directamente relacionadas con la tolerancia de los frutos de F al frío. 
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Figura 51. Valores de expresión del gen arginina descarboxilasa, normalizados respecto los niveles en F0. 
En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada 
muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos 
analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

 

SOM 8 (perfil de inducción en ambas variedades con niveles de expresión 
superiores en F respecto CN): 

 

El SOM 8 está conformado por un reducido número de genes (38 unigenes) 

que se indujeron a tiempos largos de almacenamiento en frío, pero en mayor medida 

en F (Fig. 28). Gran parte de estos genes pueden relacionarse con la biosíntesis de 

fenilpropanoides y con defensa (Tabla Supl. 9, SOM8). 

 

Entre los genes posiblemente implicados en biosíntesis de fenilpropanoides, en 

el SOM 8 se identificaron dos unigenes de COMT (aCL38Contig1 y aCL38Contig3), 

una catecol O-metiltransferasa (aCL38Contig4), una floroglucinol O-metiltransferasa 

(aCL38Contig2) (Fig. 52) y una laccasa (Tabla Supl. 9, SOM8), posiblemente 

implicada en la polimerización de la lignina (Brown et al., 2005). Estos genes podrían 

actuar, en conjunto con los citados en la descripción del SOM 4, en la biosíntesis y 

modificación de compuestos de defensa a estrés, como estrés oxidativo (Lluch, 2006) 

como estrés oxidativo (Establés, 2008). 
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Figura 52. Valores de expresión de genes O-metiltransferasa, enzimas clave en la biosínteisis de 
fenilpropanoides, normalizados respecto a F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las 
cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las 
muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error 
corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 
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En los SOMs 4 (perfil de inducción tardía y mayores niveles de expresión en F 

respecto CN) y 8 (perfil de inducción en ambas variedades con niveles de expresión 

superiores en F respecto CN) se identificó el gen tirosina/DOPA descarboxilasa (Fig. 

53) que podría implicarse en la biosíntesis de precursores del metabolismo secundario 

de polifenoles y de siquimato (Guillet et al., 2000) en F. 
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Figura 53. Valores de expresión de los unigenes tirosina/DOPA, normalizados respecto los niveles en F0. En 
el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada 
muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos 
analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de los dos unigenes. 

 

En el perfil de inducción en ambas variedades con niveles de expresión 

superiores en F respecto CN abundaron los genes relacionados con defensa frente a 

patógenos (Tabla Supl. 9, SOM8), como es el caso de dos genes PR-4A 

(aCL1Contig14 y aCL1Contig18), un PR5-1 (aCL5030Contig1), dos quitinasa 

(aCL371Contig2 y aCL856Contig1), dos miraculina (aCL1Contig11 y aCL1Contig19) y 

tres taumatina (aCL76Contig1, aCL747Contig1 y aCL747Contig2), todos ellos 

codificantes de proteínas antifúngicas típicas de la respuesta hipersensible, pero que 

también se inducen en un complejo similar durante la formación de lesiones necróticas 

ante situaciones de estrés abiótico (Rao et al., 2002; Naranjo et al., 2003), y en heridas 

(Francia et al., 2007). Algunas proteínas anticongelantes son similares a proteínas tipo 

taumatina en la epidermis de plántulas de centeno (Hon et al., 1995). Especies 

reactivas del oxígeno podrían ser el activador común de esta respuesta en todos los 

casos (Almeras et al., 2003; Bueso et al., 2007). La inducción de varios genes de 

defensa específicamente en F, como los identificados en el SOM 4 (perfil de inducción 

tardía y mayores niveles de expresión en F respecto CN), además, de dos dicianina 

(aCL12Contig3 y aCL12Contig4) identificadas en el SOM 8 como inducidas 

específicamente en F (Tabla Supl. 9), son un indicativo que efectivamente en F el 
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estrés oxidativo debe intensificarse entre la segunda y la cuarta semana de 

almacenamiento en frío. En definitiva, el estrés oxidativo podría extremarse en el 

trauma de las lesiones en F, lo cual podría acarrear la activación de un conjunto de 

genes de defensa como los identificados en los SOMs 4 y 8. 

En el SOM 8 también aparecieron tres contigs de LEA5 (aCL9Contig21, 

aCL9Contig23 y aCL9Contig8). La expresión de estos genes respondió al 

almacenamiento en frío en ambas variedades, pero de manera menos acusada en CN, 

presentando los frutos CN mayores niveles previamente a la postcosecha en frío (Fig. 

54). Este tipo de hidrofilinas confieren tolerancia a desecación y frío (Battaglia et al., 

2008), por lo que podrían ser un indicativo más que los frutos de CN están mejor 

preparados para soportar las bajas temperaturas y que F responde para adaptarse, 

pero ineficazmente. 
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Figura 54. Valores de expresión de los unigenes LEA5, normalizados respecto los niveles en F0. En el eje de 
las X se muestra el valor de la media de las sondas que forman cada unigen log2ratio=log2X/F0, siendo X 
cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco 
tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las sondas de cada 
unigen. 

 

Como posibles reguladores de todos procesos, en el SOM 8 (perfil de inducción 

en ambas variedades con niveles de expresión superiores en F respecto CN) sólo se 

halló el unigen aC05001B09SK_c, correspondiente a una posible F-box (Fig. 55). 
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Figura 55. Valores de expresión del unigen F-box (aC05001B09SK_c), normalizados respecto los niveles en 
F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada 
muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos 
analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

 

6. REGULACIÓN HORMONAL DE LAS RESPUESTAS AL FRÍO EN 

CLEMENULES Y FORTUNE 

 

En vista de las diferencias de expresión observadas y de la implicación del ABA 

y del ET con la respuesta de la planta al estrés por bajas temperaturas, se realizó un 

análisis específico sobre los genes relacionados con estas dos hormonas vegetales. 

 

6.1 Ácido Abscísico 

 

Está altamente reconocido que el estrés salino, hídrico y por bajas 

temperaturas causa aumento de biosíntesis y acumulación autocatalítica de ABA, 

amplificando así la respuesta al estrés (Xiong et al., 2002). Pero en nuestro caso del 

flavedo de las mandarinas CN y F no pudimos observar un aumento en los niveles 

transcriptómicos de los genes de biosíntesis de ABA representado en la micromatriz. 

Aunque no podemos descartar que eso ocurra, escapa a nuestra plataforma de 

análisis. Sin embargo, los datos transcriptómicos concuerdan con trabajos en los que 

se ha medido la cantidad de ABA en el flavedo de frutos F almacenados a bajas 

temperaturas demuestran pequeños cambio (Lafuente et al., 1997). 
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Los genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides, precursora de la 

biosíntesis de ABA, que resultaron diferencialmente expresados entre las series 

temporales en frío de CN y F (apartado 5.2, Tabla Supl. 9, SOM3) y que, además, 

fueron diferenciales en la serie de CN (apartado 4.1.2, Tabla 6a y 6b), fueron (Fig. 56): 

GGPP sintasa (aCL1306Contig1), fitoeno sintasa (aCL4078Contig1), z-caroteno 

desaturasa (aCL4451Contig1), licopeno ciclasa (aCL1461Contig1), y β-caroteno 

hidroxilasa (aCL35Contig1). En cuanto a los genes implicados en la ruta específica de 

síntesis de ABA, fueron diferenciales entre CN y F un transcrito de NCED (9,10[9’,10’] 

carotenoide dioxigenasa, aCL920Contig2), uno de SCAD (short chain alcohol 

dehydrogenase, aCL6108Contig1) y otro de TAO (aldehido oxidasa, aC01005D04) 

(Fig. 56). En general, los niveles de expresión de los citados genes de biosíntesis de 

carotenoides y ABA disminuyeron con el frío en el flavedo de CN y F, pero mostraron 

mayores niveles en CN0 que en F0 (Fig. 56). El único gen en la ruta de síntesis de 

ABA que presentó una ligera inducción, similar en ambas variedades, fue SCAD. 

La reacción catalizada por la enzima NCED es el principal paso limitante en la 

síntesis de ABA (Xiong y Zhu, 2003; Nambara y Marion-Poll, 2005). El transcrito de 

NCED que disminuyó sus niveles a lo largo de la serie en ambas variedades, presentó 

en todo momento mayor expresión en CN (Fig. 56), lo cual podría sugerir mayor 

síntesis de ABA que en F durante el almacenamiento a bajas temperaturas. El gen 

NCED forma parte de una familia génica y cada gen puede tener un patrón de 

expresión específico temporal y espacialmente (Rodrigo et al., 2006), de modo que el 

identificado en estos análisis podría ser un gen de los que contribuye poco a la síntesis 

de ABA en frío. 

Por el contrario, un gen TAO mostró mayor nivel de expresión en F que en CN 

antes y durante la postcosecha a bajas temperaturas, pudiendo resultar en una mayor 

síntesis de ABA en F que en CN (Fig. 56). La inducción puntual de TAO en F28 a 2ºC 

podría responder a un aumento en el estrés oxidativo en F, según apuntan otros 

indicios comentados anteriormente. Es conocido que la biosíntesis de ABA puede 

activarse por acción de las especies reactivas del oxígeno con objeto de activar el 

sistema antioxidante dependiente de ABA (Xiong et al., 2002; Sala y Lafuente, 2004). 

Parece que F experimente un mayor estrés oxidativo (Sala y Lafuente, 2004) y podría 

tener mayor cantidad de ABA que CN. La relación entre DF y ABA no es directa, la 

concentración de ABA no depende de la susceptibilidad al frío en frutos F (Lafuente et 

al., 1997), incluso puede ser perjudicial (Gosalbes et al., 2004). La situación entre CN 

y F respecto al ABA podría ser similar a la que se ha determinado en las naranjas 

Navelate y Pinalate: Pinalate es un mutante de Navelate deficiente en ABA y no 

experimenta ninguna fisipatología a bajas temperaturas, mientras que Navelate sí 
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Figura 56. Ruta de biosíntesis del ABA. En un 
recuadro gris se han destacado los genes 
diferencialmente expresados en el flavedo de 
frutos CN y F  almacenados a 2ºC. A la derecha 
se muestran los valores de expresión de cada 
gen. En el eje X se muestra el valor de la media 
de las cuatro réplicas como log2X/F0, siendo X 
cada muestra de la serie temporal de CN y F. 
En el eje de las Y ls muestras de CN (rosa) y F 
(azul) en los cinco tiempos analizados de 
almacenamiento a 2ºC. La barra de error 
corresponde a la sd de las cuatro réplicas de 
cada unigen. 
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(Alferez et al., 2005a). Apuntando en ese mismo sentido, el acondicionamiento de 3 d 

a 37ºC en F evita el DF a 2ºC y disminuye los niveles de ABA (Lafuente et al., 1997). 

Sería interesante medir los niveles de ABA tanto en CN como en F antes y durante el 

almacenamiento a bajas temperaturas para verificar o no esa asociación inversa. 

En cuanto a elementos de señalización por ABA, nuestros resultados indican 

que un homólogo a ABI3 presentó un patrón de inducción en ambas variedades. Sin 

embargo los niveles a tiempo incial así como la inducción de su expresión en frío 

fueron algo mayores en CN (apartado 5.2.1 SOM6) (Tabla 24). Los homólogos a ABI3 

son factores reguladores de la transcripción que activan genes de respuesta a ABA en 

multitud de plantas, desde briófitos a angiospermas (Sakata et al., 2010). La mayor 

expresión de este ABI3 en CN podría ser una de las razones de su tolerancia al frío. 

En relación con ello, la sobreexpresión ectópica de ABI3 en Arabidopsis incrementa la 

expresión de genes de respuesta a ABA/frío/sequía e intensifica la tolerancia a 

congelación y la respuesta a tratamientos con ABA (Tamminen et al., 2001). 

Por otra parte, también se pudo detectar la represión, significativamente más 

acusada en CN que en F, de dos proteínas PP2C (Fig. 60 en el apartado 7.2). Las 

PP2C reprimen la respuesta de ABA (Umezawa et al., 2009; Vlad et al., 2009), de 

modo que la expresión de estos genes también apoyaría una posible respuesta de 

tolerancia mediada por ABA más potenciada en CN. 

 

En resumen, los datos de expresión no aclaran si la acumulación de ABA 

puede ser mayor en alguna de las dos variedades, pero la mayor expresión de ABI3 y 

la menor de dos PP2C en CN sí podría estar potenciando una mayor tolerancia 

mediada por la cadena de transducción de ABA en los frutos CN. Otra posibilidad es 

que un mismo estímulo de ABA no produzca la misma respuesta en ambas 

variedades, ya que en F y también en Hernandina (tolerante al frío) el tratamiento de 

ABA previamente a la exposición a bajas temperaturas intensifica el desarrollo de DF 

(Gosalbes et al., 2004). Sería interesante comprobar qué efecto causaría la aplicación 

de ABA en frutos CN previamente a su exposición al frío. 

 

 



Capítulo 2 

 177

6.2 Etileno 

 

Los procesos principales en los que está implicado el ET están relacionados 

con diferentes aspectos del desarrollo, maduración, senescencia y con la respuesta a 

diversos estreses bióticos y abióticos (Yang y Hoffman, 1984; Benavente y Alonso, 

2006; Stepanova y Alonso, 2009). 

 

Dentro de los genes diferenciales entre las variedades CN (apartado 4.1.2) y F 

(apartado 3.1.2) los de la categoría etileno, tanto de biosíntesis como de respuesta, se 

indujeron en ambas variedades (Tabla 12 del apartado 3.1.2, Fig. 24 del apartado 

4.1.2, Tablas Spl. 4a y 6a). Sin embargo, el análisis conjunto de CN y F (Tabla 24 en el 

apartado 5.2) manifestó que la respuesta molecular no es completamente igual en 

ambas variedades por la identificación de genes dioxigenasa y esterasa inducible por 

ET en el patrón de expresión del SOM6 (perfil de inducción en ambas variedades con 

niveles de expresión superiores en CN respecto F) (Tabla Supl. 9). No obstante, los 

datos de expresión de los genes relacionados con la síntesis de ET, sugieren un 

aumento en la capacidad de producir ET en el flavedo a lo largo del almacenamiento 

en frío. Sin embargo, los frutos CN muestran mayores niveles de expresión de esos 

mismos genes previo al almacenamiento en frío indicando que el ET podría estar 

implicado en el establecimiento de un mecanismo de tolerancia preformado. El 

incremento en la producción de ET en mandarinas F en respuesta al frío ha sido 

descrito por Lafuente et al. (2001). Este incremento podría participar en la inducción 

del mecanismo de adaptación al frío de ambas variedades que resultaría más exitoso 

por precoz e intenso en CN. Sin embargo, el aumento de ET va asociado a la 

aparición de DF en frutos cítricos, como F, y CN no manifiesta daños (Lafuente et al., 

2003). El ET podría estar implicado en la inducción de senescencia postcosecha 

durante el almacenamiento en frío, independientemente de daños o tolerancia. De 

hecho, está extensamente descrita la producción de ET durante procesos de 

senescencia en plantas y su papel como promotor de la misma (Lanahan et al., 1994; 

Grbic y Bleecker, 1995). Por otra parte, los elementos de respuesta identificados tras 

la activación de la ruta de ET parecen ser más persistentes en F que en CN, quizás, 

debido al desarrollo de procesos senescentes/desarrollo de la necrosis en el caso de F 

mediados por esta hormona (Goldschmidt et al., 1973, Zacarias et al., 2003). 

También cabe la posibilidad que el ET aumente en ambas variedades, pero la 

respuesta a la hormona en cada una sea diferente. Esta hipótesis podría estar 

relacionada con los resultados de Cajuste et al. (2010) que describen cambios debidos 
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al ET en el contenido y la morfología de la epicutícula de naranjas Navelate y Pinalate 

a 22ºC, que en el caso de bajas temperaturas podrían aumentar la tolerancia al frío. 

El ET reduce el DF en naranjas Navelate (Alferez et al., 2005a) y mandarinas F 

(Lafuente et al., 2004). La aplicación de inhibidores de la síntesis/acción del ET en F 

aumenta el DF (Lafuente et al., 2001). La producción de ET en F es mayor en células 

dañadas que en sanas (Lafuente et al.2001; Zacarias et al., 2003). Esto podría indicar 

que las mandarinas responden al frío sintetizando ET y esta hormona ejercería un 

efecto de protección que, sin embargo, no resultaría suficientemente efectivo.  

Puesto que los resultados en CN son contradictorios con la bibliografía 

(Lafuente et al., 2003) sería interesante: (1) medir la producción real de ET, (2) inhibir 

la síntesis/acción del ET en mandarinas CN expuestas al frío y comprobar si aparecen 

DF. 

 

 

7. EXPRESIÓN DE GENES DE SEÑALIZACIÓN Y RESPUESTA AL FRÍO 

 

El seguimiento de la expresión de genes relacionados con el frío en función de 

la bibliografía, se hizo sobre los genes con expresión diferencial identificados tras el 

análisis de las series temporales de CN y F que superaron los test estadísticos SAM. 

Se siguió para la selección el esquema propuesto por Sharma et al. (2005). 

Debido al diseño de trabajo, un estudio a tiempos largos de almacenamiento en 

frío, es difícil abordar la percepción y transducción de la señal del estrés que debería 

ser rápida y temprana, por lo que es de esperar que aquellos elementos de 

señalización que estén continuamente siendo estimulados por la exposición 

prolongada estén enmascarados con respuestas secundarias. Pero podemos intuir la 

participación de ciertos elementos de señalización en el DF en F, y diferencias con CN 

que se puedan asociar a elementos de señalización para conferir tolerancia. 

 

7.1 Percepción del frío 

 
Las membranas celulares son estructuras fluidas dada su consistencia lipídica, 

y las bajas temperaturas pueden reducir su fluidez, aumentando su rigidez (Levitt, 

1980; Steponkus, 1984; Uemura et al., 1995). Las células de plantas pueden sentir el 

estrés por frío a través de cambios en la fluidez de la membrana, pero también por 

cambios en la conformación de proteínas y ácidos nucleicos y/o en la concentración de 

metabolitos (Thomashow, 1999; Chinnusamy et al., 2007). 
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FLUIDEZ DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 

En el flavedo de frutos CN (CNmclase, 4.1.2; Tabla Supl. 6a) y F (Fmclase, 

3.1.2; Tabla Supl. 4a) los genes desaturasa de ácidos grasos tuvieron diversos perfiles 

de expresión: ω-3-FAD (aCL5Contig18) se reprimió (Tabla 15), FAD6 (aCL1Contig2) 

se indujo (Tabla 15), pero δ-12-FAD (aCL578Contig1) (Fig. 57) se mantuvo a bajos 

niveles de expresión en CN y se indujo transitoriamente en F a tiempos largos 

(apartado 5.2.2, SOM3). Diversos trabajos con genes FADs han comprobado los 

cambios esperados en la tolerancia al frío (aumento desaturasas > aumento fluidez > 

aumento en la tolerancia) (Tang et al., 2007; Craig et al., 2008), sin embargo, también 

hay resultados contradictorios (Tang et al., 2007). En el flavedo de pomelos hay 

activación de genes del metabolismo de lípidos, incluida la inducción de varios genes 

FAD (Sapitnitskaya et al., 2006; Maul et al., 2008). Pero en el caso de F la 

reorganización de sus membranas lipídicas no juega un papel importante en la 

tolerancia al frío (Mulas et al., 1996, 1997). 

Los fosfolípidos representan la segunda familia lipídica, después de los 

galactolípidos, en los tejidos fotosintéticos, y la primera en los no fotosintéticos. En el 

análisis del conjunto de genes diferenciales entre CN y F (apartado 5.2, Tabla Supl. 9) 

se identificaron 2 unigenes correspondientes a la biosíntesis de fosfolípidos, 

aCL746Contig1 y aCL25Contig1. El primero, aCL746Contig1, codifica una proteína 

fosfolípido/glicerol aciltransferasa y su patrón de expresión se localizó en el SOM4 

(perfil de inducción tardía y mayores niveles de expresión en F repecto CN) (Fig. 57). 

En cambio, el segundo, aCL25Contig1, correspondió con un inositol3P sintasa que se 

reprimió en ambas variedades y se clasificó en los SOMs de respuesta general de 

CNFtime course, aunque presentó mayores niveles de expresión en CN (Fig. 57). 

El unigen aCL7977Contig1, un transportador de fosfolípidos ATPasa 1, mostró 

un patrón de expresión de fuerte inducción en ambas variedades y su patrón se 

clasificó dentro del SOM8 (perfil de inducción en ambas variedades con niveles de 

expresión superiores en F respecto CN) (Fig. 57, Tabla Supl. 9). 

En resumen, nuestros resultados mostraron que la expresión de los genes 

relacionados con componentes de la membrana plasmática fue dinámica y respondió 

al frío en ambas variedades. Los resultados apuntan a que ocurrieron cambios más 

acusados en F, lo cual podría responder a que las membranas de F estuvieran menos 

preparadas para su adaptación al frío, o bien, ser consecuencia de las condiciones de 

campo en el momento de la recogida, como ya se ha ido comentando anteriormente 

en otros apartados. 
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Figura 57. Valores de expresión de los genes relacionados con la membrana plasmática, normalizados 
respecto los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas 
log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje de las Y las muestras de 
CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. Las barras de error 
corresponden con la sd de las cuatro réplicas. 

 

CALCIO 

En el análisis CNFtime course (apartado 5.2) se identificaron diversos genes 

relacionados con la señalización de calcio con expresión diferencial entre ambas 

variedades (Fig. 58): dos genes de respuesta general (Anx1, aCL296Contig1, y fiber 

annexin, aCL530Contig1) presentaron una represión general en ambas variedades; un 

gen con el motivo EF-hand y cuyo patrón de expresión correspondió con el SOM5-

perfil de represión en ambas variedades con niveles de expresión superiores en CN 

respecto F (aCL26Contig9, calcium-binding EF hand); tres genes con un patrón de 

estar posible asociado al DF por tener niveles de expresión superiores en F respecto 

CN (calcium-binding EF-hand, aCL7645Contig1 y aCL57Contig2 en SOM3-perfil de 

inducción temprana en F, aCL26Contig5 en SOM4-perfil de inducción tardía en F); y 

un gen calnexina (calnexin homolog precursor, aCL567Contig1), también significativos 

en las series individuales. 

En vista a los datos de expresión, no parece que la señalización por calcio sea 

característica de protección o producción de daños, sino más bien que diferentes 

componentes de la señalización por calcio podrían estar actuando en cada caso. 

Además, el número de elementos relacionados con calcio que se regulan también es 

reducido, por lo que no parece que esta señalización sea fundamental para la 

respuesta al frío, al menos a largo plazo (a partir de una semana de la exposición). 
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Genes relacionados con Calcio
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Figura 58. Valores de expresión del factor de los genes relacionados con calcio, normalizados respecto los 
niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, 
siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los 
cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro 
réplicas. 

 

FOSFOLIPASAS 

Los ácidos fosfatídicos liberados de la membrana por la acción de las PLC y 

PLD pueden actuar como mensajeros secundarios (Fig. 4 en la Introducción, Fig. 59), 

activando respuesta temprana a estrés (Vergonelle et al., 2005). La acción de estas 

PLs genera un aumento en el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) 

citosólico dependiente de calcio (Bargmann y Munnik, 2006). El IP3 actúa como un 

mensajero secundario para mediar el aumento de Ca2+ del tonoplasto (Alexandre et 

al., 1990). De hecho, PLD y PLC están implicadas en la respuesta a bajas 

temperatures en plantas (Ruelland et al. 2002, Welti et al. 2002, Li et al. 2004) e 

incluso, la PLDδ confiere tolerancia a congelación en Arabidopsis (Li et al., 2004). No 

obstante, el aumento de la actividad PL en frutos almacenados a bajas temperaturas 
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produce DF, y el acondicionamiento disminuye esa actividad al igual que disminuye los 

DF (Pinhero et al., 1998; Mao et al., 2007; Rui et al.; 2010). Las isoformas de las PL 

pueden tener diferentes funciones (Wang, 2001). 

En el flavedo de frutos de CN y F almacenados a bajas temperaturas, se 

reprimió la expresión de los genes PLC2 (aCL9388Contig) y precursor de PLD1 

(aCL2623Contig). Sin embargo, esta represión fue más temprana y acusada en F, por 

lo que quizás estas PLs podrían ser necesarias como mensajeros para un correcto 

establecimiento de la aclimatación al frío. 
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Figura 59. Fosfolipasas, normalizados respecto los niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor del 
log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN 
(rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a 
la sd de las cuatro réplicas. 

 

7.2 Transducción de la señal del frío 

 

La señal de transducción requiere una coordinación espacio-temporal de varias 

moléculas señalizadoras en la célula. Después de la señal de percepción se producen 

los mensajeros secundarios, éstos inician una cascada señalizadora en gran medida 

mediada por fosforilaciones/desfosforilaciones (Fig. 4). 

 

FOSFATASAS 

Las serina/treonina fosfatasas intervienen en la señalización de estrés a 

continuación de la señal de calcio, y las PP2C en relación con la percepción de ABA. 

Se identificaron varias fosfatasas con expresión diferencial entre las variedades, entre 

ellas el gen de la TAP46 (subunidad reguladora de la PP2A) en el SOM6 (perfil de 

inducción en ambas variedades con niveles superiores en CN respecto F) (Fig. 60). 

Dada la mayor expresión de TAP46 a lo largo de toda la serie en CN, cabe pensar en 
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un posible papel regulador de respuesta de tolerancia para este gen. De hecho, en 

Arabidopsis también se induce PP2A por bajas temperaturas (Monroy et al. 1998). 
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Figura 60. Valores de expresión de los genes fosfatasa PP1, PP2A-TAP46, PP2C, normalizados respecto los 
niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, 
siendo X cada muestra de la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los 
cinco tiempos analizados de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro 
réplicas. 

 

 

Las PP2C identificadas como diferenciales son homólogas a ABI1 y ABI2, 

reguladores negativos de la transducción de la señal de ABA (Meyer et al., 1994, 

Leung et al., 1994; Schweighofer et al., 2004; Yoshida et al., 2006) por su interacción 

con receptores de ABA (Ma et al., 2009; Santiago et al., 2009). Podrían estar actuando 

de nódulo entre el estímulo de ABA y el estrés por frío. En ambas variedades de 

mandarinas los genes PP2C se mostraron reprimidos por el frío, aunque la represión 

fue más acusada en CN. En plantas de Arabidopsis estresadas por frío también se 

reprimen (Lee et al., 2005), lo cual debería implicar una potenciación de la respuesta al 

estrés mediada por ABA. De hecho, el silenciamiento del gen AtPP2CA aumenta la 

expresión de los genes CBF1, RAB18, RCI2A, y LTI78 (RD29A) en tratamientos de 

frío, exhibiendo un alto grado de aclimatación al frío en las plantas transgénicas de 

Arabidopsis (Tähtiharju y Palva, 2001). Si esto ocurre en el flavedo de las mandarinas, 

la mayor represión en CN podría resultar en una mayor respuesta a ABA, y por 

consiguiente, en la inducción de la expresión los genes de tolerancia al frío. Aunque en 

el flavedo de frutos F el ABA no evita la manifestación de DF, e incluso puede 

aumentarla (Lafuente et al., 1997; Gosalbes et al., 2004). 
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PROTEÍNAS QUINASAS 

En el apartado en el que se analizaron las diferencias transcriptómicas entre 

CN y F, se señaló una quinasa en el SOM6 (perfil de inducción en ambas variedades 

con niveles de expresión superiores en CN respecto a F) que podría señalizar la 

respuesta de tolerancia en CN (Protein kinase CDG1-like, aCL7304Contig1; Fig. 61). 

Los genes codificantes de proteínas serina/treonina quinasas AtPK19, 

aCL7618Contig1, y SNT7, aCL3987Contig1 (Fig. 61) se comentaron en el apartado de 

potenciales señalizadores del desarrollo de DF en el apartado 5.2.2 “SOM3 (perfil de 

inducción temprana y mayores niveles de expresión en F respecto CN)”. 
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Figura 61. Valores de expresión de los genes quinasa CDG1, AtPK9 y SNT7, normalizados respecto los 
niveles en F0. En el eje de las X se muestra el valor del log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie 
temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de 
almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

Como resumen en cuanto a las cascadas de fosforilación/desfoforilación, los 

datos de expresión apuntan a que en F podría haber mayor tendencia a la 

fosforilación. Esto estaría soportado por la menor represión de dos PP2C y la mayor 

expresión en F de los genes codificantes de las quinasas similares a AtPK19 y SNT7, 

además de por la mayor inducción en CN de una PP2A. Estos datos contrastan con 

los publicados para un fruto cítrico sensible como el pomelo (Maul et al., 2008), donde 

el frío parece reprimir masivamente las proteinas quinasas, mientras que activa las 

fosfatasas. 
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GENES DE RESPUESTA AL ESTRÉS OXIDATIVO 

Una respuesta deletérea de la planta frente al estrés por bajas temperaturas es 

la producción de daño oxidativo, sin embargo, los ROS también podrían actuar como 

moléculas señalizadoras (Apel y Hirt, 2004). A lo largo de la tesis se ha sugerido que 

el sistema de respuesta a estrés oxidativo parece estar mejor establecido en CN 

previamente a la exposición al almacenamiento en frío, con mayores niveles de 

transcritos iniciales que le ayudan a actuar rápidamente. Este fue el caso, por ejemplo, 

de genes implicados en el metabolismo secundario que incluye la síntesis de 

compuesto antioxidantes fenilpropanoides (SOM5 y SOM6, mayores niveles de 

expresión en CN respecto a F).  

En cambio, como respuesta al almacenamiento en frío, en la serie de F se 

detectó la activación significativa a las cuatro semanas de exposición al frío de genes 

GST (según el text Wilcoxon de la aplicación MapMan; apartado 3.1.2, Fig. 19, Fig. 

62). Esta activación en F fue diferencial frente a CN (apartado 5.2.2). Como se 

comentó en el apartado 3.1.2, la activación de GST en F podría ser una respuesta al 

incremento de ROS que podría producirse en relación con el desarrollo de DF. 
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Figura 62. Valores de expresión de genes GST, normalizados respecto los niveles en F0. En el eje de las X se 
muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de la serie 
temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados de 
almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 
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Similar al caso de las GST fue el de las peroxidasas (Fig. 63), también con una 

tendencia a estar más expresadas en F a tiempos largos de exposición al frío (Tabla 

Supl. 9). En el análisis de F se identificaron las peroxidasas aCL1534Contig1; 

aCL201Contig1, aCL98Contig1, aCL98Contig2, aCL98Contig3 (Tabla Supl. 4a). 

Algunos de estos genes también se identificaron en el análisis diferencial entre CN y F 

como aCL201Contig1 (Tabla Supl. 9, SOM6), y aCL98Contig2, aCL98Contig3 (Tabla 

Supl. 9, SOM3). Aunque también hubo genes peroxidasa reprimidos en CN, como 

aCL201Contig2 (Fig. 63) (Tabla Supl. 4a, Tabla Supl. 9, SOM3). 
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Figura 63. Valores de expresión de los genes peroxidasa, normalizados respecto los niveles en F0. En el eje 
de las X se muestra el valor de la media de las cuatro réplicas log2ratio=log2X/F0, siendo X cada muestra de 
la serie temporal de CN y F. En el eje Y las muestras de CN (rosa) y F (azul) en los cinco tiempos analizados 
de almacenamiento a 2ºC. La barra de error corresponde a la sd de las cuatro réplicas. 

 

Estos resultados concuerdan con datos previos que indican que el estrés 

oxidativo en cítricos es una de las causas de DF y las células deben responder al 
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mismo (Sala, 1998). Así que el flavedo de las mandarinas F acondicionadas induce 

genes (Sanchez-Ballesta et al., 2003) y la actividad de enzimas antioxidantes, como 

las peroxidasas (Sala y Lafuente, 2000; Lafuente et al., 2004), protegiendo del frío. 

 

GENES DE RESPUESTA AL ESTRÉS POR BAJAS TEMPERATURAS 

(comparación con otros trabajos) 

 

Hannah et al. (2005) estimaron que un 20% de los genes codificados en el 

genoma de Arabidopsis thaliana está regulado por frío. Desde entonces se han 

publicado numerosos trabajos basados en micromatrices sobre el estudio de genes de 

respuesta al frío en Arabidopsis (Kilian et al., 2007) y otras especies (Mantri et al., 

2007; Fernandez et al., 2008; Maul et al., 2008). Incluso ya se han realizado trabajos 

metabolómicos que permiten asignar mejor las funciones de los genes implicados 

(Guy et al., 2008; Usadel et al., 2008). 

 

La comparación con los antecendentes estudios de cítricos sensibles al frío no 

es sencilla puesto que en cada caso se han estudiado variedades y tratamientos 

diferentes: mandarina F mediante SSH (Sanchez-Ballesta et al., 2003) y pomelo 

mediante micromatrices (Maul et al., 2008). En el caso de la micromatriz de pomelo, 

contenía 30171 sondas y la micromatriz de primera generación apenas llegaba a los 

7000 unigenes. Por tanto, la diferencia de sondas utilizadas podría enmascarar 

resultados similares pero puede resaltar resultados muy diferentes. 

 

La caracterización general de la respuesta de las mandarinas al frío es similar a 

la encontrada en pomelo (Maul et al., 2008): (1) aparecen más genes reprimidos que 

inducidos; (2) sólo el 60% de los genes se anotaron con una posible función y 45-50% 

se identificaron con un homólogo de Arabidopsis en pomelo y en 70% uniAts en 

madarinas; (3) tanto en pomelo como en madarinas CN y F se advirtió enriquecimiento 

de la respuesta a los estímulos bióticos/abióticos y estrés, y una infrarrepresentación 

del metabolismo de proteínas, la biogénesis y organización celular, y el metabolismo 

de ácidos nucleicos. 

La respuesta general del frío en el flavedo de frutos de pomelo almacenados en 

frío (Maul et al., 2008) es similar a la identificada en ambas variedades de mandarinas 

en la represión de genes de la pared celular (F y CN, apartados 3.1.2 y 4.1.2 

respectivamente), fotosíntesis y respiración (F, apartado 3.1.2), metabolismo 

secundario (CN, apartado 4.1.2), la inducción de genes de respuesta a estrés y 

estímulos bióticos y abióticos, y biosíntesis de ET (apartado 6.2). Por tanto, estos 
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cambios se podrían considerar generales en la respuesta de los  frutos cítricos al frío. 

Pero hay otros cambios que son contrarios en pomelo y mandarinas, como la 

biosíntesis de carotenoides y ABA (apartado 6.1), y el gen CAT de respuesta a estrés 

oxidativo (inducido en pomelo, reprimido en mandarinas), o la biosíntesis de JA 

(reprimida en pomelo, sin embargo, presentó un patrón plano en mandarinas). En 

cambio, el gen β-amilasa, inducido en pomelo y CN se reprimió en F (apartado 5.2.1). 

Cabe destacar, que el pomelo es un fruto más sensible a las bajas 

temperaturas que las mandarinas F. La base genética de cada especie lleva consigo 

diferencias en la susceptibilidad al frío, percepción y en la respuesta al mismo. Los 

antecedentes demuestran los frutos pomelos y mandarinas F responden de diferente 

forma al ABA, protegiendo a los pomelos (Kawada, 1980) y pudiendo perjudicar a F 

(Gosalbes et al., 2004). Otro ejemplo es la acumulación de azúcares osmoprotectores, 

en pomelos dicha acumulación aumenta la tolerancia al frío (Purvis et al., 1979) y en F 

no (Holland et al., 1999). Como ya se apuntó, en los frutos de pomelo y F, sensibles al 

frío, hay inducción de fosfatasas, mayor que en la variedad tolerante CN. En cambio, 

en pomelo hay una represión masiva de proteínas quinasas, que no se reflejó en los 

resultados de CN y F. 
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Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral contribuyen a incrementar el 

conocimiento actual tanto de las bases fisiológicas y moleculares relacionadas con los 

mecanismos de tolerancia al frío como de las rutas asociadas al desarrollo de DF en 

frutos cítricos. 

 

En primer lugar, se clonaron cDNAs que sirven para la ampliación del 

conocimiento del transcriptoma de cítricos. Estos cDNAs fueron usados para el 

desarrollo de herramientas genómicas que permiten abordar problemas biológicos en 

cítricos. Los clones aportados durante el trabajo de esta tesis para la construcción de 

la micromatriz de cítricos (CFGP; Forment et al., 2005; Martinez-Godoy et al., 2008), 

no sólo pueden ser útiles para estudios de efectos del frío (Establés, 2008; esta tesis), 

sino también el de otros estreses (Brumos et al., 2009; Gimeno et al., 2009) y el de 

procesos de desarrollo (Agustí et al., 2008; 2009; Huerta et al., 2008; Marques et al., 

2009). 

 

El análisis transcriptómico mediante el uso de la tecnología de micromatrices 

es una poderosa herramienta para identificar genes de respuesta a frío en plantas 

(Fowler y Thomashow, 2002; Seki et al., 2002; Hannah et al., 2005). En el trabajo de 

esta tesis se ha comparado a nivel transcriptómico el comportamiento postcosecha en 

frío de las citadas mandarinas resistentes, con el de frutos de la variedad sensible F. 

En esta comparación no se pretendió tanto la identificación de genes tempranos de 

respuesta al frío, ya que a tiempos largos resulta difícil establecer un buen control que 

permita distinguir la respuesta al frío en postcosecha. En un futuro se podría emplear 

como control temporal muestras almacenadas a 12ºC, ya que estas condiciones 

permiten ralentizar la senescencia y en cambio los frutos no experimentan DF en las 

variedades empleadas (Pons et al., 2004), lo que nos permitiría tener un nivel adicional 

de comprensión de los cambios transcripcionales asociados a cada proceso. En 

cambio, el análisis realizado sí que nos ha permitido identificar numerosas diferencias 

a nivel de expresión génica entre ambas variedades de mandarinas. Más aún, hemos 

podido identificar que a nivel transcripcional existen diferencias que son detectables 

incluso antes del tratamiento de estrés, como otras que sólo se producen durante la 

postcosecha en frío. En ambos casos las diferencias observadas a nivel 

transcripcional pueden relacionarse con la diferente sensibilidad y respuesta 

fisiopatológica al frío que observan las dos variedades estudiadas. 



Discusión final y perspectivas 

 192

Los resultados aportados por esta tesis revelan que previamente a la 

exposición a las bajas temperaturas los frutos de la variedad tolerante CN muestran 

mayores niveles de expresión para un amplio grupo de genes potencialmente 

relacionados con resistencia/tolerancia. Entre estos genes se encuentran varios de 

respuesta a estrés abiótico y biótico. Una serie de genes del metabolismo secundario 

también se encuentran más expresados específicamente en los frutos CN recién traído 

de campo como genes de biosíntesis de terpenos (subunidad pequeña de geranil 

difosfato sintasa, aCL960Contig1, precursor del geranilgeranil bifosfato; y terpeno 

sintasa, aCL4874Contig1) y genes de biosíntesis de polifenoles (una orcinol-OMT, 

aCL3052Contig1, y un citocromo P450 tipo CASS hidroxilasa, aCL627Contig1K). Entre 

los genes con mayor expresión en CN previamente a la exposición al frío, llama la 

atención un sensor de calcio EF-hand, aCL26Contig9, que podría participar en el 

establecimiento del mecanismo de tolerancia al frío en CN. 

 

Las diferencias de expresión previas a la exposición a bajas temperaturas 

pueden ser una de las causas de la tolerancia al frío de las mandarinas de CN 

(mecanismo preformado). En ese sentido, se han publicado otros casos de resistencia 

diferencial a estrés abiótico donde las plantas tolerantes presentan mayor expresión 

de genes de resistencia incluso en condiciones que no suponen estrés. Este es el 

caso entre Thellungiella halina y Arabidopsis thaliana, que son filogenéticamente 

próximas, aunque T. halina es mucho más resistente a frío, salinidad y sequía 

(Amtmann, 2009). Estudios transcriptómicos comparativos muestran que en 

condiciones de no estrés T. halina tiene mayor expresión de genes de tolerancia que 

Arabidopsis, que en cambio responde incrementando la expresión de genes de 

resistencia a dosis más bajas de estrés que T. halina (Taji et al., 2004; Gong et al., 

2005). Además, hay resultados que indican que algunas de estas diferencias de 

expresión entre estas dos Brassicaceae ocasionan cambios metabólicos, como la 

acumulación de prolina, que es mayor en T. halina incluso en ausencia de estrés (Kant 

et al., 2006). Otro caso en el que la resistencia al frío se adopta previamente a la 

exposición al estrés sería el de los brotes latentes de Gentiana triflora, en los que se 

expresan genes de respuesta a estrés anteriormente a la bajada de temperatura del 

otoño/invierno y de manera diferencial respecto a un mutante sensible al frío 

(Takahashi et al., 2006). Sin embargo, en el caso entre CN y F, dadas las condiciones 

experimentales de campo, no podemos asegurar que estas diferencias de expresión 

sean debidas exclusivamente a las variedades, ya que cabe la posibilidad que se 

deban al resultado de las diferentes condiciones ambientales en el momento de 

recolección de los frutos. Habría sido interesante haber podido llevar a cabo el 
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experimento bajo condiciones controladas para poder analizar más ciertamente las 

diferencias interespecíficas, pero ello es técnicamente difícil y las dos variedades 

producen frutos que alcanzan la madurez en diferentes épocas del año 

(http://www.ivia.es/sdta/pdf/cuadernos/varcitricos.pdf). 

 

El hecho que en F se identificase un mayor número de genes con cambios de 

expresión tras el tratamiento de bajas temperaturas que en CN podría venir dado por 

factores técnicos en lugar de biológicos, aunque este hecho apoya la idea que CN no 

necesita cambiar su estado inicial para hacer frente al frío o ya lo había hecho en 

campo. Los análisis transcriptómicos realizados en esta tesis revelan que el mayor 

número de genes con cambios significativos en F incluye cambios potencialmente 

implicados con respuesta de defensa frente al estrés, y por otra parte, de genes 

potencialmente relacionados con el síndrome del daño. Sin embargo, el hecho de 

encontrar la activación de un programa de respuesta a estrés más amplio en F que en 

CN también apunta a que realmente CN está preparada para soportar el estrés antes 

de someterse al mismo y no necesita responder de la manera que sí parece hacerlo F. 

En el programa de respuesta a estrés activado específica o más acusadamente en F 

se destacaron elementos de defensa frente al estrés oxidativo, como varias GST, 

genes específicos de la respuesta al estrés por bajas temperaturas como COR15 y 

varias ácido graso desaturasa, genes de respuesta general a estrés como un amplio 

grupo de metalotioninas y miraculinas, etc. Con el mismo perfil pero con una respuesta 

más exagerada en F se encuentran varios factores de transcripción que podrían 

participar en la promoción de esta respuesta, incluyendo un gen similar AtXERICO, y 

también una quinasa similar a AtPK19. 

 

Un análisis de la respuesta transcriptómica rápida al frío en la variedad 

tolerante CN mostró que ésta parece ser prácticamente inexistente. En este sentido, 

sería interesante analizar la respuesta rápida al frío en F, para contrastar la idea de 

que la variedad sensible al frío sí activa respuestas defensivas específicas, pese a que 

finalmente no resulten efectivas para evitar el desarrollo de daños. Tampoco se puede 

descartar por completo la posibilidad que no se haya identificado una respuesta rápida 

al frío en CN debido a la ausencia en la micromatriz de los genes que participan en la 

misma, ya que en las genotecas desarrolladas para la obtención de los ESTs impresos 

en la micromatriz no se incluyeron muestras sometidas a menos de cuatro horas de 

estrés abiótico. A las 24 h de exposición al frío sí empezamos a detectar cambios de 

expresión en el flavedo de CN. Estos resultados concuerdan en cierta medida con los 

descritos en plántulas de Arabidopsis, donde la mayoría de cambios transcriptómicos 
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de respuesta al frío ocurren a las 24 h (Lee et al. 2005). En Arabidopsis se propone 

que este retraso en la respuesta al estrés podría ser debido a la inhibición inicial del 

metabolismo, asociada a la reducción de actividad enzimática causada por las bajas 

temperaturas (Lee et al. 2005). Sin embargo, los genes CBF sí se inducen a los pocos 

minutos de exposición al frío en Arabidopsis, pese a que el regulón de defensa 

aparezca inducido con bastantes horas de retraso (Stockinger et al., 1997; Gilmour et 

al. 1998, Liu et al., 1998). 
 

Posteriormente a la impresión de la micromatriz utilizada (Forment et al., 2005), 

en el CFGP se aislaron y secuenciaron genes homólogos de los factores de 

transcripción CBF. Sería interesante realizar algún experimento de expresión de CBFs, 

RT-qPCR, a lo largo de la serie temporal analizada en CN y F para identificar si 

existen cambios intravarietales en la expresión de los mismos. Con esto también 

podríamos ver si en frutos cítricos se dan respuestas rápidas a la exposición al frío. En 

Arabidopsis los CBFs se activan rápidamente, 15 minutos después de la exposición 

(Stockinger et al., 1997; Gilmour et al. 1998, Liu et al., 1998) y seguidamente se activa 

el conjunto de genes de respuesta que inducirían los genes de tolerancia. Es posible 

que incluso también se active esta cascada en F y por eso hay mayor número de 

cambios en la expresión génica, aunque lo haría de forma infructuosa al menos en 

cuanto a la componente de pitting del daño por frío. En tomate, planta y fruto sensibles 

al frío, tambien se activa el regulón CBF en respuesta al frío, pero lo hace de diferente 

forma que en Arabidopsis y de manera ineficaz (Zhang et al., 2004b). 

 

Por otra parte, cabe pensar que diferencias histológicas/morfológicas o de 

estructura de la cutícula entre CN y F podrían ser responsables de la diferente 

tolerancia al frío (Vercher et al., 1994; Sala, 2000; Sanchez-Ballesta et al., 2004), 

independientemente de las diferencias de expresión previa o posterior a la exposición 

al frío. Sin embargo, el hecho que la aclimatación sea capaz de prevenir los DF en F 

(Schirra y Mulas, 1995; Zaragoza et al., 1996; Lafuente et al., 1997), indica que las 

mandarinas de F son capaces de activar respuestas que le confieren tolerancia 

independientemente de su estructura tisular (con la salvedad de que los tratamientos 

térmicos cambien, por ejemplo, la estrucutura de la cutícula/o ceras epicuticulares). No 

obstante, el curado a 37ºC de mandarinas F supone la activación de genes de 

respuesta a estrés (varias quitinasa, COR12, COR15, LEA5, factores de transcripción 

NAC, WRKY, etc.), y la mayor expresión de estos genes correlaciona con la 

prevención del DF (Sanchez-Ballesta et al., 2003, 2004; Establés, 2008). De hecho, 

algunos de los genes inducidos durante el curado por calor en F como LEA5, se 
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inducen también tras 20 d de sometimiento a frío en mandarinas no curadas (Sanchez-

Ballesta et al., 2003; Establés, 2008). Teniendo en cuenta esto, sería interesante hacer 

estudios dirigidos para comprobar si el transcriptoma del flavedo de F después de 

tratamientos de aclimatación es más similar al de CN no sometido a estrés. 

 

A pesar que la respuesta de estrés al frío parezca mayor en F, también se 

identificó una parte de la respuesta en CN más acusada, y ésta podría relacionarse 

con su tolerancia. Entre los procesos que podrían favorecer la tolerancia de CN estaría 

su mayor activación de la degradación de ácidos grasos que proporcionaría una forma 

adicional de obtención de energía por parte de las células en CN (Goepfert y Poirier, 

2007), o más bien como moléculas señalizadoras derivadas de fosfolípidos (Xue et al., 

2009) (Fig. 4). La activación de genes de movilización de almidón y acumulación de 

azúcares en CN también podrían favorecer su tolerancia, como ocurre en las naranjas 

tolerantes al frío Pinalate (Holland et al., 2005) y garbanzos tolerantes (Kaur et al., 

2009). Las diferencias de expresión entre CN y F también apuntan a una tasa neta de 

glucólisis mayor en CN que en F, lo cual también podría ser importante para la 

obtención de energía en las condiciones del almacenamiento. Con este perfil de 

expresión, niveles superiores en CN que en F, se identificaron algunos reguladores 

relacionados con señalización, incluyendo el factor de trancripción MYB92 y el gen de 

respuesta a ABA, ABI3, además de genes de respuesta a estrés abiótico, incluyendo 

chaperonas. Es destacable el hecho que se hallase el gen Two-component response 

regulator-like APRR5, aCL4006Contig2, inducido específicamente en F. En 

Arabidopsis, la represión de genes APRR induce la expresión de genes de tolerancia a 

estrés por bajas temperaturas, incluyendo DREB1/CBF, con una oscilación circadiana 

(Nakamichi et al., 2009). Según esto, la mayor inducción de PPR5 por frío en F podría 

ser una de las causas de su deficiente respuesta de tolerancia al estrés. No obstante, 

es difícil establecer relaciones causa efecto en todos estos casos, y sería necesario 

hacer más experimentos (por ejemplo, analizando otras variedades, generando 

mutantes o transgénicas) para definir mejor la participación de esos genes en los 

mecanismos propuestos de tolerancia/sensibilidad o de desarrollo de los síntomas de 

DF. 

 

Por último, se identificó un grupo de genes potencialmente relacionados con el 

DF por su inducción en F en paralelo con el agravamiento de los síntomas de DF. Es 

probable que los productos de algunos de estos genes estén intentando paliar 

procesos lesivos que se puedan estar produciendo como en el caso de genes de 

respuesta a estrés oxidativo, principalmente GSTs, proteínas LEA o algunos 
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transportadores de membrana. Con este perfil de asociación al daño por frío, también 

se hallaron algunos genes de biosíntesis de fenilpropanoides que podrían formar parte 

de ligninas o suberinas. Como posibles reguladores de esta respuesta al daño podrían 

estar implicados dos factores de transcripción WRKY y un AREB1. Sería interesante 

analizar con más detalle la expresión de estos genes entre zonas necróticas y sanas 

del flavedo de frutos F almacenados a 2ºC, en tejido sano de frutos acondicionados 

posteriormente expuestos a 2ºC, y en tejido sano de frutos control almacenados a 

12ºC, para averiguar si realmente están asociados al daño o no. 

 

En definitiva, en esta tesis se aportan pistas acerca de las posibles bases de la 

diferente sensibilidad al frío entre CN y F. A partir de toda esta información, se podrían 

desarrollar diferentes actividades para testar algunas de las hipótesis que se ha ido 

señalando. 
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1. La colección de ESTs, derivada de la genoteca de cDNA FlavFr1 

(correspondiente al flavedo de frutos cítricos almacenados en frío) y la obtención de la 

secuencia para un buen número de ellos proporciona un valioso recurso para la 

comunidad científica, sobre todo por su grado de novedad de secuencias. 

 

2. La micromatriz de primera generación generada en el Proyecto de Genómica 

Funcional de Cítricos incluye un porcentaje elevado de clones de la genoteca de frío, y 

ha demostrado ser útil, entre otros, para el análisis de expresión de la respuesta al 

almacenamiento en frío y su dependencia varietal. 

 

3. Los frutos de las variedades Clemenules y Fortune presentan diferencias en 

el transcriptoma de sus flavedos que permiten plantear hipótesis para explicar su 

distinta sensibilidad al frío. En ambas variedades se activa un programa de respuesta 

a condiciones de estrés cuando los frutos son almacenados a bajas temperaturas, 

pero que presenta diferencias específicas entre variedades. Dicho programa no resulta 

efectivo en Fortune debido probablemente a que opera sobre un programa molecular 

previo que resulta menos adecuado que en el caso de Clemenules. Por otra parte, los 

cambios de expresión de un amplio conjunto de genes identificados en este estudio 

están relacionados con el desarrollo de los daños por frío en la variedad sensible F. 

 

4. Estos resultados transcriptómicos aportan una base de conocimientos que 

permiten dirigir nuevas líneas de investigación para definir con mayor precisión los 

elementos clave de la diferente sensibilidad al frío que presentan las mandarinas 

Clemenules y Fortune, y dirigir programas de mejora o de actuación en diferentes 

tecnologías postcosecha que permitan disminuir la incidencia de los DF. 
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