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INTRODUCCION
1. Frutos citricos

1.1. Importancia e interés

Los citricos son el principal cultivo frutal en el mundo, cuya produccion
mundial ha experimentado un crecimiento continuo en las Ultimas décadas.
Actualmente, segun datos de la FAO (http://faostat.fao.org), en el afio 2007 se
produjeron 115 millones de toneladas, siendo los principales productores de frutos

citricos Brasil, Estados Unidos y China, que representan aproximadamente el 50%
de la produccién mundial, seguido de la cuenca Mediterranea (30%). Su cultivo se
extiende a la mayoria de regiones tropicales y subtropicales, ocupando una
extension total de mas de 7 millones de hectdreas. En el marco de la produccion y
exportacion de frutos citricos, los paises mediterraneos son los principales
proveedores de frutos citricos para su consumo en fresco, de los cuales, Espana es
el principal pais productor y exportador. Por ello, el comercio exterior de los frutos
citricos constituye un pilar basico de la citricultura espanola. La produccion total en
nuestro pais es proxima a los 6 millones de Tm, de las que la gran mayoria se
destina a exportacion y consumo en fresco (http://faostat.fao.org).

En la Comunidad Valenciana la produccion total de citricos durante la
campafia 2007-08 fue proxima a 3,20 millones de Tm (www.gva.es). El 51,10% de
esta produccién fue de mandarinas, siendo casi el 39% del total 'Clemenules’, el
44,70% de naranjas, el 4,12% pertenece a la produccién de limones y el 0,15%
restante lo constituyd la produccion de pomelos. De la distribucion de superficie
cultivada el 50% del total se destind al cultivo de mandarinas, el 41% al cultivo de
naranjas, el 7,50% al limoén y el resto a otros citricos (www.gva.es). En base a
estos datos, se puede observar la importancia del cultivo de mandarinas y la
transcendencia que tienen tanto en la produccion citricola como en la exportacion,
dado que, ademas, Espafa es el mayor exportador mundial de mandarinas a
paises como Alemania, Francia o Reino Unido.

1.2. Origen, dispersion y desarrollo

El origen de los citricos se localiza probablemente en las regiones
tropicales y subtropicales de Asia y esta datado en unos 20 millones de afios. En
Espafia las primeras referencias del naranjo dulce (Gitrus sinensis L.) se remontan
al siglo XV, posiblemente fue introducido por los genoveses a través de sus rutas
comerciales con Oriente, mientras que el mandarino (Citrus reticulata Blanco) vy el
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pomelo (Citrus paradisi Macf.) se introdujeron mas recientemente a mediados del
siglo XIX y principios del XX, respectivamente (Agusti, 2000).

Las especies de citricos con interés comercial pertenecen a la familia de las
Rutaceas, subfamilia Aurantoideas. Los diferentes géneros presentan un alto nivel
de poliembrionia y una alta tasa de mutacién somatica. Actualmente, se considera
que las tres especies originales de citricos son: Gitrus medica (cidros), Citrus
reticulata Blanco (mandarinas) y Citrus grandis Osbeck (pumelos), a partir de las
cuales se originaron las especies actuales mediante hibridaciones sexuales vy
diferentes mutaciones gemarias espontaneas (Saunt, 2000; Moore, 2001).

El fruto de los citricos es una baya tipica denominada hesperidio que se
caracteriza por presentar una corteza y una parte carnosa. La corteza esta formada
por dos tejidos, el exocarpo, tejido mas externo, compacto y coloreado
denominado flavedo, y la parte mas interna, el mesocarpo o albedo. La parte
interna del fruto se denomina pulpa y estd compuesta por segmentos 0 gajos que
rodean al eje central del fruto y que contienen las vesiculas de zumo (Agusti et al.,
2003; Tadeo et al, 2003). El crecimiento del fruto durante su desarrollo y
maduracién sigue una curva sigmoidal, caracterizada por tres fases bien
diferenciadas. La Fase I se caracteriza por el crecimiento del fruto provocado por
division celular, desde la antesis hasta el final del cuajado del fruto. En la Fase II
donde predomina la elongacién celular, expandiéndose los tejidos hasta alcanzar
su tamafio maximo. La Fase III o 'periodo de maduracion' se caracteriza por una
reducida tasa de crecimiento, mientras el fruto se mantiene en el arbol y
comprende todos los cambios asociados a la maduracién, como el incremento de
solidos solubles, azlcares principalmente y el descenso en la acidez total.
Asimismo, también se produce en esta fase la coloracién de la corteza de los
frutos. La pigmentacion de la corteza es consecuencia de la degradacion
enzimatica de las clorofilas del flavedo y de la sintesis de carotenoides (Bain, 1958;
Agusti, 2000; Agusti et a/.,, 2003; Tadeo et a/., 2003).

Durante la maduracién de los frutos citricos en el arbol, los azlcares,
especialmente la sacarosa, aumentan en el zumo (Ting y Attaway, 1971). La
evolucion de la acidez total muestra una evolucion diferente durante la maduracién
segun las variedades. Asi, mientras en naranjas, mandarinas y pomelos disminuye,
en limones se incrementa, siendo el principal responsable de la acidez en el zumo
de los citricos el acido citrico (Shaked y Hasdai, 1985). En naranjas, mandarinas y
pomelos los acidos libres aumentan en el fruto durante los primeros estadios del
desarrollo y permanecen constantes hasta la maduracion, momento en el que
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desciende su nivel (Agusti, 2000). La relacién entre los sdlidos solubles totales
(SST) vy el porcentaje de acidez se utiliza como parametro de indice de madurez
interna. Generalmente, es aceptado un indice de maduracion interna entre 7 y 10
como el minimo valor de madurez para naranjas y mandarinas, respectivamente, y
entre 10 y 16 se considera de calidad aceptable (Baldwin, 1993; Rodrigo y
Zacarias, 2006). En general, los citricos aportan vitamina C, flavonoides,
carotenoides y otros compuestos nutricionales a la dieta, de gran importancia para
la prevencion de diversas enfermedades como las cardiovasculares o el cancer
(Rodrigo y Zacarias, 2006).

2. Carotenoides

2.1. Estructura quimica y diversidad en la naturaleza

Los carotenoides son pigmentos isopreonoides identificados por primera
vez en 1907 (Gross, 1987), que adquieren su nombre del pigmento mas
representativo del grupo, el B-caroteno, descubierto por Wackenroder en 1831.
Los carotenoides se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, se
localizan en mayor concentracion y variedad en los vegetales aunque también se
acumulan en algunas bacterias, algas y hongos, asi como en algunos animales,
aunque éstos no pueden sintetizarlos (Britton et a/., 1998).

La estructura basica de los carotenoides es un tetraterpeno lineal, de 40
atomos de carbono, cuya porcion central presenta dobles enlaces conjugados y
una simetria entorno al doble enlace central (Figura 1). Esta estructura basica
puede modificarse generando una familia de mas de 600 compuestos. Los
carotenoides hidrocarbonados se denominan carotenos y aquellos que contienen
oxigeno se denominan xantofilas (Gross, 1987; Britton et a/, 1998). Los
carotenoides, ya sean carotenos o xantofilas, pueden ser acicliclos, monociclicos o
biciclicos (Figura 1). La ciclacién ocurre en uno o ambos extremos de la molécula
formando anillos B-o anillos e- (Gross, 1987; Britton et al, 1998; Fraser y
Bramley, 2004). El rasgo caracteristico de los carotenoides es su cadena poliénica,
gue es un sistema extenso de dobles enlaces conjugados. Esta cadena actiia como
cromdforo y es la responsable de la capacidad de estos pigmentos de absorber luz
en el visible y, en consecuencia, de su color. La longitud de onda a la que
absorben los carotenoides aumenta con el nimero de dobles enlaces conjugados
(Meléndez-Martinez et al, 2007a). La ciclacion también influye en el grado de
coloracion y, por tanto, el B-caroteno, aunque tiene el mismo nimero de dobles
enlaces conjugados que el licopeno, es de color naranja, mientras que el licopeno
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es rojo. Debido a la existencia de estos dobles enlaces conjugados, todos los
carotenoides presentan el fendmeno de isomerizacion cis-trans. En general, la
forma predominante en la naturaleza son los isbmeros trans, aunque para otros
carotenoides, como el fitoeno, los isdmeros cis son los mas abundantes (Britton et
al., 1998).

18 b
19 20
5 3
L 1 15 14 12 10
c | 13 E > P
21 & 9 13 & 5
8 10 12 14 15 11 o
3 5 17
18 20 19

Figura 1. Ejemplos de tipos estructurales de carotenoides. A: Estructura de caroteno lineal,
correspondiente al fitoeno. B: Estructura de caroteno monociclico, correspondiente al y-
caroteno. C: Estructura de caroteno biciclico, correspondiente al p-caroteno. En las tres
figuras se indica el sistema de carbonos empleado en la nomenclatura de los carotenoides.

Las funciones de los carotenoides vienen determinadas por sus
propiedades fisicas y quimicas, definidas por su estructura molecular. Asi pues, por
un lado, su geometria garantiza la correcta integracion en estructuras celulares,
permitiendo de esta forma su buen funcionamiento. Por otro lado, el conjunto de
dobles enlaces conjugados determinan sus propiedades fotoquimicas que permiten
llevar a cabo sus funciones basicas (Britton, 1995). Las propiedades fisicas y
guimicas de los carotenoides se ven influenciadas por las interacciones con otras
moléculas /n vivo. Asi, por ejemplo, aquellos carotenoides que se encuentran
interaccionando con proteinas o en medios lipidicos son mas estables que aquellos
gue estan en diluciones acuosas (Britton et a/., 1998).

2.2. Propiedades e importancia de los carotenoides

Los carotenoides son los responsables de la coloracion de muchas flores y
frutos (Goodwin, 1980; Dawson, 2009) y presentan propiedades funcionales
importantes. Ademas tienen un importante papel en la fotosintesis, ya que son
componentes esenciales del aparato fotosintético, donde estan implicados en el
ensamblaje de los fotosistemas, en la captacion de la luz y, ademas, tienen una
gran importancia en la disipacion del exceso de energia luminosa, evitando el dafio
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en las membranas (Howitt y Pogson, 2006). Los carotenoides presentan, ademas
de actividad antioxidante, la capacidad de proteccion frente a la radiaciéon UV, dado
que pueden absorber en este rango de longitud de onda (Fraser y Bramley, 2004;
Meléndez-Martinez et al, 2004). Sin embargo, la primera funcién asignada a los
carotenoides en los animales fue como precursores de la vitamina A. Esta
propiedad de los carotenoides es debida a la presencia de un anillo - no sustituido
gue les confiere actividad provitamina A y que estd presente en aproximadamente
50 carotenoides de los mas de 700 identificados hasta el momento. La vitamina A
se ingiere en la dieta basicamente en dos formas: como vitamina A preformada
(retinil éster, retinol, retinal, 3-dehidroretinol y &acido retinoico) a partir de
alimentos de origen animal, o0 como carotenoides (provitaminas A), que se pueden
transformar bioldgicamente en vitamina A, generalmente a partir de alimentos de
origen vegetal. La provitamina A tiene la ventaja de convertirse en vitamina A sélo
cuando el cuerpo lo requiere, evitando asi la toxicidad potencial de una sobredosis
de vitamina (Van den Berg et a/, 2000; Fraser y Bramley, 2004; Meléndez-
Martinez et al, 2004; Edem, 2009). Asociada a su actividad provitamina A, los
carotenoides desempenan en el organismo de los animales una funcién importante
en la prevencion de la degeneracion macular de la retina, la disminucion del riesgo
de formacién de cataratas y la formacion y proliferacion de epitelios, asi como en
la prevencién de la osteoporosis (Snodderly, 1995; Van den Berg et a/, 2000;
Fraser y Bramley, 2004; Meléndez-Martinez et a/., 2004; Yamaguchi y Uchiyama,
2009). Ademas, algunos carotenoides, como zeaxantina y luteina forman parte del
sistema ocular de los mamiferos. Los carotenoides también se han relacionado con
una disminucion del riesgo de padecer enfermedades degenerativas como cancer o
enfermedades cardiovasculares (Lichtenstein, 2009; Nishino et a/., 2009).

2.3. Biosintesis de carotenoides en plantas superiores

En las plantas, los carotenoides se sintetizan en los plastidios, aunque las
enzimas estan codificadas por genes nucleares (Cunningham y Gantt, 1998). En los
Ultimos afos, la biosintesis de carotenoides en plantas superiores ha sido bien
caracterizada por diversos grupos, determinandose ademas las diferencias con la
ruta operativa en los microorganismos (Sandmann, 1994; Cunningham y Gantt,
1998; Hirschberg, 2001; Sandmann, 2001; Cunningham, 2002; Sandmann, 2002;
Fraser y Bramley, 2004; Romer y Fraser, 2005; Taylor y Ramsay, 2005; Howitt y
Pogson, 2006; DellaPenna y Pogson, 2006; Tanaka et a/, 2008). Un esquema
general de la ruta de biosintesis de carotenoides en plantas superiores se
representa en la Figura 2.
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La biosintesis de carotenoides estad vinculada a la de otros isoprenoides
como giberelinas (GA), tocoferoles o clorofilas, via isopentil bifosfato (IPP) o de su
isomero dimetilalil  bifosfato (DMAPP). Ambos constituyen las unidades
fundamentales y son sintetizados por rutas independientes vy
compartimentalizadas. La ruta del acido mevaldnico (MVA), de la que derivan los
isoprenoides mitocondriales y citosolicos, tiene lugar en el citosol y/o en el reticulo
endoplasmatico. Los carotenoides derivan de IPP plastidico, cuya biosintesis es a
partir de una ruta independiente de MVA, denominada ruta del metil-eritritol
fosfato (0o MEP, por su singlas en inglés) (Romer et al, 1993; Rodriguez-
Concepcidén y Boronat, 2002). El uso de las herramientas de gendmica funcional ha
permitido la elucidacion de la ruta independiente de MVA, tanto en plantas como
en bacterias, determinandose que entre ambas rutas existe un intercambio de
metabolitos en ciertas condiciones ambientales y preferentemente del plastidio al
citosol (Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002).

El geranilgeranil pirofosfato (GGPP, C,,) es el precursor inmediato de
carotenoides, asi como de clorofilas y GA. La condensaciéon de una molécula de IPP
(Cs) con una molécula de DMAPP (Cs), da lugar al intermediario geranil pirofosfato
(GPP, Cyo) que se condensa secuencialmente con otras dos moléculas adicionales
de IPP, formando GGPP, via farnesil pirofosfato (FPP, C;5). Cada una de estas
reacciones estd mediada por la GGPP sintasa (GGPS), la cual ha sido aislada de
distintas plantas como pimiento, tomate y Arabidopsis thaliana (Dogbo y Camara,
1987; Kuntz et al,, 1992; Romer et al., 1993; Okada et a/.,, 2000). La reaccion que
cataliza esta enzima constituye un paso importante en la ruta de biosintesis de
isoprenoides. Se ha identificado una GPPS especifica que parece estar implicada en
la biosintesis de monoterpenos (Bouvier et al., 2000), lo que sugiere la existencia
de otras especificas para la sintesis de carotenoides (Rodriguez-Concepcion, 2006).
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Figura 2. Esquema general de la biosintesis de carotenoides en plantas. En azul se indican
las enzimas que catalizan cada reaccion. PSY (fitoeno sintasa), PDS (fitoeno isomerasa),
ZDS (C-caroteno isomerasa), PTOX (oxidasa terminal de plastidio), CRTISO (caroteno
isomerasa), BLCY (B-licopeno ciclasa), €LCY (e-licopeno ciclasa), BCHX (B-caroteno
hidroxilasa), eCHX (e-caroteno hidroxilasa), ZEP (zeaxantina epoxidasa), VDE (violaxantina
epoxidasa), NSY (neoxantina sintasa).
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a. Sintesis de carotenoides lineales

La formacion de fitoeno a partir de GGPP es el primer paso especifico de la
ruta de biosintesis de carotenoides (Figura 2), llevado a cabo por la fitoeno
sintasa (PSY) en dos pasos. Se han aislado e identificado genes que codifican PSY,
por ejemplo, en A. thaliana parece presentar una sola isoforma, mientras que en
tomate y tabaco existen dos (Fraser et a/., 1999). La caracterizacion bioquimica de
la PSY se ha llevado a cabo en pimiento y tomate (Dogbo y Camara, 1987; Fraser
et al, 2000). En el caso del tomate, la isoforma PSY-1 es la responsable de la
sintesis en el cromoplasto, mientras que la PSY-2 lo es en el cloroplasto (Fraser et
al, 1999). El producto mayoritario de PSY en plantas es el 15-cisfitoeno
(Goodwin, 1983).

Como se ha comentado anteriormente, los carotenoides presentan una
funcion de cromoforos gracias a una serie de dobles enlaces carbono-carbono que
se introducen en la molécula de fitoeno para formar la molécula coloreada de
licopeno. En plantas, la produccion de licopeno se realiza a partir de 4
desaturaciones sucesivas llevadas a cabo por dos enzimas, la fitoeno desaturasa
(PDS) y la C-caroteno desaturasa (ZDS). Las enzimas PDS y ZDS presentan un
dominio de unién a FAD/NADP en su extremo amino y sus secuencias son similares
en un 33-35% (Fraser y Bramley, 2004). La enzima PDS es la responsable de la
introduccion secuencial de dos dobles enlaces en los carbonos 11 y 11’ en la
molécula de fitoeno. Las siguientes desaturaciones son llevadas a cabo por la ZDS,
que introduce los dobles enlaces en los carbonos 7 y 7/, formandose neurosporeno
(7,9,9"-triscis-neurosporeno) y prolicopeno (7,9,7’,9"-tetracis-licopeno (Breitenbach
y Sandmann, 2005) (Figura 2). La eliminacion de los dtomos de hidrégeno en
cada reaccion de desaturacion requiere el acoplamiento de estas reacciones a una
cadena de transporte electronico que utiliza oxigeno como aceptor de electrones.
Algunos componentes de esta cadena de transporte se han identificados en
mutantes de Arabidopsisy de tomate como una ubiquinona y una oxidasa terminal
de plastidio (PTOX) (Carol y Kuntz, 2001; Barr et a/., 2004). En plantas, el fitoeno
existe predominantemente en forma 15-cis, mientras que el isomero geométrico
del licopeno es all-trans, lo que conlleva una isomerizacion del prolicopeno a la
forma frans mediada por la enzima caroteno isomerasa (CRTISO) (Isaacson et al.,
2002).

b. Ciclacion del licopeno

La ciclacion de carotenoides esta limitada a la formacion de anillos en uno
0 en ambos extremos de la molécula de licopeno y, ademas, determina la
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bifurcacién en la ruta de biosintesis de carotenoides dependiendo del tipo de
ciclacion que sufran los extremos de la molécula. Existen dos tipos de anillos que
difieren por la posicion del doble enlace del ciclohexano, €- o B-. En plantas existen
dos enzimas, B-licopeno-ciclasa (BLCY), que introduce anillos B-, y &-licopeno-
ciclasa (eLCY), que introduce anillos €- (Pecker et al, 1996; Cunningham y Gantt,
2001) (Figura 2). La BLCY puede catalizar la introduccidon de dos anillos B-, dando
lugar a la formacién de B-caroteno, via y-caroteno. Sin embargo, LCY sélo puede
incorporar un anillo e-, formando d-caroteno. Se han identificado genes que
codifican BLCY en diversas especies, entre ellas Arabidopsis, narciso, tabaco y
pimiento (Hugueney et al, 1995; Cunningham et al, 1996). Por ejemplo, en
tomate existen dos enzimas BLCY, una de ella especifica de cromoplastos (BLCY2)
que presenta un 53% de similitud en su secuencia de aminoacidos a la BLCY
cloroplastica. Genes que codifican €LCY han sido aislados en Arabidopsis
(Cunningham y Gantt, 2001) y tomate (Ronen et a/., 1999), entre otras plantas.

c. Formacion de xantofilas

El siguiente paso en la ruta de biosintesis de carotenoides en plantas
superiores es la formacion enzimatica de las xantofilas, que se caracterizan por
presentar carbonos oxigenados (Gross, 1987). Esta reaccidn consiste en la
hidroxilacion de los carbonos 3 y 3’ de los anillos del a- y B-caroteno,
produciéndose luteina y zeaxantina, via a- y B-criptoxantina, respectivamente
(Figura 2). Estas reacciones se catalizan por dos tipos de enzimas, una especifica
de los anillos €-, la a-caroteno hidroxilasa (¢CHX), y otra para los anillos -, que
recibe el nombre de B-caroteno hidroxilasa (BCHX) (Sun et a/., 1996; Pogson et al.,
1996). En Arabidopsis se han identificado dos BCHX, y en tomate y pimiento se
han encontrado sus respectivos genes homdlogos (Sun et a/., 1996; Bouvier et al.,
1998; Hirschberg, 2001; Lange y Ghassemian, 2003). Respecto a la enzima €CHX,
hasta la fecha Unicamente se ha caracterizado en Arabidopsis, siendo una enzima
dependiente del citocromo P-450 (Tian et a/.,, 2004).

Las xantofilas de la rama B,B- de la ruta de biosintesis de carotenoides
sufren una serie de modificaciones, a diferencia de las de la rama q,B-, donde el
pigmento final es la luteina (Figura 2). La violaxantina se forma a partir de la
zeaxantina mediante una serie de dos epoxidaciones secuenciales en los carbonos
56 y 5,6 de sus anillos hidroxilados. La reaccion se realiza a través del
intermediario anteraxantina, por la accion de la zeaxantina epoxidasa (ZEP),
dependiente de ferredoxina (Bouvier et a/., 1996) (Figura 2). La secuencia de esta
epoxidasa se ha identificado en Arabidopsis, albaricoque, tomate, tabaco vy
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pimiento (Bouvier et al, 1996; Fraser y Bramley, 2004). La secuencia de
epoxidaciones realizada por ZEP es reversible, de tal forma que de-epoxidaciones
de la violaxantina, mediadas por la enzima violaxantina de-epoxidasa (VDE),
conllevan de nuevo la formacidn de zeaxantina. Estas reacciones se conocen como
el ciclo de las xantofilas (Yamamoto, 1985; Gross, 1987; Demmig Adams et al.,
1996). A partir de la violaxantina se forma la neoxantina, que constituye la Ultima
xantofila de la rama B,B- de la biosintesis de carotenoides, y cuya formacion la
lleva a cabo la neoxantina sintasa (NSY) (Fraser y Bramley, 2004) (Figura 2).

2.4. Regulacion de carotenoides en plantas superiores

Las plantas han desarrollado mecanismos de regulacion muy complejos
para controlar la biosintesis y acumulaciéon de estos pigmentos, permitiendo una
amplia variacion de carotenoides entre tejidos y drganos (Lu y Li, 2008). El papel
que juegan estos pigmentos en el desarrollo y la adaptacion de las plantas
sugieren que su sintesis y acumulacion estan coordinadas con diferentes procesos
como la biogénesis del plastidio. La biosintesis y acumulacion de carotenoides en
los cromoplastos esta determinada por mecanismos de regulacion transcripcional y
post-ranscripcional, por la presencia de estructuras capaces de almacenar o
estabilizar los carotenoides, y por el catabolismo de los mismos (Fraser y Bramley,
2004; Howitt y Pogson, 2006).

a. Regulacion transcripcional de la biosintesis de carotenoides

La caracterizacion de la regulacion de la biosintesis de carotenoides /in vivo
se ha estudiado en plantas y frutos modelos como Arabidopsis, o tomate y
pimiento, que, ademas de su interés agrondmico, presentan caracteristicas
genéticas adecuadas para su estudio (Bramley, 2002; Fraser y Bramley, 2004;
Giuliano et al,, 2008; Fraser et al, 2009). La disponibilidad de mutantes de estas
especies permite llevar a cabo la elucidacion de los principales pasos que regulan
la biosintesis de carotenoides. Trabajos realizados inicialmente en tomates
parecian indicar que el primer paso limitante en la biosintesis de carotenoides lo
constituia la DXS (1-deoxi-D-xilulosa-5 fosfato sintasa), enzima implicada en la
sintesis de los precursores (Lois et a4/, 2000; Rodriguez-Concepcion et al., 2001;
Rodriguez-Concepcion et al., 2003; Botella-Pavia et al, 2004). La sobreexpresion
del gen (Esteve et al, 2001; Enfissi et al, 2005; Crowell et al, 2009) y el
tratamiento con DXP (Lois ef al, 2000) han confirmado su papel en la
carotenogénesis de tomates. El segundo paso limitante en la biosintesis de IPP lo
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constituye la HDR (hidroximetilgeranil pirofosfato sintasa) cuando la concentracién
de DXP no es restrictiva (Botella-Pavia et a/,, 2004).

En frutos de pimiento rojo la expresion del gen DXS se incrementa desde
estadios tempranos del desarrollo del fruto y, ademas, durante el momento de
viraje de color del fruto, junto con los genes GGPS, PSY'y PDS (Kuntz et al., 1992;
Hugueney et al., 1992; Romer et al., 1993; Bouvier et al., 1994; Bouvier et al.,
1998). Al inicio del cambio de coloracién, se produce un incremento de la
expresion de los genes capsorubina sintasa (CCS), BCHX'y ZEP, implicados en la
sintesis de xantofilas y capsantina (Hugueney et a/, 1992; Bouvier et al., 1994;
Bouvier et al., 1996; Bouvier et al., 1998). Sin embargo, la expresion de BLCY es
constitutiva a lo largo de todo el proceso, de ahi que se considere a la enzima CCS
responsable del redireccionamiento del flujo de la ruta hacia la rama B,B-
(Hugueney et al., 1995).

En tomates, el cambio de coloracién conlleva un incremento del contenido
de licopeno, asociado a una importante acumulacion de transcritos de los genes
PSY-1y de PDS (Giuliano et al., 1993; Pecker et al.,, 1996) y a un descenso de los
genes de ambas licopeno ciclasas (eLCY'y BLCY) (Pecker et al., 1996; Ronen et al.,
1999; Ronen et al, 2000). Estos resultados muestran que el contenido vy
composicion de carotenoides en frutos de tomate estan principalmente regulados a
nivel transcripcional. Esta hipdtesis estd apoyada también por los resultados
obtenidos de la caracterizacién de diversos mutantes de tomate. La enzima PSY
ejerce el mayor control en la ruta de la biosintesis de carotenoides (Fraser et al.,
2002), sin embargo, la sobreexpresiéon de otras enzimas como la BLCY provocd el
incremento de los carotenoides totales (Ronen et a/, 2000; Rosati et a/, 2000).
Ademas, la sobreexpresion de una PSY bacteriana en cromoplastos de tomate
aumentd la acumulaciéon de carotenoides (Fraser et al, 2002). Estos resultados
sugieren que la ruta de carotenoides puede compensar las fluctuaciones en el
equilibrio precursor/producto y redistribuir el control del balance en la ruta
(Botella-Pavia et a/., 2004).

b. Acumulacion de carotenoides en frutos

En los cloroplastos, los carotenoides se encuentran asociados a proteinas
unidas a clorofilas, mientras que en los cromoplastos estan formando parte de
estructuras lipoproteicas (Vishnevetsky et a/, 1999a). Se han aislado y
caracterizado diferentes genes de proteinas asociadas a carotenoides implicadas,
ademas, en la formacion de complejos membranosos (Smirra et a/., 1993; Libal-
Weksler et al, 1997; Vishnevetsky et a/, 1999a). Se cree que estas proteinas
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pueden ser un instrumento para secuestrar no solo carotenoides, sino también
lipidos (Vishnevetsky et a/., 1999a); de hecho existen evidencias de que la sintesis
de carotenoides afecta a la sintesis de las proteinas asociadas a carotenoides
(Vishnevetsky et a/.,, 1999b).

Las xantofilas incrementan el grado de esterificacion con la maduracion,
aumentando con ello su hidrofobicidad, favoreciéndose de esta forma la
integracion en las estructuras proteolipidicas (Gross, 1987; Britton et a/., 1998). El
grado de esterificacion de las xantofilas podria estar determinado por la
disponibilidad de acidos grasos, asi como por la abundancia y actividad de las
enzimas implicadas en la esterificacion (Stalberg et al, 2003). El contenido de
xantofilas esterificadas varia segun la variedad y estadio de maduracién. Por
ejemplo, mientras que en manzanas los carotenoides son inmediatamente
esterificados conforme se sintetizan (Knee, 1988), en pimientos la esterificacion de
xantofilas se inicia con la maduracién, de forma que en los frutos maduros estan
total o parcialmente esterificados (Hornero-Méndez et al, 2002). En citricos, el
total de xantofilas varia segun la variedad y el tejido, en naranjas y mandarinas el
contenido de xantofilas esterificadas es de 60% y 86% en flavedo y pulpa,
respectivamente, mientras que en limones es sdlo el 5% (Yokoyama y Vandercook,
1967; Eilati et al, 1972; Gross, 1987).

c. Catabolismo de carotenoides

En los Ultimos afos se han caracterizado genes que codifican unas enzimas
denominadas 'dioxigenasas de corte de carotenoides' (CCDs, del inglés Carotenoids
Cleveage Dioxygenase) (Giuliano et a/., 2003; Camara y Bouvier, 2004; Lewinsohn
et al., 2005; Auldridge et al., 2006b) en diferentes frutos, como uva (Mathieu et
al., 2005), fresa (Garcia-Limones et a/., 2008), tomate (Simkin et a/.,, 2004), melon
(Ibdah et al, 2006), manzana (Huang et a/., 2009) y algunos citricos (Rodrigo et
al., 2005; Kato et al., 2006; Agusti et al, 2007); y en plantas, como en azafran
(Bouvier et al., 2003), Arabidopsis (Schwartz et al., 2001; Auldridge et al., 2006a),
maiz (Vogel et al., 2008), arroz (Ilg et al, 2009), trigo o cebada (Fester et al.,
1999). Estas enzimas estan implicadas en la formacidon de apocarotenoides,
compuestos derivados de carotenoides que han sido aislados de cianobacterias,
algas y de plantas superiores (Camara y Bouvier, 2004). A pesar de ello, algunos
autores han propuesto que éstas no parecen influir en el contenido de
carotenoides (Simkin et al.,, 2004; Mathieu et a/., 2005; Kato et a/., 2006; Ibdah et
al., 2006). En pétalos de crisantemo se ha identificado un gen, CCD4a, cuyos
niveles de expresion son inversos al contenido de carotenoides ya que cuando este

12



Introduccion

gen es delecionado o suprimido, se observa una acumulacion de carotenoides
(Ohmiya et al, 2006). En fresas se ha caracterizado una CCD1 (FaCCDI) que
parece estar implicada en la rotura de zeaxantina, luteina y B-apo-8'-carotenal /n
vitro, y de B-caroteno en /n vivo (Garcia-Limones et al., 2008). Ademas, el andlisis
del patrén de carotenoides de fresa reveld una correlacion entre el incremento de
expresion de FaCCDI y la disminucion del contenido de luteina, sugiriendo que
esta xantofila podria ser su principal sustrato /n vivo. Por tanto, esta enzima podria
estar implicada en el catabolismo de carotenoides, mas concretamente en la
degradacion de luteina.

En citricos, se han identificados dos CCDs, aunque solo se ha confirmado la
actividad catalitica en una de ellas (Kato et a/,, 2006; Agusti et al,, 2007). Existen
apocarotenoides especificos del género, como el B-apo-8’-carotenal o la B-citrurina
(Figura 3), cuyos precursores se ha sugerido que son la zeaxantina y pB-
criptoxantina (Yokoyama y White, 1966; Farin ef a/, 1983; Rodrigo et al., 2004;
Rodrigo y Zacarias, 2007). Sin embargo, la enzima que cataliza esta actividad aun
no se ha aislado. Por el contrario, si se han caracterizado dos NCEDs implicadas en
la formacion de ABA, cuyos patrones de expresion difieren durante la maduracion
natural, en condiciones de estrés o con tratamientos con etileno (Rodrigo et al.,
2005; Kato et al., 2006; Agusti et al., 2007; Matsumoto et a/., 2009).

A B-criptoxantina

& CHO
[-citraurina 15 17

B-ciclocitral

Figura 3. Estructuras de apocarotenoides caracteristicos de citricos resultantes de la rotura
de la B-criptoxantina. A. B-apo-8'-carotenal e hidroxi-B-ciclocitral. B. B-citraurina y pB-
ciclocitral.
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d. Otros mecanismos de regulacién

En citricos, al igual que en otras plantas, algunos autores han propuesto
diferentes mecanismos de regulacion de la biosintesis de carotenoides, ademas de
la regulacion transcripcional, como la regulacion post-transcripcional vy
traduccional, importacion de enzimas a organulos, la actividad catalitica o
complejos asociados a membranas (al-Babili ef a/, 1996; Cunningham y Gantt,
1998; Bramley, 2002; Fanciullino et al, 2008). Por ejemplo, entre estos
mecanismos, esta la regulacion de los genes por sustrato (Rodriguez-Concepcion
et al, 2001) o por la luz (Hsieh y Goodman, 2005). Un punto clave en la
regulacion de la biosintesis de carotenoides es la formacion de complejos
multienzimaticos, un ejemplo lo constituyen las enzimas PSY y PDS que pueden
encontrarse en forma inactiva (solubles en el estroma) o en forma activa (unida a
membrana), lo que sugiere que el control del equilibrio entre las fracciones de
proteinas libres/unidas a membrana es un mecanismo post-transcripcional que
regula la actividad de estas enzimas (Schledz et al, 1996; al-Babili et al., 1996;
Bonk et al, 1996; Welsch et al, 2000; Lopez et al., 2008). En el caso de PDS,
dicho mecanismo parece que esta asociado al estado redox, dado que esta enzima
y la ZDS necesitan una plastoquinona y una oxidasa plastidial como receptores de
electrones para poder catalizar la reaccion (Hirschberg, 2001). Las modificaciones
post-transcripcionales de las enzimas constituyen otro mecanismo de regulacion,
como ocurre con BLCY, cuya actividad estaria regulada por el procesamiento del
precursor (60 KDa) a su forma activa (45 KDa) (Inoue et a/., 2006).

3. Carotenoides en frutos citricos

Los citricos son una de las fuentes mas importantes de carotenoides,
debido principalmente a su elevado consumo, tanto en fresco como en zumos. El
contenido y composicién de carotenoides en los frutos citricos se ha estudiado
durante afios en diferentes especies y cultivares y, mas recientemente, estos
estudios se han completado con el analisis molecular de la ruta de biosintesis. En
general, los citricos son una compleja fuente de carotenoides en los que se han
identificado hasta 110 componentes distintos (Stewart y Wheaton, 1973a).

En los frutos citricos la coloracion externa de la piel varia del amarillo de
los limones y pomelos, al naranja intenso de algunas variedades de mandarina o al
rojo intenso de algunos pomelos y pumelos. El color de la corteza de los frutos
citricos constituye un criterio importante de seleccion por los consumidores.
Durante la maduracién de los citricos el cambio de color se debe a una disminucion
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del contenido de clorofilas junto con un incremento del contenido de carotenoides
y un cambio en la composicién de éstos (Young y Jahn, 1972; Stewart y Wheaton,
1972; Stewart y Wheaton, 1973a; Purvis y Barmore, 1981; Gross, 1981;
Goldschmidt et al., 1993; Trebitsh et al., 1993; Jacob-Wilk et a/, 1999; Rodrigo y
Zacarias, 2003; Rodrigo et a/., 2004; Kato et a/., 2004). El contenido y composicién
de carotenoides proporciona colores caracteristicos a frutos de distintas variedades
de citricos (Gross, 1987). Asi, la violaxantina, que generalmente se encuentra en
gran proporcién en los citricos, es de color amarillo, la B-criptoxantina y el B-
caroteno son de color naranja, mientras que la B-citraurina, un apocarotenoide Csg
exclusivo de frutos citricos, proporciona la coloracién naranja-rojiza a algunas
variedades (Stewart y Wheaton, 1973b; Gross, 1987; Casas y Mallent, 1988;
Oberholster et al., 2001).

En general, en los frutos citricos el contenido en carotenoides es mayor en
la corteza que en la pulpa, acumulandose en el flavedo (parte mas externa de la
corteza) aproximadamente el 70% de los carotenoides del fruto (Gross, 1987). La
composicion de carotenoides varia con el desarrollo y la maduracion del fruto,
tanto en el flavedo como en la pulpa (Alquézar, 2008). En el flavedo de frutos
verdes inmaduros los carotenoides predominantes son la luteina y la trans-
violaxantina, ademas de otros caracteristicos de tejido cloroplastico (B-caroteno,
neoxantina y zeaxantina). En frutos verdes maduros aumenta considerablemente
la proporcion de fitoeno, de cis-violaxantina y zeaxantina, mientras que durante el
cambio de color comienza la acumulacién de B-criptoxantina. En el flavedo de
frutos citricos totalmente coloreados el principal carotenoide es la c¢is-violaxantina y
se produce un aumento del fitoeno, asi como la acumulacion de apocarotenoides
(Rodrigo et al, 2004; Kato et al, 2004). En zumo o pulpa, la composicién es
distinta de la del flavedo, siendo los carotenoides mas abundantes a-caroteno, B-
criptoxantina, luteina, zeaxantina, anteraxantina y violaxantina (Farin et al.,, 1983;
Pascual et al., 1993; Pupin et a/, 1999; Gama y Sylos, 2005). El porcentaje de
xantofilas es menor en aquellos citricos no coloreados como el limén o el pomelo,
donde se acumulan carotenoides incoloros como el fitoeno y el fitoflueno durante
su maduracion. Las variedades de pomelo coloreadas presentan también una
concentracion de xantofilas muy baja, sin embargo, a diferencia de las variedades
no coloreadas, éstas acumulan licopeno, proporcionandole la tonalidad roja o
rosada caracteristica (Gross y Timberg, 1983). Las variaciones cuantitativas y
cualitativas en los frutos de las distintas variedades de citricos se han revisado
recientemente por Alquézar et a/. (2008a).
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3.1. Biosintesis de carotenoides y su regulacion en frutos citricos

Recientemente se han aislado y caracterizado un importante nimero de
genes implicados en la ruta de biosintesis de carotenoides en citricos (Rodrigo et
al., 2004; Kato et al,, 2004). La mayoria de los estudios correlacionan la evolucion
del contenido de carotenoides durante la maduracién del fruto con la acumulacién
de transcritos de los genes de la biosintesis de carotenoides. Se han aislado dos
genes que codifican dos PSY y, aunque las secuencias aisladas son idénticas en un
97,0-99,5%, se consideran dos isoformas diferentes (Ikoma et a/, 2001; Kim et
al, 2003; Fanciullino et al, 2007). La actividad catalitica de PSY se ha
caracterizado (Kim et a/,, 2003) y se sabe que estan asociadas a membranas de los
plastos (Inoue et al, 2006). La reaccion catalizada por PSY determina la entrada
de precursores en la ruta de biosintesis de carotenoides, por ello, se considera un
importante paso regulador de la ruta durante la maduracion de los frutos. De
hecho, la acumulacion de transcritos de PSY es menor en la pulpa que en el
flavedo, correlacionandose con las diferencias en el contenido de carotenoides
(Rodrigo et al., 2004; Kato et al., 2004; Tao et al., 2007; Fanciullino et a/., 2008;
Alguézar, 2008).

El gen que codifica la PDS de citricos parece ser que pertenece a una
pequefia familia génica (Kita et a/,, 2001; Fanciullino et a/., 2007). Se ha aislado la
secuencia parcial o completa de PDS de distintas variedades de citricos, cuyas
secuencias presentan una identidad del 98-100% a nivel de aminoacidos. Ensayos
in vitro indican que dos formas procesadas de PDS se encuentran en la fraccion
soluble del plastidio, mientras que otra forma sin procesar aparece en menor
proporcion asociada a membrana (Inoue et al., 2006). La expresidon del gen PDS
durante la maduracion se ha estudiado en diferentes cultivares de naranjas
(Rodrigo et al., 2004; Kato et al., 2004; Fanciullino et a/., 2008; Alquézar, 2008),
en mandarinas 'Satsuma' (Kita et a/., 2001; Kato et al., 2004) y en limones 'Lisbon'
(Kato et al., 2004). En general, tanto en flavedo como en pulpa, la expresion de
PSD fue menor que la de PSY'y aumenta con la maduracion del frutos, tanto en la
piel como en la pulpa. En cuanto a la segunda desaturasa implicada en la ruta de
biosintesis de carotenoides, la ZDS, se cree que existen 3 copias en el genoma de
citricos (Fanciullino et al,, 2007). Ademas, los estudios realizados en el mutante de
coloracion amarilla 'Pinalate’, sugieren que existen dos isoformas de la enzima, una
especifica de cloroplastos y otra de cromoplastos (Rodrigo et af/, 2003). La
expresion de ZDS aumenta progresivamente en el flavedo y en la pulpa de
naranjas, mandarinas y limones durante la maduracién (Rodrigo et a/., 2004; Kato
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et al, 2004; Fanciullino et al/, 2008). Ademas, para la desaturacion completa y
correcta del fitoeno a licopeno se requiere la accién de PTOX y de las isomerasas
CRTISO, cuya expresion es baja en frutos verdes. Durante la maduracion, la
acumulacion de mRNA de PT7OX es paralela a la de PDS 'y ZDS (Rodrigo et al.,
2004; Alguézar et al., 2008a), mientras que la de CR7ISO permanece constante o
incluso disminuye (Kato et a/., 2004). El incremento de la expresion de estos genes
durante la maduraciéon contribuye al incremento de la sintesis de carotenoides
lineales.

En citricos se han identificado tres genes que codifican LCYs: uno codifica
una €LCY vy los otros dos BLCYs, cuyas secuencias proteicas muestran un 55-56%
de identidad. La capacidad de ciclar licopeno de estas enzimas se ha confirmado
recientemente: BLCY forma dos anillos B-, formando B-caroteno, mientras que
eLCY introduce sélo uno para generar &-caroteno (Inoue et al, 2006). En la
maduracién de los frutos citricos, la expresidon de £LCY disminuye, mientras que la
de BLCY incrementa visiblemente, redireccionando la ruta hacia la formacion de
B,B-xantofilas (Rodrigo et al., 2004; Kato et al, 2004; Fanciullino et al, 2008;
Alquézar et al, 2008a). Recientemente, se ha aislado un gen con una gran
homologia al gen especifico de cromoplasto de tomate (Ronen et a/.,, 2000) y que
codifica una proteina capaz de ciclar el licopeno y formar B-caroteno. De hecho,
Alquézar et al. (2009) han aislado y caracterizado, mediante expresiéon heterodloga,
un nuevo gen que codifica una BLCY2 con actividad licopeno ciclasa y que presenta
expresion especifica de tejido cromoplastico. Este gen se ha estudiado en distintas
variedades de citricos donde se ha observado que presenta dos alelos, los cuales
se expresan de forma diferencial. Asi, en naranjas 'Navel' se transcribe
preferentemente el alelo SLCY2a, que codifica una proteina con actividad licopeno
ciclasa, mientras que en pomelos rojos 'Star Ruby' se expresa Unica o
mayoritariamente el alelo SLCY2b, que codifica para una proteina con muy poca o
nula actividad licopeno ciclasa, lo que explica la mayor acumulacién de licopeno en
esta variedad (Alquézar et al,, 2009).

La BCHX de citricos es una proteina integral de membrana (Inoue et al,,
2006), cuya expresion se induce de forma importante durante la maduraciéon de
diferentes variedades de limones, naranjas y mandarinas (Rodrigo et al, 2004;
Kato et a/, 2004; Fanciullino et a/, 2008; Alquézar et a/, 2008b). En pomelos
rojos 'Star Ruby' se ha determinado una baja expresion de SCHX, lo que coincide
con la acumulacién de B-caroteno observada en la pulpa de estos frutos (Alquézar
et al, 2009). Ademas, recientemente se ha visto que la expresion de un gen
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putativo de eCHX disminuye durante la maduracion (Alquézar et a/., 2008b). Por
ultimo, la enzima responsable de la formacién de violaxantina (ZEP), incrementa a
lo largo de la maduracion de los frutos, tanto en naranjas, como en limones o
mandarinas (Rodrigo et al, 2004; Kato et al, 2004; Fanciullino et a/, 2008;
Alquézar et al., 2008b).

Los estudios realizados en distintas especies de citricos indican que la
acumulacion y composicion de carotenoides durante la maduraciéon de los frutos
esta fuertemente regulada a nivel transcripcional (Rodrigo et a/., 2004; Kato et al.,
2006; Fanciullino et al., 2008; Alquézar, 2008; Alquézar et al, 2009). Por otro
lado, un factor importante que determina la diversidad en el color y en el
contenido de carotenoides en los frutos citricos es la relacién entre la expresiéon de
los genes iniciales y aquellos implicados en la biosintesis de xantofilas. Asi, por
ejemplo, diferencias en el balance de expresion de los genes de biosintesis de
carotenos y xantofilas estan relacionadas con la acumulaciéon de B-criptoxantina.
Esto es lo que ocurre en frutos de mandarina 'Satsuma', donde la expresion de
BLCY aumenta con la maduracion, mientras que en frutos de naranja 'Valencia' es
constitutiva, lo que genera una mayor acumulacién de B-criptoxantina en frutos de
mandarina (Kato et a/., 2004). Un hecho similar se observa en frutos de mandarina
'Satsuma' tras la aplicacion de etileno (Fujii et a/, 2007). Otro ejemplo es el
observado en limones 'Lisbon', donde se produce una acumulacién masiva de
fitoeno, lo cual se correlaciona con una disminucion en la expresion del gen PDS
(Kato et al, 2004). Sin embargo, en otros casos los fenotipos diferentes en la
coloracién de los frutos no se explican mediante cambios transcripcionales, lo que
sugiere la existencia de otros mecanismos de regulacion implicados en la
biosintesis de carotenoides, que hasta el momento son desconocidos (Fanciullino
et al, 2008). Se han propuesto mecanismos de regulacién transcripcional,
postranscripcional o de traduccion para la regulacion de la biosintesis de
carotenoides en otras plantas (Apartado 2.4 de esta Introduccion, (Cunningham y
Gantt, 1998; Bramley, 2002).

Existen diversos ejemplos en los que se ha relacionado los cambios de
niveles de expresion de DXS con la acumulacion de B,B-xantofilas (Fanciullino et
al, 2008). Alquézar et al. (2008a) proponen que en el mutante 'Cara cara' la
acumulacion de licopeno caracteristica de la pulpa, esta relacionada con una mejor
expresion del gen HDS de la ruta MEP. Ademas, debido a que el gen BLCY
incrementa su expresion, proponen para este mutante un mecanismo de
regulacion por producto final (feed-back).
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3.2. Cambios en carotenoides durante la conservacién postcosecha

El aspecto visual de los frutos citricos es un parametro determinante en la
comercializacién y puede verse comprometido por los diferentes tratamientos
postcosecha a los que son sometidos (Pascual et a/, 1993; Oberholster et al.,
2001; Meléndez-Martinez et al, 2007b). Existen numerosos factores pre- y
postcosecha que afectan a la composicion de carotenoides y, por ende, al color
externo de los frutos citricos. Si bien la acumulacién de carotenoides en frutos
citricos presenta un patrdn caracteristico a lo largo de la maduracion de la especie
y la variedad, existen una serie de factores exdgenos y enddgenos que influyen, de
forma generalizada, en el contenido y composicion de carotenoides. Entre los
factores precosecha, destaca la influencia de la luz o el posicionamiento de los
frutos en el arbol, asi como la temperatura o los tratamientos pre-recoleccion para
minimizar las alteraciones fisioldgicas (Casas y Mallent, 1988; Casas y Llacer, 1988;
Goldschmidt, 1988). Las principales pérdidas postcosecha se deben principalmente
a las practicas inespecificas e inadecuadas de recoleccion, manejo,
empaquetamiento, transporte y almacenamiento, que provocan el deterioro de los
frutos y devallan su calidad.

3.2.1. Efecto de las bajas temperaturas en la carotenogénesis

La temperatura es el factor postcosecha que mas importancia tiene en la
conservacion frutas y hortalizas, constituyendo el factor mas simple e importante
para retrasar su deterioro y prolongar su conservacion. El almacenamiento de los
frutos durante la postcosecha conlleva un compromiso entre temperaturas
suficientemente bajas para inhibir los procesos de maduracién y otras actividades
metabolicas, y lo suficientemente altas como para prevenir los dafios por frio (DF)
(Couey, 1982).

a. Temperaturas durante la precosecha

La relacion entre la temperatura y el color ha sido ampliamente estudiada
en los frutos citricos, siendo, en general, las temperaturas Optimas para la
carotenogénesis relativamente bajas. De hecho, en los frutos citricos la conversion
de cloroplastos a cromoplastos esta inducida por temperaturas bastante bajas
(Gross, 1987). La relacion entre el cambio de color y la necesidad de un periodo de
frio se ha establecido, coincidiendo la degradacion de clorofilas durante la
maduracién con una temperatura nocturna entorno a 13 °C (Stearns y Young,
1942). Ademas, se ha establecido que la degradacién de las clorofilas se produce
cuando la temperatura esta por debajo de los 30 °C (Porat et 4/, 2001), mientras
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gue el desarrollo del color se produce mas rapidamente cuando la temperatura del
suelo esta aproximadamente a 12 °C (Young y Erickson, 1961). Young y Erickson
(1961) postularon que temperaturas nocturnas sobre 7 °C, combinadas con
temperaturas diurnas de aproximadamente 20 °C, estimulaban la acumulacion de
xantofilas. Por ello, en los paises tropicales las condiciones relativamente
constantes de temperaturas altas no permiten que los frutos alcancen la tonalidad
caracteristica de citricos (Barry y Van Wyk, 2006). Para la formacion de licopeno,
en pomelos 'Redblush' se necesitan altas temperaturas dia/noche (35/30 °C)
(Meredith y Young, 1969), mientras que temperaturas superiores a 35 °C inhiben
la sintesis del licopeno (Meredith y Young, 1971). Por el contrario, para la
formacion de carotenoides es necesario temperaturas diurnas y nocturnas bajas
(16/5 °C). En naranjas 'Valencia' se observd que los frutos expuestos a bajas
temperaturas (20/15 °C) tanto diurnas como nocturnas, presentaban un mayor
contenido de carotenoides que los expuestos a altas temperaturas (30/15 °C)
(Coggins et al., 1981). En general, los frutos expuestos a las altas temperaturas
presentan una alta concentracion de clorofilas y un menor contenido de
carotenoides (Stearns y Young, 1942; Young y Erickson, 1961; Agusti, 1999),
principalmente del apocarotenoide de tonalidad rojiza B-citraurina (Stewart y
Leuenberger, 1976). Sin embargo, a pesar de estos requisitos para la optima
coloracién de la piel, la pulpa desarrolla su color carateristico, lo que indica que la
biosintesis de carotenoides y su regulacion es diferente en ambos tejidos (Tadeo et
al., 2008).

En particular, se ha descrito que la rapidez con que se alcanza la
coloracion maxima de los frutos citricos en arbol depende de las diferencias de las
temperaturas entre el dia y la noche durante el periodo de cambio de color y que
la temperatura 6ptima para la sintesis de los carotenoides B-criptoxantina, B-
citraurina y violaxantina se sitlia entre 12 y 14 °C (Sonnen et a/,, 1979; Casas y
Mallent, 1988). Ademds, se ha propuesto que la necesidad de las bajas
temperaturas del suelo para el desarrollo del color puede estar relacionada con las
hormonas GAs y citoquininas (Eilati ef a/., 1969a).

b. Temperaturas durante la postcosecha

Actualmente, la conservacion de los frutos a bajas temperaturas (1,5 y
2,5 °C) es la técnica mas utilizada para alargar la vida postcosecha y preservar la
calidad de los frutos citricos. La aplicacion de frio puede perseguir diversos fines
comerciales, como alargar el periodo de comercializacion de variedades tardias
aprovechando periodos favorables, mantener la calidad durante el transporte a
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mercados distantes, abastecer la linea de almacén en momentos en los que las
condiciones climatoldgicas no permiten la recoleccién, etc. Ademas, el
almacenamiento a bajas temperaturas (entre 0,5 y 2,0°C) es un requisito
impuesto a algunos paises (entre los que se encuentra Espafia) para la exportacion
de frutos citricos a mercados como el de EE.UU o Japdn, como medida preventiva
para la eliminacion de la mosca del mediterraneo (Ceratitis capitata Wied).

La sensibilidad a desarrollar DF varia segin la especie y, en general,
temperaturas por debajo de 10 °C son criticas en los citricos, principalmente, para
los pomelos, limones y limas, que son los mas susceptibles a desarrollarlos. Ciertos
hibridos de mandarinas también son muy sensibles, especialmente la mandarina
'Fortune' (Chalutz et al, 1985; Martinez-Javega y Cuquerella, 1995; Lafuente y
Zacarias, 2006; Bajwa y Anjum, 2007). Los DF presentan diversas sintomatologias,
aunque los mas comunes son la formacién de picado o 'pitting', caracterizada por
depresiones en la piel, con ligera decoloracion que posteriormente pardean. Otra
sintomatologia caracteristica de DF en frutos citricos es el 'escaldado’, que consiste
en un oscurecimiento difuso en la piel, aunque también pueden afectar al albedo
(pardeamiento del albedo) (Lafuente et /., 2005; Lafuente y Zacarias, 2006). En la
Figura 4 se puede observar diferentes ejemplos de los DF en distintas variedades
de frutos citricos.

Figura 4. Sintomas de dafos por frio en diferentes variedades de frutos citricos: A. Picado
en frutos de pomelos en un estadio inicial y en otro mas desarrollado, B. Picado en frutos
de mandarina 'Fortune' y C. Escaldado superficial en frutos de naranja 'Navelate'

La gran mayoria de los estudios realizados sobre el efecto de bajas

temperaturas en frutos citricos estan enfocados, en el mejor de los casos, a la
mejora de la calidad y a la reduccidon de DF y de podredumbres. Sélo en algunas
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variedades de citricos se ha establecido la relacion entre bajas temperaturas y el
color de los frutos. Asi, por ejemplo, para las variedades de limones 'Eureka' y 'Villa
Franca', se ha observado que la temperatura adecuada para conseguir una
coloracion éptima y una minima incidencia de DF es 14 °C (Cohen y Schiffmann-
Nadel, 1978). En mandarinas 'Ortanique' se obtuvieron resultados similares en
frutos almacenados a temperaturas entre 5-11 °C (Cohen et al, 1990). En las
variedades de mandarina 'Clemenules' (Barry y Van Wyk, 2006) y de naranjas
'Valencia' (Oberholster, 2001) sometidas a choques de frio se obtuvo una mejora
de la coloracion externa. De hecho, Barry y van Wyk (2006) proponen el choque
de frio como una opcion para sustituir parcial o completamente la desverdizacion
por etileno, estableciendo que su aplicaciéon seria mas efectiva en los afios calidos
donde la temperatura permanece por encima de los 13 °C. Se ha especulado que
el choque de frio podria ser el estimulo requerido para la sintesis y acumulaciéon de
B-citraurina a partir del corte oxidativo de sus precursores B,B-xantofilas mediado
por una dioxigenasa (Oberholster et al/, 2001). Recientemente, en estudios
realizados en frutos de naranja 'Palmer Navel' se ha caracterizado la evolucion de
la coloracion durante la conservacidon a distintas temperaturas (Van Wyk et al.,
2009). En este estudio observaron que en los frutos almacenados a 20 °C hubo
una pérdida de coloracion, mientras que ésta permanecid estable en aquellos
frutos que se mantuvieron a 4,5 °C, proponiendo las temperaturas intermedias (11
y 159 C) como las mas idoneas para limitar los efectos negativos de las bajas
temperaturas y para permitir el desarrollo de la coloracion (Van Wyk et a/., 2009).
En mandarinas 'Satsuma', a lo largo de la conservacién a bajas temperaturas
(5 °C) la acumulacion de carotenoides experimentd un importante retraso respecto
a los frutos que permanecieron a 20 °C (Matsumoto et a/, 2009). Este patron de
acumulacion se correspondié con una menor expresion de los genes de biosintesis
de carotenoides, tanto en la piel como en la pulpa de los frutos (Matsumoto et al.,
2009).

3.2.2. Efecto del acondicionamiento térmico en la carotenogénesis

El acondicionamiento térmico es el tratamiento que ha demostrado ser
mas eficaz para incrementar la tolerancia al frio de los frutos citricos, reduciendo
ademas la incidencia de podredumbres durante el almacenamiento a bajas
temperaturas y manteniendo su calidad (Lafuente et a/, 1991; Lafuente et al,
1997; Porat et al., 2000; Plaza et al., 2003; Plaza et al., 2004; Erkan et a/., 2005b).
Los tratamientos térmicos pueden aplicarse mediante tres métodos: 1) agua
caliente, 2) aire saturado de vapor y 3) aire caliente (Lurie, 1998). La eficacia de
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cada método depende tanto de la especie y la variedad, como de los factores
precosecha (estadio de maduracién, condiciones climaticas o practicas de cultivo).
El tiempo necesario para que un tratamiento sea efectivo disminuye a medida que
aumenta la temperatura aplicada, y su eficacia depende del medio utilizado para la
transmision de calor. Los bafos en agua caliente se utilizaron inicialmente para el
control de hongos, pero su uso se amplid a la desinfeccion de insectos, en ambos
casos son efectivos y requieren tiempos largos (hasta 90 min.). A pesar de que la
principal limitacion de este sistema es la posible aparicion de dafios debido a las
altas temperaturas, incluso para cortos periodos de tiempo se pueden utilizar como
tratamiento de cuarentena (Lafuente et a4/, 2001a). Una variante de este método
es la aplicacion de agua caliente atomizada, donde el producto puede ser expuesto
a altas temperaturas durante 10-60 segundos. Con este método se consigue
reducir los tiempos de aplicacion del tratamiento a la vez que se limpia el producto
(Porat et al, 2000). Otro tratamiento que se ha usado especificamente para el
control de insectos es el chogue térmico con vapor, que consiste en aplicar aire
saturado con vapor de agua a temperatura de 40-50 °C en tiempos cortos (3 min).
Con ello se consigue la desinfeccién de los huevos y las larvas de los insectos
antes de que el producto pase al mercado. El tratamiento térmico o
acondicionamiento con aire caliente (entre 12 y 96 horas a temperaturas
comprendidas entre 35 y 46 °C) se desarrolld inicialmente para el control de
hongos e insectos y para estudiar las respuestas de los productos a las altas
temperaturas. Este tratamiento permite pasar los requisitos de cuarentena en frio
(14 dias a 1,5 °C) a aquellas variedades sensibles a bajas temperaturas (Lurie,
1998; Schirra et al, 2004; Erkan et al, 2005b). Se ha demostrado que los
tratamientos de curado son los mas efectivos para un control no contaminante de
la podredumbre postcosecha de los frutos citricos (Plaza et a/., 2004). Ademas, el
acondicionamiento a altas temperaturas de frutos citricos a temperaturas
superiores a 30 °C durante 2-3 dias (curado térmico) ha demostrado ser un
método muy eficaz para inducir tolerancia a las bajas temperaturas de
conservacion y evitar las lesiones que se producen en esas condiciones (Martinez-
Tellez y Lafuente, 1997; Lafuente et al., 2005).

Una variante del acondicionamiento térmico es el conocido como curado
intermitente, que consiste en someter los frutos conservados en frio a aumentos
periddicos de altas temperaturas durante tiempos cortos. Estos tratamientos deben
aplicarse antes de que los DF sean irreversibles, de lo contrario, el incremento de
la temperatura en lugar de ser beneficioso, aceleraria la degradacion del producto
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(Garcia et al.,, 2004). En frutos citricos, se ha comprobado que la eficacia de este
tipo de tratamiento puede variar con la especie y la variedad, y depende de la
interaccion tiempo-temperatura (Wang y Baker, 1979). Ademas, la efectividad del
curado intermitente frente al desarrollo del hongo azul (Penicillium italicum
Wehmer) durante la vida comercial ha sido descrita en frutos de mandarina (Pérez
et al., 2007).

El pre-acondicionamiento durante 30 s a 60 °C en pomelos 'Star Ruby', en
limas 48 h a 13 °C y en mandarina 'Fortune' 3 dias de curado térmico a 37 °C
redujo los DF (Porat et a/, 2000; Holland et a/., 2002; Meléndez-Martinez et al.,
2008). En naranja 'Valencia' y mandarina 'Clemenules' también se ha estudiado el
efecto de diferentes tratamientos de acondicionamiento térmico, demostrandose la
efectividad de los mismos tanto para evitar la aparicion de DF como para el control
de podredumbres (Erkan et al., 2005a; Erkan et al., 2005b; Nunes et al., 2007).
Sin embargo, a estas temperaturas el color de los frutos citricos se puede ver
afectado, produciéndose una pérdida de coloracion en la piel, sobretodo en los
estadios iniciales de la maduracion (Plaza et al, 2004). Como se ha descrito
previamente, la coloracion de los frutos citricos durante la maduracion natural
puede verse seriamente comprometida a temperaturas superiores a 30 °C, ya que,
aunque prosigue la degradacién de clorofilas, no parece que exista una sintesis
activa de carotenoides (Stewart y Wheaton, 1971). En pomelos 'Star Ruby' se
realizd un estudio de diferentes tratamientos térmicos, concluyéndose que los
frutos sometidos a tratamientos térmicos de mayor duracién presentaron mejores
parametros de calidad, mientras que los tratamientos térmicos de corta duracién
fueron los que mantuvieron una mejor coloracion, observandose la mayor pérdida
de coloracion en los frutos curados (Porat et &/, 2000). Resultados similares se
obtuvieron en frutos de naranja de la variedad 'Valencia' (Erkan et al., 2005b;
Nunes et al., 2007), mientras que en frutos de naranjas sangre (Schirra et al.,
2004) y en frutos de mandarina 'Clementina' (Erkan et al, 2005a) no se
observaron diferencias significativas en la coloracion entre los tratamientos
térmicos aplicados. El efecto del curado intermitente aplicado a frutos de naranjas
'Navel' y mandarinas 'Clementinas' no ejercid ningun efecto negativo en la
coloracioén de los frutos (Garcia et al., 2004; Pérez et a/., 2007).

Estudios realizados en tomates muestran que, al igual que en citricos, el
acondicionamiento térmico retrasa la coloracion del fruto, debido a la inhibicién de
la acumulacién de mRNAs de genes implicados en la maduracion, como ocurre con
ACS (ACC sintasa, enzima implicada en la sintesis de etileno) o PSY (Lurie et al.,
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1996). En citricos, trabajos realizados en frutos de mandarinas 'Satsuma'
almacenadas a 30 °C durante 3 semanas, mostraron un importante retraso en la
acumulacion de carotenoides, que se correspondid con una disminucion de la
expresion de los genes de biosintesis (Matsumoto et a/., 2009).

3.2.3. Etileno y la maduracion de frutos: implicacion en la
carotenogénesis

La hormona vegetal etileno esta implicada en una gran variedad de
procesos que comprenden practicamente todas las fases del crecimiento,
desarrollo y senescencia de las plantas, desde la germinacién de las semillas, hasta
la maduracién de los frutos, la abscision de diferentes érganos o las respuestas a
estreses bidticos y abidticos (Abeles et a/., 1992). La implicacion de esta hormona
en la maduraciéon de los frutos se conoce desde hace siglos, de hecho existen
numerosas practicas ancestrales que afectan la maduracion de los mismos, es por
ello por lo que se le ha denominado durante décadas como 'la hormona de la
maduracion' (Abeles et al., 1992). Basandose en la evolucién de la produccién de
etileno y de la tasa respiratoria, la maduracion de los frutos se ha clasificado
clasicamente en dos grandes categorias: climatérica, aquella en la que los cambios
caracteristicos de la maduracién estan asociados a un importante incremento de la
produccion de etileno y en la tasa respiratoria, como ocurre en los frutos de
manzana, platano, pera, melocoton, albaricoque, meldn, caqui, kiwi o tomate,
entre otros. La segunda categoria se denomina no climatérica, y es aquella en la
que la produccion de etileno y la respiracion se mantienen constantes o incluso
descienden durante toda la maduracién del fruto, e incluyen los frutos citricos,
uvas, fresas, cerezas o sandia (Biale y Young, 1981; Lelievre et al., 1997).

McMurchie et al (1972) propusieron la existencia de dos sistemas
operativos responsables de la produccion de etileno durante las diferentes fases
del crecimiento y desarrollo de la planta, incluyendo la maduracién del fruto
(revisado en Leliévre et al. (1997)), con el fin de explicar los diferentes tipos de
maduracién de frutos en funcién de la capacidad de producir etileno. El sistema I
es el responsable de mantener los bajos niveles basales de etileno que se emiten
durante el desarrollo normal de las plantas y también en respuesta al estrés. Este
sistema es de naturaleza autoinhibitoria y es operativo tanto en los frutos
climatéricos como en los no climatéricos. El sistema II es el responsable del
incremento de la produccion de etileno que se produce durante la maduracion de
los frutos climatéricos o durante la senescencia floral. Este sistema se activa al
inicio de la maduracién del fruto y, a diferencia del sistema I, es de tipo
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autocatalitico, con capacidad de estimularse a partir de una concentracion umbral
del propio etileno, lo que garantiza una alta tasa de produccién de etileno una vez
se ha iniciado el proceso de maduracion. Este modelo explica muchos de los
efectos del etileno en la maduracién de los frutos, tanto climatéricos como no-
climatéricos y, desde una perspectiva bioquimica, se ajusta a las pautas de
produccion de etileno por los frutos. Posteriormente, se ha confirmado mediante la
caracterizacion bioquimica y molecular de la sintesis y percepcién del etileno que el
modelo propuesto, aunque de forma simplificada, se ajusta con bastante exactitud
a los procesos operativos en los frutos (Cara y Giovannoni, 2008).

Debido a la enorme importancia y repercusion comercial del etileno en el
control de la maduracién del fruto y su comportamiento postcosecha, la ruta de
biosintesis de etileno en las plantas superiores, asi como los mecanismos de
transduccion de la sefial se han estudiado en profundidad en las Ultimas décadas y
en la actualidad son probablemente los mas conocidos y mejor caracterizados
entre los distintos reguladores del desarrollo. Ademas, la disponibilidad de
inhibidores especificos y la utilizacién de plantas y frutos modelo, como Arabidopsis
y tomate, han permitido la obtencion de gran cantidad de mutantes especificos y la
generacion de plantas transgénicas afectadas en la sintesis y percepcion de
etileno, lo que ha posibilitado los importantes avances producidos en este campo y
que han sido objeto de numerosas y exhaustivas revisiones (Klee, 1993; Bleecker y
Kende, 2000; Barry et al, 2000; Ciardi y Klee, 2001; Giovannoni, 2004; Barry y
Giovannoni, 2007; Bartley y Ishida, 2007; Giovannoni, 2007; Lin et a/, 2009). En
plantas, la biosintesis de etileno se produce a partir del aminoacido metionina y a
través del intermediario S-adenosil-L-metionina (SAM). El SAM es un intermediario
comun en otras reacciones metabdlicas y, por lo tanto, su sintesis no constituye
una etapa especifica de la sintesis de etileno. La conversién de SAM en el acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) esta catalizada por la enzima ACC sintasa
(ACS) y constituye la primera etapa especifica de la ruta y es la limitante de la
produccion de etileno en la mayoria de procesos del desarrollo. La etapa final de la
ruta es la oxidacion de ACC en etileno, catalizada por la enzima ACC oxidasa
(ACO), que genera ademas cianhidrico y didxido de carbono, respectivamente
(Yang y Hoffman, 1984; Fluhr y Mattoo, 1996; Giovannoni, 2004). Las dos enzimas
implicadas en la sintesis de etileno estan codificadas por familias multigénicas que,
en el caso de la ACS, estd compuesta por un gran nimero de miembros, en
cambio, para la ACO sélo la componen un reducido nimero de genes. Los estudios
realizados en las Ultimas décadas en numerosas especies y procesos del desarrollo
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han permitido concluir que la sintesis de etileno esta altamente regulada y
coordinada mediante la expresion diferencial de los distintos miembros de las
familias de ACS y ACO. De esta forma, la produccion de etileno que se produce en
los diferentes procesos del desarrollo o frente a distintas situaciones de estrés y en
cada uno de los tejidos de la planta es el resultado de la expresidn de genes
especificos de cada enzima que, ademas, se pueden regular de forma diferente, lo
que asegura una respuesta coordinada, controlada y especifica frente a cada
situacion del desarrollo y frente al estrés (Yang y Hoffman, 1984; Barry et 4.,
1996; Nakatsuka et a/, 1997; Mita et al, 1998; Mita et al, 1999). En el caso de la
maduracion de los frutos climatéricos, se ha comprobado que durante las etapas
iniciales del desarrollo del fruto se expresan varios miembros de genes ACSy ACO,
los responsables de la emision basal de etileno y que parecen estar regulados
negativamente por el etileno. Alguno de estos miembros son los que también se
inducen por herida. En frutos de tomate se ha comprobado que en el momento de
la transicion a la maduracién algunos mRNA correspondientes a las ACS
desaparecen, otros se mantienen y se expresa un nuevo gen (en este caso
LeACS2) que, ademas, se estimula por el propio etileno, lo que determina la
sintesis autocatalitica de etileno caracteristica de la maduraciéon de los frutos
climatéricos (Nakatsuka et al, 1998; Barry et al, 2000; Lin et al/, 2009). La
inducciéon especifica de un gen ACS que se regula positivamente por etileno,
constituye la etapa limitante de la produccion de etileno durante la maduracion del
fruto, en la que se adquiere la competencia a madurar y el etileno dispara los
distintos procesos bioquimicos y moleculares que acompanan a la maduracion del
fruto (Cara y Giovannoni, 2008).

En los frutos no-climatéricos, a pesar de que parecen tener un sistema de
produccion de etileno similar al de los frutos climatéricos en las primeras etapas
del desarrollo del fruto o en respuesta al estrés (que corresponderia al Sistema I
de McMurchie), el inicio de la maduracién no estd asociado con cambios en la
expresion de genes ACS o ACOYy las evidencias indican que el etileno carecen de la
capacidad de estimular la expresion de genes ACS (responsable de la autocatalisis,
sistema II). En el caso de los frutos citricos, se han aislado dos genes ACSy uno
ACO (Mullins et al, 2000) y se ha comprobado que se expresan de forma
diferencial por diferentes estreses bidticos (Marcos et a/., 2005) o abidticos (Wong
et al, 1999), y que por lo general responden a un control autoinhibitorio (Riov y
Yang, 1982; Marcos et al, 2005). El estudio de la expresién de estos genes
durante el desarrollo y la maduracion del fruto de naranja 'Valencia late' demuestra
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la existencia de diferentes sistemas de regulacién. Asi, los frutos verdes inmaduros
presentaron mayor tasa de produccién de etileno y expresion de los genes ACS'y
ACO. Ademas, la aplicacion de etileno o de analogos, y el tratamiento con
inhibidores de la percepcién de etileno a frutos en distintos estados de maduracion
demuestra que la produccion de etileno en los estadios tempranos es
autocatalitica, seguida posteriormente de la produccion autoinhibitoria en frutos
maduros (Katz et al, 2004). Posiblemente la sintesis de etileno en los frutos
inmaduros esta relacionada con los procesos de senescencia y abscision del fruto
que se producen durante la 'caida de junio' (Agusti et a/., 2008), mientras que en
los frutos maduros la sintesis de etileno responde a mecanismos de regulacion
'feedback' negativos, es decir, reprimidos por el propio etileno (Riov y Yang, 1982;
Zacarias et al, 2002; Marcos et al, 2005), contrariamente a los frutos de
maduracién climatérica.

A pesar de que la sintesis y accion del etileno juega un papel determinante
en la maduracion de los frutos climatéricos, la generacion de plantas transgénicas
afectadas en la sintesis o percepcion del etileno, o la utilizacion de nuevos
inhibidores de la accion de la hormona, como el 1-MCP, ha puesto de manifiesto la
existencia de procesos de la maduracion dependientes e independientes del etileno
y que incluso los procesos dependientes de la hormona pueden estar sometidos a
diferentes mecanismos de control y niveles de percepcion (Lelievre et al., 1997,
Giovannoni, 2001; Adams-Phillips et al, 2004; Giovannoni, 2007; Pech et al.,
2008) Asi, por ejemplo, en melones transgénicos con reducida produccion de
etileno por un blogueo en la actividad ACO, se ha comprobado que la coloracion de
la piel, la respiracion, la generacion de algunos volatiles, la perdida de firmeza o la
estimulacion de la actividad ACS son procesos dependientes del etileno, mientras
gue la coloracion de la pulpa, la pérdida de acidez o la acumulacién de azlcares
son independientes de la hormona (Guis et al., 1997; Pech et al., 2008). Por otro
lado, no todos los procesos de la maduracion dependientes del etileno lo son en
igual medida y existen diferentes niveles umbrales de respuesta a la hormona
(Flores et al., 2001). Estudios similares se han realizado en otros frutos como
pimientos, albaricoques, ciruelas o tomates (Pretel et &/, 1995; Golding et al.,
1998; Dong et al, 2002; Cara y Giovannoni, 2008). Este conjunto de evidencias
indica que la maduracion en los frutos climatéricos es un proceso complejo,
altamente regulado en el que existen numerosos mecanismos de control, tanto
dependientes como independientes del etileno, lo que demuestra que la hormona
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es un regulador esencial, pero no el Unico, de parte de los procesos fisiologicos
gue acompanan a la maduracion del fruto (Giovannoni, 2007; Pech et a/., 2008).

El analisis de la maduracion del fruto en plantas transgénicas de tomate en
las que ha reducido la produccidn de etileno por inhibicién de la ACS, condujo a la
conclusion de que el etileno parece actuar como un reostato mas que como un
disparador de determinados procesos de la maduracion, de forma que se requiere
su presencia continua para mantener dichos procesos (Theologis, 1992). Estudios
posteriores utilizando el inhibidor de la percepcién del etileno 1-MCP han
corroborado esta hipotesis, confirmandose que se requiere la percepcion continua
de la hormona para proseguir los diferentes procesos de la maduracién controlados
por el etileno, como el ablandamiento o la coloracion, tanto a nivel fisioldgico como
molecular (Hoeberichts et al/, 2002; Opiyo y Ying, 2005). Sin embargo, otros
resultados indican que los efectos del 1-MCP pueden ser dependientes del estado
de maduracién del fruto e incluso de la variedad considerada (Guillén et a/., 2006)

A pesar de que en los frutos no-climatéricos no existe un aumento de la
produccion de etileno durante la maduracion, las evidencias acumuladas durante
anos indican que la hormona puede desempenar un papel mas revelante en la
maduracion del que inicialmente le fue asignado. En frutos de fresa, el uso del
detector fotoacustico acoplado a la cromatografia de gases, ha permitido detectar
cantidades muy reducidas de etileno, evidencidndose un incremento en la
produccion de etileno durante la maduracion (Iannetta et a/., 2006). Ademas, se
observd una correlacién entre la expresiébn de genes FaACO y de algunos
receptores del etileno con la produccion de la hormona, tal y como se observa en
frutos climatéricos (Trainotti et a/,, 2005; Iannetta et a4/, 2006; Trainotti et a/.,
2007). Por otro lado, la utilizacion de 1-MCP en otros frutos no climatéricos como
la uva también ha permitido evidenciar la implicacion del etileno en algunos
procesos de la maduracion (Tian et a/, 2000; Chervin et al, 2004). Asi, por
ejemplo, la aplicacion de 1-MCP a frutos de uva en campo sugiere que la hormona
puede estar implicada en la acumulacion de antocianos y en la disminucion de la
acidez que tiene lugar durante la maduracion, tanto a nivel fisioldgico como
controlando la expresion de genes clave de ambos procesos (Tesniere et al., 2004;
Chervin et al., 2004).

Los frutos citricos se han considerado clasicamente como frutos de
maduracion no climatérica, que se caracterizan por presentar una tasa de
respiracion que desciende progresivamente, asi como muy bajos niveles de
produccion de etileno durante la ontogenia y maduracion de fruto (Eaks, 1960;
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Biale y Young, 1981; Baldwin, 1993). Sin embargo, la aplicacion de etileno para
acelerar el cambio de color en los frutos citricos es una practica ampliamente
utilizada en los distintos paises productores desde hace muchas décadas (Grierson
et al., 1986; Cuquerella et a/, 1999). A lo largo de los afios se han realizado
numerosos trabajos sobre las condiciones Optimas para la desverdizacion de las
diferentes variedades de citricos, donde se han considerado el tiempo vy
temperatura de tratamiento con la hormona, concentracion, estado de maduracion
del fruto, asi como otras condiciones ambientales (Stewart y Wheaton, 1971;
Guillén et al, 2006). Esta practica comercial se suele aplicar en la mayoria de
casos a variedades tempranas, en las que se alcanza la coloracién interna del fruto
cuando la piel todavia no ha adquirido una coloracién adecuada, o también en
variedades con dificultades para alcanzar una completa coloracion externa (como
la mandarina 'Hernandina', por ejemplo). A lo largo de los afios, la tendencia
tecnoldgica en la desverdizacidn ha sido hacia la reduccién de la dosis y del tiempo
de aplicacion de etileno, para evitar los efectos deteriorantes que se pueden
producir por sobre-exposicion al gas, especialmente manchados en la piel o
infeccidén por hongos (Lafuente et a/,, 2003; Marcos et al,, 2005). En la actualidad
y como consecuencia de la aplicacion de la normativa de produccion integrada en
la Comunidad Valenciana, el tratamiento postcosecha con etileno para la coloracion
de los frutos citricos se restringe a un maximo de 60 horas a una concentracion de
2 WL / L (www.agricultura.gva.es), lo que ha motivado que se analicen de nuevo
las condiciones mas adecuadas de desverdizacion para las distintas variedades, en
especial, el color en el momento de la cosecha para que se alcance con dicho
tratamiento un color adecuado para la comercializacion (Salvador et al., 2006).
Estas evidencias experimentales y tratamientos tecnoldgicos sugieren que el
etileno puede estar implicado o controlar al menos algunos de los procesos que
acompanan a la maduracion de los frutos citricos, como el cambio de color, pero
los mecanismos por los que se ejerce este papel son todavia desconocido.

Como se ha mencionado anteriormente, la aplicacion exdgena de etileno
acelera la coloracién de los frutos como resultado de la estimulacién de los dos

procesos implicados, la degradacion de clorofilas y la acumulacion de carotenoides
(Stewart y Wheaton, 1972; Stewart y Wheaton, 1973a; Purvis y Barmore, 1981;
Goldschmidt et a/, 1993). El efecto del etileno en la coloracion final del fruto
depende del color en el momento de la cosecha (Grierson et al., 1986; Sala et al.,
1988; Cuquerella et a/, 1999; Porat, 2009). El etileno incrementa la acumulacion
del transcrito correspondiente al gen de la clorofilasa y también la actividad
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enzimatica, sin embargo, no parece existir una correlacién entre la actividad
clorofilasa y la expresion del gen a lo largo de la maduracién natural del fruto
(Barmore, 1975; Shimokawa et al., 1978; Trebitsh et al, 1993; Jacob-Wilk et al.,
1999). Trabajos recientes indican que parece existir una capacidad de degradacion
de clorofila no unida a la clorofilasa, lo que podria ayudar a explicar los diferentes
resultados que se han encontrado en los distintos estudios (Shemer et a/., 2008).

Los estudios del efecto del etileno en los cambios cualitativos vy
cuantitativos de carotenoides han sido mas escasos. Trabajos de la década de los
70 indicaban que el efecto promotor del etileno en el cambio de color en tangelos
y mandarinas se debe principalmente a la acumulacién de carotenoides especificos,
como la B-criptoxantina y el apocarotenoide Csy B-citraurina, y en menor medida a
la violaxantina (Stewart y Wheaton, 1972). En naranjas 'Shamouti' y mandarinas
'Satsuma' se evidencié que el etileno acelera los cambios en carotenoides que
tienen lugar durante la maduracion natural del fruto y que los mayores efectos del
etileno en frutos en estados de maduracion mas avanzados se podrian deber a la
induccién previa del proceso (Eilati et a/., 1975; Sonnen, 1977).

El efecto del etileno en la expresidn de genes de la biosintesis de
carotenoides se ha estudiado en los Ultimos afios en naranjas 'Navelate' (Rodrigo y
Zacarias, 2007) y mandarinas 'Satsuma' (Matsumoto et a/, 2009). En ambos
estudios, la aplicacion de etileno estimuld la expresion de los genes PSY, ZDS'y
BCHX, promoviendo con ello la acumulacion de los carotenoides iniciales de la ruta
e incrementando la formacidn de las B,B-xantofilas. Ademas, el etileno incrementa
de forma continua o transitoria la expresion de los genes PDS, PTOX, BLCY'y ZEP,
mientras que reduce la expresion del gen £.CY. La expresion de un nuevo gen
BLCY2, que parece desempeifiar un papel relevante en la activacion de la rama B,B
de las xantofilas, también se estimulé de forma importante por la aplicacién de
etileno (Alquézar et al, 2009). Las variaciones en la expresion de los genes de
biosintesis de carotenoides se correlacionaron bastante bien con los cambios en el
contenido y composicion de carotenoides (Rodrigo y Zacarias, 2007; Matsumoto et
al., 2009). Por otro lado, el efecto del etileno en la expresion de los genes puede
cambiar con la temperatura de conservaciéon (Matsumoto et a/,, 2009). Aunque los
efectos del etileno pueden diferir en frutos de distintas variedades, la conclusion
general es que el tratamiento con la hormona reproduce y acelera los cambios
bioquimicos y moleculares implicados en la biosintesis de carotenoides que ocurren
durante la maduracién natural de los frutos citricos. Sin embargo, si estos procesos
también responden durante la maduracion natural a los bajos niveles de etileno
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enddgeno que normalmente producen los frutos citricos y como es su modo de
accidn, son cuestiones aun desconocidas.

Otras evidencias del papel del etileno en la desverdizacion de los frutos
citricos se desprenden de la utilizacion de inhibidores de la percepcién del etileno.
Los diferentes resultados obtenidos hasta la fecha en frutos de distintas variedades
de citricos son, sin embargo, dispares y en ocasiones contradictorios. Los trabajos
iniciales en atmdsferas hipobaricas, en las que se reduce la concentracion de
etileno (Apelbaum et al., 1976) o los realizados por Goldschmidt et al (1993),
utilizando los inhibidores de la accion del etileno tiosulfato de plata (STS) o
norbornadieno (NBD), demostraron un retraso en el cambio de color de los frutos y
en los procesos asociados de pérdida de clorofila o acumulacién de carotenoides.
La aplicacion del potente inhibidor competitivo de la percepcion del etileno 1-MCP,
ha mostrado resultados diversos. Asi, en general, retrasa la desverdizacion en
frutos de limas, naranja 'Shamouti' y mandarina 'Clemenules' (Porat et a/., 1999;
Kluge et a/, 2003; Laamim et a/, 2005b). La aplicacion del inhibidor en limas
retrasd la pérdida de la coloracion verde (Mullins et a/., 2000) y la actividad de la
clorofilasa (Win et al., 2006). Sin embargo, los resultados obtenidos en frutos de
pomelos fueron contradictorios y, mientras que en el hibrido 'Oroblanco’ el
inhibidor no afectd la desverdizacion de los frutos (Porat et a/, 2001), otros
autores observaron un retraso en la coloracion (Mullins et a/, 2000; McCollum,
2007). Dou et a/. (2005) también obtuvieron resultados diferentes por la aplicacion
del 1-MCP, dependiendo de la concentracion y de la variedad. Este conjunto de
resultados puede reflejar que, efectivamente, la accion del etileno desempefia un
papel importante en el cambio de color, ya que la mayoria de los resultados
apuntan en esa direccion y la eliminacion de su percepcion retrasa la coloracion del
fruto y los cambios bioquimicos asociados. Sin embargo, también parece existir un
momento del desarrollo/maduracion del fruto de mayor sensibilidad a la accion de
la hormona, que podria justificar en parte la menor respuesta a la accion de
inhibidores de la percepcion del etileno que se ha observado en determinadas
circunstancias.

Otras evidencias experimentales indican que el etileno juega un papel
importante en las respuestas de los frutos citricos a diferentes condiciones
adversas, como las que se pueden producir durante la conservacion postcosecha.
En concreto, en la conservacién de frutos de mandarina 'Fortune' a bajas
temperaturas se ha comprobado que la aplicacién de etileno reduce los sintomas
de DF, mientras que la reduccion de la percepcion de la hormona, por 1-MCP o la
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inhibicion de su accién, por STS, la aumenta (Lafuente et a/., 2001b). De forma
similar, las lesiones que se producen en las naranjas 'Navelate' y 'Navelina' a
temperatura de no-frio, conocidas como 'colapso de la corteza', también se
reducen por la exposicion de los frutos a bajas concentraciones de etileno y se
aceleran cuando se inhibe la accion de la hormona (Lafuente y Zacarias, 2006;
Lafuente et a/, 2008). Ademas, en las naranjas 'Navelate' se han identificado
genes implicados en la tolerancia al 'colapso de la corteza' y muchos de ellos se
inducian con la hormona y se reprimian por la aplicacion de 1-MCP (Establés,
2008). Una respuesta similar también se ha observado en la infeccion de frutos de
naranja por hongos del género Penicillium (Marcos et al., 2005). Este conjunto de
resultados indica que el etileno es parte de los mecanismos de defensa
desarrollados por los frutos citricos frente a condiciones de estrés y que los bajos
niveles de etileno que éstos producen pueden ser necesarios para mantener la
operatividad de diferentes procesos de la maduracién u otros mecanismos de
proteccion, tal como se ha sugerido previamente (Porat et a/, 1999). Asimismo, se
ha demostrado que el tratamiento con etileno induce la expresién de mRNAs en el
flavedo de naranja que, si bien no son especificos de este tejido, también se
expresan durante la maduracion natural del fruto (Alonso et a/, 1995; Alonso y
Granell, 1995). Estos resultados sugirieron que durante la maduracién de los frutos
citricos, a pesar de los bajos niveles de etileno que normalmente producen, se
pueden producir cambios en la sensibilidad al etileno que serian los responsables
de los distintos procesos bioquimicos y moleculares que tienen lugar.

En conjunto, estos resultados indican que el etileno juega un papel
importante en los procesos que acompafian a la maduracion de los frutos citricos,
al menos en la coloracién, a pesar de los bajos niveles que normalmente generan.
Sin embargo, el mecanismo de accion y si el etileno actia como un inductor del
proceso o Si se requiere su presencia continua para mantener la carotenogénesis
en los frutos, al igual que ocurre en otros frutos, alin no se conoce con exactitud,
lo que ha constituido uno de los objetivos de esta Tesis.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo ha sido la caracterizacion fisioldgica y
molecular de la biosintesis y acumulacion de carotenoides durante la conservacion
postcosecha de frutos citricos. Este objetivo general se ha desarrollado en los
siguientes objetivos especificos:

1.- Andlisis de la evolucion del contenido y composicion de carotenoides y
de la expresion de genes implicados en la biosintesis de carotenoides en frutos
citricos durante la conservacion postcosecha.

2.- Andlisis del efecto del acondicionamiento térmico sobre la evolucion del
contenido y composicion de carotenoides, asi como sobre la expresién de genes
implicados en la biosintesis de carotenoides en la piel de frutos de mandarinas y
naranjas en diferentes estadios de coloracion.

3.- Caracterizacion del papel del etileno enddgeno en la regulacion de la
carotenogénesis de frutos citricos.
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MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal

1.1. Frutos citricos

Para llevar a cabo los diferentes experimentos de esta Tesis Doctoral se
han seleccionado distintas variedades de mandarinas y naranjas con diferencias
importantes en el contenido y composicion de carotenoides en el flavedo y en la
pulpa:

a. Naranjas (Citrus sinensis L. Osbeck)

En esta Tesis se han utilizado naranjas del grupo 'Navel', que se distinguen
por la presencia de un segundo vertilicio carpelar que, al desarrollarse, origina un
segundo fruto, que queda incluido en el fruto principal (Agusti, 2000). Las dos
variedades utilizadas en este trabajo son:

'Navelina': Variedad originaria de California (EE.UU.), llegd a Espaiia en
1933, donde se le asigné el nombre (Agusti, 2000). Produce frutos de tamano
medio de forma redondeada o alargada. En condiciones climaticas mediterraneas
presentan un color naranja intenso. Es una variedad temprana, recolectandose
entre los meses de octubre y febrero.

'Navelate': Originaria de Espafia, procede de una mutacion de 'Washington
navel' (Agusti, 2000). Fruto muy similar a los de la variedad parental, de corteza
fina y coloracién naranja que se inicia por la zona peduncular. Su recolecciéon se
inicia en enero y puede ampliarse hasta mayo.

b. Mandarinas e hibridos de mandarinas

'Clemenules': (C. clementina) Variedad temprana procedente de una
mutacion espontanea de mandarina 'Clementina Fina' originada en Nules, Castellén
(Espana) (Agusti, 2000). Frutos de corteza algo rugosa, facil de pelar, con elevado
contenido en zumo y sin semillas. Se recolecta entre los meses de noviembre y
enero.

'Fortune': Hibrido de mandarina 'Clementina' (C. clementina x C. reticulata)
obtenido en 1966 en California (EE. UU.) (Agusti, 2000). Produce frutos de tamafio
pequefo, de corteza fina y adherida, de color naranja intenso y sensibles a las
bajas temperaturas. Su recoleccion puede comenzar en febrero y prolongarse
hasta abril.
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1.2. Toma de muestra de material vegetal

De cada una de las especies y variedades descritas en el Apartado 1.1 de
Materiales y Métodos, se cosecharon frutos en los estadios de coloracion
adecuados para realizar los tratamientos postcosecha (descritos en el Apartado 1.3
de Materiales y Métodos). Para cada variedad se utilizaron un minimo de 3 arboles,
efectuandose la recoleccién al azar y alrededor del arbol.

En todos los casos, los frutos se recolectaron de arboles adultos injertados
sobre un patrdn citrange 'Troyer', en plena produccion y con unas condiciones de
cultivo adecuadas. Los frutos fueron recolectados en dos parcelas comerciales
localizadas en el término municipal de Lliria (Valencia).

Los frutos, similares en tamafio, se recolectaron manualmente
descartandose aquellos que presentaban dafios mecanicos o defectos en la piel. El
nimero de frutos recolectados para el muestreo varid en funcion de la
disponibilidad de los mismos en las parcelas experimentales, adaptandose la toma
de muestra en cada punto experimental a un minimo de 5 frutos. Se separé con un
bisturi el flavedo (parte coloreada de la piel) y la pulpa, y se congelaron
inmediatamente en N, liquido. Posteriormente, se homogeneizaron utilizando un
molinillo sin que se descongelaran las muestras y se almacenaron a -80 °C para su
posterior analisis.

2. Estimacion del indice de color

El color del flavedo se determind usando un colorimetro Minolta CR-330,
realizandose tres lecturas alrededor de la zona ecuatorial de los frutos. Se midieron
a ' (croma)
representa los cambios en el color desde verde (valores negativos) a rojo (valores
positivos) y, la coordenada denominada ' 6 ' (tono) representa los cambios en el
color desde azul (valores negativos) a amarillo (valores positivos). El color se

las coordenadas Hunter ' @'y ' b '. La coordenada denominada

expresd como la relacion de las coordenadas Hunter ' @'y ' "', donde valores
negativos corresponden a coloracion verde, proximos a cero a amarillo, y positivos
a naranja (Stewart y Wheaton, 1972).

3. Tratamientos de los frutos

De los frutos recolectados, previa a la separacion en lotes, se escogieron al
azar unos 8-10 frutos, que se denominaron tiempo cero o inicial. El resto de frutos
fueron divididos en lotes y sometidos a diferentes tratamientos postcosecha que se
realizaron en camaras termostatadas equipadas con sistemas automaticos de
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control de temperatura y humedad relativa (HR). La HR en todos los tratamientos
fue de 90-95%.

3.1. Conservacion refrigerada

Para los tratamientos de conservacion refrigerada se utilizaron frutos de las
variedades de naranja 'Navelate' y 'Navelina' y frutos de mandarina 'Clemenules'
en diferentes estadios de coloracion (Tabla 1). Los frutos recolectados de cada
variedad se dividieron en tres lotes, de los cuales uno de ellos se mantuvo durante
14 dias a 20 °C (tratamiento control). Los lotes restantes se almacenaron durante
un periodo comprendido entre 7 y 9 semanas a 12 °C (Temperatura de no DF) y a
2 0C (temperatura de DF), respectivamente. A lo largo del periodo de
almacenamiento se tomaron muestras de la piel de 5-6 frutos cada semana para
su posterior analisis y de la pulpa en determinados experimentos.

Tabla 1. Estadios de coloracion de los frutos de las variedades de naranjas y mandarina
utilizados en los tratamientos de conservacion refrigerada.

Variedad

‘Navelate' ‘Navelina' '‘Clemenules’

-0,11 £ 0,02
-0,19 £ 0,03

Color externo -0,08 £ 0,04

inicial 0,26 £ 0,02

(Hunter a/b) 0,44 £ 0,01
0,00 £0,02

0,95 + 0,02

3.2. Conservacion refrigerada y tratamiento con 1-MCP

Los frutos de mandarina 'Clemenules' con /b = 0 (Tabla 1), se dividieron
en dos grupos, el primero de ellos se mantuvo como frutos control en aire durante
24 h, mientras que los frutos del segundo grupo se trataron durante 16 h con
1uL /L del inhibidor de etileno 1-metilciclopropeno (1-MCP) (Rohn and Haas,
Italia S.R.L.). Tras las 24 h de incubacién, cada uno de los grupos se almacené a
12 °C durante 7 semanas. A lo largo del periodo de almacenamiento se tomaron
muestras de la piel y de la pulpa de 5-6 frutos cada semana para su posterior
analisis. Para garantizar el efecto inhibitorio del 1-MCP, éste se aplico al inicio y a
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los 6 dias del periodo de conservacion y en desecadores herméticamente cerrados
(Figura 5).

Figura 5. Frutos en camara tratados con 1-MCP. Se muestra en la figura un desecador de
25 L utilizado para la aplicacion tanto de 1-MCP como de etileno.

3.3. Tratamiento de curado térmico y aplicacién de etileno

Para estudiar el efecto del acondicionamiento térmico se utilizaron frutos
de naranja de la variedad 'Navelina' y frutos del hibrido de mandarina 'Fortune' en
tres estadios de coloracion diferentes: frutos virando, frutos coloreados y frutos
totalmente coloreados (Tabla 2).

Tabla 2. Estadios de coloracion de los frutos del hibrido de mandarina 'Fortune' y naranja
'Navelina' sometidos a los tratamientos de acondicionamiento térmico.

Variedad
‘Navelina' 'Fortune'
-0,08 0,04 0,15%0,03
+
Color externo 0,55 0,03
inicial 0,59 £ 0,03
Hunte (1)
(Hunter a/5) 0,75 £ 0,04
0,95 £0,02 1,13 + 0,02

Los frutos recolectados de cada una de las variedades y en cada uno de
los estadios de coloracion se dividieron en dos grupos que se almacenaron durante
3 dias a 20 °C, como tratamiento control, 6 a 37 °C (frutos curados) como

44



Materiales y Métodos

tratamiento de acondicionamiento térmico. Tras este periodo de almacenamiento
los frutos curados se transfirieron a 20 °C, junto con los frutos control, y cada
grupo se dividid en dos lotes cada uno. Uno de los lotes se mantuvo en aire
durante 4 dias, mientras que el otro se tratd con 10 pL / L de etileno durante el
mismo periodo de tiempo (Figura 6). El tratamiento con etileno se realizd en
desecadores de vidrio de 25 L herméticamente cerrados en presencia de Ca(OH),
para evitar la acumulacion de CO, procedente de la respiracion de los frutos
(Figura 5).

Dia_ 0 Dia 3 Dia 7
v v v
Curado 37C — —> —> —
4d370°C
@ 3 dias
v
Control 200C —>» —> —> —
4d200C
..... LR S |

Etileno |..... U A G I

Figura 6. Esquema del tratamiento térmico aplicado a frutos de mandarina 'Fortune' y
naranja 'Navelina' y posterior tratamiento con etileno (10 pL / L). El tratamiento se realizd
en camaras al 90-95% de HR. Las flechas continuas representan los frutos que
permanecieron en aire y las flechas punteadas los que se mantuvieron en atmdsfera de
etileno. Se muestran los dias de recogida de muestras.

Para el estudio del efecto del curado térmico en la pulpa, se tomaron
frutos del hibrido de mandarina 'Fortune' con estadio inicial de coloracion externa
de 0,75 = 0,04 (estadio en el que se suelen recolectar para su consumo en
fresco). Estos frutos fueron sometidos a un tratamiento similar al descrito
previamente (Figura 6), ademas, se mantuvieron frutos a 20 y a 37 °C durante 7
dias, tras los cuales se tomaron muestras para su posterior analisis.

3.4. Tratamientos con etileno y con 1-MCP

Con el fin de estudiar el efecto del etileno enddgeno en la biosintesis de
carotenoides se utilizd un inhibidor de los receptores de la hormona (1-MCP) (Rohn
and Haas, Italia S.R.L.). Para cada uno de los experimentos disefiados, se calculo
la cantidad de 1-MCP necesaria para obtener la concentracion final deseada y se
prepard segun las instrucciones del fabricante. Se utilizaron frutos de las
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variedades de mandarina 'Clemenules' y 'Fortune' en diferentes estadios de
coloracién (Tabla 3).

Tabla 3. Estadios de coloracion de los frutos de mandarina 'Fortune' y 'Clemenules'
utilizados para los distintos tratamientos con 1-MCP en postcosecha y en campo.

Variedad
'Fortune' 'Clemenules’
038001  OMECZ 440,01
-0,28 £ 0,04
Color externo
inicial -0,11 £ 0,01 -0,10 £ 0,01 -0,35 £ 0,01
Hunt ()
(Hunter a/b) 20,02 % 0,02
0,26 + 0,01 0,24 £ 0,03 0,27 + 0,01
Poscosecha Campo Poscosecha Campo

Tratamiento 1-MCP

El tratamiento con 1-MCP se realizd durante la postcosecha de los frutos y
durante la desverdizacion natural de los frutos en el campo. Los frutos se trataron
dos veces con 1-MCP durante 16 y 24 h, en postcosecha y en campo,
respectivamente (Figura 7), con el fin de garantizar efectividad del inhibidor. Se
tomo muestra a lo largo de los 14 dias de tratamiento para su posterior analisis.

Dia 0 Dal Dia3 Oia 6 Dia7 Dia10 Dia 14
¥ v v v vy
- 55— —S>—>—>—ia
- 55— /—) —>—>— Mcp
I - P e ced Hoiid ) e e | E-MCP
?| Etileno | ... D e cnd e e s s E-A

Figura 7. Esquema general de los tratamientos con 1-MCP en postcosecha y en campo. Las
muestras en atmosfera de etileno (2 pL / L), se indican con flechas punteadas.
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a. Tratamiento postcosecha

Para el estudio del efecto del 1-MCP durante la postcosecha, se tomaron
frutos de mandarinas 'Clemenules' y 'Fortune' en tres estadios de coloracion
diferentes (Tabla 3). Para cada uno de los estadios, los frutos se dividieron en dos
lotes, uno se incub6 durante 16 h con 1 pL / L de 1-MCP en desecadores de 25 L
(Figura 5), mientras que el otro se mantuvo en aire. La segunda aplicacion del
inhibidor se realizé al sexto dia del inicio del experimento. Tras el periodo de
incubacion cada uno de los lotes se dividié en dos grupos, uno se mantuvo en aire
y el otro se tratd con etileno 2 pL / L durante 14 dias (Figura 7). Todo el
tratamiento se llevd a cabo en camaras termostatadas a 20 °C y al 90-95% HR. A
lo largo de todo el tratamiento se tomaron muestras de 5-6 frutos para su
posterior analisis (Apartado 1.2 de Material y Métodos).

b. Tratamiento en campo

Con el fin de estudiar el efecto del 1-MCP en la maduracién del fruto en el
arbol se escogieron frutos de mandarinas de las variedades 'Clemenules' y
'Fortune' de un minimo de tres arboles distintos. Los frutos se eligieron por parejas
y, tras determinar su indice de coloracion (Tabla 3), se etiquetaron frutos con un
cociente g/b similar, dejando un fruto de cada pareja como control y siendo el otro
tratado con una concentracién inicial de 8 uL / L de 1-MCP durante 24 h.
Previamente, el 1-MCP se pesd para obtener la concentracion final deseada en
tubos Vacutainer y se prepard un tubo con el inhibidor por cada tres inyecciones.
Una vez pesado el 1-MCP, los tubos se cerraron herméticamente con un tapon de
goma para, posteriormente, en el momento de la inyeccién, anadir el agua. Para la
aplicacion de 1-MCP los frutos se cerraron herméticamente con bolsas de plastico
(con un volumen aproximado de 250 mL) (Figura 8) a la que se le colocoé un
septum de goma para inyectar el inhibidor y evitar pérdidas posteriores (Chervin et
al., 2004). Tras 24 h de incubacion se quitaron las bolsas a los frutos y, con el fin
de corroborar que el tratamiento con el inhibidor en campo fue efectivo, se
recolectaron 8 parejas de frutos (control y tratados) que se trataron con 2 uL /L
de etileno en camaras termostatadas a 20 °C y a 90-95% HR. De la misma forma,
a los 7 dias después del primer tratamiento con 1-MCP en campo, se realizd una
segunda aplicacién de 1-MCP durante 24 h, y se volvi6 a comprobar mediante
tratamiento postcosecha con etileno la efectividad del tratamiento con 1-MCP
(Figura 5). A intervalos periddicos durante todo el tratamiento se tomaron
muestras de 5 parejas de frutos para su posterior analisis (Apartado 1.2 de
Materiales y Métodos)
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Figura 8. Pareja de frutos en campo: fruto control etiquetado junto al fruto tratado
con 1-MCP.

4, Determinacion del indice de madurez

Para determinar el indice de madurez, se exprimieron los frutos con un
exprimidor rotatorio y el zumo se filtro6 a través de un tamiz. El contenido en
sdlidos solubles totales, expresado como ©Brix, se determind depositando una
alicuota del zumo en un refractometro digital (Atago). La acidez del zumo se valord
titulando 5 mL de zumo con NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina como indicador y
expresando la acidez como porcentaje de acido citrico. El indice de madurez se
calculd como el cociente entre el contenido en sodlidos solubles totales y el
porcentaje de acidez.

5. Determinacion de etileno por cromatografia de gases

Con objeto de determinar el etileno emitido por los frutos, se cerraron
herméticamente 4 frutos en frascos de 5 L durante 3 h. En general, se realizaron 3
réplicas con 4 frutos cada una vy, en todos los casos, la incubacion se llevé a cabo a
la misma temperatura a la que estaban almacenados los frutos durante el
experimento (12 ©C). El analisis del etileno emitido por los frutos se llevd a cabo tal
y como se describe en Alferez et al. (2003).Una vez transcurrido el periodo de
incubacidén, se extrajo 1 mL del espacio de cabeza de cada uno de los frascos con
una jeringuilla hipodérmica a través de un septum de silicona inserto en su tapa.
La concentracion de etileno se analizd inyectando la muestra en un cromatdgrafo
de gases AutoSystem (Perkin-Elmer) equipado con una columna de alimina activa
de 1 m x 2,6 mm (Supelco) y un detector de ionizacién de llama (FID). Las
condiciones empleadas para la cromatografia fueron las siguientes: la temperatura
del inyector fue de 160 °C, la de la columna de 140 °C y la del detector de
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180 ©C. La temperatura de la columna fue constante y el flujo del helio (gas
portador) fue de 30 mL / min. Se determind la concentraciéon de etileno en las
muestras a partir del area del pico por referencia a un patron formado por una
mezcla de gases de concentracién conocida (1 pL / L). Los datos de produccién de
etileno se expresan como nL de etileno / g PF h.

6. Extraccion y cuantificacion de pigmentos

La extraccion y cuantificacién de clorofilas y carotenoides se llevé a cabo a
partir de 0,5 g de flavedo 6 1,59 de pulpa, siguiendo el método descrito por
Rodrigo et al (2003; 2004). EI material vegetal, previamente congelado y
triturado, se introdujo en tubos de cristal Pyrex con tapon de rosca y se mantuvo
en hielo hasta la adicion de 2 mL de metanol (pureza HPLC, Carlo Erba), 1,5 mL de
Tris-HCl (50 mM, pH 7,5) y NaCl 1M, homogenizandose la mezcla en el vortex
durante 1 min y en agitacion magnética a 4 °C durante 5 min. Seguidamente, se
anadieron 3 mL de cloroformo (Panreac), se volvié a homogeneizar en el vortex y
se agitd a 4 °C durante 5 min. Posteriormente, se centrifugdé a 450 g durante 5
min a 4 °C y se recuperd la fase organica en un matraz de fondo redondo. Se
adicionaron de nuevo 3 mL de cloroformo y se repitid el proceso de extraccion
hasta que la fase organica fue incolora. EI combinado de las fases organicas que
contiene las clorofilas y los carotenoides se evaporé6 completamente a 40 °C en
evaporador rotatorio (Buchi). El residuo seco se resuspendié en 450 L de acetona
(pureza HPLC, Romil) y se anadieron 6,3 mL de Solucion A (éter de petréleo (40-
60 °C): éter etilico, 9:1, v/v). La concentracion de clorofila @ y b se determind
midiendo la absorbancia de este extracto a 644 y 662 nm, en un
espectrofotdmetro (Multiskan Spectrum, Thermo Electron Corporation) y aplicando
las férmulas de Smith y Benitez (1955):

Clorofila a = 10.050 e Agg; - 0.766 © Agaq
Clorofila b = 16,370 o Agss- 3,140 o Age

Una vez determinadas las clorofilas, las muestras se secaron
completamente a 40 °C en evaporador rotatorio y se saponificaron mediante la
adicién de 3,6 mL de metanol (pureza HPLC) y 400 uL de KOH al 60% (p/v),
dejando reposar la muestra durante una noche a temperatura ambiente, en
oscuridad y en atmosfera de nitrdgeno. Los carotenoides se recuperaron mediante
cinco lavados sucesivos, con 2 mL de agua bidestilada, con 2 mL de Solucion A, 1
mL de cloroformo, y dos ultimos lavados con 2 mL de Solucion A, recuperando
todos los lavados en un mismo tubo tipo Sarsted de 15 mL con tapdn de rosca.
Tras homogeneizar la muestra se dejo reposar durante 5 min a temperatura
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ambiente para que las fases se separaran, y se recupero la fase etérea superior
pasandola a un nuevo tubo tipo Sarsted de 15 mL con tapén de rosca. Se
afnadieron de nuevo 2 mL de Solucion A y se repitid el proceso de extraccion hasta
que la fase superior resultd incolora. El conjunto de las fases etéreas se llevaron a
un volumen conocido mediante la adicién de Solucién A y se determind la
concentracion de carotenoides midiendo la absorbancia entre 270 y 600 nm en un
espectrofotdbmetro  Multiskan Spectrum, (Thermo Electron Corporation) y
registrando la absorbancia a 450 nm y a todos los maximos de espectro, asi como
en la linea base. La concentracion de carotenoides se calculd aplicando la formula
de Davies (1976) y expresando el resultado como g de B-caroteno por gramo de
peso fresco de tejido:

g de carotenoides (B-caroteno) = (Eey)/ (E***; (n®1000)

donde: E es la absorbancia a 450 nm; y, mL de disolucién y E!**; c,, 2500
(coeficiente de extincion del B-caroteno de una solucién al 1%, medida en una
célula de 1 cm de paso de luz).

El extracto se llevd a sequedad mediante corriente de nitrogeno, con el fin
de precipitar los acidos grasos copurificados con los carotenoides. El extracto se
resuspendié en 1 mL de acetona, se transfirid a un tubo Eppendorf y se incubd
durante la noche a -20 °C. Tras centrifugar a 11400 g durante 15 min. a 4 °C el
sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo Eppendorf y se llevd a sequedad en
corriente de nitrogeno. Las muestras se almacenaron a -20 °C en oscuridad y
atmosfera de nitrégeno hasta el momento de su analisis.

El extracto seco de carotenoides se disolvié en una mezcla 1:1 (viv) de
metanol:acetona (2:1, v:v; ambos de pureza HPLC) y cloroformo (pureza HPLC,
Merck). El volumen de las muestras se ajustd a 75 pL para las muestras de tejidos
con un bajo contenido de carotenoides totales (frutos virando, < 80 ug / g PF),
entre 100 y 200 uL para aquellas muestras de tejidos con un contenido medio
(frutos coloreados, entre 80 y 95 ug / g PF) y entre 200 y 350 pL para aquellas con
un alto contenido (frutos muy coloreados, > 95 ug / g PF).

Durante todo el procedimiento de extraccién y posterior preparacion de las
muestras se tuvo especial atencion en evitar la exposicion a la luz de las muestras,
trabajando en condiciones de baja luminosidad, con el fin de evitar la
fotodegradacién, isomerizacion y posibles cambios estructurales de los
carotenoides. Todas las muestras fueron extraidas un minimo de dos veces.
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7. Identificacion y cuantificacion de carotenoides mediante HPLC-PDA

La determinacion de los carotenoides individuales se realizd por
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de fotodiodos
(HPLC-PDA). La separacion de carotenoides individuales se llevd a cabo en un
sistema de cromatografia liquida Waters, equipado con una bomba 600E, con un
detector de fotodiodos modelo 996 y con el programa informatico Empower
Software (Waters, Barcelona, Espafia) para el registro y analisis. Se utilizd una
columna de fase reversa Cz (250 mm x 4,6 mm, 5 pym) acoplada a una
precolumna Czy (20 mm x 4,0 mm, 5 pym) (YMC Europa GMBH, Schermbeck,
Alemania). Se empled un gradiente de elucion ternario con metanol, agua y metil
tert-butil éter (MTBE), descrito en trabajos anteriores (Britton, 1995; Rodrigo y
Zacarias, 2003). Dicho gradiente se detalla en la Tabla 4.

El detector de fotodiodos se programd para escanear la absorbancia de la
muestra cada 1 nm desde 250 nm hasta 540 nm a lo largo de toda la elucion. El
volumen de muestra inyectada fue de 20 pL, el flujo de la fase mdvil fue de
1 mL / min y la temperatura de 25 °C.

Tabla 4. Gradiente de elucidn utilizado para la separacion de carotenoides mediante HPLC.
Los cambios de gradiente se realizaron de forma lineal.

Tiempo (min) 0 12 20 30 50 62
MTBE S 5 14 25 50 5
H>O 5 0 0 0 0 5
MeOH 90 95 86 75 50 90

Los carotenoides se identificaron por comparacion del espectro y del
tiempo de retencion con los estandares disponibles o con los datos de espectros y
tiempos de retencidn en las mismas condiciones cromatograficas descritos en la
literatura (Rouseff et a/, 1996; Meléndez-Martinez et a4/, 2003; Rodrigo et al.,
2004). Ademas para la identificacion se utilizd también la notacién numérica
(%III/II) (Tabla 5), la cual describe el porcentaje del cociente entre la altura del
pico de maxima longitud de onda (banda III) y la altura del pico medio (II)
(Britton, 1995).
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Tabla 5. Caracteristicas espectroscdpicas de los carotenoides mas relevantes identificados
a lo largo de esta Tesis.

Observado Literatura
Carotenoide
3 max (NmM)? % T11/11 3 max (NM)? o /11 Referencias
. all-Eviolaxantina 411,437,468 92 416,438,467 87 Britton, 1995
fCitraurina 458 0 456 0 Malachi, 1974
{97y Violaxantina €i5326,410,434,463 95 €i5326,416,440,465 98 Britton, 1995
Luteina 418,444,472 65 421,445,474 60 Britton, 1995
Zeaxantina 430,450,478 35 428,450,478 26 Britton, 1995
Anteraxantina © 440,467 58 422,444,472 55 Britton, 1995
Mutatoxantina © 424,448 74 409,427,457 50 Britton, 1995
a Criptoxantina 419,445,473 72 421,445,475 60 Britton, 1995
Fitoeno 273,285,300 10 276,286,297 10 Britton, 1995
Fitoflueno 331,346,364 91 331,348,367 90 Britton, 1995
fCriptoxantina 423,450,479 30 428,450,478 27 Britton, 1995
fCaroteno 426,451,478 31 425,450,477 25 Britton, 1995
a-Caroteno cis 295,376,397 423 75 ¢is296,374,395,419 71 Cunnigham, 1985
{Caroteno cis 295,376,397,423 75 €is296,374,395,419 71 Cunnigham, 1985

@ Longitud de onda maxima
B III/11 de cada carotencide, establecido por Britton ef &, (1995)
© Identificado de forma tentativa

Para cada inyeccién se obtuvo un cromatograma 'Maxplot' que representa
el tiempo frente a la absorbancia maxima en el rango de longitudes de ondas
registradas. Los picos cromatograficos correspondientes a cada carotenoide se
integraron en su longitud de onda maxima y su contenido se calculd utilizando
diferentes curvas de calibrado. Se prepararon curvas de calibrado para la luteina
(Sigma), el B-caroteno (Sigma), la B-criptoxantina (Extrasynthese), el B-apo-8'-
carotenal (Hoffman-LaRoche), el fitoeno y el fitoflueno (ambos purificados
previamente como se describe en Pascual et al (1993) y la zeaxantina
(Extrasynthese). La cuantificacion de trans- y cis-violaxantina se llevd a cabo
utilizando la curva de calibrado de la luteina, ya que ambos presentan un
coeficiente de absorcion muy similar (Britton et a/, 1998), de la misma forma se
usd la curva de calibrado del B-caroteno para cuantificar a-caroteno, la de B-
criptoxantina para la cuantificacion de la mutatoxantina, la de zeaxantina para la
anteraxantina y la curva de [B-apo-8'-carotenal para el apocarotenoide C;q -
citraurina. En la Tabla 6 se indician las ecuaciones de las rectas de calibrado
obtenidas para cada compuesto y el limite de deteccion en el sistema
cromatografico utilizado.

52



Materiales y Métodos

Tabla 6. Limite de deteccidn y ecuaciones de las rectas obtenidas para la cuantificacion de
distintos carotenoides.

Carotenoide (I:I-ieTei::ii:: Recta de calibrado
Fitoeno 20 na _ua=3.73158 107 Area r=0.9944
Fitoflueno 8 ng pg= 179116 107 Area r’=0.9944
B-caroteno 9 ng pg= 8.34097 10 Area r*=0.9922
B-criptoxantina 11 ng pg= 121613 107 Area r’=0.9866
B-apo-8 "-carotenal 32 ng pg= 3.24695 10 Area r*=0.9370
Luteina 7 ng pg= 8.24810 10 Area r*=0.9900
Zeaxantina 10 ng pg= 1.13798 107 Area r’=0.9811

Cada extraccidn, inyeccion y analisis de las muestras se hizo al menos por
duplicado. La manipulacién de las muestras se realizd en condiciones de baja
luminosidad para evitar la foto-oxidacion e isomerizacion de los carotenoides.

8. Extraccion y purificacion de RNA total

Para la extraccion de RNA se pesaron 2 g de tejido (flavedo o pulpa),
congelados a -80 °C en nitrégeno liquido y triturado finalmente en molinillo, en un
tubo de 50 mL. El tejido se mezcldé con 5 volimenes (mL / g PF) de tampdn de
extraccion [Tris-HCl 200mM (pH 8.0), NaCl 400mM, EDTA 50mM (pH 8,8), Sarkosyl
2% (p/v), polivinol pirrolidona 40 (PVP-40) 1% (p/v), B-mercaptoetanol 1% (v/v)]
y 2,5 volimenes (mL / g PF) de fenol equilibrado con Tris-HCl. Tras incubar
durante 15 min a 65 °C, se dejo enfriar en hielo y se afiadieron 2,5 volimenes
(mL/ g PF)de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1; v/v). Los restos vegetales
fueron eliminados por centrifugacion durante 20 min a 4000 g a 4°C vy el
sobrenadante se reextrajo con 1 volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1; v/v/v). Tras centrifugar a 4 °C durante 20 min a 4000 g se recuperd la
fase superior y se precipitaron los acidos nucleicos con 1,5 volimenes de etanol
100% (v/v) frio. Inmediatamente se centrifugd a 4 °C durante 20 min a 26900 g, y
se lavé el precipitado con 5 mL de etanol al 70% (v/v). El sedimento se
resuspendié en 7,5 mL de TESa (Tris-HCI 10 mM (pH 8.0); Na,EDTA 5 mM;
Sarkosyl 0.1% (p/v)) calentando a 65 °C durante 15 min. A continuacion se
anadieron 7,5 mL de agua mili-Q estéril y 5 mL de LiCl 12 M. Después de incubar
durante 16 h a 4 °C se centrifugd a 26900 g durante 1 h. El RNA precipitado se
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lavd con 1,5 mL de etanol 70% (v/v) frio y se resuspendié en 1 mL de acetato
sédico 3 M (pH 6.0). Tras centrifugar a 11400 g durante 5 min a temperatura
ambiente se realizd un lavado con etanol 70% (v/v) frio. Se centrifugd a
temperatura ambiente a 11400 g 5 min y se resuspendid el sedimento en 50 L de
agua mili-Q estéril. La concentracién y la calidad del RNA se determind
espectrofotométricamente mediante el detector MultiScan Spectrum (Thermo
Electron Corporation) midiendo la absorbancia a 230, 260, 280 y 320 nm. Se
verificd su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) con
bromuro de etidio.

9. RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) a tiempo real

9.1. Diseio de cebadores para la RT-qPCR a tiempo real

El disefio de los cebadores se llevo a cabo utilizando el programa DNAMAN
(Version 4.03, Lynnon BioSoft). Se realizd a partir de la secuencia parcial o
completa de las secuencias codificantes de Citrus aisladas de frutos, segin su
disponibilidad en la base de datos o en nuestro Ilaboratorio
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed). Se estableci6 una

longitud entre 15-20 pares de bases (pb) para los cebadores y de un maximo de
aproximadamente 200 pb para el amplicén, asi como un porcentaje minimo de GC
del 50% y una temperatura de fusion proxima a 62 °C. Las secuencias de los
cebadores utilizados y la longitud de la secuencia amplificada se muestran en la
Tabla 7.

9.2. Analisis de expresion mediante RT-qPCR a tiempo real

a. Curvas de calibrado

Con el fin de analizar la expresion de diferentes genes de la ruta
biosintética de carotenoides se cuantificd la expresion por RT-qPCR a tiempo real.
Para convertir las medidas de intensidad de fluorescencia en nimero de copias de
mRNA, se utilizaron curvas estandar para cada gen. Para la preparacion de las
curvas de calibrado, se amplificd mediante PCR una secuencia parcial del gen de
PSY y cDNA completos de BLCYs y BCHX. La concentracion de los productos
amplificados se determind midiendo su absorbancia a 230, 260, 320 y 380 nm en
un espectrofotdmetro (Multiskan Spectrum, Thermo Electron Corporation).
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas (1:10) para cada uno de los genes
gue se utilizaron como curvas estandar, representando la concentracion final del
cDNA del gen correspondiente frente al niUmero de ciclos necesarios para obtener
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sefial de fluorescencia (Cp). Los valores de cada una de las curvas son la media de
al menos 3 analisis independientes. La normalizacion de los datos adquiridos se
realizd frente a la concentracion de RNA total, medida en un ensayo fluorimétrico
con RiboGreen (Molecular Probes) y no frente a la abundancia de rRNA 18S, dada
la limitacién técnica descrita previamente (Bustin, 2002; Hashimoto et a/., 2004).

b. Reaccion de RT-qPCR a tiempo real

La concentracion de RNA de las muestras analizadas se determind
mediante ensayos fluorimétricos con el kit 'RiboGreen RNA Quantification Kit'
(Molecular Probes) y con el fluorimetro (Fluorescan Ascent FL, Labsystems). El
andlisis de expresion de los genes se realizd mediante RT-PCR cuantitativa a
tiempo real en un solo paso, con un termociclador LightCycler 2.0 de Roche
(Penzberg, Alemania) y el software LightCycler versién 4.0. para el registro de los
datos. En cada reaccion se utilizd 100 ng de RNA total de cada muestra y
cebadores especificos para cada gen en una concentracién optimizada (Tabla 7).
El volumen total de la reaccién fue de 10 pL y consistié en 2 yL de muestra; 4,9 L
de agua; 2 pL de Master Mix (LC FastStar DNA MasterPLUS SYBER Green I,
Roche); 0,5 pL de cada uno de los cebadores; 0,05 uL de RNase Inhibitor (40
U/uL; Applied Biosystems) y 0,05 pL de transcriptasa reversa 'MultiScribe Reverse
Transcriptase' (50 U / pL; Applied Biosystem).

Las condiciones de reaccién fueron 48 °C 30 min (retrotranscripcion),
95 oC 10 min (desnaturalizacién), 35 ciclos de amplificacion a 95/T/72 °C durante
10/5/10 s, respectivamente, siendo T una temperatura especifica de hibridacion
para cada gen (Tabla 7). Los valores de intensidad de la fluorescencia fueron
adquiridos durante los pasos de extension a 72 °C. La especificidad de la reaccion
se comprobdé mediante el andlisis de las curvas de disociacion. Para la
normalizacion de los datos obtenidos se utilizaron las curvas de calibrado
detalladas previamente.
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Tabla 7. Relacion de cebadores utilizados en la amplificacion por RT-gPCR a tiempo real. S,
sentido; AS, antisentido.

Cebador » Conc. .
Gen N® Acc. .Iiog) Cebador An;tlu):nn
Nombre Secuencia Orientacién (uM)® P
M1134 5-GGTCGTCCATTTGATATGCTTG-3" 5 64
PSY AY204550 0,25 157
M1135 5-CCTAAGGTCCATCCTCATTCCT-3' AS 66
M1136 5-GAACCAGGAGCTTAGGTCTG-3" 5 62
BLCY1 AY094582 0,5 174
M1137 5-GCTAGGTCTACAACAAGGCC-3 AS 62
M1130 5-CCCTATTTCCATTAGGCCGC-3' 5 62
BLCY2 AF169241 0,5 158
MJ138 5-CACGTCATATCGAATACGATC-3" AS 60
MJ126 5-GGCTCATAAAGCTCTGTGGC-3" S 62
BCHX DQ228870 0,15 184
M1127 5-CCAGCACCAAAACAGAGACC-3 AS 62

* Temperatura de hibridacién
b Concentracion final optimizada de cada cebador

10. Analisis del proteoma mediante electroforesis bidimensional

10.1. Disefio experimental

El analisis del proteoma se llevd a cabo en la piel y pulpa de frutos de
naranja 'Navelina' con un color externo inicial de g/ = -0,11 + 0,02 recién
cosechados, y tras un almacenamiento de 21 dias a 2 y 12 °C. Para el estudio
protedmico de cada una de las tres muestras de piel y pulpa seleccionadas se
realizaron tres extracciones independientes, y dos geles de cada una de las
extracciones.

10.2. Extraccion de proteinas totales

Las extracciones de proteinas se realizaron a partir de 2,5 g de flavedo y
de 3 g de pulpa finamente triturado y almacenado a -80 °C. El tejido se
resuspendido con 7,5 mL de tampdn de extraccion (PVPP 1%; sacarosa 0,7 M;
PMSF 0,1 M y B-mercaptoetanol 2%; (v/v)) y se homogeneizd con un disruptor
Polytron (Kinematica) durante 1 min en dos intervalos de 30 s en los que se
mantuvo en hielo. Tras la homogenizacion se afiadié un volumen (7,5 mL) de fenol
(equilibrado con Tris-pH 8) y se mantuvo durante 30 min en agitacion suave a
4 0C, Se centrifugd a 9200 g durante 15 min, y se recuperd la fase fendlica. La
extraccion con fenol se repitid6 dos veces recuperandose la fase fendlica. Al
volumen total recogido de la fase fendlica se le afiadié un volumen de tampén de
extraccion y se dejo en agitacién suave a 4 °C durante 30 min, tras lo cual se
centrifugd de nuevo a 9200 g durante 15 min, para recuperar posteriormente la
fase fendlica.
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El extracto fendlico se precipité con 5 volimenes de acetato amédnico
100 mM en metanol frio (-20 °C) durante una noche, tras la cual se centrifugd a
4 °C a 18000 g durante 20 min. Posteriormente, se procedio a lavar el precipitado
mediante tres lavados con metanol frio (-20 °C) seguido de otros tres lavados con
acetona fria (-20 °C), en cada lavado se centrifugd a 18000 g durante 15 min a
4 oC, El dltimo lavado con acetona se hizo con un volumen de 1,5 mL y se recogio
en tubos de 2 mL. El precipitado se resuspendid con un tampdn pre-IEF (Urea 7 M;
Tiourea 2 M y Nonidet P-40 1%; (p/v)) y se determind espectrofotométricamente
la concentracion de proteinas mediante el detector MultiScan Spectrum (Thermo
Electrén Corporation) midiendo su absorbancia a 480 nm, utilizando el 2D-Quant
Kit (GE Healthcare), segun las instrucciones del fabricante.

10.3. Electroforesis de proteinas en dos dimensiones y tincion de plata

Para la separacion de las proteinas en la primera dimension (por punto
isoeléctrico) se cargaron, mediante rehidratacion durante una noche, 20 ug de
proteinas totales en Immobiline DryStrip Gels (GE Healthcare) de 24 cm con un
rango de pH de 4 a 7. El isoelectroenfoque se realizd en el sistema
Ettan IPGPhor II utilizando el siguiente programa: un incremento lineal de 0 hasta
500 V durante 2 h, de 500 a 1000 V durante 2 h, de 1000 a 5000 V en 2 h, de
5000 hasta 8000 V durante 4 h y, posteriormente, se mantuvo a 8000 V hasta
obtener un total de 64000 Vh. Tras el isoelectroenfoque, se realizd la segunda
dimension en SDS-PAGE, para ello se utilizd un sistema Ettan DALTTsix Large
Vertical System y se hicieron geles de acrilamida-bisacrilamida (12,5T; 2,2 C). La
SDS-PAGE se desarrollo durante 16 ha 6 W (1 W por gel).

La tincion de los geles se realizd con nitrato de plata, con un protocolo
compatible con espectrometria de masas. La fijacion se realizd durante 2 h en
etanol:acetico:agua (50:10:40; (v/v/v)) y posteriores lavados con agua durante
una hora, DTT (0,02%; (p/v)) durante 30 min y nitrato de plata (0,1%; (p/v))
durante 30 min. El revelado se realizd con carbonato sédico (2%; (p/v)) vy
formaldehido (0,04%; (v/v)), parandose con acido acético (1%; (v/v)).

10.4. Anadlisis de imagen e identificacion de proteinas por
espectrofotometria de masas

La deteccion de los puntos asi como el analisis estadistico y cuantitativo de
los geles se realizd utilizando el programa PD-Quest (BioRad). El andlisis
estadistico se realizd con un 95% de confianza y para el cuantitativo se considerd
como cambios significativo una diferencia de + 2 veces. La identificacién de
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proteinas se realizd en el Servicio de Protedmica del Centro de Investigaciones
Principe Felipe. Las proteinas se identificaron mediante su huella peptidica (Peptide
Mas Fingerprint) y, en los casos en los que no se obtuvieron resultados, mediante
secuenciacion de un pequeno fragmento de la proteina, que se realizd mediante
MS/MS.

11. Programas informaticos

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se utilizaron los siguientes
programas informaticos:

-Adobe PhotoShop: Procesado de imagenes (Home Edition 4.0).

-DNAMAN: Andlisis de secuencias (Version 4.03, Lynnon Biosoft).

-Empower (Waters): Programa para la adquisicion y el tratamiento de
datos cromatograficos.

-Light Cycler (Version 4.0.; Roche)

-Microsoft Excel: Calculos matematicos.

-Microsoft Word: Procesado de textos.

-Microsoft Power Point: Realizacion de figuras e imagenes.

-Reference Manager: Manejo de bases bibliograficas (version 11.0.1).

-Sigma Plot: Elaboracion de graficos (version 10.0).

También se utilizaron las aplicaciones on /ine;

-CFGP (Citrus Functional Genomic Project): Blsqueda de secuencias
publicadas en su base de datos. http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/

-Del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information):

-Bisqueda de secuencias publicadas en su base de datos.
http://www.ncbi.nim.nih.gov/

-Programas de comparacion de secuencias con aquellas
depositadas en la base de datos. _http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/ (Altschul
et al. 1990).

-UniProt: Blsquedas de secuencias protéicas en su base de datos.

http://www.uniprot.org/help/uniref
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CAPITULO I. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE CONSERVACION EN LA
BIOSINTESIS Y ACUMULACION DE CAROTENOIDES EN FRUTOS DE
DISTINTAS VARIEDADES DE CITRICOS

En diferentes experiencias realizadas en el laboratorio de Fisiologia y
Biotecnologia Postcosecha se habia constatado que la conservacion de frutos de
diferentes variedades de citricos a 12 °C durante periodos relativamente
prolongados incrementaba el color externo e interno de los mismos. En la Figura
9 se muestra un ejemplo representativo de frutos de naranja 'Navelina' vy
'Clemenules' conservados 6 semanas a 2 y 12 °C, donde se observa la mayor
intensidad de color en aquellos que se mantuvieron a 12 °C.

'‘Navelina'

'Clemenules’

Figura 9. Color externo e interno de frutos de naranja 'Navelina' y mandarina 'Clemenules’,
conservados durante 6 semanas a 2y 12 °C.

Con el fin de analizar con mayor profundidad este efecto, se realizd un
estudio preliminar utilizando frutos virando de color (a/b6 = -0,08 + 0,04) de la
variedad de naranja 'Navelina', que se conservaron a 2 y 12 °C durante 9 semanas
(Figura 10), segun se describe en el Apartado 3.1 de Materiales y Métodos.

0d 14d 42d
12 oC

'‘Navelina'

2 0C

Figura 10. Evolucion del color externo de frutos de naranja 'Navelina' recolectados con un
a/binicial de -0,08 + 0,04 almacenadas a 2 y a 12 °C durante 14, 42 y 63 dias.
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En la Figura 11 se muestra la evolucion de la relacion g/b en los frutos
conservados a ambas temperaturas y la comparacion respecto a los mantenidos a
20 °C durante dos semanas. Los frutos almacenados a 12 °C mostraron un mayor
indice de coloracion que los almacenados a 2 6 20 °C, experimentando el principal
aumento durante las 3 primeras semanas de almacenamiento. A 2 °C, sin
embargo, solo se produjo un ligero y progresivo incremento en el color externo vy,
al final de periodo de conservacion, el color del flavedo fue claramente mas
amarillo que en los mantenidos a 12 °C (Figura 11).

1,0 — T T T T T T
08 T -----"'Q i
06 - - .
04
02}

0,0

Color externo (Hunter a/b)

0 10 20 30 40 50 60
Dias

Figura 11. Efecto de la temperatura de conservacion en la evolucion del color del flavedo en
frutos de naranja 'Navelina', recolectados con un g/b inicial de -0,08 £+ 0,04. Los frutos se
almacenaron a 20 °C (o) durante dos semanas y a 12 °C (o) y 2 °C (o) durante 9 semanas.
Los valores son la media £ DE de al menos 10 frutos independientes.

Para caracterizar el efecto de la temperatura de conservacion en los
cambios cuantitativos y cualitativos en los carotenoides, se analizd el contenido
total de clorofilas y carotenoides en el flavedo de los frutos de naranja 'Navelina' a
lo largo del periodo de conservacion a 2 y 12 °C. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 12. El contenido de clorofilas totales en el flavedo
disminuyé a lo largo del periodo de conservacion, independientemente de la
temperatura, aunque la pérdida de clorofilas fue mas rapida en los frutos
almacenados a 12 °C (Figura 12 A). La evolucién del contenido de carotenoides
totales, determinados como equivalentes de B-caroteno, en los frutos de naranja
'Navelina' almacenados a 12°C experimentd un importante incremento,
aumentando los niveles iniciales 4,5 veces a los 40 dias, para disminuir
posteriormente. En los frutos almacenados a 2 °C, el contenido en carotenoides
totales se duplicd durante las 3 primeras semanas, y se mantuvo relativamente
constante con posterioridad (Figura 12 B).
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Figura 12. Efecto de la temperatura de conservacién sobre el contenido de clorofilas
totales (A) y de carotenoides totales (B) en el flavedo de frutos de naranja 'Navelina',
recolectados con un &/b inicial de -0,08 + 0,04. Se muestran los resultados durante el
almacenamiento a 20 °C (o) durante dos semanas y a 12 °C (o) y 2 °C (o). Los valores son
la media + DE de al menos 3 andlisis independientes.

Estos resultados prelimirares indican que el almacenamiento de los frutos,
en este caso de naranja 'Navelina', a 12 °C estimula la coloracién del fruto e
incrementa el contenido en carotenoides, lo que puede tener importantes
repercusiones en la conservacion postcosecha y la calidad de los frutos. Con estos
antecedentes nos planteamos en este capitulo la caracterizacion fisioldgica y
molecular de la estimulacion de la coloracion de los frutos, tanto externa como
interna, durante la conservacion a 12 °C. Para ello se realizd un analisis
comparativo de los cambios en carotenoides durante el almacenamiento a 2 y
12 oC en frutos de variedades agrondmicamente relevantes de naranjas ('Navelina'
y 'Navelate') y de mandarina (‘Clemenules') en distintos estadios de maduracion.

1. Efecto de la temperatura de conservacion sobre la biosintesis y
acumulacion de carotenoides en frutos de naranja 'Navelina' en
diferentes estadios de maduracion

Para estudiar el efecto de la temperatura de conservacion en el color y la
acumulacion de carotenoides en frutos de naranja 'Navelina' se seleccionaron los
estadios de maduracién o coloracion que se muestran en la Figura 13. Los frutos
recolectados en los estadios A y B (g¢b=-0,11 £ 0,02 y 044 = 0,01,
respectivamente) se dividieron y se almacenaron durante 8 semanasa 2y 12°Cy
durante 2 semanas a 20 °C (Apartado 3.1 de Materiales y Métodos). Los frutos del
estadio C (totalmente coloreados) se mantuvieron a 2 y 12 °C durante 7 semanas.
A lo largo de todo el periodo de conservacién se tomaron muestras del flavedo y
de la pulpa cada semana para su posterior analisis como se describe en el
Apartado 1.2 de Materiales y Métodos.
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Figura 13. Aspecto externo del flavedo de los frutos de naranja 'Navelina' recolectados
para el estudio de la conservaciéon a 2y a 12 °C. A. Frutos virando (g/b = -0,11 £+ 0,02); B.
Frutos coloreados (a/b = 0,44 + 0,01); y C. Frutos totalmente coloreados (g/6 = 0,95 +
0,02).

1.1. Cambios en el color externo e interno en frutos de naranja
'Navelina' durante la conservaciona 2y 12 °C

El aspecto externo e interno de los frutos virando (estadio A) y coloreados
(estadio B) de naranja 'Navelina' a lo largo del periodo de almacenamiento a bajas
temperaturas se muestra en la Figura 14. En general, el almacenamiento a 12 °C
promovid de forma clara y evidente la coloracion externa de los frutos, frente a los
frutos conservados a 2 °C, que se mantuvo relativamente estable. La evolucién del
color en los frutos de ambos estadios siguié una curva exponencial a lo largo de
las 3-4 primeras semanas Y, a partir de ese momento, el conciente a/b siguidé un
incremento menos acusado (Figura 15). El incremento en la coloracién del
flavedo fue mayor en los frutos virando que en los frutos coloreados. Asi, los frutos
en el estadio A mostraron un incremento de 0,8 unidades en las 3 primeras
semanas de almacenamiento a 12 °C, mientras que en los frutos que se
mantuvieron a 2 °C su cociente de color sdlo incrementd 0,2 unidades a lo largo
del periodo de conservacion (Figura 15 A). Por otro lado, los frutos coloreados
(estadio B, /b = 0,44 £ 0,01) incrementaron su indice de coloracién de forma
mas moderada y progresiva durante la conservacion a 12 °C. Sin embargo, el color
de los frutos se mantuvo estable durante la conservacién a 2 °C (Figura 15 B).
En las dos primeras semanas de conservacion, en los estadios A y B, el indice de
color de los frutos almacenados a 12 °C fue ligeramente superior al de los frutos
control (20 °C). En el dltimo estadio de maduracién ensayado, el color de los
frutos se mantuvo constante a lo largo de las 7 semanas de conservacion, y sin
diferencias entre 2 y 12 °C (Figura 15 C).
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Flavedo
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Figura 14. Evolucion del color externo e interno de frutos de naranja 'Navelina'
recolectados en dos estadios de maduracién, durante la conservacién a 2 y 12 °C. La
nomenclatura A-B se corresponde con los tres estadios de coloracién de la Figura 13. A.
Frutos virando (a/b=-0,11 + 0,02) y B. Frutos coloreados (g/6= 0,44 + 0,01). Los
numeros indican los dias de almacenamiento.

La evolucion del indice de maduracion interno (expresado como
OBrix/acidez) durante la conservacion se determiné en frutos de los estadios A (a/b
=-0,11 £ 0,02) y B (g/b = 0,44 £ 0,01). El indice de maduracién inicial en ambos
frutos fue de 6,17 y 7,60, respectivamente (Figura 16). Este parametro vario
ligeramente a lo largo del almacenamiento a 12 °C en los frutos mas coloreados,
alcanzandose un indice de 8,7 a las 7 semanas, mientras que en los frutos virando
se mantuvo constante. Por el contrario, en los frutos virando (Figura 16 A) el
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Figura 15. Evolucion del color del flavedo de frutos de naranjas 'Navelina' recolectados en
tres estadios de maduracién, durante la conservacion a 20 °C (o, circulo negro sin relleno),
12 OC (e, circulo de color con relleno) y a 2 °C (o, circulo de color sin relleno). El estadio de
coloracion inicial de los frutos fue: A. Frutos virando (g/b=-0,11 + 0,02); B. Frutos
coloreados (a/b = 0,44 = 0,01); y C. Frutos totalmente coloreados (g/6 = 0,95 + 0,02). Los
valores son la media + DE de al menos 10 frutos independientes.

almacenamiento a 2 °C incrementd ligeramente el indice de maduracion interna
(7,55 ©Brix/acidez).
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Figura 16. Evolucién del indice de madurez en frutos de naranja 'Navelina' recolectados en
dos estadios de maduracion, durante el almacenamiento a 2°C (o) y 12°C (e). La
nomenclatura A-B se corresponde con los tres estadios de coloracion de la Figura 13: A.
Frutos virando (g/b = -0,11 £ 0,02); B. Frutos coloreados (a/b = 0,44 + 0,01). Los valores
son la media + DE de al menos 10 frutos independientes.

En la Figura 17 se muestra la evolucion de la produccion de etileno en los
frutos de 'Navelina' virando y coloreados durante la conservacién 12 °C. En
general, se observa que el almacenamiento a 12°C no provocé cambios
importantes en la emisién de la hormona, sélo un ligero incremento con el tiempo,
pero sin diferencias destacables respecto a la produccién de etileno entre los frutos
en los dos estadios de maduracion.
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Figura 17. Evolucién de la producciéon de etileno en frutos de naranja 'Navelina' virando
(a/b=-0,11 £0,02) (») y coloreados (a/b = 0,44 + 0,01) () durante el almacenamiento a
12 °C. Los valores son la media + DE de al menos 3 analisis independientes.

1.2. Evolucion del contenido de clorofilas y carotenoides totales en el
flavedo y en la pulpa de frutos de naranja 'Navelina' durante la
conservaciona 2y 12 °C

Para el andlisis del contenido de clorofilas y carotenoides a lo largo del
periodo de conservacion se seleccionaron 5 puntos representativos: inicial, 7, 21,
35 y 49 dias (Figura 14). En los frutos virando, el contenido inicial de clorofilas
(22,14 = 0,26 ug / g PF) disminuyo de forma rapida durante la conservacion a
12 °C, ya que después de 2 semanas no se detectaron, mientras que para el
mismo periodo de tiempo a 2 °C tenian un contenido de 7,80 + 1,35ug / g PF
(datos no mostrados). En cambio, en los frutos coloreados no se detectaron
clorofilas (Tabla 8).

Tabla 8. Color y contenido de clorofilas y carotenoides totales en el momento de la
recoleccion en el flavedo y en la pulpa de frutos de naranja 'Navelina' recolectados en tres
estadios de maduracion.

Flavedo Pulpa
Color Clorofilas Carotenoides Clorofilas Carotenoides
(a/b) (wa / g PF) (na / g PF) (g /gPF) (pg/gPF)
-0,11 % 0,02 22,1440,22 22,15 40,92 N.D. 8,48 + 0,72
0,44 £0,01 N.D. 32,00 + 1,00 N.D. 4,25 + 0,07
0,95 £ 0,02 N.D. 63,56 + 1,16 - -

N.D. No detectado

67



Resultados: Capitulo I

La evolucion del contenido de carotenoides totales en el flavedo durante el
almacenamiento a 2 y 12 °C presentd un patron similar en los frutos de naranjas
'Navelina' en los dos primeros estadios de coloracion seleccionados (Figura 18).
En general, la conservacion a 12 °C increment6 el contenido de carotenoides en la
piel, mientras que en los frutos almacenados a 2 °C varié segun el estadio de
coloracion inicial. El contenido de carotenoides en el flavedo se triplicd durante el
almacenamiento a 12 °C, independientemente del estadio inicial de coloraciéon de
los frutos (Figura 18). Sin embargo, en los frutos en el estadio A el contenido en
carotenoides totales se duplico al final del periodo de almacenamiento a 2 °C
(Figura 18 A), mientras que los coloreados (estadio B, /b= 0,44 + 0,01) se
mantuvo constante (Figura 18 B).
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Figura 18. Evolucion del contenido de carotenoides totales en el flavedo de frutos de
naranja 'Navelina' virando (g/b = -0,11 £ 0,02) (A) y coloreados (a/b = 0,44 = 0,01) (B)
durante el almacenamiento a 2 °C (o) y 12 °C (e). Los valores son la media =+ DE de al
menos 3 analisis independientes.

El patron de acumulacién de carotenoides totales en la pulpa durante la
conservacion a 12 °C mostrd una tendencia similar (Figura 19). Asi, al igual que
ocurre en el flavedo, se produjo un incremento en el contenido de carotenoides
totales que fue superior en los frutos coloreados (a/b = 0,44 + 0,01), casi 5 veces
el contenido inicial, que en los frutos virando, donde se duplicé (Figura 19). Los
frutos almacenados a 2 °C mostraron un patrén de acumulacién diferente, ya que
mientras que en los frutos virando apenas se produjeron cambios significativos, en
los coloreados (estadio B) el contenido de carotenoides en la pulpa se duplico
durante la primera semana y se mantuvo constante posteriormente (Figura 19
B).
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Figura 19. Evolucion del contenido de carotenoides totales en la pulpa de frutos de naranja
'Navelina' virando (g/b = -0,11 £ 0,02) (A) y coloreados (a/b = 0,44 £ 0,01) (B) durante el
almacenamiento a 2 °C (o) y 12 °C (e). Los valores son la media + DE de al menos 3
analisis independientes.

1.3. Composicion de carotenoides en el flavedo y en la pulpa de frutos
de naranja 'Navelina' durante la conservaciona 2y 12 °C

La composiciéon de carotenoides en el flavedo y la pulpa de naranjas
'Navelina' conservadas a 2 y 12 °C se analizaron mediante HPLC-PDA, utilizando
frutos en los estadios de maduracién A y B descritos anteriormente y para los
mismos tiempos de conservacion que los andlisis de carotenoides totales (Figura
18 y Figura 19). El perfil de carotenoides en el flavedo de frutos virando (estadio
A) recién recolectados presentd algunos pigmentos caracteristicos del tejido
cloroplastico, como el B-caroteno, a-criptoxantina o neoxantina (Figura 20), a
diferencia del flavedo de los frutos coloreados (estadio B), donde Unicamente se
observaron trazas de a-criptoxantina (Figura 21). En ambos estadios el
carotenoide mayoritario fue la cis-violaxantina, que representd aproximadamente
el 60% del total de carotenoides. Sin embargo, el contenido en carotenos fue
mayor en los frutos virando, donde el caroteno mayoritario fue el caroteno lineal
fitoeno.
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Figura 20. Evolucion del contenido de carotenoides en el flavedo de frutos virando de
naranja 'Navelina', recolectados con un g/b inicial de -0,11 = 0,02, almacenados durante 7
semanas a 2 °C (o) y 12 °C (o). Los valores son la media = DE de al menos tres analisis
independientes.
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En el flavedo de los frutos en ambos estadios de maduracion, el
almacenamiento a 12 °C incrementd el contenido de la mayoria de carotenoides
individuales, tanto los carotenoides iniciales fitoeno y fitoflueno, como las
xantofilas de tonalidades naranja-rojizas. Asi, los carotenoides incoloros fitoeno y
fitoflueno aumentaron hasta alcanzar aproximadamente concentraciones de 24 y
8-10 ug/ g PF, respectivamente, independientemente del estadio de coloracion
inicial, en comparacién con incrementos de 3 y 1 ug / g PF en frutos conservados a
2 °C. En cuanto a los cambios en xantofilas de la rama B,&-, en ambos estadios se
observd una evolucion similar para ambas temperaturas de conservacion (Figura
20 y Figura 21). El contenido total de B,B-xantofilas experimentd, en general, un
incremento durante el almacenamiento a 12 °C, que fue similar para ambos
estadios de maduracion (en torno al 40-45%). En los frutos virando de color
aparecieron nuevas xantofilas, como la mutatoxantina (derivado 5,8-epoxi de la
anteraxantina de tonalidad amarillenta) y el apocarotenoide B-citraurina, que no
estaban presentes en el momento de la cosecha, pero en todos los casos
experimentaron importantes aumentos durante la exposicion a 12 °C, siendo unos
de los efectos mas destacables de la temperatura de conservacion. La
concentracion de B-criptoxantina, xantofila de tonalidad naranja intensa, aumento
durante la conservacion, tanto en frutos virando como coloreados, pero no se
marcaron diferencias relevantes entre los frutos conservados a 2 6 12 °C (Figura
20 y Figura 21). Tampoco se observaron diferencias en el contenido de
zeaxantina y anteraxantina en frutos de los dos estadios de maduracion
conservados a ambas temperaturas.
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Figura 21. Evolucién del contenido de carotenoides en el flavedo de frutos coloreados de
naranja 'Navelina', recolectados con un g/b inicial de 0,44 £+ 0,01, almacenados durante 7
semanas a 2 °C (o) y 12 °C (o). Los valores son la media = DE de al menos tres analisis

independientes.
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La composicién y evolucion de los principales carotenoides y xantofilas
presentes en la pulpa de los frutos de naranja 'Navelina' en los estadios de
coloracion y almacenados a 2 y 12 °C se muestran en las Figura 22 y Figura 23,
respectivamente. La composicion inicial de carotenoides fue similar en ambos
estadios de coloracion. En general, el almacenamiento a 12 °C promovié un mayor
incremento de los carotenoides frente a la conservacion a 2 °C, pero los cambios
fueron diferentes a los observados en el flavedo. Asi, los carotenoides incoloros
permanecieron constantes en los frutos que estaban virando, mientras que en los
frutos coloreados mostraron un ligero incremento a lo largo de la conservacion.
Con la excepcién del descenso en luteina, que fue mayor en los frutos virando a
12 oC (Figura 22 y Figura 23). La concentracion de B,B-xantofilas mostréd un
mayor incremento en los frutos coloreados, donde incrementaron 5 veces a lo
largo de la conservacién a 12 °C, mientras que los frutos virando solamente
aumentaron dos veces (Figura 22 y Figura 23). La concentracién de B-
criptoxantina, responsable de la tonalidad de la pulpa, experimentd uno de los
cambios mas notables, ya que se incrementd aproximadamente 7 veces y mas de
13 veces después de 7 semanas de conservacidon a 12 °C en los frutos virando y
coloreados, respectivamente. La xantofila zeaxantina mostré un incremento en los
frutos coloreados y la trans-violaxantina solo experimentd un leve incremento,
independientemente del estadio inicial de los frutos. La concentracién de cis-
violaxantina, el carotenoide mayoritario en la pulpa, aumentd tanto a 2 °C como a
12 °C en los dos estadios de maduracion, aungue los frutos conservados a 2 °C
mostré una fuerte caida en las Ultimas semanas del almacenamiento, alcanzando
los niveles iniciales (Figura 22 y Figura 23).
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Figura 23. Evolucion del contenido de carotenoides en la pulpa de frutos coloreados de
naranja 'Navelina', recolectados con un g/b inicial de 0,44 = 0,01, almacenados durante 7
semanas a 2 °C (o) y 12 °C (o). Los valores son la media + DE de al menos tres analisis
independientes.
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1.4. Analisis de la expresion de genes de la biosintesis de carotenoides
en el flavedo y en la pulpa de frutos de naranja 'Navelina’' durante la
conservaciona 2y 12 °C

El conjunto de resultados anteriores indica claramente que la exposicion de
los frutos de naranja a 12 °C estimula la carotenogénesis tanto en el flavedo como
en la pulpa y, consecuentemente, promueve la coloracion. Este efecto parece que
conlleva una activacion general de la ruta, incluidas las etapas tempranas de la
misma, como se deduce del aumento del contenido en fitoeno y fitoflueno. Para
caracterizar a nivel molecular el efecto de la temperatura de conservacion en la
ruta de biosintesis de carotenoides, se analizaron los cambios en la expresion de
cuatro genes claves de la ruta en el flavedo y en la pulpa de frutos conservados a
2 y 12 °C. Se seleccionaron los siguientes genes: fitoeno sintasa (ASY), primer
paso de desaturacion de entrada en la ruta, licopeno ciclasas (BLCYI y 2) genes
responsables de la ciclacion de licopeno en B-caroteno, y B-caroteno hidroxilasa
(BCHX), gen responsable de la hidroxilacion de B-caroteno en B,B-xantofilas. Para
el andlisis de expresion se utilizd la técnica de RT-gPCR a tiempo real en las
mismas muestras en las que se habian cuantificado los carotenoides y asi poder
relacionar los cambios en la concentracion de carotenoides con la expresion de los
genes correspondientes.

La expresion de PSY aumentd en los frutos virando de naranja 'Navelina'
mantenidos a 12 °C, llegandose a duplicar la acumulacion relativa del transcrito a
los 21 dias. La evolucion de la expresion de los genes BLCYI y BCHX fue similar,
alcanzando los mayores niveles después de las 3 primeras semanas, disminuyendo
posteriormente. La expresién de BLCY2 mostrd un incremento progresivo hasta la
63-73 semana de exposicion a 12 °C. En los frutos mantenidos a 2 °C, por el
contrario, la expresion de los cuatro genes disminuy6 durante el almacenamiento,
siendo durante la primera semana cuando se produjo el descenso mas significativo
en la acumulacion de los correspondientes mRNAs (Figura 24). En los frutos
coloreados (a/b = 0,44 + 0,01), el efecto de la temperatura de almacenamiento en
los perfiles de expresién de los genes PSY 'y BCHX fue similar al de los frutos
virando (Figura 25). La expresion del gen BLCY1 aumentd progresivamente a lo
largo de la conservacion, mientras que la de BLCY2 experiment6 diferentes
fluctuaciones, pero en los dos casos fueron sustancialmente superiores a la de los
frutos mantenidos a 2 °C, temperatura a la cual la expresion de los diferentes
genes se redujo desde la primera semana de almacenamiento (Figura 25).
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Figura 24. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo de frutos de naranja 'Navelina', recolectados con un g/ inicial de -0,11 = 0,02
durante el almacenamiento a 2 °C (o) y 12 °C (o). Los valores obtenidos para cada gen
estan normalizados frente a los niveles de expresion al inicio del tratamiento (dia 0), al que
se le asigna un valor relativo de 1.
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Figura 25. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo de frutos de naranja 'Navelina', recolectados con un g/b inicial de 0,44 + 0,01
durante el almacenamiento a 2 °C (o) y 12 °C (o). Los valores obtenidos para cada gen
estan normalizados frente a los niveles de expresion al inicio del tratamiento (dia 0), al que
se le asigna un valor relativo de 1.

En la pulpa de los frutos virando, la exposicién a 12 °C produjo un
aumento transitorio en la expresion de los diferentes genes, que llegd a multiplicar
por 2,5, 5y 3 veces la acumulaciéon de los transcritos BLCY1, BLCY2 y BCHX,
respectivamente, mientras que el gen PSY disminuyé (Figura 26). Al igual que en
el flavedo, los niveles de los mRNAs en la pulpa de los frutos almacenados a 2 °C
mostraron una disminucion a lo largo de todo el periodo de almacenamiento
(Figura 26). En la pulpa de los frutos en el estadio de coloracion mas avanzado,
el patron de expresion de los genes fue distinto al anterior. En general, los mRNAs
de los cuatro genes de la ruta analizados experimentaron una disminucion a lo
largo del almacenamiento, tanto a 2 °C como a 12 °C, y con la excepcion del gen
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BLCYI en las primeras semanas, sin diferencias aparentes entre ambas
temperaturas (Figura 27).
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Figura 26. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en la pulpa de frutos de naranja 'Navelina', recolectados con un g/b inicial de -0,11
+ 0,02 durante el almacenamiento a 2 °C (o) y 12 °C (o). Los valores obtenidos para cada
gen estan normalizados frente a los niveles de expresion al inicio del tratamiento (dia 0), al
que se le asigna un valor relativo de 1.
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1.5. Analisis de la acumulacién diferencial de proteinas en el flavedo y
en la pulpa de frutos de naranja 'Navelina' durante la conservacion a 2 y
12 oC

Con el objetivo de estudiar los cambios en el proteoma asociados a la
estimulacion de la coloracion y el aumento en el contenido de carotenoides que
tiene lugar durante el almacenamiento a 12 °C, se procedid a realizar un analisis
comparativo del perfil de proteinas en el flavedo y pulpa de frutos de naranja
'Navelina' recién traidos de campo (coloracién inicial g/6 = -0,11 £ 0,02) (Apartado
10 de Material y Métodos) con frutos almacenados a 2 y 12 °C durante 3 semanas
(Figura 28), ya que fue en este momento donde se observaron los mayores
diferencias de coloracion entre ambas temperaturas (Figura 15).

En las muestras de flavedo se identificaron 14 proteinas con acumulacion
diferencial (Tabla 9), sin embargo, en las correspondientes muestras de pulpa no
se identificd ninguna proteina con patrén distinto a 2 y/o 12 °C respecto a las
muestras de frutos recién traidos de campo. Por ello, se procedié a realizar el
estudio comparativo del proteoma de pulpa en frutos almacenados 7 semanas a 2
y 12 9C, ya que en pulpa fue tras este periodo de almacenamiento donde se
observé la mayor diferencia en el contenido de carotenoides totales (Figura 19).
Del analisis comparativo de estas muestras de pulpa respecto al tiempo inicial se
identificaron 4 proteinas con una acumulacion diferencial a 2 y/o 12 °C (Tabla 9).
Tanto en el caso de los andlisis de muestras de flavedo como de pulpa, las
proteinas que se acumularon de forma diferencial se seleccionaron para realizar
una identificacion mediante huella peptidica (Peptide Mas Fingerprint) por MS-
MS/MS vy, posteriormente, por busqueda de homologia utilizando el algoritmo
MASCOT en las base de datos disponibles (NCBI no redundante, UniRef y Gitrus
Functional Genomics Project, CFGP).
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Figura 28. Geles bidimensionales representativos del proteoma de flavedo de naranjas
'Navelina'. En cada gel se cargaron 25 ug de proteinas totales del flavedo de naranja
'Navelina' recién cosechados (A) y de flavedo de frutos a los 21 dias de almacenamiento a
20C (B) y 12°C (C). Las proteinas con una acumulacion diferencial en las diferentes
muestras (Tabla 9) se indican con circulos. Los circulos azules representan aquellas
proteinas que mostraron un mismo perfil de acumulaciéon a 2 y 12 °C, y distinto al del
flavedo de frutos recién cosechados, los circulos naranjas aquellas proteinas que
presentaron una mayor acumulacion a 12 °C que a 2 °C y al inicio del experimento y los
verdes aquellas que se acumularon mas a 2 °C que a 12 °C y al inicio del experimento.
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Con el objetivo de poder realizar una comparacién cuantitativa de la
abundancia de las proteinas entre las muestras almacenadas a 2 y 12 °C, las
sefiales de las proteinas de los geles de 2 y 12 °C se normalizaron frente al valor
obtenido para la misma en los geles de las muestras de frutos recién traidos de
campo (inicio del almacenamiento) a los que se les asigno el valor arbitrario de 1.
De las 14 proteinas identificadas en el flavedo de naranja 'Navelina' con una
acumulacion diferencial en las distintas temperaturas de conservacion (Tabla 9), 5
de ellas presentaron una mayor acumulacion en los frutos almacenados 3 semanas
a 2 °C: dos lectinas (puntos 1 y 7), dos proteinas de choque térmico (heat shock
proteins, HSP) (puntos 6 y 9) y una proteina de unién a GTP (punto 2). Tres
proteinas, concretamente los puntos 3, 10 y 11, que corresponden
respectivamente a una carboxilesteresa (CXS), un factor de transcripcion tipo
homeobox dependiente de luz y una glutation transferasa, mostraron una mayor
acumulacion, aproximadamente el doble, en el flavedo de frutos almacenados a
12°C que a 2°C. Por el contrario, otras tres proteinas, una cafeoil-CoA O-
metiltransferasa (punto 12) y una fosfolipido-hidroperoxido glutation peroxidasa
(punto 13) vy la subunidad grande de Ila ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (punto 14) se reprimieron durante el almacenamiento a
ambas temperaturas de conservacion, siendo, en general, esta disminucién mayor
en los frutos que permanecieron a 12 °C (Tabla 9). Los puntos 4 (similar a una
proteina de uva), 5 (HSP 70) y 8 (HSP citosodlica clase II) mostraron un patron de
acumulacion similar, acumulandose durante la conservacion a 2 y a 12 °C (Tabla
9).

Tabla 9. Cambios relativos en la abundancia de 18 proteinas en el flavedo y en la pulpa de
frutos de naranja 'Navelina' almacenados a 2 y 12 °C, respecto a los frutos recién traidos de
campo. Las proteinas con acumulacion diferencial se identificaron mediante el software PD-
Quest (BioRad) y la abundancia relativa de cada proteina (punto) se calculd normalizando
frente a la sefal obtenida para ese mismo punto en los correspondientes geles de muestras
de flavedo o pulpa de frutos recién traidos de campo, a los que se les asigndé el valor de 1.
La anotacion de las proteinas se realizd mediante huella peptidica (Peptide Mas Fingerprint)
por MS-MS/MS vy, posteriormente, por busqueda de homologia utilizando el algoritmo
MASCOT en las base de datos disponibles. El valor entre paréntesis indica el valor umbral a
partir del cual la anotacion de la proteina es significativamente correcta (p<0,05). (Pagina
siguiente).
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En la pulpa de naranjas 'Navelina' se identificaron un total de 4 proteinas
con un patron de acumulacion distinto en las muestras almacenadas 7 semanas a
a 2 y/o 12 °C respecto a las de los frutos recién traidos de campo (Tabla 9). Dos
de estas proteinas presentaron una mayor acumulacién en las muestras
conservadas a 2 y 12 °C, y ambas se identificaron como enzimas implicadas en el
metabolismo de azlcares: una 2,3-bifosfoglicerato-independiente fosfoglicerato
mutasa (punto 15) y una transaldolasa (punto 16). Las otras dos proteinas de
acumulacion diferencial en pulpa, una HSP 70 (punto 17) y un factor citosdlico
(punto 18), fueron menos abundantes en la pulpa de frutos almacenados a 2 °C
respecto a los frutos recién traidos de campo mientras que a 12 °C mostraron un
patron inverso (Tabla 9).

2. Efecto de la temperatura de conservacion sobre la biosintesis y
acumulacion de carotenoides en frutos de naranja 'Navelate' y de
mandarina 'Clemenules’

Una vez caracterizado el efecto de la temperatura de conservacion en los
frutos de naranja 'Navelina' recolectados en diferentes estadios de maduracién, se
consider6 de interés analizar el efecto en otras variedades de relevancia
agrondmica y comercial, y si los efectos generales sobre la coloracion del fruto y la
acumulacion de carotenoides seguian los mismos patrones. Para ello, se
seleccionaron frutos que ya habian iniciado la coloracion de naranja 'Navelate' con
indice @/6=0,26 £ 0,00 y frutos de mandarina 'Clemenules', que ya habian
comenzado la desverdizacidon natural, pero que aldn presentaban tonalidades
verdes en el flavedo (g/b=-0,19 = 0,03) (Figura 29). Los frutos de ambas
variedades se almacenaron a 2 y 12 °C durante 9 semanas.

Naranja Mandarina
‘Navelate’ ‘Clemenules’

Figura 29. Aspecto del color externo del flavedo de los frutos de naranja 'Navelate'
(a/b= 0,26 £ 0,02) y de mandarina 'Clemenules' (g/b = -0,19 + 0,03) utilizados para el
estudio de la conservaciéon a 2 y a 12 °C.
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2.1. Cambios en el color externo e interno de los frutos durante la
conservaciona 2y 12 °C

En la Figura 30 se observan los cambios en la coloracién externa de los
frutos de naranja 'Navelate' conservados a 2 y 12 °C durante 8 semanas. La
exposicion a 12 °C promovié de forma importante la pigmentacion y, después de
varias semanas de conservacion, los frutos alcanzaron una coloracién naranja
intensa caracteristica. A 2 °C, por el contrario, los cambios en la coloracion externa
fueron mucho menores, manteniéndose tonalidades similares a las iniciales.

od 14d 28d 35d 42d 49d 63 d

'Navelate'

Figura 30. Aspecto del flavedo de los frutos de naranja 'Navelate' durante la conservacion
a2yl120°cC.

Los frutos de mandarina 'Clemenules' recolectados durante el viraje natural
de la coloracién (g/b=-0,19 + 0,03) experimentaron una rapida e importante
estimulacion de la coloracién durante la conservacién a 12 °C. Tan solo tres
semanas después de la recoleccion los frutos alcanzaron un indice de color
superior a 0,4 y al final de la misma llegaron a valores superiores a 1 (1,17 +
0,05), correspondientes a una coloracién anaranjada-rojiza intensa. El color de los
frutos expuestos a bajas temperaturas solamente experimentd un ligero
incremento, llegando a las 8 semanas a valores de g/b de 0,18 = 0,07 (Figura 31
A). En los frutos de naranja 'Navelate', que tuvieron en el momento de la cosecha
una coloracién mas alta, la conservacion a 12 °C también acelerd el cambio de
color respecto a los frutos conservados en frio alcanzando un indice @/ de 0,6 que
es similar al indice de color que adquieren los frutos madurados de forma natural
en campo, pero con diferencias menores que en los de mandarina (Figura 31 B).
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Figura 31. Evolucion del color del flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules' (a/b
= -0,19 = 0,03) (A) y de naranja 'Navelate' (B) (a/6 = 0,26 £ 0,02). Los frutos se
almacenaron a 20 °C (o) durante dos semanas y a 12 °C (o) y 2 °C (o) durante 9 semanas.
Los valores son la media + DE de al menos 10 frutos independientes.

2.2. Evolucion del contenido en clorofilas y carotenoides totales
durante la conservacion a 2y 12 °C

La evolucion del contenido de clorofilas totales del flavedo de mandarina
'Clemenules’ y naranja 'Navelate' se muestra en la Figura 32. El flavedo de los
frutos de 'Clemenules' tenia una concentracion inicial de clorofilas 10 veces mayor
gue los de 'Navelate'. A lo largo de la conservacion, el contenido de clorofilas
disminuyd en ambas variedades independientemente de la temperatura, pero de
forma mas rapida en los frutos conservados a 12 °C. En los frutos de mandarina
'Clemenules' después de 40 dias a 12 °C se redujo la concentracién de clorofila un
82%, mientras que en los conservados a 2 °C el contenido en estos pigmentos era
mas de tres veces superior (Figura 32 A). En 'Navelate' tras 30 dias de
almacenamiento a 2 6 12 °C los niveles de clorofilas fueron indetectables (Figura
32 B).
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Figura 32. Evolucion del contenido de clorofilas totales en el flavedo de frutos de
mandarina 'Clemenules' (/b = -0,19 £ 0,03) (A) y de naranja 'Navelate' (B) (a/b = 0,26 +
0,02). Los frutos se almacenaron a 12 °C (o) y 2 °C (o) durante 9 semanas. Los valores son
la media = DE de al menos 10 frutos independientes.

Los carotenoides totales, por su parte, se incrementaron progresivamente
durante el almacenamiento a 12 °C tanto en mandarina 'Clemenules' como en
'Navelate'. Al final de los respectivos periodos de conservacion, la concentracion de
carotenoides totales se triplico en el flavedo de ambas variedades a 12 °C,
mientras que a 2 °C se duplico en los de mandarina y aumenté un 50% en los de
'Navelate' (Figura 33).
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Figura 33. Evolucion del contenido de carotenoides totales en el flavedo de frutos de
mandarina 'Clemenules’ (A) y de naranja 'Navelate' (B) con un g/b inicial de -0,19 + 0,03 y
0,26 = 0,02, respectivamente, durante el almacenamiento a 12 °C (o) y 2 °C (o). Los
valores son la media + DE de al menos 3 analisis independientes.
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3. Estudio de la implicacion del etileno en la estimulacion de la
carotenogénesis durante la conservacion a 12 °C: Efecto de la aplicacién
de 1-MCP a frutos de mandarina 'Clemenules'

Con el objeto de estudiar si los mecanismos responsables de la
estimulacion de la coloracion que se produce por la exposicion de los frutos citricos
a 129°C pueden estar mediados por la accion del etileno, se abordd Ila
caracterizacion fisiologica y molecular de la biosintesis y acumulacion de
carotenoides en el flavedo y pulpa de frutos de mandarina 'Clemenules’ tratados
con el inhibidor de la accién del etileno 1-MCP (1pL/L), y conservados
posteriormente a 12 °C (Apartado 3.2 de Materiales y Métodos). Para ello, se
recolectaron frutos de mandarina 'Clemenules' con un indice de coloracién inicial
de 0,00 £ 0,02, justo en el momento del viraje del color, se trataron con una
concentracion de 1-MCP que en otros experimentos se ha demostrado que es
efectiva inhibiendo la accion del etileno en los frutos citricos y se almacenaron a
12 °C durante 7 semanas (Figura 34).

Hay que destacar que los frutos de mandarina 'Clemenules' tratados con 1-
MCP desarrollaron importantes lesiones y dafios en la piel durante la conservacion
a 12 °C (Figura 34 C). Las lesiones en los frutos comenzaron a visualizarse tan
solo una semana después del tratamiento y avanzaron en extension y severidad
con el tiempo. Los sintomas iniciales de las lesiones aparecieron como manchas
mas o0 menos extensas de coloracién marrén-pardo, distribuidas irregularmente por
la superficie del fruto y que, conforme se extendieron, formaron areas oscurecidas
con apariencia de tejido necrosado o senescente. Este tipo de lesiones afect6 a un
gran porcentaje de los frutos tratados a partir de la tercera semana tras la
aplicacion de 1-MCP, por lo que no se pudo recolectar tejido ni seguir evaluando
los parametros de calidad el fruto.
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Figura 34. Aspecto de los frutos de mandarina 'Clemenules' con un g/b inical de
0,00 £ 0,02 sometidos a la conservaciéon a 12 °C en atmosfera de aire y tratados
previamente con 1-MCP (1 pL / L). A. Aspecto externo del flavedo; B. Aspecto interno de la
pulpa, y C. Detalles de los dafios causados por el tratamiento con 1-MCP en el flavedo tras
26 dias de la primera aplicacion.

MCP

3.1. Cambios en el color externo e interno de los frutos

La evolucién del color externo en los frutos de mandarina 'Clemenules'
tratados o no con 1-MCP a lo largo de la conservacién se muestra en la Figura 35.
Los frutos control (sin 1-MCP) mostraron una curva de coloracion caracteristica,
con un incremento rapido durante las 3 primeras semanas y estabilizandose
posteriormente. Los frutos tratados con 1-MCP mostraron una evolucién similar,
pero ligeramente mas ralentizada y a partir de los 10 dias de conservacion,
desarrollaron menos color que los frutos control. Al final del tratamiento el indice
a/b de los frutos tratados con 1-MCP fue alrededor de un 30% inferior al de los
frutos no tratados (Figura 35).
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Figura 35. Efecto de la aplicaciéon de 1-MCP en la evolucion del color del flavedo en frutos
de mandarina 'Clemenules' (g/b6 = 0,00 £ 0,02) durante la conservacion a 12 °C. Se
muestra la evolucion de los frutos tratados con 1 YL / L de 1-MCP (o) y los no tratados (o).
Los valores son la media + DE de al menos 10 frutos independientes.

3.2. Evolucion del contenido y la composicion de carotenoides en el
flavedo y en la pulpa de los frutos

La evolucién del contenido total de carotenoides en el flavedo y la pulpa de
los frutos de mandarina 'Clemenules' tratados con 1-MCP y mantenidos a 12 °C
mostraron escasas diferencias respecto a los tejidos de los frutos no tratados
(Figura 36). Durante la conservacion a 12 °C el flavedo aumento la concentracion
de carotenoides casi tres veces, pero el tratamiento con 1-MCP sdlo redujo
aproximadamente un 20% este incremento tras 3 semanas de almacenamiento
(Figura 36 A). En la pulpa el incremento en carotenoides fue de menor magnitud
y el tratamiento con 1-MCP sdlo redujo en un 10% la concentracion de estos
pigmentos después de 3 semanas (Figura 36 B).
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Figura 36. Evolucion del contenido de carotenoides totales en el flavedo (A) y en la pulpa
(B) de frutos de mandarina 'Clemenules' (g/6 = 0,00 + 0,02) durante la conservacion a
12 °C. Se muestran la evolucion de los frutos tratados con 1 yL / L de 1-MCP (o) y los no
tratados (o). Los valores son la media + DE de al menos 3 andlisis independientes.

El efecto de la aplicacion de 1-MCP en la composicion y concentracion de
carotenoides individuales, determinados mediante HPLC-PDA, en el flavedo y la
pulpa de frutos de mandarina 'Clemenules' conservados a 12 °C se muestra en las
Figura 37 y Figura 38, respectivamente. De forma general, en los frutos control
se incrementd el contenido de la mayoria de carotenoides (excepto zeaxantina y
trans-violaxantina en el flavedo). El tratamiento con 1-MCP previno la mayoria de
los incrementos en la concentracion de carotenoides, al menos durante las 3
semanas posteriores a la aplicacidn, tiempo en el que se pudieron recolectar frutos
sin lesiones en la piel. Excepto tres xantofilas de la rama B,B (B-criptoxantina,
zeaxantina y anteraxantina) el resto de carotenoides se mantuvieron a niveles
similares a los iniciales en el flavedo de frutos tratados (Figura 37).

En la pulpa, los carotenoides mostraron algunas diferencias respecto al
flavedo. Los carotenoides iniciales y las €,B-xantofilas se mantuvieron constantes
en los frutos almacenados a 12 °C, y el inhibidor no afectdé su concentracion,
excepto la a-criptoxantina que mostrd un ligero incremento. Un patron similar se
observd en los pigmentos de la rama B,B, excepto para la anteraxantina, que
experimentd un incremento de su concentracion en los frutos almacenados a 12 °C
frente a los tratados con 1-MCP (Figura 38).
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Figura 37. Efecto de la aplicacién de 1-MCP en la evolucién del contenido de carotenoides
en el flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules', recolectados con un g// inicial de 0,00 +
0,02, almacenados durante 6 semanas a 12 °C. Se muestran la evolucion de los frutos
tratados con 1 pL / L de 1-MCP (o) y los no tratados (o). Los valores son la media + DE de
al menos 3 andlisis independientes.
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Figura 38. Efecto de la aplicacién de 1-MCP en la evolucion del contenido de carotenoides
en la pulpa de frutos de mandarina 'Clemenules', recolectados con un g/b inicial de 0,00 +
0,02, almacenados durante 6 semanas a 12 °C. Se muestra la evolucién de los frutos

tratados con 1 pL / L de 1-MCP (o) y los no tratados (o). Los valores son la media + DE de
al menos 3 analisis independientes.
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3.3. Analisis de la expresion de genes de la biosintesis de carotenoides
en el flavedo y la pulpa

El andlisis de la expresién relativa de los genes en el flavedo de mandarina
'Clemenules' mostrd 2 perfiles diferentes. En el primero de ellos, que se observo
para PSYy BLCYZ2, se caracterizd por un incremento transitorio de la expresion a lo
largo del periodo de almacenamiento a 12 °C, siendo este aumento menor en los
frutos tratados con 1-MCP y disminuyendo dramaticamente a los 21 d de
tratamiento. La expresion de PSY aumento 4,5 veces en los frutos control frente a
2 veces en los frutos tratados con el inhibidor. De igual forma, la expresion de
BLCY2 se incrementd 2,5 veces a los 21 dias a 12 °C en los frutos no tratados. Un
segundo perfil se observo para los genes BLCY1y BCHX, y se caracterizd por una
bajada transitoria de la expresién durante las 3 primeras semanas y un aumento
posterior (Figura 39).

La expresion en la pulpa de los cuatro genes analizados fue, en términos
generales, diferente a la del flavedo, donde se mantuvo o redujo la acumulacién
de todos los transcritos durante la exposicion a 12 °C. La aplicacién de 1-MCP,
produjo una reduccion general en la expresion de todos los genes que, excepto
para el gen PSY, fue mucho mayor que en los frutos no tratados (Figura 40).
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Figura 39. Efecto de la aplicacion de 1-MCP en la expresion relativa de cuatro genes
implicados en la biosintesis de carotenoides en el flavedo de frutos de mandarina
recolectados con un g/b inicial de 0,00 £+ 0,02 durante el almacenamiento a 12 °C tratados
con 1 L/ L de 1-MCP (o) y los no tratados (o). Los valores obtenidos para cada gen estan
normalizados frente a los niveles de expresion al inicio del tratamiento (dia 0), al que se le

asigna un valor relativo de 1.
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Figura 40. Efecto de la aplicacion de 1-MCP en la expresion relativa de genes implicados en
la biosintesis de carotenoides en la pulpa de frutos de mandarina recolectados con un g/b
inicial de 0,00 £ 0,02 durante el almacenamiento a 12 °C tratados con 1 pL/ L de 1-MCP
(o) y los no tratados (o). Los valores obtenidos para cada gen estan normalizados frente a
los niveles de expresion al inicio del tratamiento (dia 0), al que se le asigna un valor relativo
de 1.

97



CAPITULO II. EFECTO DEL ACONDICIONAMIENTO TERMICO EN LA
BIOSINTESIS Y ACUMULACION DE CAROTENOIDES EN FRUTOS
CITRICOS

Los frutos de determinadas variedades de citricos son sensibles a
desarrollar DF cuando se almacenan por debajo de una determinada temperatura
critica, lo que afecta su valor comercial. Por ello, se han intentado desarrollar
métodos para evitar estas alteraciones, entre los que destaca por su eficacia los
tratamientos de acondicionamiento térmico, que, ademas, reducen la incidencia de
podredumbres. Observaciones preliminares realizadas en nuestro laboratorio y por
otros grupos, indican que en determinadas circunstancias estos tratamientos
producen una pérdida de la coloracién externa de los frutos citricos (Figura 41)
(Rodov et al., 1995; Ben-Yehoshua et al,, 1995; Porat et al, 2000; Plaza et al.,
2003; Plaza et al., 2004; Erkan et al., 2005b).

Acondicionamiento térmico
20 oC 370C

'Fortune'

‘Navelina'

Figura 41. Efecto de 48 h de acondicionamiento térmico (37 °C, 90-95% HR) en el color
externo de frutos de naranja 'Navelina' y mandarina 'Fortune'. Los frutos control
permanecieron 3 dias a 20 °C (90-95% HR).

En base a estos antecedentes, en esta Tesis Doctoral se planted el estudio
del efecto del acondicionamiento térmico sobre la biosintesis y acumulacién de
carotenoides. Para ello, se abordd la caracterizacién, tanto fisioldgica como
molecular, de la biosintesis y acumulacion de carotenoides a lo largo del periodo
de acondicionamiento (3 dias a 37 °C) (Gonzalez-Aguilar et a/, 1997). Ademas,
para comprobar si esta pérdida de coloracion era reversible o no, se estudié el
efecto de la aplicacion posterior de etileno, ya que esta hormona estimula la
coloracion en los citricos. Para llevar a cabo estos objetivos, se seleccionaron dos
variedades el hibrido de mandarina 'Fortune' y la naranja 'Navelina' (Sala et al.,
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1992; Lafuente et al., 1997) en tres estadios de coloracion diferentes (Figura 42)
(Apartado 3.3 de Materiales y Métodos).

‘Fortune’ ‘Navelina’
A B C A B C
0,15 0,55 1,13 -0,08 0,59 0,95

Figura 42. Aspecto del color externo de frutos de mandarina 'Fortune' y naranja 'Navelina'
en los tres estadios de coloracién recolectados para este estudio. A. Frutos virando; B.
Frutos coloreados, y C. Frutos totalmente coloreados.

1. Caracterizacion de la biosintesis y acumulacion de carotenoides
durante el periodo de curado y posterior aplicacion de etileno en frutos
de mandarina 'Fortune’

Se recolectaron frutos de mandarina 'Fortune' en tres estadios de
coloracién: A. Frutos virando (g/6 = 0,15 = 0,03); B. Frutos con coloracién
avanzada (g/b = 0,55 £ 0,03), y C. Frutos totalmente coloreados (g/b = 1,13 £
0,02) (Figura 42) y se sometieron a los tratamientos de acondicionamiento
térmico tal y como se describen en el Apartado 3.3 de Materiales y Métodos.

1.1. Evolucion del color del flavedo de frutos de mandarina 'Fortune'
durante el curado y posterior aplicacion de etileno

El aspecto externo y la evolucién del cociente g/b de los frutos de
mandarina 'Fortune' sometidos a 3 dias de tratamiento a 20 °C (control) y 37 °C
(curado) y posterior aplicacion de etileno se muestran en la Figura 43 y Figura
44, respectivamente. En estos frutos, la relacién g/b se redujo a la mitad después
de 2 d a 37 °C, mientras que a 20 °C se observd un importante aumento del color
(2,5 veces, en 3 dias) (Figura 44 A). En los frutos coloreados, con un a/b inicial
de 0,55 % 0,03, la exposicidén a 37 °C redujo (18%) el indice de color, pero no de
forma tan acusada como en el estadio anterior (Figura 44 B), mientras que los
frutos almacenados 3 dias a 20 °C mostraron un ligero aumento de coloracion
(a/b= 0,67 £ 0,04) (Figura 44 B). En el estadio mas coloreado (estadio C), no se
produjeron efectos significativos en ninguna de los dos temperaturas ensayadas
(Figura 44 C).
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Figura 43. Aspecto externo de los frutos de mandarina 'Fortune' en los tres estadios de
maduracion, sometidos a los siguientes tratamientos: 3 d a 20 °C (control) o 37 °C
(curados) y posterior aplicacion de etileno (10 pL / L) durante 4 dias a 20°C. La
nomenclatura A-C se corresponde con los tres estadios de coloracion de la Figura 42: A.
Frutos virando (a/b = 0,15 + 0,03); B. Frutos con coloracién avanzada (a/b = 0,55 £ 0,03),
y C. Frutos totalmente coloreados (g/b = 1,13 £ 0,02).

Para determinar si la disminucion del color por el tratamiento de curado
era un efecto reversible o no, los frutos de mandarina 'Fortune' en los tres estadios
se trataron durante 4 dias con 10 pL /L de etileno a 20°C y se analizd la
evolucion del color (Figura 43). En general, la aplicacion del etileno estimuld la
coloracion tanto de los frutos curados como los control (Figura 43). En los frutos
curados, el efecto del etileno fue mayor en los de menor coloracién inicial (estadios
Ay B) y en los que este tratamiento produjo una mayor reduccion del color
(Figura 44). Los frutos recuperaron, tras 4 dias de tratamiento con etileno
(10 uL/ L), su coloracién inicial (Figura 44). Asi en el estadio A, el etileno
incrementd el cociente g/b aproximadamente un 79% (Figura 44 A), mientras
que en los estadios B y C sélo lo aumentd un 28% (Figura 44 B) y un 9%
(Figura 44 C), respectivamente. Aungue la coloracion final en los frutos control (3
d a 20 ©C) tras el tratamiento con etileno fue mayor que en los curados, el efecto
del etileno fue similar en ambos frutos. En los frutos control, al igual que en los
frutos curados, cuanto mayor fue la coloracion inicial del fruto, menor fue el efecto
del etileno en el incremento de color (Figura 44).
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Figura 44. Evolucién del color del flavedo de frutos de mandarina 'Fortune' durante 3 dias
de tratamiento térmico a 37 °C (o) 0 a 20 °C (e) (lineas continuas) y la posterior aplicacion
de etileno (10 L / L) durante 4 dias a 20 °C (lineas discontinuas). La nomenclatura A-C se
corresponde con los tres estadios de coloracion de la Figura 42: A. Frutos virando (a/b =
0,15 £ 0,03); B. Frutos con coloracion avanzada (a/6 = 0,55 = 0,03), y C. Frutos
totalmente coloreados (a/b = 1,13 £ 0,02). Los valores son la media + DE de al menos 10
frutos independientes.

1.2. Evolucion del contenido de clorofilas y carotenoides en el flavedo
y en la pulpa de frutos de mandarina 'Fortune' durante el curado y
posterior aplicacion de etileno

El contenido de clorofilas y de carotenoides totales en el flavedo de los
frutos de mandarina 'Fortune' curados o no y tras la posterior aplicacién de etileno
se resume en la Tabla 10. En el momento de la cosecha, el mayor contenido en
clorofilas totales se detecto en el flavedo de frutos virando (estadio A). En estos
frutos, la concentracion de clorofilas se redujo aproximadamente un 60% durante
el periodo de almacenamiento, tanto en los frutos curados como en los controles.
El posterior tratamiento con etileno redujo el contenido de clorofilas un 41% en los
frutos curados, mientras que en los controles la disminucion fue mayor (86%). En
los recolectados en estadios de maduracion mas avanzados (estadio B y C) el
contenido en clorofilas fue muy bajo (<5 pg / g PF) y no se detectaron cantidades
apreciables después de los distintos tratamientos (Tabla 10).
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Tabla 10. Contenido de clorofilas y carotenoides totales en el flavedo de frutos de
mandarina 'Fortune' en tres estadios de coloracion, después de 3 dias a 20 o0 37°C y
posterior aplicacion de etileno (10 uL / L) durante 4 dias a 20 °C.

Color T2 Clorofilas (g / g PF) Carotenoaides (rg / g PF)
(a/b) (°C) . . + 4 dias c c + 4 dias
0 dias 3 dias Etileno 0 dias 3 dias Etileno
20 2440+ 280 3,04+0,03 82,23+£0,53 11245+049
0,15 £ 0,03 58,40 £ 0,83 60,05 £ 3,32
37 23,00+086 13,50+0,71 5795+ 1,48 78,05+ 8,56
20 N.D. N.D. 92,00 £262 7583 +1,57
0,55 + 0,03 4,07 £0,77 63,20 £ 0,99
37 N.D. N.D. 7785+191 7349+872
20 N.D. N.D. 106,54 £9,94 122,03 + 9,43
1,13 £0,02 N.D. 117,99 + 0,54
37 N.D. N.D. 8735+ 163 102,84 4,01

N.D.No detectado
# Temperatura del acondicionamiento

El efecto del curado sobre el contenido de carotenoides totales en el
flavedo de mandarinas 'Fortune' fue dependiente del estadio de maduracion del
fruto. En el flavedo de los frutos en los estadios A y B el contenido inicial de
carotenoides totales fue similar (aproximadamente 60 pg /g PF), mientras que
casi se duplicé en los frutos totalmente coloreados (117,99 + 0,54 ug/ g PF)
(Tabla 10). En los frutos virando (estadio A) el contenido en carotenoides
aumentd un 33% después de 3 d a 20 °C y no se alterd en los curados. En frutos
en el estadio B, durante los 3 d de exposicidén a 20°C el contenido en carotenoides
aumentd un 45,5% mientras que a 37 °C solo lo hizo en un 23,3%. Por el
contario, en los totalmente coloreados se mantuvo en los frutos control y
disminuyd en los curados (Tabla 10). El efecto de la aplicacion de etileno en el
contenido de carotenoides también fue dependiente del estadio de maduracion del
fruto y similar en los curados o no. Asi, en los frutos virando el tratamiento con
etileno aumentd entre un 34-36% el contenido de carotenoides en ambos
tratamientos. En los coloreados, la aplicacion de la hormona redujo los
carotenoides totales, para aumentarlos posteriormente en estadios mas avanzados,
y de forma similar a 20 °C (14,5%) y a 37 °C (17,7%) (Tabla 10).

Para analizar el posible efecto del curado en el contenido de carotenoides
totales de la pulpa, se utilizaron frutos de mandarina 'Fortune' de principios de
marzo, con un indice ¢/ = 0,75 = 0,04 (Figura 45). Se seleccionaron estos
frutos, ya que estan proximos al estadio de cosecha comercial para el consumo en
fresco. Adicionalmente, el estudio del efecto del acondicionamiento a 37 °C se
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prolongd hasta un total de 7 dias. El contenido de carotenoides totales de la pulpa
se incrementd un 25 y un 20% a los 3 dias de exposicion a 20 y 37 ©C,
respectivamente. El mantenimiento de los frutos durante 4 dias adicionales a 37 °C
no modificé la concentracion de carotenoides totales, mientras que a 20 °C se
incrementd un 36% (Figura 45).

25 "

20F

Carotenoides (ug / g PF)

Dias

Figura 45. Evolucion del contenido de carotenoides totales en la pulpa de frutos coloreados
de mandarina 'Fortune' (g/b = 0,75+0,04) sometidos durante 3 d a 37 °C (o) 0 a 20 °C (e).
Los valores son la media + DE de al menos tres analisis independientes.

1.3. Composicion y contenido de carotenoides en el flavedo y en la
pulpa de frutos de mandarina 'Fortune' durante el curado y posterior
aplicacion de etileno

Los cambios en la composicién y en la concentracién de carotenoides
individuales en los frutos de la mandarina 'Fortune' sometidos a los tratamientos
descritos en los apartados anteriores se analizaron mediante HPLC-PDA.

En general, en los frutos virando la temperatura de almacenamiento afecto
de forma diferente a los distintos carotenoides. El contenido de fitoeno vy fitoflueno
no varié de forma importante respecto a los valores iniciales, tanto en los frutos
almacenados a 20 °C como a 37 °C, y el tratamiento con etileno aumentd 3 y 6
veces la concentracién de fitoeno y fitoflueno, respectivamente, respecto a las
iniciales y con independencia de la temperatura (Figura 46). La violaxantina
(trans-violaxantina+9-cis-violaxantina), carotenoide mayoritario en el estadio
inicial, incrementd su contenido a los 3 dias independientemente de la temperatura
de almacenamiento, sin embargo, tras la aplicacion de etileno esta xantofila se
redujo en aproximadamente 10 ug en ambas condiciones (Figura 46). Es
interesante destacar que la xantofila B-criptoxantina y el apocarotenoide B-
citraurina disminuyeron drasticamente su concentracion durante el curado,
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llegando a disminuir 4 veces la concentracidén de B-criptoxantina tras la aplicacion
de etileno respecto a los frutos alamacenados a 20 °C y a no detectarse B-
citraurina tras 3 dias a 37 °C, mientras que en los frutos almacenados a 20 °C
aumentaron respecto a los valores iniciales. El posterior tratamiento con etileno a
los frutos curados estimuld la acumulacién tanto en B-criptoxantina (de 0,38 +
0,05 a 2,00 =+ 0,24 pug / g PF) como en B-citraurina (de 0 a 2 ug / g PF). La
aplicacién de etileno a los frutos almacenados a 20 °C redujo el contenido de B-
criptoxantina a los valores iniciales mientras que el contenido de B-citraurina se
duplic respecto al inicial (Figura 46).

Los efectos sobre la composicion de carotenoides en los frutos de
mandarina 'Fortune' recolectados en un estadio de maduracion mas avanzado
(estadio B) presentaron diferencias importantes respecto a los frutos virando. No
se detectaron inicialmente carotenoides incoloros, ni fitoeno ni fitoflueno (Figura
47). Por el contrario, el carotenoide amarillo mutatoxantina tuvo una
concentracion inicial superior a la del estadio A (7,48 + 0,26 ug / g PF). Los
contenidos de fitoeno, fitoflueno y mutatoxantina aumentaron durante los 3 dias
de acondicionamiento a 37 y a 20 °C, siendo notablemente mayor el incremento
de fitoflueno y mutatoxantina en los frutos curados que en los control. En general,
la concentracion de fitoeno y fitoflueno aumentd de forma similar tras el
tratamiento con etileno tanto en frutos previamente curados como en los
almacenados a 20 °C. La mutatoxantina, sin embargo, tras la aplicacion de etileno,
disminuyd su contenido a la mitad en los frutos curados, a diferencia de los frutos
control que mantuvieron constante su contenido. La B-criptoxantina en los frutos
curados del estadio B siguid una evolucion distinta a los del estadio A,
duplicandose su contenido a diferencia de los frutos control que apenas varid su
concentracion. La aplicacion de la hormona disminuyd el contenido de B-
criptoxantina a la mitad en los frutos curados y se mantuvo constante en los
control (Figura 47). La evolucion del apocarotenoide B-citraurina en frutos del
estadio B durante curado a 37 °C disminuyd a la mitad el contenido en B-
citraurina, mientras que en los frutos almacenados a 20 °C aumento6 en un 50%. El
posterior tratamiento con etileno a frutos acondicionados y a frutos control no
afectd el contenido de B-citraurina (Figura 47). La concentracién de violaxantina
incrementd tanto en los frutos controles como en los curados y, tras la aplicacion
de etileno, disminuyd a niveles similares a los iniciales (Figura 47).

La evolucion de la concentracion de los carotenoides mas relevantes en el
flavedo de frutos de mandarina 'Fortune' en un estadio totalmente coloreado
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(estadio C, a/b= 1,13 £ 0,03) se muestra en la Figura 48. En este estadio se
mantuvo la concentracion inicial de los carotenoides incoloros en los frutos
curados, sin embargo, disminuyo aproximadamente 4 veces en los frutos control.
El tratamiento con etileno no provocé cambios importantes en la concentracion de
fitoeno ni de fitoflueno en los frutos curados, mientras que en los frutos control
incrementaron 5 y 7 veces, respectivamente. La mutatoxantina experimentd un
mayor aumento a 37 que a 20 °C, llegando a duplicarse. Tras la aplicacion de
etileno, el contenido de mutatoxantina se redujo 1,5 veces en los frutos curados y
se mantuvo en los control (Figura 48). La concentracion de PB-criptoxantina
permanecié constante tras el acondicionamiento a ambas temperaturas y aumentd
por el tratamiento con etileno. Los isdmeros de violaxantina incrementaron su
concentracion durante el almacenamiento a 20 y a 37 °C. La aplicacion de etileno
disminuyé la concentracion de 9-cis-violaxantina, independientemente de Ila
temperatura inicial a la que fueron acondicionados, mientras que el isdmero trans
sdlo disminuyd en los frutos sometidos a curado previamente. El contenido del
apocarotenoide B-citraurina se mantuvo constante en todos los tratamientos
(Figura 48).

El estudio del efecto del acondicionamiento térmico sobre el contenido y
composicion de carotenoides en la pulpa de frutos de mandarina 'Fortune' se llevd
a cabo en frutos recolectados con un indice ¢/ = 0,75 = 0,04 (Figura 49). La
concentracion de los carotenos iniciales se increment6 en los 3 primeros dias,
siendo mayor el efecto a 20 que a 37 °C. La concentracion de las xantofilas
identificadas en la pulpa, anteraxantina, B-criptoxantina y violaxantina, aumenté o
se mantuvo, independientemente de la temperatura de acondicionamiento. En la
pulpa de estos frutos no se detectaron ni mutatoxantina, ni p-citraurina (Figura
49)
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Figura 46. Composicion y contenido de carotenoides del flavedo de frutos de mandarina
de 0,15 * 0,03 durante 3 dias de
acondicionamiento térmico a 20 °C (barras naranjas) y 37 °C (barras verdes), y la posterior
aplicacién de etileno (10 p / L) durante 4 dias (barras a rayas). Los valores son la media +
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DE de al menos tres analisis independientes.
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Figura 47. Composicion y contenido de carotenoides del flavedo de frutos de mandarina
'Fortune' recolectados con un &/b inicial de 0,55 + 0,03 durante 3 dias de acondicionamiento
térmico a 20 °C (barras naranjas) y 37 °C (barras verdes), y la posterior aplicacion de
etileno (10 p / L) durante 4 dias (barras a rayas). Los valores son la media + DE de al
menos tres analisis independientes.
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Figura 49. Composicion y contenido de carotenoides de la pulpa de frutos de mandarina

'Fortune',

recolectados con un indice de coloracion externo inicial de a/6 = 0,75 = 0,04

durante 3 dias de acondicionamiento térmico a 20 °C (barras naranjas) y 37 °C (barras
verdes), y la posterior aplicacién de etileno (10 p / L) durante 4 dias (barras a rayas). Los
valores son la media + DE de al menos tres analisis independientes.
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1.4. Analisis de la expresion de los genes de la biosintesis de
carotenoides en el flavedo de frutos de mandarina 'Fortune' durante el
curado y posterior aplicacion de etileno

Con objeto de determinar si las diferencias en el perfil de carotenoides
observadas en frutos de mandarina 'Fortune' durante el periodo de curado y el
posterior tratamiento con etileno se deben a una expresion diferencial de genes de
la biosintesis de carotenoides, se analizd mediante PCR cuantitativa a tiempo real
(RT-gPCR) la expresion de genes clave de la biosintesis de carotenoides. Los genes
seleccionados para este estudio fueron: ASY, que codifica la primera enzima de la
ruta y que esta implicada en la produccién de carotenos lineales determinando la
entrada de flujo a la ruta; dos BLCYs (BLCY1y BLCY2), enzimas situadas en la
bifurcacion de la ruta e implicadas en la ciclacion del licopeno y, por tanto, en el
redireccionamiento de la ruta hacia la rama B,B; y SCHX implicada en la biosintesis
de B,B-xantofilas. En la Figura 50 se muestran los cambios en la expresion de
estos genes durante el acondicionamiento térmico de frutos de mandarina
'Fortune' con indice de color g/b inicial de 0,55 (estadio B). La expresion de los
genes seleccionados no se modificé de forma importante en el flavedo de los
frutos control. Sin embargo, el almacenamiento de 3 dias a 37 °C afect6 de forma
muy importante a los niveles de los transcritos de PSY, BLCYZ y BCHX, que se
redujeron entre 8 y 10 veces, respecto a los niveles iniciales. La aplicacion de
etileno durante 4 dias a frutos previamente almacenados a 20 °C no modificé de
forma importante la expresion de los genes estudiados (Figura 50). En los frutos
curados, sin embargo, se incrementd considerablemente la acumulacion de los
mRNAs de PSY, BLCY2 y BCHX, a niveles similares a los iniciales. El gen BLCYI
mostré un patron de acumulacion diferente, con escasas variaciones por los
diferentes tratamientos (Figura 50).

110



Resultados: Capitulo II

o 1,5 o [
2 PSY |
E 1,2 B ) |
& 09t I :
5 | e 7
§ 0,6 | 7
g o3t R
! o 370C
8 pi we 10
Etleno
1,5 i . 5
b m
% 1,2_,5.".CY1 I | BLCYZ : 14 a
£ oof A BNk g
- r =]
g o5 D RZRER
a L | / | [ d )
iy A7t % ,
] [ t
0"0 W00 I7oC W I7eC 0
I I N Sy
2,0 I
s | pox |
T 15F |
& : i
5 1,0F 1 )4
2
£ osl ROZR
— 1
0,0 sa 4 00C 37°C
od 00 370C Efcﬁo
bl

Figura 50. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo de frutos de mandarina 'Fortune' (con un indice g/ inicial de 0,55 + 0,03)
durante el tratamiento de acondicionamiento térmico a 20 °C (barras naranjas) y 37 °C
(barras verdes) y la posterior aplicacion de etileno (10 pL/L) durante 4 dias a 20°C (barras a
rayas). Los valores obtenidos para cada gen estan normalizados frente a los niveles de
expresion al inicio del tratamiento (dia 0), al que se le asigna un valor relativo de 1.

2. Caracterizacion de la biosintesis y acumulacion de carotenoides
durante el periodo de curado y posterior aplicacion de etileno en frutos
de naranja 'Navelina’

Para el estudio del efecto del curado se recolectaron frutos de naranja
'Navelina' en tres estadios de coloracion: (A) Frutos virando (g/b = 0,08 + 0,04);
(B) Frutos con coloracién avanzada (g/b6 = 0,59 %= 0,03), y (C) Frutos totalmente
coloreados (g/b6 = 0,95 = 0,02) (Figura 42) y se sometieron al tratamiento de
acondicionamiento y posterior aplicacion de etileno que en la mandarina 'Fortune'
(Apartado anterior).
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2.1. Evolucion del color del flavedo de frutos de naranja 'Navelina’
durante el curado y posterior aplicacion de etileno

El aspecto externo y la evolucién de la coloracion, determinada como el
cociente g/b, en los frutos de naranja 'Navelina' sometidos al tratamiento de
acondicionamiento térmico y posterior aplicacion de etileno se muestran en la
Figura 51 y en Figura 52, respectivamente.

. +4dEtileno -+ 4d Etileno | ' +4dEtileno!

Figura 51. Aspecto externo de los frutos de naranja 'Navelina' en los tres estadios de
maduracion sometidos a los siguientes tratamientos: 3 d a 20 °C (control) o 37 °C (curados)
y posterior aplicacion de etileno (10 pL / L) durante 4 dias a 20 °C. La nomenclatura A-C se
corresponde con los distintos estadios de coloracidn presentados en la Figura 42: A. Frutos
virando (g/b = -0,08 + 0,04); B. Frutos con coloracion avanzada (g/6 = 0,59 + 0,03), y C.
Frutos totalmente coloreados (g/6 = 0,95 %+ 0,02).

El tratamiento de curado a 37 °C durante 3 dias produjo una disminucién
del color externo de los frutos de naranja en los tres estadios analizados (Figura
51). La pérdida de color por el curado mayor en los 2 estadios de coloracion mas
avanzados (0,3 unidades del indice g/b). Para el mismo tiempo de tratamiento, la
exposicion a 20 °C apenas modificd el cociente g/b del flavedo de los frutos
(Figura 52).
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Figura 52. Evolucién del color del flavedo de frutos de naranja 'Navelina' durante 3 dias de
tratamiento térmico a 37 °C (o) y el almacenamiento a 20 °C (e) (lineas continuas) y la
posterior aplicacién de etileno (10 pL / L) (lineas discontinuas). La nomenclatura A-C se
corresponde con los distintos estadios de coloracion presentados en la Figura 42: A. Frutos
virando (g/b = -0,08 £ 0,04); B. Frutos con coloracién avanzada (g/b = 0,59 + 0,03), y C.
Frutos totalmente coloreados (/b = 0,95 + 0,02). Los valores son la media = DE de al
menos 10 frutos independientes.

El tratamiento con etileno (10 YL / L) durante 4 dias a 20 °C, promovié la
coloracién externa de los frutos de naranja 'Navelina' (Figura 51). Este
incremento en el color se observd tanto en los frutos curados como en los frutos
controles e independientemente del estadio inicial. De forma similar a lo observado
en los frutos de mandarina 'Fortune’, el efecto del etileno fue mayor en los frutos
menos coloreados (Figura 52). Asi, en los frutos virando (g/b = -0,08 = 0,04) se
produjo un incremento del indice a/b de, aproximadamente, 0,5 unidades (Figura
52 A), mientras que en los dos estadios siguientes (B y C) este aumento en el
indice a/b fue de 0,3, y 0,1, respectivamente, tanto en los frutos curados a 37 °C
como en los frutos control a 20 °C (Figura 52 B y C)

2.2. Evolucion del contenido de clorofilas y carotenoides en el flavedo
de frutos de naranja 'Navelina' durante el curado y posterior aplicaciéon
de etileno

Los efectos de los diferentes tratamientos en el contenido de clorofilas y
carotenoides totales se muestran en la Tabla 11. Los frutos de naranja con menor
indice de coloracion inicial (estadio A, a/b = -0,08 + 0,04) fpresentaron la mayor
concentracion inicial de clorofila, que se redujo un 37,8% y 50,3% tras el
almacenamiento de 3 dias a 20 °C o 37 °C, respectivamente. En los siguientes
estadios de maduracion o tras la exposicion a etileno, el contenido en clorofilas fue
muy reducido o indetectable (Tabla 11).
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Tabla 11. Contenido de clorofilas y carotenoides totales en el flavedo de frutos de naranja
'Navelina' en tres estadios de coloracion, después de 3 dias a 20 o 37 °C y tras la posterior
aplicacién de etileno (10 yL / L) durante 4 d a 20 °C.

Color 1.0 Clorofilas (ug / g PF) Carotenocides (ug / g PF)
(a/b) (°C) . . + 4 dias " . + 4 dias
0 dias 3 dias Etileno 0 dias 3 dias Etileno
20 24,40 £+ 2,80 N.D. 16,40 £ 0,20 24,18+ 4,44
-0,08 £ 0,04 39,25 £ 6,07 14,59 £ 2,25
37 19,5 £ 5,59 N.D. 19,50 £ 0,03 22,67 £3,78
20 N.D. N.D. 67,37 +475  5851£437
0,59 0,03 4,51 + 3,01 48,15 + 1,20
37 N.D. N.D. 7785+£191 62,06 £ 4,59
20 N.D. N.D. 45,01+ 181 122,20 £ 1,22
0,95 + 0,02 N.D. 63,56 £ 1,16
37 N.D. N.D. 43,95+ 0,74 66,10 £ 5,97

N.D. No detectado
? Temperatura del acondicionamiento

El contenido inicial de carotenoides totales en la piel de naranja 'Navelina'
incrementd con el estadio de maduracion del fruto (Tabla 11). La temperatura de
almacenamiento tuvo efectos diversos en funcion del estadio de maduracion del
fruto. Mientras que en los frutos virando solamente se produjeron cambios
modestos, en los frutos coloreados (a/b = 0,59) la concentracion de carotenoides
se incrementd un 40% y un 60% a 20 y 37 °C, respectivamente. En el flavedo de
los frutos mas maduros, sin embargo, el contenido de carotenoides totales
disminuyd aproximadamente un 30%, tanto en el flavedo de los frutos curados
como en los control (Tabla 11).

El efecto del etileno en la concentracion de carotenoides del flavedo
también fue deferente en los distintos estadios de maduracion. En los frutos
virando el etileno aumentd 1,3 veces, aproximadamente, el contenido en
carotenoides  totales, independientemente de la temperatura de
acondicionamiento. En frutos del estadio, en los que el acondicionamiento
aumentd el contenido de carotenoides, el tratamiento con etileno lo disminuyd
tanto en los tratados a 20 como a 37 °C. Por el contrario, en los frutos totalmente
coloreados, en los que se redujo el contenido de carotenoides durante el
acondicionamiento, el tratamiento con etileno lo aumentd, siendo mayor el efecto
en los tratados previamente a 20 °C (Tabla 11).
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2.3. Composicion y contenido de carotenoides en el flavedo y en la
pulpa de frutos de naranjas 'Navelina' durante el curado y posterior
aplicacion de etileno

La concentracién de los carotenoides mas relevantes identificados en el
flavedo de frutos de naranja 'Navelina' en el estadio de viraje (estadio A) se
resume en la Figura 53. El contenido de carotenoides incoloros no se afectd
durante los 3 dias de acondicionamiento e incrementé por la posterior aplicacion
de etileno. La concentracion de las xantofilas B-criptoxantina, mutatoxantina y
violaxantina tampoco mostrd diferencias importantes respecto los valores iniciales,
independientemente de la temperatura de acondicionamiento. Es interesante
destacar el comportamiento del apocarotenoide [-citraurina, ya que su
concentracion se redujo 5 veces durante los 3 dias de almacenamiento a 37 °C,
mientras que en los frutos control se mantuvieron los niveles constantes (Figura
53). El posterior tratamiento de los frutos control con etileno no varié de forma
importante el contenido de B-criptoxantina, violaxantina y mutatoxantina, pero
duplicd la concentracion de B-citraurina. El efecto mas destacable del tratamiento
con etileno en los frutos curados fue el aumento de la concentracion de B-
citraurina (7 veces) y mutatoxantina (2 veces) y la disminucién a la mitad del
contenido de B-criptoxantina (Figura 53).

En el flavedo de los frutos coloreados (estadio B) el contenido de
carotenoides incoloros aumentd tanto durante el curado como durante el
almacenamiento a 20 °C. La aplicacion de etileno a frutos curados incremento la
concentracion de fitoeno vy fitoflueno 2 y 6 veces, respectivamente, mientras que
en los frutos control el contenido de fitoeno se mantuvo constante y el de
fitoflueno se duplico (Figura 54). Un comportamiento similar se observé para la
mutatoxantina, cuyo contenido se duplicd durante el periodo de acondicionamiento
a ambas temperaturas, y tras la posterior aplicacion de etileno en los frutos
curados, mientras que se mantuvo constante en los control. El contenido de la B-
criptoxantina no varid de forma importante tras los diferentes tratamientos. La
concentracion de 9-cis-violaxantina se mantuvo durante el curado e increment6 a
20 °C, vy la aplicacion de etileno indujo un ligero aumento en los frutos curados y
una disminucion en los control (Figura 54). El apocarotenoide B-citraurina siguio
un patrén similar al observado en el flavedo los frutos virando, disminuyendo
aproximadamente 7 veces durante el almacenamiento a 37 °C y aumentando en
los controles. La concentracién de este apocarotenoide aumentd aproximadamente
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9 veces tras la aplicacién de la hormona en los frutos curados, y disminuyd a los
valores iniciales en los frutos control (Figura 54).
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Figura 53. Composicion y contenido de carotenoides del flavedo de frutos naranja
'Navelina' recolectados con un &/b inicial de -0,08 + 0,04 durante 3 dias de
acondicionamiento térmico a 20 °C (barras naranjas) y 37 °C (barras verdes) y la posterior
aplicacion de etileno (10 u / L) durante 4 dias a 20 °C (barras a rayas). Los valores son la
media £ DE de al menos tres analisis independientes.
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El efecto de los diferentes tratamientos en la concentracién de
carotenoides individuales en el flavedo de frutos totalmente coloreados (estadio C)
se muestra en la Figura 55. La concentracion de fitoflueno aumentd durante el
acondicionamiento a ambas temperaturas, mientras que la de fitoeno no varié de
forma importante. Tras la aplicacion de etileno el contenido de ambos carotenos se
triplicd (Figura 55). En los frutos recién cosechados no se detectd la xantofila
mutatoxantina, sin embargo, tras 3 dias de acondicionamiento a 20 °C y a 37 °C
se incrementd hasta 2 y 4 ug / g PF, respectivamente. La concentracion de B-
criptoxantina no experimentd cambios importantes tras el acondicionamiento a
20 °C, pero aumento cerca del 50% en los frutos curados. La aplicacion de etileno
estimulo el contenido de ambas xantofilas, tanto en los tratados previamente a 20
como a 37 °C (Figura 55). En el contenido de violaxantina no se observo ningln
cambio tras los 3 dias de acondicionamiento, pero la aplicacion de etileno
incrementd aproximadamente un 30% la concentracién de esta xantofila (Figura
55). La concentracion de B-citraurina no varié en los frutos control, mientras que
en los frutos curados se redujo a la mitad. La posterior aplicacion de etileno
estimuld de forma importante la acumulacion del apocarotenoide, siendo este
efecto mayor en los frutos control que en los tratados a 37 °C (Figura 55).
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Figura 55. Composicion y contenido de carotenoides del flavedo de frutos naranja
'Navelina' recolectados con un &/ inicial de 0,95 + 0,02 durante 3 dias de
acondicionamiento térmico a 20 °C (barras naranjas) y 37 °C (barras verdes) y la posterior
aplicacion de etileno (10 p / L) durante 4 dias a 20 °C (barras a rayas). Los valores son la
media + DE de al menos tres analisis independientes.
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2.4. Anadlisis de la expresion de los genes de la biosintesis de
carotenoides en el flavedo de frutos de naranja 'Navelina' durante el
curado y posterior aplicacion de etileno

Al igual que en los frutos de mandarina Fortune, se analizaron los cambios
en la expresion de los genes PSY, BLCY1, BLCY2y BCHX, mediante RT-gPCR, en el
flavedo de frutos coloreados (estadio B) de naranja sometidos a los diferentes
tratamientos (Figura 51). La expresion de los genes PSY'y BCHX, disminuyo tras
los 3 dias de acondicionamiento térmico, siendo mucho mas importante el
descenso a 37 (85%) que a 20 °C (60 y 40%, respectivamente). El gen SLCY1
mostré una mayor pérdida en los frutos controles (35%) que en los curados
(20%). No detectaron cambios importantes en la expresion del gen BLCYZ a
ambas temperaturas. El tratamiento posterior con etileno indujo una mayor
acumulacion de los transcritos en los frutos curados que en los controles. Asi, por
ejemplo, los mRNAs de PSY'y BCHX incrementaron 6 veces en los frutos tratados
previamente a 37 °C y se mantuvieron en los expuestos a 20 °C. El etileno produjo
un aumento mucho mas importante en la acumulacion de los transcritos de BLCY2
que de ABLCYI, independientemente de la temperatura a la que estuvieron
expuestos los frutos con anterioridad (Figura 56).
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Figura 56. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo de frutos naranja 'Navelina' (con un indice g/b inicial de 0,59 + 0,03) durante
el tratamiento de acondicionamiento térmico a 20 °C (barras naranjas) y 37 °C (barras
verdes) y la posterior aplicacion de etileno (10 pL / L) durante 4 dias a 20 °C (barras a
rayas). Los valores obtenidos para cada gen estan normalizados frente a los niveles de
expresion al inicio del tratamiento (dia 0), al que se le asigna un valor relativo de 1.

121






CAPITULO III. PAPEL DEL ETILENO EN LA BIOSINTESIS Y
ACUMULACION DE CAROTENOIDES EN FRUTOS DE DISTINTAS
VARIEDADES MANDARINAS

Con el fin de caracterizar el papel del etileno en la coloracion y en la
carotenogénesis de frutos citricos y, en concreto, determinar si la hormona actta
como un inductor o si se requiere su percepcion continua, en este capitulo de Tesis
se han utilizado frutos de dos variedades de mandarina: el hibrido 'Fortune' y
'Clemenules', en diferentes estadios de coloracion: frutos verdes, antes de los
primeros sintomas visuales del cambio de color; frutos virando, en pleno proceso
de coloracion y antes de la completa desaparicion de clorofilas, y frutos
coloreados, en los que aln no se habia alcanzado la coloracion final del flavedo. La
estrategia experimental consistid en la utilizacion del inhibidor de la accion del
etileno 1-MCP para comprobar como prosiguen los diferentes procesos de la
carotenogénesis (sintesis y acumulacion de carotenoides, asi como la expresion de
genes de la biosintesis de dichos pigmentos) en ausencia o con reducida accién de
la hormona, tanto durante la postcosecha de los frutos (frutos separados del arbol)
como en frutos intactos en el arbol, lo que ha constituido uno de los aspectos mas
novedosos de este trabajo.

1. Estudio del papel del etileno endégeno en la biosintesis y
acumulaciéon de carotenoides en el flavedo durante la postcosecha de
frutos de mandarina

Para caracterizar el efecto del etileno en la coloracion de frutos de las
variedades de mandarina 'Fortune' y 'Clemenules' a lo largo de la vida
postcosecha, se seleccionaron los siguientes estadios de coloracion: A. Frutos
verdes (g/b = -0,40); B. Frutos virando (g/b = -0,10); y C. Frutos coloreados (a/b
=~ 0,27) (Figura 57). Los frutos de ambas variedades se sometieron a un
tratamiento con 1-MCP durante 16 h y, con el fin de corroborar la efectividad del
tratamiento, algunos de los frutos se expusieron posteriormente a una atmosfera
de etileno en camaras termostatadas a 20 °C y 90-95% HR (Apartado 3.4 de
Materiales y Métodos). En todos los casos se realizaron dos tratamientos de 1-
MCP, al inicio del experimento y otro a los 7 dias.
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'Fortune’ ‘Clemenules’

0,38 0,11 0,26 -0,41 -0,10 0,27

Figura 57. Aspecto y color del flavedo de los frutos de las variedades de mandarina
'Fortune' y 'Clemenules' recolectados para el estudio de la aplicacién de 1-MCP. Debajo de
cada fruto se indica la media del indice de coloracion (g/b). A. Frutos verdes maduros; B.
Frutos virando, y C. Frutos coloreados.

1.1. Efecto de la aplicacion del inhibidor de la accion del etileno 1-MCP
durante la postcosecha de frutos de mandarina 'Fortune' en tres estadios
de maduracion

1.1.1. Cambios en el color externo y en el contenido de clorofilas y
carotenoides totales

El aspecto externo de los frutos de mandarina 'Fortune' en los tres estadios
de coloracion a lo largo del tratamiento, asi como la evolucion del color en los
frutos tratados y no tratados con 1-MCP se muestran en las Figura 58 y Figura
59, respectivamente. En los tres estadios de maduracion el tratamiento con 1-MCP
retrasd la coloracion de los frutos, pero con ligeras diferencias. Asi, en los dos
primeros estadios de coloracion, las diferencias en el color externo comenzaron a
detectarse aproximadamente a partir del décimo dia, mientras que en los frutos
mas coloreados el retraso en la coloracion tras el tratamiento con 1-MCP comenzd
a hacerse patente a partir del cuarto dia (Figura 59). Con el fin de comprobar si
el tratamiento con 1-MCP fue efectivo inhibiendo la accién de la hormona en la
desverdizacion, un grupo de frutos tratados y no tratados con 1-MCP se
mantuvieron en una atmosfera con 2 L / L de etileno durante dos semanas. En
los tres estadios se observo que el tratamiento con el inhibidor redujo de forma
muy acentuada el efecto del etileno promoviendo la coloracion, especialmente en
los dos primeros estadios de maduracion, donde la diferencia de coloraciéon entre
los frutos control y los tratados con 1-MCP fue de 0,7 unidades (Figura 59 Ay B),
mientras que en los frutos coloreados la diferencia fue mucho menor (Figura
59 C).
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Figura 58. Aspecto y color del flavedo de los frutos de mandarina 'Fortune' en 3 estadios
de maduracion tratados (+) y no tratados (-) con 4 pL / L de 1-MCP. La nomenclatura A-C
se corresponde con los distintos estadios de coloracién indicados en la Figura 57: A. Frutos
verdes (a/b = -0,38 £ 0,01); B. Frutos virando (a/b = -0,11 £ 0,01); y C. Frutos coloreados
(a/b= 0,26 + 0,01). Los valores son la media + DE de al menos 10 frutos independientes.

La evolucidon del contenido de clorofilas durante la postcosecha de frutos
de mandarina 'Fortune' tras la aplicacién del inhibidor del etileno se muestra en la
Figura 60. En el flavedo de los frutos verdes el contenido de clorofilas fue mas
elevado (280,17 + 7,83 ug / g PF), disminuyendo un 76%, aproximadamente,
durante las dos semanas de tratamiento, tanto en los frutos control como en los
tratados con 1-MCP (Figura 60 A). En los otros dos estadios de coloracion se
produjo un comportamiento similar, sin diferencias significativas por el efecto del
1-MCP en la pérdida de clorofilas (Figura 60 B y C).
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Figura 59. Evolucién del color del flavedo de frutos de mandarina 'Fortune' tratados (o) y
no tratados (e) con 1-MCP en atmdsfera de aire (paneles superiores) y de etileno (2 uL / L)
(paneles inferiores). Las flechas indican el tratamiento con 1-MCP (4 pL / L). La
nomenclatura A-C se corresponde con los distintos estadios de coloracion indicados en la
Figura 57: A. Frutos verdes (g/b = -0,38 £+ 0,01); B. Frutos virando (g/6 = -0,11 + 0,01);
y C. Frutos coloreados (g/b = 0,26 = 0,01). Los valores son la media = DE de al menos 10

frutos independientes.

El tratamiento con 1-MCP durante 14 dias no provocd cambios importantes
en la evolucidn del contenido de carotenoides totales en el flavedo de los frutos de
mandarina 'Fortune' entre los frutos control y los tratados con 1-MCP (Figura 61).
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Figura 60. Evolucién del contenido de clorofilas en el flavedo de frutos de mandarina
'Fortune' tratados (o) y no tratados (e) con 1-MCP en atmdsfera de aire. Las flechas indican
el momento en el que se aplicd el tratamiento con 1-MCP (4 pL / L). La nomenclatura A-C
se corresponde con los distintos estadios de coloracion indicados en la Figura 57: A. Frutos
verdes (g/b = -0,38 = 0,01); B. Frutos virando (g/b = -0,11 £+ 0,01); y C. Frutos coloreados
(a/b= 0,26 £ 0,01). Los valores son la media + DE de al menos 3 analisis independientes.
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Figura 61. Evolucion del contenido de carotenoides totales en el flavedo de frutos de
mandarina 'Fortune' tratados (o) y no tratados (e) con 1-MCP en atmodsfera de aire. Las
flechas indican el momento en el que se aplico el tratamiento con 1-MCP (4 pL / L). La
nomenclatura A-C se corresponde con los distintos estadios de coloracion indicados en la
Figura 57: A. Frutos verdes (g/b = -0,38 £+ 0,01); B. Frutos virando (g/b = -0,11 + 0,01);
y C. Frutos coloreados (a/b = 0,26 + 0,01). Los valores son la media = DE de al menos 3
analisis independientes.

1.1.2. Evolucion de la composicion de carotenoides en el flavedo

La composicion de carotenoides en el flavedo de los frutos de mandarina
'Fortune' durante las dos semanas de conservacion se analizd, mediante HPLC-
PDA, en los tres estadios de maduracion. En los tres estadios, la proporcion de
carotenoides lineales y ciclicos se mantuvo relativamente constante, a diferencia
de las €,B- y B,B-xantofilas. El perfil de carotenoides en cada uno de los estadios
de coloracion fue diferente. Asi, el contenido de g,B-xantofilas descendid tanto con
la maduracién del fruto como la conservacion de los frutos a 20 °C, sin presentar
diferencias importantes entre los controles y los tratados con 1-MCP (Figura 62,
Figura 63 y Figura 64). Por su parte, las B,B-xantofilas aumentaron,
principalmente el apocarotenoide B-citraurina. El carotenoide mayoritario fue la cis-
violaxantina, representando el 21,26, 30,55 y 34,89%, respectivamente, en los tres
estadios de coloracién estudiados. De la misma forma, el contenido de B-citraurina
incrementd de 0,50 ug / g PF en el flavedo de los de frutos verdes al 2,55 ug / g
PF en los frutos mas coloreados. En general, durante la conservacion de los frutos
en los tres estadios analizados, la mayoria de los carotenoides descendieron,
mostrando escasas diferencias entre los frutos control y los tratados con 1-MCP.
Sin embargo, el apocarotenoide B-citraurina y la mutatoxantina aumentaron sus
respectivas concentraciones en los frutos virando y coloreados, mientras que el
carotenoide mayoritario, cis-violaxantina, se mantuvo constante en los dos
estadios mas verdes, aumentando en los coloreados (Figura 62, Figura 63 y
Figura 64).
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Figura 62. Composicion y contenido de carotenoides en el flavedo de frutos de mandarina
'Fortune’, recolectados con un g/b inicial de -0,38 + 0,01, tratados con 4 pL / L de 1-MCP
(o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a 20 °C. Los valores son la media + DE
de al menos 3 analisis independientes.
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Figura 63. Composicion y contenido de carotenoides en el flavedo de frutos de mandarina
'Fortune’, recolectados con un g/b inicial de -0,11 + 0,01, tratados con 4 pL / L de 1-MCP
(o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a 20 °C. Los valores son la media + DE

de al menos 3 analisis independientes.
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Figura 64. Composicion y contenido de carotenoides en el flavedo de frutos de mandarina
'Fortune', recolectados con un g/ inicial de 0,26 + 0,01, tratados con 4 pL / L de 1-MCP (o)
y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a 20 °C. Los valores son la media = DE de
al menos 3 analisis independientes.
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1.1.3. Anadlisis de la expresion de los genes de la biosintesis de
carotenoides en el flavedo

Con el fin de analizar los efectos de la inhibicién de la accién del etileno
por 1-MCP en la expresion de algunos genes de la biosintesis de carotenoides y su
posible correlacion con los niveles de los carotenoides individuales, se realizd un
analisis, mediante RT-gPCR, de la acumulacion de los mRNA correspondientes a los
genes PSY, BLCY1, BLCY2y BCHX (Figura 65, Figura 66 y Figura 67).
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Figura 65. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo de frutos de mandarina 'Fortune', recolectados con un g/b inicial de -0,38 +
0,01, tratados con 4 yL / L de 1-MCP (o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a
20 °C. Los valores obtenidos para cada gen estan normalizados frente a los niveles de
expresion al inicio del tratamiento (dia 0) de los frutos verdes (/b = -0,38 + 0,01, Figura
57), al que se le asigna un valor relativo de 1.

A lo largo de la maduracién los genes se expresaron de forma diferente en
el flavedo, asi mientras los genes PSY'y BLCY2 incrementaron su expresion 10 y 3
veces, respectivamente, en los frutos mas coloreados respecto a los verdes, los
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genes BLCY! y PBCHX disminuyeron su expresion un 80% vy un 32%,

respectivamente (Figura 65, Figura 66 y Figura 67).
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Figura 66. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo de frutos de mandarina 'Fortune', recolectados con un g/b inicial de -0,11 +
0,01, tratados con 4 yL / L de 1-MCP (o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a
20 °C. Los valores obtenidos para cada gen estan normalizados frente a los niveles de
expresion al inicio del tratamiento (dia 0) de los frutos verdes (a/b = -0,38 + 0,01, Figura
57), al que se le asigna un valor relativo de 1.

El perfil de expresidon de los genes estudiados a lo largo del periodo de
conservacion fue diferente, dependiendo del estadio de maduracion. En los dos
estadios de coloracién menos avanzados, que fueron los que presentaron la
expresion de APSY mas baja al inicio del experimento, mostraron un aumento
transitorio en la expresion de este gen en los frutos control, mientras que en los
tratados con 1-MCP este efecto se redujo parcialmente (Figura 65 y Figura 66).
Los frutos mas coloreados presentaron inicialmente un alto nivel de mRNA de ASY,
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gue disminuyé durante el periodo de tratamiento, independientemente del
tratamiento con 1-MCP (Figura 67).
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Figura 67. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo de frutos de mandarina 'Fortune', recolectados con un g/b inicial de 0,26 %
0,01, tratados con 4 L / L de 1-MCP (o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a
20 °C. Los valores obtenidos para cada gen estan normalizados frente a los niveles de
expresion al inicio del tratamiento (dia 0) de los frutos verdes (/b = -0,38 £ 0,01, Figura
57), al que se le asigna un valor relativo de 1.

La expresion del gen BLCYI mostré efectos variables durante los 14 dias
de conservacion. Aunque, en general, mostrd una tendencia a descender no se
detectaron diferencias por la aplicacion de 1-MCP. Los transcritos de BLCY2 sblo
mostraron un incremento en los frutos verdes durante la segunda semana de
conservacion, y dicho incremento se vio reducido por la aplicacion de 1-MCP
(Figura 65). En cambio, en los dos estadios de coloracion mas avanzados se
observd un descenso en la expresion de SLCYZ2, tanto en los frutos control como
en los tratados con el inhibidor (Figura 66 y Figura 67). Por Ultimo, el perfil de
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acumulacion del transcrito de BCHX mostrd en los frutos verdes un descenso
transitorio, tras el cual incrementd hasta alcanzar niveles similares a los iniciales.
En los frutos virando y coloreados, este incremento observado en la expresion de
BCHX se redujo por el tratamiento con 1-MCP (Figura 66 y Figura 67). En
general, estos resultados muestran que la inhibicidon de la accién del etileno
por 1-MCP sodlo redujo la expresion de algunos genes y en el momento de mayor
incremento de su expresion.

1.2. Efecto de la aplicacion del inhibidor de la accion del etileno 1-MCP
durante la postcosecha de frutos de mandarina 'Clemenules’' en tres
estadios de maduracion

Con el fin de comparar los efectos del 1-MCP en la carotenogénesis en
frutos de una segunda variedad de mandarina, se seleciond la mandarina
'Clemenules', que junto con otras caracterisiticas, presenta una velocidad de
coloracién mas rapida que la variedad 'Fortune', lo que podria ampliar las
conclusiones de este estudio. Se selecionaron frutos en tres estadios de coloracién
similares a los de 'Fortune' (Figura 57) y se trataron con 1-MCP inmediatamente
después de la recoleccion y a los 6 dias.

Conviene destacar que los frutos de esta variedad tratados con 1-MCP, a
diferencia de los de mandarina 'Fortune', desarrollaron importantes manchas en la
piel, como se muestra en la Figura 68. Estas manchas o lesiones comenzaron a
detectarse a partir de los 7 dias de conservacion y se manifestaron inicialmente
como pequefias manchas de color marron-pardo, que se extendieron
progresivamente sobre la superficie de los frutos y se ennegrecieron, confiriendo
una apariencia de tejido necrosado. Las zonas internas del fruto también se vieron
afectadas, fueron mas blandas y presentaron un oscurecimiento y ennegrecimiento
del albedo e incluso de las zonas adyacentes de los gajos. Tras 14 dias de
tratamiento, un porcentaje importante de los frutos estuvieron afectados v,
aunque no se realizd un andlisis cuantitativo de los frutos lesionados, estas
alteraciones se observaron de forma consistente en los frutos en los tres estadios
de coloracion. Es interesante destacar que fueron los frutos mas verdes lo que
presentaron una mayor y mas severa incidencia de los danos (Figura 68).
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Figura 68. Detalle de los dafios causados por el tratamiento con 1-MCP (4 pL/ L) en el
flavedo y en la pulpa de frutos de mandarina 'Clemenules' (a/b = -0,38 = 0,01, Figura 57)
y conservados a 20 °C, a los 6, 10 y 14 dias del primer tratamiento.

1.2.1. Cambios en el color externo y en el contenido de clorofilas y
carotenoides totales

El aspecto externo de los frutos de mandarina 'Clemenules' tratados y no
tratados con 1-MCP durante la conservacion a 20 °C se muestra en la Figura 69.
En esta variedad, a diferencia de las mandarinas 'Fortune', durante la conservacion
postcosecha a 20 °C se produjo una rapida induccion del cambio del color en el
flavedo, principalmente en los frutos verdes y virando. Estos resultados indican una
mayor y mas rapida capacidad carotenogénica de los frutos de esta variedad de
mandarina.

En general, la evolucién de la coloracién de los frutos tratados con 1-MCP
mostro un ligero retraso respecto a los frutos control, que se hizo patente a partir
de los 6-7 dias del inicio del experimento en los tres estadios de coloracion
(Figura 70). Asi, por ejemplo, los frutos de los estadios mas coloreados al final
del tratamiento con 1-MCP mostraron una diferencia de 0,2 unidades en su indice
de coloracion (Figura 70 B y C).
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Figura 69. Aspecto y color del flavedo de los frutos de mandarina 'Clemenules' en 3
estadios de maduracion tratados (+) y no tratados (-) con 4 pyL / L de 1-MCP. La
nomenclatura A-C se corresponde con los distintos estadios de coloracién indicados en la
Figura 57: A. Frutos verdes (g/b = -0,41 + 0,01); B. Frutos virando (g/b = -0,10 £+ 0,01);
y C. Frutos coloreados (g/b = 0,27 = 0,01). Los valores son la media = DE de al menos 10
frutos independientes.

Con el fin de corroborar la eficacia de los tratamientos con 1-MCP en los
procesos estudiados, se determind el cambio de color en frutos virando, tratados o
no con 1-MCP, e incubados en una atmdsfera de etileno (2 yL / L). En la Figura
71 se muestra que el 1-MCP retrasé eficientemente la velocidad de coloracién
respecto a los frutos control y, tras los 14 dias de tratamiento el indice de color en
estos frutos fue de 1,12 + 0,07 frente a 0,47 = 0,03 en los tratados con el
inhibidor.
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Figura 70. Evolucion del color del flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules' tratados (o)
y no tratados (e) con 1-MCP en atmodsfera con aire. Las flechas indican el momento del
tratamiento con 1-MCP (4 pL / L). La nomenclatura A-C se corresponde con los distintos
estadios de coloracion indicados en la Figura 57: A. Frutos verdes (a/b = -0,41 £ 0,01); B.
Frutos virando (a/6 = -0,10 + 0,01); y C. Frutos coloreados (a/b = 0,27 £+ 0,01). Los
valores son la media + DE de al menos 10 frutos independientes.

La evolucién del contenido de clorofilas tras la aplicacion de 1-MCP durante
la postcosecha de frutos de mandarina 'Clemenules' se muestra en la Figura 72.
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Figura 71. Evolucion del color del flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules' virando de
color (estadio B de la Figura 70) tratados (o) y no tratados (¢) con 1-MCP e incubados en
atmosfera de etileno (2 pL / L). Las flechas indican el momento del tratamiento con 1-MCP
(4 pL / L). Los valores son la media £ DE de al menos 10 frutos independientes.

La mayor concentracion de clorofilas se observd en los frutos verdes al inicio del
tratamiento (186,44 = 17,44 pg / g PF), que a lo largo del tratamiento fue
disminuyendo progresivamente, observandose una disminucién mas rapida en los
frutos tratados con 1-MCP. Al final del periodo de tratamiento (14 dias) el
contenido de clorofilas disminuyd un 70% en los frutos control (Figura 72 A). En
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los frutos virando de mandarina 'Clemenules’ se produjo un descenso en el
contenido de clorofilas similar, tanto en los frutos tratados como en los control
(Figura 72 B). La concentracion de clorofilas en los frutos coloreados fue muy
baja (24,42 + 0,01 pg/ g PF), no detectandose niveles cuantificables al tercer dia
de tratamiento, por lo que, no se realizaron estos analisis.
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Figura 72. Evolucion del contenido de clorofilas en el flavedo de frutos de mandarina
'Clemenules' tratados (o) y no tratados (e) con 1-MCP en atmdsfera con aire. Las flechas
indican el momento en el que se aplico el tratamiento con 1-MCP (4 WL / L). La
nomenclatura A-B se corresponde con los distintos estadios de coloracion indicados en la
Figura 57: A. Frutos verdes (g/b = -0,41 + 0,01) y B. Frutos virando (g/b = -0,10 £ 0,01).
Los valores son la media + DE de al menos 10 frutos independientes.

La evolucién del contenido de carotenoides totales en el flavedo de los
frutos de mandarina 'Clemenules' en los tres estadios de coloracién no mostro
diferencias importantes entre los frutos controles y aquellos tratados con 1-MCP
(Figura 73). El incremento del contenido en carotenoides totales en los frutos
verdes y virando fue aproximadamente del 37% (Figura 73 A y B) tras 14 dias de
tratamiento, mientras que en los frutos coloreados practicamente se triplico
(Figura 73 C).
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Figura 73. Evolucién del contenido de carotenoides totales en el flavedo de frutos de
mandarina 'Clemenules' tratados (o) y no tratados (e) con 1-MCP en atmosfera con aire.
Las flechas indican el momento en el que fue aplicado el tratamiento con 1-MCP (4 pL / L).
La nomenclatura A-C se corresponde con los distintos estadios de coloracion indicados en la
Figura 57: A. Frutos verdes (g/b = -0,41 £+ 0,01); B. Frutos virando (g/b = -0,10 + 0,01);
y C. Frutos coloreados (g/b = 0,27 = 0,01). Los valores son la media = DE de al menos 10
frutos independientes.

1.2.2. Evolucion de la composicion de carotenoides en el flavedo

La composicién de carotenoides en el flavedo de los frutos de mandarinas
'Clemenules' en los tres estadios analizados muestra que, en general, el contenido
de los carotenoides lineales se incrementd ligeramente en los estadios mas
avanzados de coloracién, mientras que la concentracién de las xantofilas se
mantuvo relativamente constante, variando la proporcién de las €,B- y B,B-
xantofilas. Asi, con el cambio de color disminuyd el contenido de luteina y
aumentaron las [,B-xantofilas, como la B-criptoxantina, violaxantina y del
apocarotenoide B-citraurina (Figura 74, Figura 75 y Figura 76).

El perfil de carotenoides a lo largo del tratamiento con 1-MCP en frutos
verdes de mandarina 'Clemenules’ se muestra en la Figura 74. En general, la
evolucién de los carotenoides cloroplasticos disminuyé de forma similar tanto en
frutos tratados con el inhibidor como en los frutos control. La inhibicion de la
accion del etileno no modificd la concentracion de la mayoria de los carotenoides,
mientras que para algunas f,B-xantofilas (B-criptoxantina, anteraxantina,
mutatoxantina y cis-violaxantina) los niveles aumentaron durante la primera
semana del tratamiento (Figura 74). Durante la segunda semana, los frutos
tratados mostraron danos externos severos, por lo que no se pudo obtener el perfil
de carotenoides individuales.
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Figura 74. Composicion y contenido de carotenoides del flavedo de frutos de mandarina
'Clemenules', recolectados con un g/b inicial de -0,41 £ 0,01, tratados con 4 puL /L
de 1-MCP (o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a 20 °C. Los valores son la
media + DE de al menos 3 analisis independientes.
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En los frutos virando de color, la mayoria de los carotenoides aumentaron
durante el periodo de conservacién, excepto los de la rama €, que disminuyeron
(Figura 75). En los frutos tratados con 1-MCP se detectaron aumentos en el
contenido de pigmentos cloroplasticos caracteristicos, a- y B-caroteno, luteina,
zeaxantina o neoxantina, y fitoeno, especialmente durante la primera semana. Las
concentraciones de los carotenoides mas abundantes como la cis-violaxantina o de
otros con importante contribucién en la coloracién, como la B-criptoxantina o B-
citraurina, aumentaron durante la conservacion y de forma similar con el
tratamiento de 1-MCP (Figura 75).

En el flavedo de los frutos coloreados, la mayoria de carotenoides
presentaron concentraciones superiores a los estadios anteriores, que, por lo
general, aumentaron durante los 14 dias de almacenamiento, sin observarse
diferencias importantes entre los frutos control y los tratados con 1-MCP (Figura
76). Al final del periodo de tratamiento, las xantofilas anteraxantina y
mutatoxantina aumentaron 2 y 6 veces, respectivamente, mientras que la cis-
violaxantina y la B-citraurina, lo hicieron 3 y 4 veces, respectivamente (Figura
76).
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Figura 75. Composicion y contenido de carotenoides en el flavedo de frutos de mandarina
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de 1-MCP (o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a 20 °C. Los valores son la
media + DE de al menos 3 analisis independientes.
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Figura 76. Composicion y contenido de carotenoides en el flavedo de frutos de mandarina

'Clemenules', recolectados con un g/binicial de 0,27 £+ 0,01, tratados con 4 pL / L de 1-MCP

(o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a 20 °C. Los valores son la media + DE
de al menos 3 andlisis independientes.
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1.2.3. Analisis de la expresion de genes de la biosintesis de carotenoides
en el flavedo

El andlisis de expresion mediante RT-gPCR de cuatro genes de la
biosintesis de carotenoides (PSY, BLCY1 y BLCY2, y BCHX) reveld diferencias
importantes debidas al tratamiento con 1-MCP y también respecto a los resultados
obtenidos en mandarina 'Fortune' (Figura 77, Figura 78 y Figura 79).
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Figura 77. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules', recolectados con un &/b inicial de -0,41
+ 0,01, tratados con 4 pL / L de 1-MCP (o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias
a 20 °C. Los valores obtenidos para cada gen estan normalizados frente a los niveles de
expresion al inicio del tratamiento (dia 0) de los frutos verdes (a/b = -0,41 + 0,01, Figura
57), al que se le asigna un valor relativo de 1.

Durante la maduracion de los frutos de mandarinas 'Clemenules', la
acumulacion de mRNA del gen APSY mostré un incremento superior a 22 veces, y
de 2 y 3 veces la de los genes BLCYZ2 y BCHX, respectivamente (Figura 77,
Figura 78 y Figura 79). Es importante destacar que la induccién observada en la
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Figura 78. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules' recolectados con un g/ inicial de -0,10 +
0,01 tratados con 4 pL / L de 1-MCP (o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a
20 °C. Los valores obtenidos para cada gen estan normalizados frente a los niveles de
expresion al inicio del tratamiento (dia 0) de los frutos verdes (a/b = -0,41 + 0,01, Figura
57), al que se le asigna un valor relativo de 1.

expresion de estos tres genes en los frutos control durante la conservacion a
20 °C, practicamente se suprimio por el tratamiento con 1-MCP, tanto en los frutos
verdes como virando (Figura 77 y Figura 78).

En general, en los tres estadios estudiados, el gen BLCY! fue el que
experimentd menores cambios de expresidn en los frutos control, incluso mostrd
descensos en la acumulacion de su mRNA, por lo que el efecto del 1-MCP fue de
menor magnitud (Figura 77, Figura 78 y Figura 79). En los frutos coloreados
no tratados, el gen BLCY2 fue el que mostrd el mayor incremento de expresion
respecto al valor inicial, y en los frutos tratados con 1-MCP también se redujo de
su expresion (Figura 79). El mRNA de APSY disminuy6 drasticamente a los 6 dias
para, posteriormente, incrementar sus niveles en los frutos control y sin mostrar
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ningun efecto en lo tratados con el inhibididor. Este conjunto de resultados
muestra que la inhibicion de la accién del etileno, mediante la aplicacion de 1-MCP,
suprimié eficientemente los aumentos de la expresion que se producen en los
genes de biosintesis de carotenoides, principalmente PSY, BLCY2y BCHX, durante
el almacenamiento postcosecha a 20 °C en frutos verdes y virando.
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Figura 79. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules' recolectados con un g/ inicial de 0,27 +
0,01 tratados con 4 pL / L de 1-MCP (o) y no tratados (o) y mantenidos durante 14 dias a
20 °C. Los valores obtenidos para cada gen estan normalizados frente a los niveles de
expresion al inicio del tratamiento (dia 0) de los frutos verdes (g/b = -0,41 + 0,01, Figura
57), al que se le asigna un valor relativo de 1.
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2. Estudio del papel del etileno endégeno en la biosintesis y
acumulacion de carotenoides en el flavedo durante la maduracion
natural de frutos de mandarina

Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que los efectos de la
inhibicién del etileno en los frutos de ambas variedades de mandarina fueron
diferentes. De estos resultados se deduce que el tratamiento con 1-MCP inhibio la
expresion de algunos de los genes de la biosintesis de carotenoides, a pesar de
que solo produjo un ligero retraso en la coloracion de los frutos y escasos efectos
en el contenido y composicién de carotenoides. Dado que los procesos y efectos
durante la postcosecha de los frutos pueden no reflejar exactamente los
mecanismos operativos durante la maduracion natural de los frutos y generarse,
ademas, interferencias por la separacion de los mismos del arbol, se decidid
estudiar el posible efecto del etileno sobre la carotenogénesis durante la
maduracién natural, inhibiendo la accién del etileno mediante la aplicacién de 1-
MCP, en los frutos de las mismas variedades en el arbol y de forma similar a los
estudios realizados previamente en uva (Chervin et al., 2004).

Los experimentos de la aplicacion de 1-MCP a frutos en el campo se realizaron
con mandarinas 'Fortune' y 'Clemenules' en diferentes estadios de coloracién, tal
como se describe en el Apartado 3.4 de Materiales y Métodos, en frutos
embolsados que se expusieron a una concentracion de 8 pL / L durante
aproximadamente 24 h, al inicio y a los 7 dias. Posteriormente, se determind la
velocidad de coloracion de los frutos y para comprobar la eficacia del tratamiento,
se recolectaron frutos inmediatamente después del mismo y se incubaron en una
atmosfera de etileno (2 pL / L) durante 14 dias, comparando la velocidad de
desverdizacién con la de los frutos no tratados.

2.1. Efecto de la aplicacion del inhibidor de la accion del etileno 1-MCP
a frutos en el arbol de mandarina 'Fortune'

El primer experimento de la aplicacion de 1-MCP a frutos en el campo se
realizd con mandarinas 'Fortune'. Para ello, se seleccionaron frutos en cuatro
estadios de coloracién diferentes: frutos verdes (a/6 = -0,44 £+ 0,02), frutos
virando de color (g/b = -0,28 = 0,04), frutos que estaban aproximadamente en el
momento del viraje de color (g/b = 0,02 + 0,02) y frutos coloreados (a/b = 0,24 %
0,03). El aspecto externo de los frutos, asi como la evolucion del color de la piel se
determind durante 14 dias, tal y como se muestra en la Figura 80.
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Figura 80. Aspecto inicial y evolucion del color del flavedo de frutos de mandarina 'Fortune'
tratados (o) y no tratados (e) con 1-MCP en el arbol. Las flechas indican el momento del
tratamiento con 1-MCP (8 pL / L). A. Frutos verdes (a/b = -0,44 = 0,02); B. Frutos virando
(a/b =-0,28 £ 0,04); C. Frutos en el momento del viraje (g/b = 0,02 £ 0,02); y D. Frutos
coloreados (a/b =0,24 + 0,03). Los valores son la media £ DE de al menos 10 frutos
independientes.

Los resultados revelan que la velocidad de cambio de color fue muy similar
y uniforme para los cuatro estadios de coloracién, ya que incrementaron el color
alrededor de 0,4-0,5 unidades a/b en el mismo periodo de tiempo. Es interesante
destacar que, en general, no se observaron diferencias entre los frutos tratados o
no con 1-MCP, sélo en los frutos coloreados se observaron ligeras diferencias en la
tonalidad de la piel (a/b = 0,81 £ 0,03 en los frutos control frente a 0,72 + 0,04
en los tratados, a los 14 dias) pero escasamente relevantes (Figura 80).

A pesar de la ausencia de diferencias en la velocidad de coloracion entre
los frutos control y aquellos tratados con 1-MCP, se comprobé si la aplicacion del
inhibidor en el campo habia sido efectiva reduciendo la accion del etileno. En la
Figura 81 se observa la reducida respuesta de los frutos tratados con 1-MCP a la
accion del etileno promoviendo el cambio de color. Después de 6 dias de
tratamiento con etileno la relacion g/b de los frutos tratados con 1-MCP en campo
fue 0,23 + 0,08 frente a 0,68 = 0,03 en los frutos control no tratados (Figura
81).
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Figura 81. Evolucidn del color del flavedo de frutos de mandarina 'Fortune' con un indice

de coloracion inicial de -0,44 + 0,02 tratados (o) y no tratados (e) en arbol con 1-MCP

(8 pL / L) e incubados durante 24 h en atmosfera de etileno (2 pL / L). Las flechas indican el

momento en el que fue aplicado el tratamiento con 1-MCP. Los valores son la media + DE
de al menos 10 frutos independientes.

2.2. Efecto de la aplicacion del inhibidor de la accion del etileno 1-MCP
a frutos en el arbol de mandarina 'Clemenules’

Para profundizar en el estudio del efecto de la inhibicion de la accién del
etileno por 1-MCP no sdlo en la coloracién de los frutos, sino también en el
contenido y composicién de carotenoides, asi como en la expresion de los genes
de biosintesis de carotenoides, se realizd un tratamiento similar al descrito
anteriormente pero en frutos de mandarinas 'Clemenules'. Para ello, se
seleccionaron frutos verdes (g/b = -0,35 = 0,02) en los que la degradaciéon de
clorofilas ya se habia iniciado y se realizaron dos tratamientos con 1-MCP, al inicio
y después de 7 dias. Después de cada tratamiento, se seleccionaron un grupo de
frutos que se sometieron al tratamiento con etileno (2 pL / L) para verificar la
efectividad de la inhibicion de la accion de la hormona (Apartado 3.4 de Materiales
y Métodos). El aspecto externo de los frutos a lo largo de los 14 dias de
tratamiento se muestra en la Figura 82.
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Etileno (2 uL / L)

Figura 82. Aspecto y color del flavedo de los frutos de 'Clemenules', con un indice de
coloracion inicial a/b de -0,35 + 0,02 tratados (+) y sin tratar (-) con 1-MCP (8 uL / L) en el
arbol. Se muestra el color de los frutos recolectados 24 h después del tratamiento en campo
e incubados en atmosfera de etileno (2 YL / L) durante 3y 7 dias.

2.2.1. Cambios en el color externo y en el contenido de clorofilas y
carotenoides totales

La velocidad de desverdizacion/coloracion de los frutos de mandarinas
'Clemenules' en el campo fue mucho mas rapida que la de los frutos de 'Fortune'.
Sin embargo, la evolucion del proceso en el arbol no mostré diferencias entre los
frutos control y los tratados con 1-MCP, siguiendo tendencias practicamente
idénticas a lo largo de dos semanas (Figura 83).
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Figura 83. Evolucién del color del flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules' en el
campo, con una coloracidn inicial /b de -0,35 £ 0,02, tratados (o) y no tratados (o) con 1-

MCP en el arbol. Las flechas indican el momento del tratamiento con 1-MCP (8 uL / L). Los
valores son la media £ DE de al menos 10 frutos.
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La aplicacién de etileno a los frutos tratados y no tratados permitio
confirmar que la aplicacion de 1-MCP en campo fue efectiva inhibibiendo la accién
de la hormona, al menos durante los 7 dias posteriores al tratamiento vy,
especialmente, tras el primero de ellos (Figura 84). A los 5 dias en atmdsfera de
etileno, la relacion a/b en los frutos control cambié desde -0,35 + 0,02 hasta 0,55
+ 0,02 en los frutos control, mientras que en los tratados con 1-MCP aumento sélo
hasta -0,17 = 0,02 (Figura 84 A). Tras la segunda aplicacion de 1-MCP, las
diferencias entre ambos frutos se redujeron, observandose un menor efecto del
inhibidor contrarrestando la accion del etileno (Figura 84 B). Estos resultados
indican que el tratamiento con 1-MCP en los frutos en el campo produjo una
eficiente inhibicién de la accion del etileno (Figura 84), que no se tradujo en
cambios aparentes en la coloracion de los frutos (Figura 83).
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Figura 84. Evolucion del color del flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules', con un
indice de coloracidn inicial g/ de -0,35 + 0,02, tratados (o) y no tratados (o) con 1-MCP en
el arbol y en atmosfera de etileno (2 pL / L), tras la primera aplicacion del inhibidor (A) y
tras la segunda (B). Las flechas indican el momento en el que fue aplicado el tratamiento
con 1-MCP (8 L / L). Los valores son la media = DE de al menos 10 frutos.

La evolucion del contenido de clorofilas disminuyé durante el periodo de
experimentacion, tanto en los control como en los tratados con 1-MCP, siendo
ligeramente mayor el descenso en los frutos tratados (Figura 85 A). A diferencia
de las clorofilas, el contenido de carotenoides aumentd durante las dos semanas
de seguimiento de la maduracion en el arbol. Este aumento fue ligeramente menor
en los frutos control que en los tratados con 1-MCP (Figura 85 B).
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Figura 85. Evolucion del contenido de clorofilas (A) y de carotenoides totales (B) del
flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules', con un indice &/b inicial de -0,35 + 0,02,
tratados (o) y no tratados (e) con 1-MCP en el arbol. Las flechas indican el momento en el
que fue aplicado el tratamiento con 1-MCP (8 uL / L). Los valores son la media + DE de al
menos 3 analisis independientes.

2.2.2. Evolucion de la composicion de carotenoides en el flavedo

El contenido y composicion en carotenoides en el flavedo de los frutos
control y tratados con 1-MCP fue muy similar a lo largo del periodo estudiado. Los
carotenoides incoloros se mantuvieron relativamente constantes, excepto en los
frutos tratados en los que el contenido en fitoeno se duplicd (Figura 86). Los
carotenoides de la rama €, presentaron una baja concentracién y, a excepciéon de
a-criptoxantina, no mostraron diferencias entre los tratamientos. Los niveles de B,
B-xantofilas aumentaron o se mantuvieron durante el periodo de la maduracién
estudiado (por ejemplo, la B-criptoxantina y la cis-violaxantina duplicaron su
contenido), a excepcion de la neoxantina y del derivado apocarotenoide B-
citraurina. Sin embargo, en todos los casos, excepto la zeaxantina, no se
detectaron diferencias entre los frutos control y los tratados con el inhibidor de la
accion del etileno (Figura 86).

El efecto del tratamiento postcosecha con etileno en la concentracién de
carotenoides también se analizd en los frutos tratados y en los no tratados con 1-
MCP en el campo. En la Tabla 12 se muestran los resultados para algunos de los
carotenoides mas representativos a los 3 y 7 dias después del primer tratamiento
con 1-MCP. La aplicacién de la hormona indujo un aumento de la concentraciéon de
fitoeno, luteina, B-criptoxantina y B-citraurina, y redujo el contenido de B-caroteno.
En cambio, todos estos efectos se contrarrestaron eficientemente en los frutos que
habian sido pre-tratados en el arbol con 1-MCP. La xantofila mayoritaria en el

152



Resultados: Capitulo III

flavedo fue la cis-violaxantina, cuya concentracion no se vio afectada por etileno vy,
en consecuencia, tampoco por 1-MCP (Tabla 12).
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Figura 86. Composicion y contenido de carotenoides en el flavedo de frutos de mandarina
'‘Clemenules’, recolectados con un g/ inicial de -0,35 + 0,02, tratados con 8 pL /L
de 1-MCP (o) y no tratados (o) en el arbol. Los valores son la media = DE de al menos 3
analisis independientes.
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Tabla 12. Contenido de carotenoides en el flavedo de frutos de mandarina 'Clemenules'
(a/b inicial de -0,35 + 0,02), tratados en el campo con 1-MCP (8 pL / L) e incubados 24 h
en una atmdsfera de etileno (2 pL / L).

Hg / g PF
Carotenoide (SILTC]PL) Dias de tratamiento con Etileno (2 pL / L)
1] 3 7
+ 0,31+0,18 1,55 £ 0,25
Fitoeno 100 +0,18
- 1,05+ 0,13 3,91 £0,86
B + 2,79 £ 1,47 1,41 £ 0,03
Luteina 3,42 £ 0,10
- 2,76 £ 0,17 544 + 2,04
+ 1,16 £ 0,04 0,54 £0,16
p-caroteno 0,97 £ 0,02
- 0,57 £0,17 0,20 £ 0,02
+ 3,46 £0,13 2,77 £0,92
B-criptoxantina 3,02 +£0,43
- 3,99 +£0,20 4,24 £ 0,09
o ) + 16,68 £ 0,48 16,67 £ 1,63
Cis-violaxantina 16,70 = 1,84
- 16,14 £ 0,98 19,90 + 3,59
+ 1,32+ 0,03 1,31 £ 0,28
p-citraurina 1,00 £0,01
- 3,09+ 0,25 5,91 £ 0,65

2.2.3. Anadlisis de la expresion de genes de la biosintesis de carotenoides
en el flavedo

Con el fin de investigar el posible efecto de la inhibicidn de la accion del
etileno en la expresion de 4 genes de la biosintesis de carotenoides durante la
maduracién natural de los frutos en arbol, se analiz6 por RT-gPCR la acumulacién
de los mRNAs correspondientes a PSY, SLCY1, BLCY2y fCHXalos 1, 3, 10y 14
dias después de la primera aplicacion de 1-MCP (Figura 87).
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Figura 87. Expresion relativa de cuatro genes implicados en la biosintesis de carotenoides
en el flavedo durante la maduracion en campo de frutos de mandarina 'Clemenules' (a/b
inicial de -0,35 + 0,02) tratados (verdes) y no tratados (naranja) con 1-MCP en el arbol. Las
flechas indican el momento del tratamiento con 1-MCP (8 uL / L) en el arbol al inicio y a los
7 dias del inicio del experimento. Los paneles de la derecha corresponden a los frutos
tratados y no tratados con 1-MCP en el arbol que tras 24 h se recolectaron y se trataron con
2 UL / Lde etileno (barras a rayas). Los valores obtenidos para cada gen estan normalizados
frente al nivel de expresion al inicio del tratamiento (dia 0), al que se le asigna un valor
relativo de 1.



Resultados: Capitulo III

La expresion de los genes PSY'y BLCY! en el flavedo de los frutos en el
arbol se mantuvo constante o con ligeros aumentos a lo largo del experimento. La
aplicacion de 1-MCP redujo la acumulacion del mensajero de PSY, y el efecto fue
patente a las 24 h del tratamiento, tanto después de la primera como de la
segunda aplicacion de 1-MCP. El tratamiento con el inhibidor también evit6 el
ligero aumento de BLCYI (Figura 87). Un patron distinto de acumulacion de
mRNA fue el presentado por los genes SLCY2y BCHX, cuyos niveles se duplicaron,
aproximadamente, en los frutos control, mientras que en los tratados con 1-MCP
estos incrementos se redujeron ligeramente (Figura 87).

En los frutos control (no tratados con 1-MCP) tratados con etileno hubo un
importante incremento en la expresion de los genes analizados, BLCY2 y BCHX
aumentaron hasta 6-8 veces y el gen PSY incremento su expresion 2,5 veces. Por
el contrario, en los frutos tratados con 1-MCP se evitaron en gran medida los
incrementos inducidos por el etileno, mostrando unos niveles de transcritos incluso
menores que los iniciales (Figura 87). En general, a los 7 dias de cada aplicacion
de 1-MCP se recuperaron ligeramente los niveles de expresion, indicando una
pérdida de la efectividad del tratamiento con el inhibidor y un restablecimiento
parcial de la accidn del etileno. En cualquier caso, los mMRNAs correspondientes a
PSY, BLCYZ2 y BCHX siempre fueron mucho menores en el flavedo de los frutos
tratados con 1-MCP que en los controles. El gen BLCY1 fue el que manifestd menor
respuesta al etileno y consecuentemente también al 1-MCP (Figura 87).
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DISCUSION

1. Efecto de la conservacion a bajas temperaturas en la coloracion de
distintas variedades de frutos citricos

1.1. Caracterizacion bioquimica y molecular de la biosintesis y
acumulacién de carotenoides durante la conservacion refrigerada de
naranjas y mandarinas

La conservacion a bajas temperaturas es actualmente la técnica mas
utilizada para mantener la calidad y prolongar la vida postcosecha de los frutos.
Sin embargo, muchos frutos de origen subtropical desarrollan DF por debajo de
una temperatura, lo que obliga a que la temperatura de conservacion sea un
compromiso entre temperaturas suficientemente bajas para inhibir la maduracion y
evitar los deterioros, y ligeramente superior a la que provoca DF (Lurie y Klein,
1992). El efecto de la temperatura en la coloracion de los frutos citricos durante la
maduracién natural se ha estudiado extensamente, describiéndose que la rapidez
con la que se alcanza la coloracién maxima esta positivamente influenciada por las
bajas temperaturas nocturnas (inferiores a 20 °C) (Sonnen et al., 1979; Casas y
Mallent, 1988). Otros estudios en distintas especies de citricos (como limones,
mandarina 'Clemenules' o el hibrido 'Ortanique') también han relacionado las bajas
temperaturas de almacenamiento con un incremento del color de los frutos (Cohen
y Schiffmann-Nadel, 1978; Cohen et al., 1990; Barry y Van Wyk, 2006; Van Wyk et
al., 2009). Estas observaciones junto con las realizadas en el laboratorio donde se
ha desarrollado esta Tesis, sugieren que temperaturas ambientales en torno a 10-
15 oC estimulan la coloracion en frutos citricos, tanto en campo como durante el
almacenamiento postcosecha (Wheaton y Stewart, 1973; Tatsumi, 2000; Van Wyk
et al., 2009). A pesar de la importante y posibles repercusiones comerciales del
efecto de la temperatura en la induccién de la coloraciéon, son muy escasos los
estudios fisioldgicos y moleculares que han abordado estos efectos (Matsumoto et
al, 2009). Por ello, el objetivo de este trabajo ha sido investigar las bases
fisioldgicas y moleculares de los cambios de coloracién que tienen lugar en
diversas variedades de frutos citricos durante el almacenamiento a bajas
temperaturas que no causan DF (12 °C).

Para realizar este estudio se seleccionaron tres variedades de frutos
citricos: naranjas 'Navelina' y 'Navelate', y mandarinas 'Clemenules', en distintos
estadios de coloracion (Apartado 3.1 de Materiales y Métodos). En general, todas
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las variedades experimentaron un marcado incremento en la coloracién externa e
interna durante el almacenamiento a 12 °C, mientras que los frutos conservados a
2 °C apenas variaron su coloracion (Figura 15, Figura 31 y Figura 35).
Recientemente, en un estudio realizado con naranjas 'Navel Palmer' sometidas a
diferentes temperaturas de almacenamiento, se comprobé un importante
incremento en el indice de color externo cuando se mantuvieron en un rango de
temperaturas entre 11-15 °C, mientras que a temperaturas inferiores (4,5 °C) el
color de los frutos no varié de forma importante (Van Wyk et a/., 2009).

En todas las variedades utilizadas en este trabajo el efecto de la
temperatura de conservacion en el color de la piel y de la pulpa de los frutos fue
similar, aunque la coloracion inicial tuvo una clara influencia en el color final
desarrollado, siendo mayor el incremento de color en los frutos que estaban
virando en el momento de la recoleccién (Figura 15, Figura 31 y Figura 35).
Este efecto se ha descrito previamente en naranjas y mandarinas de otras
variedades (Barry y Van Wyk, 2006; Van Wyk et a/., 2009).

Durante el periodo de conservacion a 2 y 12 °C, los cambios en la
coloracion de los frutos estuvieron asociados a variaciones en el contenido de
clorofilas y carotenoides totales. En general, la concentracion de clorofilas
disminuyd a lo largo de la conservacion refrigerada, mientras que el contenido de
carotenoides totales se incrementd tanto en la pulpa como en el flavedo. Estos
resultados sugieren que el proceso de carotenogénesis sigue activo en los frutos
separados del arbol durante la conservacion postcosecha. En general, la
degradacion de clorofilas se favorece por las altas temperaturas, mientras que en
la piel de los citricos se produce una degradacion mas rapida a temperaturas
inferiores a 30 °C (Porat et al, 2001). Es interesante destacar que a 12 °C el
incremento en la coloracion de los frutos y en el contenido en carotenoides fue
mayor y la degradacion de clorofilas mas rapida respecto a lo observado a
temperaturas mas bajas de conservacion (2 °C) (Figura 12, Figura 18, Figura
19, Figura 32 y Figura 33). Resultados similares se han observado en naranjas
'Navel Palmer' conservadas a 11-15°C (Van Wyk et a/, 2009) y en mandarinas
'Satsuma' almacenadas a 5 y 20 °C (Matsumoto et a/, 2009). En otros frutos
carotenogénicos, como el tomate, también se ha observado una rapida pérdida de
clorofilas durante el almacenamiento a 12 °C y, ademas, un aumento mas rapido
en la coloracién en frutos sometidos previamente a un choque térmico (Lurie y
Klein, 1992).
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El incremento en el contenido de carotenoides en el flavedo durante la
conservacion a 129°C fue similar en las diferentes variedades estudiadas
aumentando entre 3 y 4 veces el contenido (Figura 18, Figura 33 y Figura 36).
Es interesante destacar que, tanto en frutos de naranja 'Navelina' como en frutos
de mandarina 'Clemenules', el mayor aumento del color (Figura 15, Figura 31 A
y Figura 35) correspondid6 con un mayor incremento en determinados
carotenoides especificos, como se discute mas adelante, y no con un mayor
contenido de carotenoides totales (Figura 18, Figura 33 A y Figura 36 A). En
diferentes variedades de mandarinas e hibridos se ha estudiado la relacion entre la
coloracién y el contenido total de carotenoides, determinandose que no siempre
existe una correlacion directa entre ambos parametros, al igual que se ha
observado en este estudio (Farin et a/., 1983; Fanciullino et a/., 2008; Matsumoto
et al, 2009). Un claro ejemplo lo constituyen los frutos virando de la naranja
'Navelina' almacenados a 12 °C que, a pesar de que experimentaron un mayor
incremento en la coloracion (Figura 15 A), mostraron el menor aumento en la
concentracion de carotenoides totales (Figura 18 A), lo que podria explicarse por
una rapida pérdida de clorofilas. Esta observacién coincide con estudios realizados
en naranjas 'Navel', donde la degradacion de clorofilas conllevé un aumento en la
coloracién externa del fruto (Barry y Van Wyk, 2006). De la misma forma, el
escaso incremento del color observado en los frutos almacenados a 2 °C podria
explicarse por la lenta degradacion de clorofilas junto con una menor acumulacion
de carotenoides.

La relacion entre la temperatura éptima de conservacién y la acumulacion
de carotenoides se ha estudiado en diferentes productos vegetales. En tomates se
ha comprobado que el incremento de coloracion durante la exposicidn de los frutos
a 12 oC estuvo asociado a un aumento del licopeno, principal carotenoide de estos
frutos (Lurie y Klein, 1992). Estudios similares se han realizado en otros frutos
como nisperos, kakis, guisantes o zanahorias, relacionandose las temperaturas
Optimas de conservacion de cada especie con la acumulaciéon de sus pigmentos
caracteristicos (Lee, 1986; Ding et a/.,, 1998; Monreal et a/., 1999; Arnal y Del Rio,
2004; Besada et al., 2008).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la estimulaciéon de
la coloracion en los frutos citricos durante la conservacion postcosecha a 12 °C se
debe principalmente al aumento de la concentracion de determinados
carotenoides. En concreto, el incremento de la coloracion externa parece estar
claramente relacionado con el aumento de B-citraurina (Figura 20, Figura 21 y
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Figura 37), mientras que en la pulpa lo estd con un incremento generalizado de
las B,B-xantofilas, principalmente de B-criptoxantina (Figura 22, Figura 23 y
Figura 38). En general, los cambios en el perfil de carotenoides observados
durante el almacenamiento a 12 °C estan de acuerdo con los datos previos
descritos en la bibliografia, en los que se ha establecido que la temperatura éptima
para la sintesis de los carotenoides B-criptoxantina, B-citraurina y violaxantina en el
flavedo de los citricos se sitla entre 12 y 14 °C (Sonnen et al., 1979; Casas y
Mallent, 1988). Ademas, tanto la B-citraurina como la B-criptoxantina se han
descrito como carotenoides de gran repercusion en la coloracion final de los frutos
(Stewart y Wheaton, 1973a; Farin et a/, 1983; Goodner et al., 2001; Alquézar,
2008). Oberholster et al. (2001) sugirieron que el contenido total de carotenoides
coloreados en el flavedo de los frutos citricos determina la intensidad de su
coloracion, mientras que el ratio de 9-cisviolaxantina/p-citraurina (de color
amarillo y naranja-rojizo, respectivamente) determina la tonalidad. El incremento
en la concentracion de B-citraurina en el flavedo de los frutos almacenados a 12 °C
conlleva a una importante disminucion del ratio 9-cis-violaxantina/B-citraurina
respecto a 2 °C, asociandose con un aumento del color externo del fruto (Tabla
13).

Tabla 13. Comparacion del indice de color (g/) y del balance del contenido de
cis-violxantina/B-citraurina en el flavedo de naranja 'Navelina' y mandarina 'Clemenules'
durante la conservacion refrigerada.

20 dias de conservacion

Variedad Ta. C.
(Color inicial)® (°C) Color® Cis-violaxantina/
p-citraurina
. . 20C 0,00 +£0,05 88,44
Navelina
-0,11 £ 0,02
0, 02) 12 oC 0,67 £0,03 12,69
. N 20C 0,42 £0,02 47,55
Navelina
+
(0,44£0,02) 12 °C 0,79 £ 0,03 9,08
'Clemenules’
12 oC 0,74 £ 0,02 10,90

(0,00 £ 0,02)
? Color externo (Hunter a/6)

Como se ha mencionado anteriormente el contenido de [B-criptoxantina
durante la conservacion a 12 °C se increment6 notablemente en la pulpa de frutos
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de todas las variedades analizadas. Asi, por ejemplo, en los frutos de naranja
'Navelina' virando y coloreados se observd un aumento de la concentracion de p-
criptoxantina de 7 y 14 veces, respectivamente, respecto al inicio del
almacenamiento (Figura 21 y Figura 22), mientras que en mandarina
'Clemenules' se duplicdé (Figura 38). Este incremento en B-criptoxantina en la
pulpa supone una importante mejora del valor nutricional de estos frutos, ya que
esta xantofila junto con el B- y a-caroteno son los principales carotenoides con
actividad provitamina A (Britton et a/., 2009), y en los frutos citricos esta actividad
se debe principalmente a la B-criptoxantina. Adicionalmente, el consumo de
B-criptoxantina también podria tener importantes efectos beneficiosos para la
salud como actividad antitumoral frente a ciertos tipos de cancer (Nishino et al.,
2009) o un efecto positivo en la formacion de masa 6sea y en la prevencion de la
osteoporosis (Yamaguchi y Uchiyama, 2009). En este sentido, el almacenamiento
postcosecha a 12 °C podria ser una alternativa tecnoldgica con importante
repercusion en el valor nutricional y funcional de los frutos.

Las bases bioquimicas y moleculares que determinan las diferencias de
coloracién entre frutos de diferentes variedades de naranjas y mandarinas se han
estudiado principalmente a lo largo de la maduracion (Stewart, 1977; Gross, 1987;
Kato et al, 2004; Fanciullino et a/, 2006; Alguézar, 2008), relacionandose la
coloracién mas intensa de las mandarinas con una mayor acumulacion de B-
criptoxantina y B-citraurina (Stewart y Wheaton, 1973a; Farin et a/., 1983; Gross,
1987; Goodner et al., 2001; Dhuique-Mayer et a/., 2005; Alquézar, 2008). En este
trabajo también se ha comprobado estas diferencias en la coloracién y composicion
de carotenoides entre naranjas y mandarinas, tanto en los frutos recién
recolectados como a lo largo del periodo de almacenamiento a 12 °C. Los frutos de
'Clemenules' presentaron una coloracién mas intensa durante la conservacion a
12°C y un mayor incremento de la concentracion de B,B-xantofilas y, en
particular, una mayor concentracion de B-criptoxantina (Figura 37 y Figura 38).
Se ha propuesto que el balance entre la expresion de los genes de las etapas
tempranas de la ruta de biosintesis de carotenoides (PSY, PDS, ZDS, BLCY)
respecto a la de los genes implicados en la biosintesis de B,B-xantofilas (BCHX y
ZEP) puede ser la causa de las diferencias en la acumulacion de B-criptoxantina en
las diferentes variedades (Kato et a/, 2004). Este balance se ha estudiado en
frutos de las mandarinas 'Satsuma' y 'Clemenules', y en los hibridos 'Fortune' y
'Nova', comprobandose una mayor expresion relativa de los genes iniciales
respecto a la BCHX (Kato et al, 2004; Alquézar, 2008). Los resultados obtenidos
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Tabla 14. Comparacion del contenido de B-criptoxantina y el balance de la expresion de
PSY/BCHX en el flavedo de naranja 'Navelina' y mandarina 'Clemenules' durante la
conservaion refrigerada.

20 dias de conservacion

Variedad Ta.C.
(Color inicial)® (°C) B-criptoxantina
(ng / g PF) PSY/BCHX
' . 20C 0,25 £ 0,10 0,66
Navelina
- +
(-0,11 £0,02) 12 oC 0,88 + 0,08 0,87
. _— 2¢0C 0,31 £0,04 0,22
Navelina
+
(0,44 £0,02) 12 oC 0,46 £ 0,04 0,28
'Clemenules’
(0,00 £ 0,02) 12 oC 7,13 £0,34 5,92

 Color externo (Hunter g/b)

en esta Tesis también apoyan esta hipdtesis, ya que el balance entre la expresion
relativa de PSY/BCHX fue mayor en los frutos de mandarina 'Clemenules' que en
los de naranja 'Navelina' a lo largo de todo el periodo de conservacion, lo que
coincide con una mayor acumulacién de B-criptoxantina en los tejidos de
mandarina (Tabla 14).

Recientemente, se ha comprobado en frutos de mandarina 'Satsuma' que
la biosintesis de carotenoides es dependiente de la temperatura de conservacion.
Los frutos almacenados a 5 °C mostraron una menor expresion de los genes de
biosintesis de carotenoides que los almacenados a 20 °C (Matsumoto et a/., 2009).
En concordancia con estos resultados, en este trabajo también se ha observado
que la expresion de los genes de carotenoides en los frutos almacenados a 2 °C
fue menor que a 12 °C (Figura 24, Figura 25 y Figura 39). Ademas, a esta
temperatura se estimuld la expresiébn de todos los genes de biosintesis de
carotenoides estudiados tanto en 'Navelina' (Figura 24 y Figura 25) como en
'Clemenules' (Figura 39) y, en particular, la expresion de PSY se correlaciond se
forma clara con un incremento en la concentracion de los carotenoides incoloros
fitoeno y fitoflueno. Sin embargo, a pesar de estas diferencias en la expresion de
los genes en el flavedo de frutos almacenados a 2y 12 9C, no se detectaron
cambios importantes en la concentracion total de B,B-xantofilas (Figura 20,
Figura 21 y Figura 37). Estos resultados sugieren que la biosintesis de B-
citraurina esta claramente influenciada por la temperatura, estimulandose a 12 °C
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e inhibiéndose durante la conservacion a 2 °C. El origen biosintético de la B-
citraurina no ha sido dilucidado, aunque parece provenir de la rotura especifica de
las B,B-xantofilas zeaxantina y/o B-criptoxantina (Yokoyama y White, 1966; Farin
et al., 1983). Se ha sugerido que esta reaccion puede estar catalizada por enzimas
de la familia de proteinas denominadas genéricamente enzimas de corte de
carotenoides o CCDs (del inglés 'Carotenoid Cleavage Dioxygenases') (Giuliano et
al, 2003; Camara y Bouvier, 2004; Lewinsohn et al, 2005), y, por tanto,
diferencias en la actividad de estas enzimas podrian alterar tanto la concentracion
de los posibles sustratos (B, B-xantofilas) como de sus productos (B-citraurina). En
citricos se han caracterizado diferentes CCDs (Kato et a/, 2006; Agusti et al.,
2007) y algunas de ellas aumentan su expresion durante la maduracién del frutos,
sin embargo, parecen estar implicadas o bien en la biosintesis de ABA o actuando
de forma inespecifica sobre un amplio rango de carotenoides para generar
apocarotenoides Ci4 y Cy3, por lo que parece poco probable que éstas sean las
responsables de la biosintesis de B-citraurina.

En general, en la pulpa de la mayoria de las especies de citricos el
contenido de carotenoides totales es menor que en el flavedo (Figura 18, Figura
19 y Figura 36;(Gross, 1987; Xu et al, 2006; Alquézar, 2008), lo que estad
asociado a una menor expresion de los genes de biosintesis de carotenoides (Kato
et al, 2004; Alguézar, 2008; Matsumoto et a/, 2009). En este trabajo se han
observado diferencias importantes tanto en el contenido como en la composicion
de carotenoides entre el flavedo y la pulpa a lo largo de la conservaciéon a 12 °C.
Asi, por ejemplo, mientras que en el flavedo el cambio mas notable es el aumento
de B-citraurina (Figura 20, Figura 21 y Figura 37), en la pulpa los carotenoides
que experimentaron mayores aumentos fueron la B-criptoxantina, anteraxantina y
cisviolaxantina (Figura 22, Figura 23 y Figura 38). No se detectaron B-
citraurina ni la xantofila mutatoxantina en la pulpa de los frutos de 'Navelina' o
'Clemenules' durante todo el periodo de conservacién (Figura 22, Figura 23 y
Figura 38). En estudios recientes en frutos maduros de mandarinas 'Satsuma' en
los que se ha analizado de forma conjunta las variaciones en el perfil de
carotenoides y el patron de expresion de los genes de biosintesis durante la
conservacion a 20°C y a 5°C, también se han comprobado diferencias
importantes en la evolucion de carotenoides entre el flavedo y la pulpa
(Matsumoto ef al, 2009). Mientras que en el flavedo aumentdé a ambas
temperaturas el contenido de los dos principales carotenoides, B-criptoxantina y
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violaxantina, en la pulpa no se observaron cambios importantes en la composicion
de carotenoides.

El estadio de maduracion del fruto parece ser un factor determinante en
los cambios en el perfil de carotenoides y en la expresién de los genes de su
biosintesis en la pulpa de los frutos durante el almacenados a 12 °C y, en general,
no se observd una relacion consistente entre ambos parametros en los distintos
estadios de maduracién (Figura 23 y Figura 27). Por otro lado, en la pulpa de
los frutos almacenados a 2 °C la concentracion de la mayoria de los carotenoides
se mantuvo o disminuyd durante el periodo de conservacion, en concordancia con
la disminucién en la expresion de los genes de biosintesis. En la pulpa de frutos de
la mandarina 'Satsuma' también se ha comprobado un descenso de la
concentracion de carotenoides y en la expresion de los genes de biosintesis
durante el almacenamiento a 5 °C (Matsumoto et a/, 2009). En conjunto, estos
resultados sugieren que la regulacion de la biosintesis de carotenoides durante la
conservacion a distintas temperaturas es dependiente del tejido y esta claramente
influenciada por el estadio de maduracién del fruto en el momento de la cosecha.

1.2. Caracterizacion protedmica de frutos de naranjas 'Navelina’
durante la conservacion a bajas temperaturas

Los estudios sobre el perfil protedmico en frutos citricos son escasos,
limitandose al analisis del metabolismo general, durante la maduraciéon o a la
caracterizacion del fenotipo de mutantes (Katz et al, 2007; Aloés et al., 2008;
Muccilli et al., 2009). En lo referente a postcosecha, los trabajos se han centrado
en el estudio de los cambios protéicos producidos en el albedo durante la
conservacion refrigerada (Lliso et al, 2007). En este trabajo se han analizado los
cambios en el perfil protedmico del flavedo de naranjas 'Navelina' sometidas a 21
dias de almacenamiento a 2 y 12°C. Un grupo de proteinas se indujeron
principalmente a 2 °C, como dos lectinas, una proteina de uniéon a GTP y una HSP-
70 (Figura 28). La acumulacion de estas tres proteinas también se ha descrito en
el flavedo de pomelos y de mandarinas sometidos a estrés (Shi et a/., 2008). Las
lectinas pertenecen a una amplia familia de proteinas cuya funcion en plantas es,
principalmente, la de participar en la defensa contra patdégenos (De Hoff et al.,
2009). Se sabe que estan implicadas con la unién de porfirinas a lipidos, proteinas
y otros compuestos (Komath et a/, 2006). Aunque la relacion entre estas proteinas
y los carotenoides no esta clara, se ha observado una importante represion de
estas lectinas en el mutante espontaneo Nave/ negra de C. sinensis caracteristico
por su coloracién marrén debido a un defecto en la degradacion de clorofilas (Alds
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et al., 2008). En este trabajo la acumulacién de lectinas en el flavedo de la naranja
'Navelina' parece que estuvo mas relacionada con la adaptacién al frio durante la
conservacion a 2 °C, dado que incrementd su acumulacion a lo largo del periodo
de almacenamiento, al igual que se ha descrito en otros vegetales como en el trigo
(Timofeeva et al., 2000; Timofeeva et al, 2008) o en el arroz (Komatsu et al.,
2009), donde la adaptacion al frio estuvo acompafiada de un aumento de lectinas
(Garaeva et al, 2006). Por otro lado, la HSP 70 pertenece a una familia de
proteinas relacionadas con el estrés (Fietto et a/,, 2007), que presentan actividad
chaperona y confieren termotolerancia (Iba, 2002; Kotak et a/., 2007). También se
indujeron a bajas temperaturas dos HSP de bajo peso molecular (sHSP) (Tabla 9),
aunque en menor medida que las HSP 70. Parece ser que ambos tipos de HSP
cooperan para evitar la desnaturalizacion de las proteinas en condiciones de estrés
(Lee y Vierling, 2000). La acumulaciéon de estas sHSP se ha relacionado con la
tolerancia a bajas temperaturas (Sabehat ef al, 1998), estabilizando las
membranas tilacoidales frente al estrés oxidativo (Sun et a/,, 2002; Sakthivel et al.,
2009). En frutos citricos, la inducciébn de resistencia a los DF por el
acondicionamiento térmico se ha relacionado con una importante acumulacién de
SHSP que portegen frente al estrés oxidativo (Rozenzvieg et al., 2004). Ademas, en
los Ultimos afios, se ha determinado su implicacion en la diferenciacién de los
cromoplastos, evitando los danos por el estrés oxidativo que se desencadenan en
este proceso (Neta-Sharir et a/., 2005; Giuliano y Diretto, 2007). De hecho, frutos
transgénicos de tomate que expresan constitutivamente una sHSP no requieren del
acondicionamiento térmico para una correcta acumulacion de carotenoides durante
el periodo de conservacion a bajas temperaturas (Neta-Sharir et a/,, 2005).

Otras proteinas relacionadas con el estrés oxidativo que se acumularon de
forma diferencial en el flavedo de naranjas 'Navelina' durante la conservacion a
2 y 12 oC fueron una fosfolipido hidroperdxido glutation peroxidasa (PHGPX) y una
glutation S-transerasa (GST). En naranjas 'Shamouti' se ha caracterizado una
PHGPX (Beeor-Tzahar et a/., 1995) cuya induccién se asocidé a un incremento de
las especies ROS generadas por diferentes estreses, como el frio (Avsian-
Kretchmer et al., 1999). Sin embargo, en este trabajo se observé una disminucion
de los niveles de esta proteina durante la conservacién a ambas temperaturas,
principalmente a 12 °C (Tabla 9). Por el contrario, GST, cuya induccién por estrés
oxidativo ha sido descrita previamente (Chen et a/, 1996), se indujo durante el
almacenamiento a 12 °C. En A. thaliana la acumulacion de GST en los cloroplastos
de plantas sometidas durante 7 semanas a 5°C se ha relacionado con el
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catabolismo de metabolitos tdxicos producidos a bajas temperaturas, dada la
capacidad detoxificadora de la enzima (Lu et a/, 1998; Goulas et al., 2006). En
frutos de mandarina 'Fortune' almacenados a 2 °C se ha observado un incremento
en la expresion de esta enzima que se relaciond con el estrés oxidativo provocado
por las bajas temperaturas (Establés, 2008). Sin embargo, en nuestro estudio, la
acumulacion de esta proteina se observd en frutos almacenados a 12 °C, mientras
que a 2 °C se mantuvieron niveles similares a los iniciales (Tabla 9).

Es interesante destacar la importante acumulacion de una CXS a lo largo
del almacenamiento a 12 °C (Tabla 9). Las CXS pertenecen a una amplia familia
de hidrolasas de ésteres carboxilicos implicadas en numerosas funciones en
plantas, como en la activacién de compuestos sefalizadores o en respuestas frente
a estrés, entre otros (Gershater y Edwards, 2007). Ademas, se ha demostrado la
capacidad de estas enzimas de hidrolizar ésteres de xantofilas (Zorn et a/,, 2005) y
su implicacién en el metabolismo de la vitamina A y de carotenoides en humanos
(Linke et al, 2005). A lo largo de la maduracion de los citricos, el grado de
esterificacién de las xantofilas aumenta progresivamente, por lo que, el incremento
de esta proteina durante el almacenamiento a 12 °C podria generar una mayor
cantidad de xantofilas libres como zeaxantina o B-criptoxantina (Eilati et a/., 1972;
Gross, 1987). Estas xantofilas libres, como se ha comentado anteriormente,
podrian ser posibles sustratos para la formacién de B-citraurina (Yokoyama y
White, 1966; Farin et al, 1983; Rodrigo et a/., 2004; Rodrigo y Zacarias, 2007),
explicandose de esta forma el importante incremento del apocarotenoide durante
la conservacién a temperaturas moderadas (12 °C).

Entre las proteinas que se acumularon de forma diferencial se detectaron
algunas que descendieron durante el periodo de conservacion a bajas
temperaturas, como una cafeoil-CoA O-metiltrasferasa (COMT), implicada en la
sintesis de fenilpropanoides, cuyo metabolismo esta involucrado en la tolerancia al
frio (Martinez-Tellez y Lafuente, 1997; Sanchez-Ballesta et al, 2003). Se ha
descrito que algunas COMT inducen su expresion cuando se someten a frio, en
cambio, otras han sido identificadas y caracterizadas en relacion a los tratamientos
térmicos, indicando una gran complejidad en la regulaciéon de esta ruta metabdlica
(Lluch, 2006). Otra proteina que descendi®é con la conservacion a bajas
temperaturas fue Ila subunidad grande de Ila ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO), indicando una disminucién del metabolismo
basal, lo cual es coherente, dado que los frutos estuvieron en oscuridad durante el
periodo de conservacion.
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En la pulpa se identificaron sdlo cuatro proteinas diferenciales tras el
almacenamiento durante 7 semanas a 2 y 12 °C. Dos de ellas se indujeron con el
periodo de conservacion y estan relacionadas con el metabolismo de los
carbohidratos, una 2,3-bisfosfoglicerato-independiente fosfoglicerato mutasa,
implicada en la glicdlisis y en la degradacion de carbohidratos, y que se indujo
durante el almacenamiento a 2 °C, y una transaldolasa, que se indujo tanto a 2 °C
como a 12 °C y que forma parte del ciclo de las pentosas fosfatos. Estos datos
indican un incremento del metabolismo respiratorio, de la misma forma que se ha
descrito en mandarinas 'Fortune' almacenadas a 2 y 12 °C, donde se observd una
disminucion de los azlcares asociada a una mayor tasa respiratoria (Holland et al.,
2002). Por otro lado, durante el periodo de conservacién a 12 °C se observd un
ligero incremento de una HSP 70 y una proteina con homologia a un factor
citosdlico de trébol, mientras que ambas proteinas estuvieron en menor cantidad
en los frutos almacenados a 2 °C. Se ha demostrado que algunas HSP 70 forman
complejos con la enzima PDS, actuando como mecanismo regulador post-
transcripcional de la biosintesis de carotenoides y permitiendo el correcto
ensamblaje de los complejos enzimaticos (Bonk et a/, 1996; Giuliano y Diretto,
2007). En este trabajo, la mayor acumulacion de HSP 70 en la pulpa a 12 °C
puede estar relacionada con el incremento de determinados carotenoides, mientras
gue las HSP inducidas en el flavedo de naranja 'Navelina' parecen estar mas
relacionadas con el estrés originado por las bajas temperaturas.

1.3. Papel del etileno en la carotenogénesis de frutos de mandarinas
'Clemenules' durante la conservacion a bajas temperaturas

Se ha propuesto que la desverdizacion natural de los frutos citricos puede
estar inducida por la produccion de etileno en respuesta al estrés provocado por
las bajas temperaturas nocturnas (Eaks, 1960; Cooper et a/., 1969b), de hecho, en
ausencia de noches frias, como ocurre en zonas tropicales, los frutos permanecen
verdes (Eaks, 1960; Eilati ef a/, 1969b). En frutos de naranjas, pomelos y
mandarinas recolectados se ha observado un aumento en la produccion de etileno
y de la coloracion cuando éstos se sometieron a bajas temperaturas diurnas
(Cooper et al., 1969a; Wong et al., 1999). De este modo, el etileno producido por
el estrés por frio podria promover la degradacién de clorofilas y la biosintesis de
carotenoides (Stewart y Wheaton, 1972; Goldschmidt et a/, 1993; Trebitsh et al.,
1993; Shemer et a/., 2008) estimulando la expresion de los genes de biosintesis de
carotenoides (Rodrigo y Zacarias, 2007; Matsumoto et a/.,, 2009). En esta Tesis, los
frutos de naranja 'Navelina' y 'Navelate', y de mandarina 'Clemenules’ conservados
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a 12°C, mostraron un importante incremento de la coloracidon, que estuvo
asociado a una rapida degradacién de clorofilas y a un incremento del contenido
de determinados carotenoides y a un aumento en la expresion de los genes de su
biosintesis (Apartado 1.1 de esta Discusion). El efecto de la temperatura durante la
desverdizacién con etileno y en la coloracién ha sido estudiado previamente
(Stewart y Wheaton, 1971; Wheaton y Stewart, 1973) y, mas recientemente, se ha
demostrado que el efecto del etileno exdgeno en la carotenogénesis de frutos de
mandarinas 'Satsuma' varid en funcién de la temperatura de conservacion,
inhibiéndose a bajas temperaturas (5 °C) (Matsumoto et a/.,, 2009). Por tanto, con
el objetivo de elucidar si los mecanismos responsables de la estimulacion de la
coloracién durante la exposicion de los frutos a 12 °C pudieran estar mediados por
la accidn del etileno, se pre-trataron los frutos con 1-MCP, un inhibidor de la accion
de la hormona, antes del almacenamiento a 12 °C (Serek et al., 1995; Sisler y
Serek, 1997; Watkins, 2008).

Es interesante destacar que los frutos de mandarina 'Clemenules'
pretratados con 1-MCP desarrollaron dafios en la piel durante el periodo de
conservacion (Figura 34 C). Estudios realizados en distintas variedades de citricos
han demostrado que diferentes dafos asociados al frio se potencian por el
tratamiento con 1-MCP, dependiendo tanto de la variedad como de la
concentracion del inhibidor (Dou et al, 2005). De hecho, en diferentes
experimentos realizados en esta Tesis, los frutos de mandarina 'Clemenules'
tratados con 1-MCP durante la maduracion postcosecha desarrollaron dafios en la
piel (Figura 34 C y Figura 68). Por tanto, los resultados de este trabajo
confirman resultados anteriores en los que se han establecido que el etileno es
parte de las respuestas de defensa de los frutos frente a situaciones de estrés y la
reduccién de su accidén desencadena mayores deterioros y manchados en los frutos
(Lafuente y Zacarias, 2006; Estables, 2008).

En cuanto a la evolucion de la coloraciéon, los frutos de mandarina
'Clemenules' tratados con 1-MCP y almacenados a 12 °C mostraron un indice de
color inferior a los frutos control a las 3 semanas de conservacion y antes de que
los dafios en la piel fueran visibles (Figura 35). Un efecto similar del inhibidor se
ha descrito por otros autores y en este trabajo en frutos de mandarina
'Clemenules' y 'Fortune' a temperatura ambiente (20 °C) (Laamim et a/, 2005a;
Laamim et al, 2005b), Capitulo III de Resultados). En otras especies, como
naranja 'Shamouti' (Porat et a/, 1999) o en limas Tahiti' (Kluge et a/, 2003), la
aplicacion de 1-MCP inhibio la desverdizacion de los frutos.
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El menor indice de color externo de los frutos de mandarina 'Clemenules'
estuvo asociado a una ligera disminucion en el contenido de carotenoides totales
en el flavedo (Figura 35 y Figura 36). Sin embargo, como se ha comentado
anteriormente, no siempre existe una correlacion directa entre el contenido total
de carotenoides en un tejido y su coloracién final (Farin et a/,, 1983; Fanciullino et
al, 2008; Matsumoto et &/, 2009). El andlisis de los carotenoides individuales
reveld, en general, una importante disminucion en determinados carotenoides
durante la conservacién a 12 °C en los frutos pretratados con 1-MCP (Figura 37 y
Figura 38). En el flavedo, el 1-MCP evitd el incremento de los carotenoides
incoloros fitoeno y fitoflueno, y de la B,B-xantofila cis-violaxatina, asi como del
apocarotenoide B-citraurina, cuyo contenido aumentd a 12 °C (Figura 37). En la
pulpa sin embargo, el Unico efecto del 1-MCP se observd en la evolucion de las
xantofilas B-criptoxantina y anteraxantina, cuyo contenido disminuy6 en los frutos
tratados previamente con el inhibidor (Figura 38). El efecto positivo de las bajas
temperaturas y del etileno exdgeno en la acumulacion de B-citrurina ha sido
descrito previamente, asi como la implicacién del apocarotenoide en la coloracion
final de los frutos citricos (Stewart y Wheaton, 1971; Stewart y Wheaton, 19733;
Farin et al, 1983; Gross, 1987; Oberholster et al, 2001; Goodner et a/, 2001;
Rodrigo y Zacarias, 2007; Alquézar, 2008). En este trabajo, la disminucién en la
concentracion de este apocarotenoide en los frutos pretratados con 1-MCP durante
la conservacion a 12 °C, sugiere que la acumulacion de B-citraurina en estas
condiciones parece estar mediada por el etileno.

En el Apartado 1.1 de esta Discusion se ha comentado el efecto de la
conservacion a 12 °C en la biosintesis de carotenoides. En general, los genes
analizados incrementaron su expresion en las variedades estudiadas a lo largo del
periodo de conservacién a 12 °C. El tratamiento con 1-MCP disminuy06 la induccién
de la expresion de los genes PSY'y BLCY2 en el flavedo (Figura 39) y en la pulpa
donde, ademas, se observd el mismo efecto en la expresién de BLCY! (Figura
40). A pesar de las diferencias entre flavedo y pulpa, estos resultados indicarian la
posible implicacion de la hormona en la expresion de los genes de biosintesis de
carotenoides durante la conservacion a 12 °C en ambos tejidos.

Aunque el papel del etileno enddgeno en la carotenogénesis de los frutos
citricos aun no ha sido totalmente establecido, los primeros estudios realizados
sugerian que el etileno endégeno producido por los tejidos no tenia capacidad per
se para iniciar el cambio de color de los frutos (Apelbaum et al, 1976). No
obstante, distintos estudios posteriores sugieren que el etileno enddgeno parece
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tener un papel importante en diferentes procesos implicados en la maduracién de
frutos citricos (Goldschmidt et a/,, 1993). Dada la naturaleza no climatérica de los
frutos citricos, se han sugerido distintas hipotesis para explicar la accion del etileno
enddgeno en la coloracion. Una de ellas seria que la presencia de pequefas
cantidades de la hormona en el interior de los tejidos, donde es fisioldgicamente
activa, es suficiente para activar diversos procesos relacionados con la maduracion
(Purvis, 1980). Por otro lado, en relacion con los resultados obtenidos en este
trabajo, Rasmussen (1975) propuso que, a pesar de que el nivel de etileno
permanece bajo durante la maduracion, la activacion de genes que se produce
puede estar mediada por un incremento en la sensibilidad a los niveles basales de
etileno. Cada vez son mas las evidencias que muestran la tasa de recambio de los
receptores como un mecanismo de regulacion, tanto de la biosintesis de etileno
como de su respuesta (McClellan y Chang, 2007; Kendrick y Chang, 2008). En
manzanas, se ha propuesto que la unidon de etileno a sus receptores esta
regulando la tasa de recambio de los mismos (Tatsuki et a/, 2007b) y que las
bajas temperaturas (1 °C) inhiben la tasa de recambio de los receptores (Tatsuki
et al., 2009). Los resultados obtenidos sugieren que es necesaria la presencia de
receptores funcionales de etileno para que se produzca la estimulacion de la
expresion normal de los genes de biosintesis de carotenoides durante el periodo de
conservacion a 129°C. En uvas se ha descrito un mecanismo similar,
demostrandose la implicacion del etileno en la regulacion de la expresion de genes
implicados en la biosintesis de volatiles (Tesniere et a/., 2004) o la acumulacién de
antocianos (Chervin et al., 2004). En este sentido, el leve incremento observado en
la produccidn del etileno en frutos citricos durante la conservacion a 12 °C, junto
con el posible aumento en el nimero de receptores o la sensibilidad de los
mismos, podria activar la carotenogénesis y la degradacion de clorofilas, con el
consiguiente incremento de la coloracion.

2. Efecto del acondicionamiento térmico en frutos de naranjas y
mandarinas: Cambios en la biosintesis y acumulacion de carotenoides

2.1. Bases bioquimicas

Los tratamientos postcosecha de choque térmico han demostrado una alta
eficacia en la induccidon de tolerancia a las bajas temperaturas de conservacion y
en el control de podredumbres en frutos de diversas especies y variedades de
citricos (Ben-Yehoshua et al, 1995; Gonzalez-Aguilar et al., 1997; Lurie, 1998;
Nafussi et al,, 2001; Schirra et al., 2004; Erkan et al., 2005b; Nunes et al., 2007).

172



Discusion

Sin embargo, observaciones realizadas anteriormente y los resultados precedentes
demuestran que, en determinadas circunstancias, provocan una pérdida de
coloracion externa del fruto, lo que deprecia la apariencia y calidad de los mismos
(Rodov et al, 1995; Ben-Yehoshua et al, 1995; Porat et al, 2000; Martinez-
Javega, 2002; Plaza et al.,, 2004; Erkan et al., 2005b). Dado que la coloracion de
los frutos citricos estd determinada por el contenido y la composicion de
carotenoides (Stewart y Wheaton, 1973a; Stewart y Leuenberger, 1976; Gross,
1987; Rodrigo et al,, 2003), la hipdtesis planteda en este trabajo fue que el efecto
del curado en la pérdida de coloracion de los frutos se debe a alteraciones en la
biosintesis, acumulacién o composicion de carotenoides. Por ello, para caracterizar
estos efectos se seleccionaron dos variedades de citricos, mandarinas 'Fortune' y
naranjas 'Navelina', con diferente velocidad de maduracion, época de cosecha y
caracteristicas de la piel y, en ambos casos, se utilizaron frutos en tres estadios de
maduracién para extender y generalizar las conclusiones del trabajo.

Los resultados obtenidos muestran que, en general, tanto en mandarinas
'Fortune' como en naranjas 'Navelina', el tratamiento de curado térmico (3 dias a
37 °C) produce la pérdida de coloracién en el flavedo de los frutos (Figura 44 y
Figura 52). Los efectos mas acusados en la pérdida de color se observaron en los
frutos mas inmaduros de mandarinas 'Fortune' y en los mas coloreados de
naranjas 'Navelina' (Figura 44 A y Figura 52 C), lo que sugiere que la intensidad
de este tratamiento puede depender de cada variedad y del estadio de
maduracién. En trabajos realizados en frutos de mandarina 'Clemenules' se
observd que un tratamiento térmico de 1 dia a 40 °C retrasaba la coloracién, tanto
en frutos virando como en frutos coloreados, siendo el efecto mas acusado en los
ultimos, que no alcanzaron la misma coloracion que los frutos control (Plaza et al.,
2004). Estos resultados indican que el estadio de maduracién es un factor
determinante en el efecto del tratamiento térmico sobre el color externo del fruto y
puede estar en relacidon con el contenido y composicidon de carotenoides en el
flavedo de los frutos de cada variedad.

Las altas temperaturas durante la maduracion o la postcosecha tienen
efectos negativos sobre la coloracién de los frutos citricos (Stewart y Wheaton,
1972), ya que las temperaturas dptimas para la carotenogénesis son relativamente
mas bajas (12-20 °C) (Gross, 1987). Este efecto negativo también se manifiesta
durante la desverdizacion natural y se hace especialmente patente en los frutos
cultivados en climas tropicales, donde las altas temperaturas nocturnas y las
escasas diferencias entre las temperaturas dia/noche impiden el cambio de color y
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que se consiga la pigmentacion caracteristica e intensa de los frutos (Barry y Van
Wyk, 2006). Este efecto de las altas temperaturas en el retraso y la pérdida de
color también se ha descrito en otros frutos como tomates o nisperos (Lurie et al.,
1996; Ding et al., 1998; Yahia et al., 2007).

A pesar de que el curado tuvo efectos evidentes en la pérdida de color en
los frutos de 'Fortune' y 'Navelina', no se observd un paralelismo con el contenido y
composicion de carotenoides totales. Asi, en los frutos de mandarina 'Fortune', el
contenido de carotenoides totales en el flavedo de los frutos curados fue menor
que en los control y en determinados casos inferiores a los iniciales (Tabla 10). En
los frutos de 'Navelina', sin embargo, la temperatura de curado no provocé efectos
diferentes en los niveles de carotenoides respecto a la temperatura control, lo que
indica una ausencia de correlacion con los efectos en el color del flavedo (indice
a/b) (Tabla 11). Estos resultados apuntan a que los efectos del curado en la
pérdida del color de los frutos no se deben mayoritariamente a una reduccién del
contenido de carotenoides totales, sino también a cambios especificos en
carotenoides individuales. En un estudio reciente en frutos coloreados de la
mandarina 'Satsuma', se ha comprobado que la conservacién durante 3 semanas a
20y 30 °C incrementd el contenido y composicion de carotenoides en la piel y
pulpa, pero mayoritariamente a 20 °C (Matsumoto et a/, 2009). Estos resultados
son concordantes con los obtenidos en nuestro estudio, ya que los frutos
coloreados de 'Satsuma' podrian ser fisioldgicamente equivalentes a los frutos de
'Fortune' y 'Navelina' en el estadio B, en los que también se ha observado un
aumento del contenido de carotenoides tanto a 20 como a 37 °C. Parece, por lo
tanto, que en el momento de induccidon de la carotenogénesis, cuando se estan
acumulando carotenoides e intensificando progresivamente el color, los frutos
pueden mantener activos estos procesos a ambas temperaturas, aunque no se
refleje directamente en el color externo. Sin embargo, en estadios mas avanzados
de la maduracién y con mayor contenido en carotenoides este efecto desaparece y
se puede producir el efecto contrario (Tabla 10 y Tabla 11).

Los frutos de mandarina 'Fortune' utilizados en este trabajo mostraron
respecto a los de naranja 'Navelina' no sdélo una mayor concentracion de
carotenoides para estadios similares de coloracién (Tabla 10 y Tabla 11), sino
también mayor contenido de B-criptoxantina y de B-citraurina (Figura 46, Figura
47, Figura 48, Figura 53, Figura 54 y Figura 55). Ademas, la concentracion
de B-citraurina en el flavedo aumenté de forma progresiva con la maduracion,
alcanzando los niveles maximos en los frutos totalmente coloreados (Figura 48 y
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Figura 55), y en los frutos de 'Fortune' llegaron incluso a triplicar a los de
'Navelina'. El apocarotenoide B-citraurina es el responsable de la tonalidad naranja-
rojiza de los frutos de algunos variedades de citricos (Gross, 1987). Los resultados
de este trabajo muestran una buena correlacién entre la concentracién de B-
citraurina y la coloracion externa del fruto, lo que refuerza el papel determinante
de dicho apocarotenoide en la coloracion final del flavedo de los frutos citricos.

Uno de los efectos mas significativos del tratamiento de curado, tanto en
'Fortune' como en 'Navelina', fue la importante disminucion del contenido de B-
citraurina, el cual se mantuvo o aumentd a 20 °C. Estos resultados estan de
acuerdo con los descritos anteriormente por Stewart y Wheaton (Stewart y
Wheaton, 1971) en diversas variedades de citricos en los que se han observado
una reduccion en la concentracion de B-citraurina con el incremento de la
temperatura. Es interesante destacar que esta reduccion de B-citraurina fue mayor
en los frutos mas inmaduros, con menor concentracion en este apocarotenoide v el
efecto descendié progresivamente con la maduracion del fruto. De hecho, en los
frutos mas coloreados de 'Fortune', en los que el curado térmico no produjo un
descenso en el contenido de B-citraurina fueron los Unicos en los que no se
produjo una pérdida de coloracion externa (Figura 44 y Figura 48). Este patron
de cambios puede sugerir que el acondicionamiento a 37 °C afecta negativamente
a la acumulacion de B-citraurina en los estadios en los que existe una sintesis
activa de la misma y, por lo tanto, el curado afectaria directamente a su
biosintesis. Esta serie de cambios en la concentracion de B-citraurina en los frutos
de la mandarina 'Fortune' y la naranja 'Navelina' en los tres estadios de
maduracién muestran una buena correlacion con la coloracion final de los frutos,
por lo que se podria concluir que el efecto del curado en la pérdida de color del
flavedo puede atribuirse principalmente al efecto sobre el contenido de pB-
citraurina.

El origen biosintético de la B-citraurina ain no ha sido dilucidado, aunque
existen evidencias que indican que es un producto de la rotura de las B,B-
xantofilas, B-criptoxantina y/o zeaxantina (Yokoyama y White, 1966; Stewart y
Wheaton, 1972; Farin et al.,, 1983; Rodrigo et a/.,, 2004; Rodrigo y Zacarias, 2007).
Como se ha comentado anteriormente, la biosintesis de apocarotenoides esta
catalizada por una amplia familia de enzimas denominadas genéricamente CCDs
(Kato et al, 2006; Rodrigo y Zacarias, 2007; Agusti et al., 2007). Una subfamilia
de las CCDs son las enzimas de la biosintesis de ABA, denominadas NCEDs (Kato
et al, 2006; Rodrigo y Zacarias, 2007; Agusti et al, 2007). Es interesante
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mencionar que en frutos de mandarinas 'Fortune' se ha demostrado que el
tratamiento de acondicionamiento térmico también disminuyen drasticamente los
niveles de ABA, al igual que el contenido de B-citraurina (Lafuente et a/,, 1997). En
frutos de 'Satsuma' conservados a 30 °C se ha comprobado igualmente un
descenso en los niveles de ABA y en la expresion de los genes NCEDs (Matsumoto
et al., 2009). Por tanto, es ldgico asumir que la expresion de las CCDs implicadas
en la sintesis de B-citraurina podrian ser también sensibles a las temperaturas
relativamente elevadas (superiores a 30 °C), de forma similar a lo que ocurre con
las NCEDs, y explicaria el efecto negativo sobre el contenido de B-citraurina.

En cuanto a la evolucién de otros carotenoides durante el tratamiento de
curado, no se identificaron correlaciones claras con la coloracion del fruto, aunque
es de destacar que los carotenoides incoloros presentaron una evolucion similar en
ambas variedades. En diversas situaciones, tanto el fitoeno como el fitoflueno,
mostraron un incremento durante los 3 dias de almacenamiento,
independientemente de la temperatura y del estadio de maduracion (Figura 46,
Figura 47, Figura 48, Figura 53, Figura 54 y Figura 55), lo que sugiere el
mantenimiento del flujo de entrada en la ruta de carotenoides. El patron de
evolucion del resto de carotenoides cambid en funcion del estadio de maduracion y
de la variedad, y fue en general mucho mas variable y sin aparente relaciéon con la
coloracién del fruto. Las xantofilas B-criptoxantina y cis-violaxantina, de mayor
concentracion en el flavedo, no experimentaron tampoco cambios consistentes con
la coloracién, por lo que no se puede concluir que los efectos del curado estén
relacionados con la concentracién de las mismas.

A diferencia de lo observado en el flavedo, el andlisis del contenido de
carotenoides totales en la pulpa de mandarina 'Fortune' no revel6 diferencias
importantes entre los frutos curados y no curados a los 3 dias del tratamiento, ya
que se incrementd en ambos casos. Sin embargo, tras 7 dias de almacenamiento
el contenido de carotenoides en los frutos curados fue menor que en los frutos
control (Figura 45). Estas diferencias no conllevaron cambios importantes en el
contenido de carotenoides individuales en la pulpa, ya que, mientras aumento el
contenido B-criptoxantina, descendid ligeramente el de violaxantina (Figura 49).
En la pulpa de frutos de 'Satsuma' tampoco se identificaron diferencias importantes
durante la conservacion a 20 o 30 °C (Matsumoto et a/., 2009). En conjunto, estos
resultados sugieren que, mientras el tratamiento de curado afecta en
determinados estadios de maduracion a la coloracién y al contenido en
carotenoides totales del flavedo, no se producen efectos similares en la pulpa de
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los frutos. No se puede descartar, sin embargo, que el curado térmico pueda
afectar el color o la composicion de carotenoides de frutos en otros estadios de
maduracion, posiblemente mas inmaduros.

Para comprobar la reversibilidad del efecto del curado en la pérdida de
color se realizaron aplicaciones de etileno durante 4 dias, ya que esta demostrado
el efecto de la hormona en la induccion del color (Stewart y Wheaton, 1971;
Grierson et al., 1986) estimulando la biosintesis de carotenoides (Young y Jahn,
1972; Stewart y Wheaton, 1972; Rodrigo y Zacarias, 2007). El tratamiento con
etileno exdgeno tuvo un efecto similar en los frutos control y curados, tanto de
'Fortune' como de 'Navelina', estimulando de forma importante la coloracion
externa del flavedo (Figura 44 y Figura 52). En general, el efecto del etileno fue
menor en los frutos en estadios de coloracion mas avanzados, como cabria esperar
por resultados precedentes (Rodrigo y Zacarias, 2007). En frutos de 'Clemenules'
sometidos a un tratamiento térmico (1 dia a 40°C) en dos estadios de
maduracion, también se ha descrito un mayor y mas rapido incremento del color
por etileno en los frutos mas inmaduros (Plaza et al., 2004).

Los efectos del etileno en la concentracion de los distintos carotenoides y
xantofilas se reprodujeron con consistencia entre frutos curados y no curados de
las dos variedades. Asi, en general, se produjo un aumento de los carotenos
iniciales incoloros, del contenido de B-criptoxantina, pero no se afectd o disminuyo
el de la xantofila mayoritaria cis-violaxantina (Figura 46, Figura 47, Figura 48,
Figura 53, Figura 54 y Figura 55). Estos resultados son similares al patron de
cambios descritos en otros frutos citricos (Stewart y Wheaton, 1971; Rodrigo y
Zacarias, 2007; Matsumoto et a/,, 2009), excepto el de cis-violaxantina, que en el
caso de las naranjas 'Navelina' se produjo un aumento por etileno. Esta
discrepancia podria deberse al estadio de maduracién, ya que los frutos de
'Navelina' se encontraban en mucho menos avanzado (verde-maduro o verde-
inmaduro) (Rodrigo y Zacarias, 2007) frente a frutos virando o coloreados (Figura
51 y Matsumoto et a/. 2009). El conjunto de resultados obtenidos indica que el
tratamiento de curado no afectd la respuesta o sensibilidad de los frutos al etileno
y que su efecto es reversible, al menos en lo referente a la sintesis y acumulacion
de carotenoides en el flavedo de los frutos citricos.

2.2. Bases moleculares

Con el fin de estudiar a nivel molecular el efecto del curado en la
biosintesis de carotenoides, se seleccionaron 4 genes de la ruta que se han
descrito previamente como relevantes en el flujo y redireccionamiento hacia la
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formacion de B,B-xantofilas: PSY, BLCY1, BLCY2y BCHX (Rodrigo et al., 2004; Kato
et al., 2004; Alquézar, 2008; Alquézar et al., 2008a). En general, el tratamiento de
acondicionamiento térmico o curado produjo un importante descenso en la
expresion de los genes de biosintesis de carotenoides PSY, BCHX'y BLCYZ, tanto
en 'Fortune' como en 'Navelina' (Figura 50 y Figura 56). Resultados similares se
han obtenido en frutos de mandarinas 'Satsuma' almacenados a 30 °C, donde se
observé una disminucidn en la expresion de la mayoria de los genes (Matsumoto et
al., 2009). Por otro lado, analisis transcriptomicos realizados en frutos totalmente
coloreados de mandarina 'Fortune' sometidos al mismo tratamiento de curado,
mostraron una disminucion generalizada en el nivel de los transcritos de la ruta de
biosintesis de carotenoides (Establés, 2008). En frutos verdes de tomate en los
que se realizd un tratamiento de choque térmico (3 dias a 38 °C) se comprobd un
retraso en la induccién de la PSY (Lurie et a/., 1996). En conjunto, estos resultados
muestran el efecto inhibidor de las altas temperaturas sobre la expresion de los
genes de biosintesis de carotenoides, independientemente de la variedad. Sin
embargo, a temperaturas moderadas (20 °C) la respuesta de los genes fue
dependiente de la variedad, ya que en mandarinas 'Fortune' los niveles de los
transcritos se mantuvieron (Figura 50), mientras que en naranjas 'Navelina'
disminuyeron (Figura 56). En otras especies de mandarina y naranja se han
observado efectos similares (Rodrigo y Zacarias, 2007; Matsumoto et a/,, 2009), lo
que sugiere que existe un efecto genético de la especie y del tipo de fruto en la
expresion de los genes de biosintesis de carotenoides frente a la temperatura. Esta
diferencia en la respuesta frente a un factor ambiental podria estar relacionada con
la diferente velocidad de carotenogénesis de mandarinas y naranjas durante la
maduracién natural, que en general es mas rapida y acelerada en las primeras
(Kato et al.,, 2004; Alguézar, 2008).

La evolucion del contenido en carotenoides durante el periodo de
acondicionamiento a distintas temperaturas no mostrd una clara correlacion con la
expresion de los genes de biosintesis analizados. De hecho, la disminucién
generalizada en la expresion de los genes de carotenoides durante el curado no
fue paralela con una disminucion en el contenido de ninguno de los carotenoides, a
excepcion del apocarotenoide B-citraurina. En particular, la disminucién en la
expresion relativa de BLCY2 durante el curado de los frutos de 'Fortune' (Figura
50) y 'Navelina' (Figura 56) no conllevd un descenso en el contenido de B,B-
xantofilas. Esta falta de correlacion entre la expresion de genes de biosintesis de
carotenoides y la acumulacion de carotenos y xantofilas se ha descrito en

178



Discusion

diferentes variedades (Fanciullino et a/., 2008; Machado et a/., 2008; Alquézar et
al, 2008a; Matsumoto et a/, 2009) y, mas recientemente, durante el
almacenamiento de frutos de 'Satsuma' a 30 °C (Matsumoto et a/., 2009). Estos
resultados, sugieren la implicacién de otros mecanismos en la regulacion de la
biosintesis de carotenoides, tanto post-transcripcionales, traduccionales como a
nivel de actividad catalitica (Cunningham, 2002; Bramley, 2002; Fanciullino et al,,
2008; Matsumoto et a/., 2009), junto a otros procesos como la estabilidad de los
carotenoides y su degradacion. De esta forma el descenso en la expresién de un
gen o de un determinado transcrito no conllevaria necesariamente una reduccion
en la concentracién del producto de esa reaccién en el mismo periodo de tiempo.
Seria l6gico asumir que, aunque el tratamiento térmico puede inhibir la expresion
de un determinado gen, la concentracion del carotenoide correspondiente puede
mantenerse practicamente inalterada si no hay un efecto especifico del curado
sobre el mismo.

La reversibilidad de los procesos afectados por los tratamientos térmicos
se ha comprobado en frutos de diferentes especies (Lurie y Klein, 1990; Lurie et
al, 1996; Plaza et al., 2004). Asi, por ejemplo, los niveles del mRNA de la ACC
oxidasa, enzima implicada en la sintesis de etileno, disminuyeron en frutos de
tomates curados (3 dias a 389°C), recuperandose tras el periodo de
acondicionamiento (Lurie et a/, 1996). En nuestro estudio y, especificamente, en
la carotenogénesis, se ha comprobado que el efecto del curado es reversible, no
sblo el contenido de carotenoides, sino también la expresion de los genes de
biosintesis. Los resultados muestran una importante induccion en la expresion del
gen PSY (Figura 50 y Figura 56) en los frutos curados tratados con etileno, la
cual estuvo asociada a una mayor acumulacién de fitoeno vy fitoflueno (Figura 47
y Figura 54). Entre los otros genes de la biosintesis de carotenoides analizados,
BCHX 'y BLCY2 también mostraron una clara estimulacion de su expresion por el
tratamiento con etileno en los frutos curados. El gen BLCYI, sin embargo, no
presentd una respuesta al etileno, tal como se ha comprobado anteriormente
(Rodrigo y Zacarias, 2007; Alquézar et a/., 2009). Los aumentos relativos en los
transcritos de BCHX y BLCY2 fueron diferentes en los frutos de 'Fortune' y
'Navelina', y la mayor induccion de BLCYZ2 se produjo en los frutos de naranja, que
llegd a incrementarse casi 10 veces. Este patron de induccion por etileno es similar
al que se produce en otros estadios de maduracién, donde la hormona estimula las
etapas iniciales de la ruta, aumentando la expresion de PSYy la concentracion de
fitoeno y fitoflueno (Rodrigo y Zacarias, 2007), y la expresion de gen BLCY2
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(Alquézar et al, 2009). Estos resultados confirman que tras el tratamiento de
curado la respuesta de los frutos citricos a la aplicacién de etileno permanece
practicamente inalterada.

Esta estimulacion de la expresidn génica por el etileno en los frutos
curados no conllevd un aumento paralelo de las B,B-xantofilas (Figura 47 y
Figura 54), que incluso descendieron en los frutos de mandarina 'Fortune' y se
mantuvieron en 'Navelina'. A pesar de ello, el etileno incrementd la coloracién y el
contenido en p-citraurina en los frutos curados. Como se ha descrito
anteriormente, en diferentes estudios se ha propuesto que la intensidad de la
coloracion en diferentes variedades de naranja se debe al ratio cisviolaxantina
(carotenoide amarillo)/B-citraurina (carotenoide naranja-rojizo) (Oberholster et al.,
2001). Los resultados obtenidos en este trabajo refuerzan esta hipodtesis, ya que el
etileno no aumentod la concentracion de violaxantina, lo que haria descender la
relacion cis-violaxantina/B-citraurina. Como se ha mencionado anteriormente, la
biosintesis de B-citraurina no se conoce con exactitud, pero su aumento por etileno
puede estar relacionado con la estimulacion de la expresion tanto de ABCHX,
implicada en la sintesis del posible precursor B-criptoxantina, como de las CCDs, ya
que los miembros de esta familia de genes también se inducen por la hormona
(Rodrigo y Zacarias, 2007).

En conclusion, los resultados de este trabajo demuestran que la pérdida de
coloracion que se produce en los frutos citricos por la exposicion a 37 °C depende
de la variedad y el estadio de maduracion. Este efecto se debe principalmente a los
cambios en B-citraurina, que es el carotenoide que mostrdé mayor correlacion con
las alteraciones en el color. El curado inhibe la expresion de los genes de
biosintesis de carotenoides PSY, SCHXy BLCYZ, y, en general, estos efectos son
reversibles por la aplicacién de etileno.

3. Papel del etileno en la carotenogénesis de los frutos citricos

A pesar de que durante afos se han acumulado numerosas evidencias del
papel del etileno en la maduracion, el modo de accion de la hormona y como los
bajos niveles de etileno, que normalmente producen los frutos citricos durante su
maduracién, coordinan los diferentes cambios fisioldgicos y bioquimicos asociados
a este proceso son todavia desconocidos. Estudios de expresion génica en el
flavedo de frutos citricos indican que el etileno estimula y acelera algunos de los
cambios que se producen durante la maduracion natural del fruto (Trebitsh et al.,
1993; Alonso et a/., 1995; Zacarias y Alférez, 2007), pero no se puede concluir que
el etileno sea el regulador natural de estos cambios. Dado el caracter no
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climatérico de los frutos citricos, se ha sugerido que el papel de la hormona
durante la maduracion podria ejercerse mediante cambios en la sensibilidad a la
misma (Alonso et al, 1995). Sin embargo, no se han obtenido hasta la fecha
evidencias claras de cambios en los niveles de los receptores del etileno que
puedan justificar dichas alteraciones en la sensibilidad a la hormona (Katz et al,,
2007; Rosales et al., 2009).

En este capitulo de Tesis se ha abordado el estudio de la posible
implicacién del etileno y su modo de accidén en la carotenogénesis de frutos de
mandarina, tanto los cambios en el color del flavedo como en el contenido de
carotenoides y en la expresion de genes clave en la sintesis de estos pigmentos.
Para ello, se ha utilizado una estrategia experimental diferente a la que
normalmente se ha empleado en este tipo de estudios en citricos, la aplicacion del
inhibidor de la accion del etileno, 1-MCP, a frutos en diferentes estadios de
maduracién, con el fin de comprobar la evolucién de la carotenogénesis en
ausencia o con muy baja capacidad de percepcion del etileno. El 1-MCP es un
inhibidor competitivo de la accidn del etileno que se une irreversiblemente a los
receptores, pero con el paso del tiempo los tejidos tratados sintetizan nuevos
receptores y se puede restaurar progresivamente la accion hormonal (Serek et al.,
1995; Sisler y Serek, 1997; Watkins, 2008). En este trabajo se han utilizado frutos
de dos variedades de mandarina (‘Fortune' y 'Clemenules’) con diferente velocidad
de coloracion y en tres estadios de maduracion, con el fin de comprobar los
posibles efectos del etileno al inicio del cambio de color o cuando ya se ha iniciado,
lo que supone uno de los aspectos mas novedosos del trabajo, comparando la
respuesta de los frutos en el arbol con la de frutos cosechados (postcosecha).

En frutos climatéricos en los que se ha inhibido la sintesis de etileno a nivel
molecular o la percepcion de la hormona mediante el tratamiento con 1-MCP, se
ha llegado a la conclusion de que se necesita la accion permanente del etileno para
mantener los procesos de la maduracion del fruto (al menos los dependientes de la
hormona), con lo que el etileno actuaria como un 'reostato’ mas que como un
'disparador' del proceso (Trebitsh et al., 1993; Hoeberichts et a/, 2002; Opiyo y
Ying, 2005; Pech et al, 2008). Por otro lado, la aplicacién de 1-MCP a frutos no
climatéricos, como uvas (El-Kereamy et a/,, 2003; Tesniere et al., 2004; Chervin et
al, 2004) o fresas (Tian et al, 2000; Trainotti ef &/, 2005) ha permitido
comprobar la existencia de procesos de la maduracion que parecen ser
dependientes del etileno. En los frutos citricos se han realizado numerosos estudios
para analizar el efecto del 1-MCP en la coloracion del fruto y en su comportamiento
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postcosecha (Porat et a/, 1999; Mullins et al., 2000; Porat et a/., 2001; Zhong et
al, 2001; Kluge et al, 2003; Laamim et al, 2005a; Win et al, 2006). Las
conclusiones de estos trabajos indican que, efectivamente, la inhibicion de la
accion del etileno puede retrasar la coloracion de los frutos, pero también se han
obtenido resultados contrarios, por lo que parece existir un efecto dependiente de
la variedad y del estadio de maduracion. En general se puede establecer que los
bajos niveles de etileno que normalmente producen los frutos son necesarios para
mantener parte de las respuestas fisioldgicas y bioquimicas que tienen lugar
durante la maduracioén de los citricos (Porat et a/., 1999).

Los resultados generales de esta Tesis indican que, parece existir una
respuesta diferente a la inhibicién de la accién del etileno de los frutos en el arbol
0 una vez cosechados, y que los principales efectos del 1-MCP se observaron en la
expresion de los genes de biosintesis de carotenoides. Las diferencias en la
velocidad de desverdizacion de los frutos de las dos variedades utilizadas se
correlacionan con las diferencias tanto en la acumulacién de carotenoides y la
expresion de genes de biosintesis, como con una respuesta diferente al 1-MCP.

3.1. 'Fortune' y 'Clemenules': dos variedades de mandarina con
distinta velocidad de coloracion

Los resultados de este trabajo confirman las diferencias en la velocidad de
carotenogénesis entre los frutos de las dos variedades de mandarina consideradas
(Alquézar, 2008). Los frutos de la mandarina 'Fortune', especialmente en estadios
mas iniciales, tuvieron una velocidad de desverdizacion mas lenta que los de
'Clemenules' (Figura 59 y Figura 70). Ademas, el contenido de carotenoides
totales en frutos verdes se mantuvo constante a lo largo del almacenamiento
postcosecha, mientras que en 'Clemenules' se produjo un incremento del 61%
(Figura 61 y Figura 73). Estas diferencias también se reflejaron en el perfil de
carotenoides individuales, donde por ejemplo, tendieron a descender durante la
postcosecha de los frutos de 'Fortune', mientras que en los de 'Clemenules’ estos
descensos no fueron tan abruptos e incluso aumentaron determinados
carotenoides, como la B-criptoxantina y violaxantina, y el apocarotenoide [-
citraurina.

Estas diferencias en la carotenogénesis entre las dos variedades se
reflejaron mas claramente en la acumulacion de mRNAs de genes clave de la
biosintesis de carotenoides durante la maduracion del fruto (Tabla 15). Dos de los
cuatro genes analizados (PSY'y BCHX) aumentaron su expresion de forma mucho
mas acusada en el flavedo de los frutos de 'Clemenules' que en los de 'Fortune',
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para indices de coloracion similares, desde frutos verdes hasta los coloreados.
Estas diferencias entre variedades fueron especialmente superiores para el gen
BCHX en 'Clemenules', lo que explica la mayor acumulacion de B-criptoxantina en
los frutos de 'Fortune' y concuerda con los resultados previos obtenidos en
distintas variedades (Kato et a/,, 2004; Alquézar, 2008).

A lo largo de la postcosecha, la expresion de estos genes también reveld
diferencias en su patrén de expresion. Asi, en frutos de mandarina 'Fortune' sélo
se observé un incremento en la expresién de PSY en los frutos verdes y virando
(Figura 65 y Figura 66), y de BLCY2 en los mas verdes (Figura 65). En los
frutos de 'Clemenules' se observd un incremento en la expresion de los genes ASY
y BLCY2 en los tres estadios de coloracion (Figura 77, Figura 78 y Figura 79),
lo que indica de nuevo que la mayor y mas rapida induccion de la carotenogénesis
en el flavedo de los frutos de 'Clemenules’ se manifiesta igualmente durante la
conservacion postcosecha.

Es interesante destacar que, cuando se compara la desverdizacion inducida
por el etileno entre los frutos de ambas variedades con una relacién /b similar, no
se encontraron diferencias importantes (Figura 59, Figura 71y Figura 84), o
que indica que los frutos de ambas variedades parecen tener similar respuesta o
sensibilidad al etileno, al menos en la coloracion del fruto. Esta similitud en la
sensibilidad al etileno sugeriria que las diferencias en la velocidad de coloracion
entre las dos variedades durante la maduracién natural del fruto no se deben a
diferencias en la respuesta a la hormona durante el proceso, sino mas
probablemente a diferencias propias de cada variedad en la velocidad de
desarrollo/maduracion del fruto.
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Tabla 15. Relacion de los niveles de expresion de los genes PSY, BLCY1, BLCY2y BCHX en
el flavedo de frutos de mandarinas 'Fortune' y 'Clemenules' en los estadios de maduracion.
Los valores de la expresion relativa de cada gen estan referidos al estadio de coloracion mas
verde de cada variedad, al que se le asigno el valor de 1.

Estadios de coloracién de mandarinas (a/b)

'Fortune' 'Clemenules'
Gen
-0.38 -0.11 0.26 -0.41 -0.10 0.27
PSY 1 4.95 10.97 1 16.5 22.47
pLCY1 1 0.34 0.20 1 0.27 0.19
pLCY2 1 1.39 2.99 1 1.84 1.98
PCHX 1 0.74 0.68 1 3.39 3.76

3.2. Efecto del 1-MCP en la coloracion de frutos de mandarinas

Uno de los resultados mas interesantes de este trabajo fue la diferencia en
la respuesta (coloracion del flavedo) a la aplicacién de 1-MCP de los frutos durante
la postcosecha o cuando el tratamiento se realizé a los frutos en el arbol. La
aplicacién de 1-MCP a frutos cosechados, tanto de mandarina 'Fortune' como de
'Clemenules', se realizd en tres momentos de la maduracion; en frutos verdes en
los primeros momentos de la desverdizacién, en frutos virando de color, aun con
una relacion a/b negativa, y a frutos coloreados, antes de alcanzar la maxima
coloracion (Figura 57). Es de destacar que en los frutos de ambas variedades en
los dos primeros estadios la inhibicion de la accion del etileno por 1-MPC retraso
ligeramente la velocidad de coloracion después de varios dias de tratamiento
(entre 5y 7 dias), que coincidié, aproximadamente, con el momento en el que los
frutos control aumentaron la velocidad de coloracién (Figura 59 y Figura 70).
Sin embargo, en los frutos coloreados el retraso en la coloracion se manifesto
pocos dias después del tratamiento y, practicamente durante todo el experimento,
los valores g/b de los frutos tratados con 1-MCP fueron mas bajos que los de los
frutos no tratados. Estos resultados indicarian que el etileno estimula o promueve
el cambio de color en el flavedo y que su accidn parece que se ejerce a partir de
un momento determinado de la maduracién, cuando ya se ha iniciado el proceso,
posiblemente controlando la velocidad del mismo. El efecto del 1-MCP reduciendo
la velocidad de coloracién de los frutos en los tres estadios de maduracién es
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similar al observado en frutos de tomate tratados con 1-MCP. En frutos de otras
especies vegetales también se ha demostrado que el efecto del 1-MCP puede ser
dependiente del momento de la cosecha, como en fresa (Tian et al., 2000), uva
(Chervin et al., 2004), tomate (Hoeberichts et al, 2002; Zhang et al., 2009) o
manzana (Tatsuki et a/, 2007a). Guillén et al. (2006), comparando cuatro
variedades de tomate describen que el efecto del 1-MCP en la coloracion de los
frutos fue mas acusado en los recolectados en un estadio de coloracion mas
avanzado. Un efecto similar del 1-MCP también se ha observado en la coloracién
postcosecha de distintas variedades de frutos citricos, como mandarinas
'Clemenules' (Laamim et a/, 2005a), naranjas 'Shamouti' (Porat et &/, 1999) o
diversas variedades de limas (Kluge et al, 2003; Win et al, 2006) y pomelos
(Mullins et al, 2000). El hecho de que la inhibicion de la accion del etileno
retrasando el cambio de color del flavedo sea dependiente del estadio de
maduracién del fruto puede justificar las diferencias encontradas entre las
diferentes especies y variedades, al menos durante la postcosecha de los frutos
citricos.

Las variaciones en la concentracion de los diferentes carotenoides
individuales durante las dos semanas de conservacion de los frutos de mandarina,
tanto 'Fortune' como 'Clemenules', no mostraron un comportamiento constante y
parece que también fueron dependientes del estadio de maduracién del fruto y de
la variedad. En general se produjo un descenso de las xantofilas de la rama ¢,j,
tipico de tejido cloroplastico, mientras que aumentaron los carotenos lineales
iniciales y las xantofilas violaxantina, B-criptoxantina y el apocarotenoide
B-citraurina. Aunque en los frutos de ambas variedades se produjeron diferencias
segun el estadio de maduracion del fruto, no se observaron efectos importantes en
la concentracion de los diferentes carotenoides individuales por el tratamiento con
el inhibidor de la accién del etileno. Unicamente se podria destacar que en algunos
momentos de la maduracién el tratamiento con 1-MCP promueve una mayor
concentraciéon de carotenos lineales incoloros (fitoeno) o de xantofilas amarillas
como la anteraxantina o la mutatoxantina, que en su conjunto conferirian una
menor coloracién a los frutos. Sin embargo, en los diferentes tratamientos no se
obtuvieron efectos significativos por el tratamiento con 1-MCP sobre las xantofilas
mayoritarias que proporcionan tonalidades mas brillantes o intensas en la piel de
los frutos de mandarina (B-criptoxantina y B-citraurina). En otros frutos, como
albaricoques (Kita et a/., 2007) o tomates (Opiyo y Ying, 2005) tratados con 1-MCP
también se observd una discrepancia entre la coloracion y la acumulacion de
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carotenoides. En conjunto, estos resultados muestran una falta de correlacién
entre el color de los frutos y la acumulacion de carotenoides individuales como se
ha descrito previamente en otros casos (Fanciullino et a/, 2008; Alquézar et al.,
2008a; Matsumoto et a/, 2009) y en los capitulos anteriores de esta Tesis. El
retraso de la coloracion causado por el 1-MCP se ha relacionado con un retraso en
la degradacion de clorofilas en otras variedades de citricos (Kluge et a/., 2003; Win
et al,, 2006). Sin embargo, el efecto del 1-MCP en los niveles de clorofilas en los
diferentes tratamientos postcosecha realizados en este trabajo, no parecen estar
asociados al retraso en la coloracion.

En los frutos tratados con 1-MCP en el arbol, tanto en 'Fortune' como en
'Clemenules', no se observaron efectos sobre la velocidad de coloracion (Figura
80 y Figura 83). Para comprobar si el tratamiento en campo era efectivo
inhibiendo la accion del etileno, inmediatamente después de la exposicion de los
frutos al 1-MCP, un lote de frutos réplica se trataron en el laboratorio con 2 yL / L
de etileno y se comprobd que, efectivamente, los tratados con 1-MCP presentaban
una menor respuesta al etileno, tanto en la coloracién del fruto como en la
acumulacion de carotenoides y en la expresion de los genes de su biosintesis.
Estas comprobaciones se realizaron también después de efectuar el segundo
tratamiento con 1-MCP en campo, confirmandose una menor sensibilidad al
etileno, aunque no tan acusada como tras el primer tratamiento. Esta serie de
experimentos permitid corroborar que en los frutos tratados con 1-MCP durante la
maduracion natural se ha inhibido eficientemente la accién del etileno. A pesar de
ello, no se produjeron efectos significativos en la coloraciéon del fruto ni en la
acumulacion de carotenoides, lo que indicaria que el etileno no parece estar
implicado en la regulacién natural de estos procesos en los estadios de maduracion
estudiados.

Existen ligeras diferencias entre los resultados obtenidos de la aplicacion
de 1-MCP en los frutos en el campo o durante su postcosecha. Una posible
explicacion seria que en los frutos cosechados y separados de la planta se ha
podido inducir procesos de estrés o de aceleracion de la senescencia en los que
estaria implicado el etileno, lo que aceleraria la maduracion del fruto. En esas
condiciones en las que el etileno podria estar implicado, su inhibicién se
manifestaria mas claramente en la coloracion que en los frutos unidos al arbol. De
hecho, la evolucién de la coloracion del fruto parece ser mas lineal y progresiva en
los frutos en el arbol que en los cosechados (Figura 59 y Figura 81), lo que
justificaria la idea anterior.
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3.3. Efecto del etileno en la expresion de los genes de biosintesis de
carotenoides en los frutos de mandarina durante la maduracion natural y
durante la postcosecha

A pesar de que la inhibicion de la accion del etileno no tuvo efectos en la
coloracion de los frutos en el campo ni en la acumulacion de carotenoides, el
tratamiento fue efectivo suprimiendo los cambios en la expresion de los genes de
biosintesis de carotenoides (Figura 87). Estos resultados confirmarian que
durante la maduracién (coloracién) natural del fruto (en arbol) el etileno parece
actuar principalmente sobre la expresion de genes de la biosintesis de
carotenoides, aunque este efecto no se traduce durante el periodo estudiado en
cambios significativos en la coloracion del fruto o en la acumulacién de
carotenoides. Esta conclusion se apoya por el efecto inhibidor tan importante del
1-MCP sobre la acumulacion de los mRNAs de PSY, BLCY2 y BCHX tan sdlo 1 dia
después del tratamiento. El hecho de que se produzca un aumento en los niveles
de transcritos posteriormente, indica una recuperacion parcial de la accion del
etileno, no obstante, la nueva exposicion a 1-MCP redujo de nuevo los niveles de
expresion (Figura 87). Aunque se puede especular con que el tratamiento con 1-
MCP no ha bloqueado completamente la accion del etileno y puede haber todavia
un efecto residual, los resultados de la aplicacion de etileno exégeno demuestran
que, en esos mismos frutos, se reduce de forma muy importante la respuesta a la
hormona. La aplicacién de etileno exdgeno incrementé de forma acusada la
expresion de PSY, BLCY2 y BCHX, especialmente los dos Ultimos, aumento que se
suprimié en los tratados previamente con 1-MCP en campo. Este efecto se
manifestd de forma similar en la acumulaciéon de carotenoides, ya que el etileno
incrementd el contenido de fitoeno, luteina, B-criptoxantina y B-citraurina, mientras
que el pretratamiento con 1-MCP contrarrest6 eficazmente este efecto (Tabla 12).
Estos resultados son consistentes con los obtenidos en otros estudios donde se ha
comprobado una accion selectiva del etileno en la estimulacion de la concentracion
de determinados carotenoides y genes de la biosintesis de los mismos (Rodrigo y
Zacarias, 2007; Alquézar et al., 2009; Matsumoto et a/., 2009).

El efecto del 1-MCP en la reduccion de la expresion los genes de la
biosintesis de carotenoides se observd igualmente durante la postcosecha de los
frutos, aunque ambas variedades de mandarina mostraron diferencias en cada
estadio de maduracion. Estos resultados apoyan la observacion mencionada
anteriormente de que el efecto del 1-MCP puede depender de la variedad, la
intensidad de carotenogénesis de la misma y del estadio de maduracién de los
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frutos. Es interesante destacar que, en este estudio, el 1-MCP fue muy efectivo
reduciendo los aumentos en la expresidbn de los genes de biosintesis de
carotenoides que se indujeron en un determinado estadio de coloracion y en una
variedad determinada, como ocurrié con la expresién de PSY'y de BLCY2 en los
frutos verdes de mandarina 'Fortune' y 'Clemenules'’, o con BCHX en los tres
estadios de maduracion de la mandarinas 'Clemenules'. Sin embargo, en los casos
en los que se produjo un descenso en la acumulacion de los mRNA, como en
determinados estadios para SLCY1y SLCY2 (Figura 66 y Figura 67), el 1-MCP no
modifico este comportamiento, lo que sugiere que los descensos en la expresion
de estos genes no estan controlados por el etileno. El hecho de que la disminucién
de la expresion génica por 1-MCP se observe en mandarinas 'Fortune'
mayoritariamente en los frutos mas verdes, que es el estadio donde se producen
los cambios mas importantes, revela su menor velocidad carotenogénica. Por el
contrario, en mandarinas 'Clemenules', el 1-MCP tuvo un marcado efecto en todos
los estadios de coloracion estudiados, lo que es indicativo de una mayor capacidad
catotenogénica. En frutos de tomate y de albaricogue se ha comprobado
gue el 1-MCP reduce la expresidn del gen APSY, aunque no totalmente (Hoeberichts
et al., 2002; Kita et al, 2007), al igual que ocurre en los frutos verdes de ambas
variedades de mandarinas, lo que sugiere que pueden existir otros factores que
influyen en el control de la expresidn de este gen.

Este conjunto de resultados indica que la accion del etileno en la
carotenogénesis se ejerce principalmente (sino Unicamente) sobre la expresion de
los genes de biosintesis de carotenoides y que, al menos parcialmente, el
incremento en la acumulacién de los transcritos de determinados genes que se
produce durante la maduracién natural o la conservacion postcosecha podria estar
regulado por esta hormona. Durante la maduracion de frutos de otras variedades
de citricos se ha demostrado que el control transcripcional de la biosintesis de
carotenoides constituye un importante mecanismo de regulacién, pero no siempre
la expresion de los genes de biosintesis de carotenoides se correlaciona
directamente con el contenido y composicion de carotenoides (Fujii et al., 2007;
Fanciullino et a/., 2008; Machado et a/., 2008; Alquézar et al,, 2008b; Matsumoto
et al., 2009). El etileno, sin embargo, no parece que tenga una implicacién directa
en otros procesos post-transcripcionales o post-traduccionales que acompanan a la
carotenogénesis de los frutos y que determinan el contenido y composicion de
carotenoides. Para explicar esta aparente discrepancia se han propuesto diferentes
mecanismos post-transcripcionales de regulacion en los que no estaria implicado el
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etileno, como son la regulacion de la actividad de las enzimas carotenogénicas o
asociadas a este proceso (Schledz et al., 1996; al-Babili ef al., 1996; Welsch et al.,
2000; Fanciullino et al, 2008), la tasa de recambio de las mismas (Hirschberg,
2001; Fanciullino et al, 2008), asi como la estabilidad de los carotenoides y su
almacenamiento (Fanciullino et a/, 2008; Galpaz et al, 2008), lo que podria
conducir a que en ausencia o con reducida accion del etileno (por aplicacion del 1-
MCP), a pesar de la supresion de la expresién de los genes de biosintesis, pueda
proseguir la acumulacién de carotenoides.

3.4. La inhibicion de la accion del etileno provoca manchados y
deterioros en la piel de los frutos de la mandarina Clemenules

Los frutos de las mandarinas estudiadas no soélo presentaron diferente
respuesta al 1-MCP en la coloracion del fruto y en la expresion de los genes de
biosintesis de carotenoides, sino también en la sensibilidad a desarrollar
manchados o desordenes fisioldgicos en la piel. Asi, los frutos de mandarina
'Clemenules' tratados con 1-MCP presentaron importantes dafios a temperatura de
no-frio en los tres estadios de maduracién. Estos desdérdenes se manifestaron
como manchas superficiales parduzcas-marrones mas o menos intensas y que se
extendieron por la superficie del fruto, con una apariencia de tejido necrosado que
deteriora completamente la calidad del fruto (Figura 68). En otros desordenes
fisioldgicos se ha demostrado que el 1-MCP potencia los dafos, tanto los que se
producen a temperaturas de frio como de no-frio (Porat et a/., 1999; Zhong et al.,
2001; Lafuente et a/, 2001a; Lafuente y Sala, 2002; Dou et a/., 2005; Guillén et
al., 2006). Ademas, el 1-MCP también aumenta la incidencia de las podredumbres
causadas por hongos del género Penicillium (Porat et al, 1999; Mullins et al.,
2000; Zhong et al., 2001; Marcos et al., 2005). No obstante, el efecto del inhibidor
puede variar en funcién del desorden fisioldgico y de la especie (Dou et a/., 2005).
Asi, por ejemplo, en frutos de lima, la aplicacion del inhibidor no tuvo ningln
efecto en los DF, mientras que incrementd la incidencia de podredumbres (Kluge
et al, 2003). En cambio estas alteraciones no aparecieron en el hibrido de
mandarina 'Fortune’, a pesar de que esta variedad es muy sensible a desarrollar
DF y que se ha demostrado que el etileno tiene un efecto beneficioso (Lafuente et
al., 1997; Lafuente et a/., 2001a). Estos resultados muestran la diferente respuesta
de los frutos citricos a la aplicacion de 1-MCP vy frente a distintas situaciones de
estrés (Salvador et al, 2004; Salvador et al, 2006). A pesar de que los frutos
citricos producen normalmente pequefas cantidades de etileno, se ha sugerido
que el etileno enddgeno es necesario para mantener las respuestas naturales de
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los frutos frente a diferentes situaciones ambientales adversas, y la inhibicién de
su accién por 1-MCP acelera las respuestas deteriorantes (Porat et a/., 1999). Los
frutos de la mandarina 'Clemenules' parecen ser mas sensibles a la inhibicion de la
accion del etileno y, a pesar de que la causa de los danos no se conoce, el hecho
de que se provoquen estas lesiones por el tratamiento con 1-MCP corrobora la idea
del papel protector del etileno frente a condiciones ambientales adversas.
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Del conjunto de resultados de esta Tesis Doctoral se pueden extraer las
siguientes conclusiones:

1.- El almacenamiento a 12 °C estimula la coloracién tanto interna como
externa de naranjas 'Navelina' y 'Navelate' y de mandarinas 'Clemenules'. Este
efecto parece estar relacionado con el estadio de maduracion, siendo menor en los
estadios mas avanzados. Durante la conservacion a 2 °C, sin embargo, la
coloracién de los frutos permanece practicamente inalterable.

2.- Durante la conservacion a 12 °C se incrementan los niveles de
carotenoides totales y, mas concretamente, los carotenoides iniciales de la ruta,
fitoeno y fitoflueno, y las B,B-xantofilas. La estimulacion de la coloracion que se
produce a esta temperatura parece estar asociada a un incremento de la
concentracion del apocarotenoide B-citraurina, tanto en naranjas como en
mandarinas, y de B-criptoxantina en mandarinas 'Clemenules’.

3.- La conservacion a 12 °C estimula en el flavedo la expresion de los
genes de biosintesis de carotenoides PSY, BLCY1, BLCY2 y BCHX, mientras que a
2 °C se mantienen practicamente inalterables. En la pulpa, en cambio, este efecto
es mas dependiente del estadio de maduracion.

4.- El estudio del proteoma de naranjas 'Navelina' almacenadas a bajas
temperaturas ha permitido identificar polipétidos que se acumulan
diferencialmente a 2 y 12 °C en el flavedo y en la pulpa. Es interesante destacar la
acumulacion de una carboxilesterasa durante la conservacion 12 °C y proteinas
implicadas en la respuesta frente a estrés oxidativo.

5.- El pretratamiento con 1-MCP, un inhibidor de la accién del etileno,
reduce parcialmente la estimulacion de la coloracién que se produce durante la
conservacion a 12 °C. El 1-MCP también atenua el aumento en los carotenoides
individuales fitoeno, fitoflueno y B-citraurina, y la acumulacion de los transcritos de
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los genes PSY, BLCYI, BLCY2 y BCHX. Por lo tanto, la estimulacién de la
carotenogénesis a 12 °C parece estar parcialmente mediada por la accion del
etileno.

6.- El tratamiento de curado térmico (3 dias a 37 °C) provoca una
disminucion en la coloracion y en el contenido de carotenoides totales en el flavedo
de los frutos de mandarina 'Fortune' y naranja 'Navelina'. Este efecto del curado
térmico parece deberse principalmente al descenso del contenido de B-citraurina, y
depende de la variedad y del estadio de maduracion.

7.- La expresion de los genes de biosintesis de carotenoides, PSY, BLCY2y
BCHX disminuye de forma importante durante la exposicion de los frutos a 37 °C.

8.- Los efectos del curado térmico son reversibles, ya que la aplicacion
exogena de etileno restaura los niveles de carotenoides y de expresion de los
genes de su biosintesis.

9.- Se ha estudiado el papel enddgeno del etileno en la carotenogénesis
de frutos de mandarinas en diferentes estadios de maduracién mediante la
aplicaciéon de 1-MCP a frutos en el arbol o una vez recolectados. La inhibicién de la
accion del etileno retrasa ligeramente el cambio de color durante la postcosecha,
aunque no se observan efectos significativos por el tratamiento con el inhibidor en
los frutos en el arbol.

10.- La accion del etileno en la biosintesis de carotenoides parece
ejercerse principalmente sobre la expresion de los genes carotenogénicos, tanto en
la maduracién natural de los frutos, como durante su postcosecha. Estos
resultados sugieren que se requiere la percepcion continua de la hormona para
mantener la expresion de los genes de biosintesis de carotenoides. Sin embargo,
estos efectos no se reflejan en cambios en el perfil de carotenoides del flavedo de
los frutos durante el periodo estudiado.
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11.- En general, en los distintos tratamientos postcosecha estudiados en
esta Tesis, el contenido de carotenoides totales o de determinados carotenoides
individuales no siempre muestra una clara correlacion con la expresion de los
genes de su biosintesis. Por tanto, ademas de la regulacién a nivel transcripcional,

existen otros mecanismos que pueden ser determinantes en la acumulacién de
carotenoides en frutos citricos.
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