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RESUMEN

La conservacién a bajas temperaturas es una practica ampliamente utilizada para
mantener la calidad y prolongar la vida postcosecha de los frutos. Sin embargo, los
frutos de diferentes especies y variedades de citricos son sensibles a desarrollar
dafios por fio (DF) durante la conservacion postcosecha a temperaturas inferiores a 5
°C. Los carotenoides son los pigmentos responsables de la coloracién en los frutos
citricos y, ademas, se ha comprobado que la acumulacién de algunos de ellos
(licopeno) en frutos de pomelo induce tolerancia a los DF durante la conservacion
refrigerada. El objetivo de este trabajo ha sido utilizar la diversidad en la coloracion del
fruto entre las distintas especies de citricos para estudiar la relacion entre los
carotenoides del flavedo y la sensibilidad a desarrollar DF durante la conservaciéon a 2
°C. Para ello, se utilizaron frutos hibridos de piel amarilla y naranja procedentes del
cruce entre Clementina de Nules x pumelo Pink (Nulpink), y del cruce entre
mandarinas Murcott x Kiyomi (MxK), y frutos de 3 variedades de mandarinas
comerciales (Clementina de Nules, Fortune y Nadorcott). Los frutos de los hibridos
Nulpink presentaron lesiones en la piel durante la conservacion en frio diferentes a los
sintomas caracteristicos de DF (picados), que no se correlacionaron con el contenido
en carotenoides totales. Sin embargo, en los frutos de los hibridos de MxK y en las
variedades comerciales la mayor severidad del DF se produjo en las que presentaban
menor contenido en la piel de la xantofila 3-criptoxantina. Ademas, en el inicio de los
DF hubo un incremento de la produccion de etileno, que se estimula notablemente en
la simulacién de vida comercial a 20 °C. El conjunto de resultados indica una relacién
entre la tolerancia a los DF durante la conservacion postcosecha de frutos citricos a

bajas temperaturas y el contenido en B-criptoxantina.

Palabras claves: Citrus, dafio por frio, carotenoides, color, etileno.






ABSTRACT

Cold storage of citrus fruit is extensively used to preserve fruit quality and prolong
fruit shelf life. However, certain species and varieties of citrus fruit are prone to develop
chilling injuries (CI) during postharvest storage at temperatures below 5 °C.
Carotenoids are the pigments responsible for the coloration in citrus fruit, and it has
been proven that the accumulation of some carotenoids (lycopene) in grapefruit
induces ClI tolerance during cold storage. The main objective of this study was to use
the diversity in fruit coloration among different citrus species to study the relationship
between flavedo carotenoids and fruit susceptibility to develop CI during storage at 2
°C. To that purpose, research was focused on hybrid fruits with yellow and orange peel
color obtained from Clementina de Nules x pumelo Pink (Nulpink) cross and Murcott x
Kiyomi (MxK) cross, and fruits from three varieties of commercial mandarin
(Clementina de Nules, Fortune y Nadorcott). Peel damage observed in Nulpink fruits
during cold storage was different from typical ClI symptoms (pitting), and did not
correlate to total carotenoid content. Nevertheless, in the hybrid fruits from MxK and
the commercial varieties, higher susceptibility to Cl was observed in fruits with lower 3-
cryptoxanthin content in the peel. Moreover, at the onset of Cl an increment in ethylene
production was observed, and was further stimulated during shelf life simulation at 20
°C. Results indicate a relationship between CI tolerance during postharvest storage at

low temperatures and B-cryptoxanthin content in the peel.

Keywords: Citrus, Citrus, chilling injury, carotenoids, color, ethylene.






1. INTRODUCCION

La produccién de frutos citricos ocupa el primer lugar dentro de los cultivos
fruticolas, representando alrededor de 137 millones de toneladas en el afio 2014
(FAOSTAT, 2015). Espafia es el sexto productor mundial con 6,6 millones de
toneladas principalmente de naranjas y mandarinas (FAOSTAT, 2015). A diferencia de
los mayores productores mundiales, como USA o Brasil, el destino principal de los
frutos citricos en Espafia es para el consumo en fresco (79%) y con mas de la mitad
de la produccién destinada a la exportacion, por lo que las exigencias en cuanto a

calidad de fruta, tanto interna como externa, son muy elevadas.

A lo largo de la cadena productiva existen diversas causas que pueden deteriorar la
calidad de fruta, con consiguientes pérdidas en su comercializacion. Las alteraciones
fisioldgicas de los frutos (referidas a las de origen abiético) son una de las causas que
deprecian su calidad, y estas pueden darse tanto por factores pre-cosecha
(deficiencias nutricionales, hidricas, factores climéticos o del cultivo), o durante la
cadena de manejo postcosecha de los frutos (Lafuente y Zacarias, 2006).

En general, los desérdenes fisioldgicos mas comunes que ocurren en el manejo
postcosecha de frutos citricos pueden clasificarse en dos grupos: (1) los relacionados
con el dafio por frio (DF), provocados por bajas temperaturas de conservacion por
debajo de 5 °C y (2) los que se producen por diferentes causas pero en general a

temperatura ambiente, o por encima de la de conservacion.

1.1. DANO POR FRIO DURANTE EL ALMACENAMIENTO
POSTCOSECHA DE FRUTOS

El almacenamiento a bajas temperaturas es una de las tecnologias postcosecha
més ampliamente utilizada en la comercializacion y transporte de productos horticolas
para preservar su calidad, evitar deterioros y extender su vida postcosecha. Estas
condiciones de conservacion a temperaturas comprendidas entre 1 y 5 °C significan un
reto en especies frutales de origen tropical o subtropical, como los citricos, que
presentan sensibilidad a desarrollar alteraciones de DF en la piel de los frutos.
Ademas, en el caso de exportaciones de citricos a determinados paises libres de la
mosca mediterranea (Ceratitis capitata), como EE.UU. o Japén, se requieren
tratamientos cuarentenarios a temperaturas préximas a la congelacion (1-2 °C)
durante periodos de hasta 15 dias. La exposicion de los frutos a estas temperaturas

extremas y/o por tiempos tan prolongados favorece ain mas la aparicion de DF.



La sintomatologia de los DF en los frutos citricos es diversa, sin embargo el
sintoma méas comun es la aparicion de depresiones en el flavedo (parte externa
coloreada de la piel) de color marron conocidos en Citricultura como picado en la piel o
“peel pitting” (Figura 1), que con el tiempo van oscureciendo, pueden aumentar en
extension y se hacen mas intensas y marcadas (Lafuente y Zacarias, 2006).

Figura 1. Ejemplos de sintomas de dafio por frio en frutos de la mandarina Fortune
(A), Clementina de Nules (B) y naranja Navelate (C) durante la conservacion

postcosecha a 1-2 °C.

1.1.1. Factores que influyen en el dafio por frio

Uno de los problemas principales asociados a los DF es que no se conocen en
profundidad los factores que inciden en el dafio. Existen factores intrinsecos del fruto
como su origen genético, estado de desarrollo en el momento de la recoleccion, el
patrén o las caracteristicas intrinsecas del tejido, que afectan la sensibilidad de los
frutos al DF. A su vez, condiciones ambientales y practicas de cultivo previas a la
cosecha pueden afectar la tolerancia al frio durante la postcosecha (EI-Otmani et al.,
2011; Lafuente y Zacarias, 2006; Wang, 2010).

En los frutos citricos, existen diferencias genéticas en la susceptibilidad a los DF,
variando la tolerancia al frio segun la especie y variedad. En general, los limones y
pomelos son las especies méas sensibles al DF, seguidas por las mandarinas, hibridos
y naranjas (Lafuente et al., 2005; Lafuente y Zacarias, 2006). A su vez, dentro de una
misma especie la susceptibilidad al DF difiere segun la variedad. Asi, los hibridos,
como la mandarina Fortune, presentan una alta susceptibilidad al DF cuando se
almacenan por debajo de 10 °C (EI-Otmani et al., 2011), mientras que la mandarina
Clementina o la mutacién Clementina de Nules presentan mayor tolerancia a las bajas
temperaturas (Sala, 1998). La susceptibilidad a las bajas temperaturas de otras
variedades de comercializacion mas recientes, como Nadorcott, no ha sido todavia
ampliamente evaluada, ademas de que pueden existir notables diferencias entre los

distintos paises de cultivo.



El momento de cosecha también es un factor que influye en la tolerancia de los
frutos al DF, y su efecto varia segun la especie y variedad. Mientras que los frutos de
pomelo recolectados a principio y fin de la temporada son méas susceptibles al DF
(Purvis et al.,, 1979; Schirra et al.,, 2000), los de la mandarina Fortune lo son a
mediados de estacion (Gonzélez-Aguilar et al., 2000). En el caso de la mandarina
Fortune se ha observado una relacién entre las temperaturas previas de campo en el
momento de la cosecha y la sustentabilidad a los DF, de forma que los meses mas
frio, como enero y febrero, son en los que los frutos tiene una mayor sensibilidad a

desarrollar DF en la postcosecha (Gonzalez-Aguilar et al., 2000).

Otros trabajos han encontrado diferencias en cuanto a la susceptibilidad a
alteraciones en el flavedo entre frutos del interior y fuera del arbol, de tal forma que los
frutos provenientes del interior de la copa, expuestos a menor incidencia de luz,
presentaron una menor coloracion y mayor sensibilidad a desarrollar desérdenes
postcosecha (Cronje et al., 2011, 2013). Sin embargo, los frutos de pomelo Star Ruby
en los que se impidio la incidencia de luz desde las Ultimas etapas del desarrollo hasta
la maduracién fueron mas resistentes a los DF que los expuestos a la luz, pero
contrariamente a lo que ocurre en otros frutos, desarrollan menor coloracién roja y
menor contenido de carotenoides (Lado et al., 2015a, 2015b). Estos resultados
podrian indicar que la luz, a través de su influencia en la pigmentacion de los frutos,
podria estar jugando un papel relevante en la susceptibilidad a desarrollar DF en los

frutos citricos.

1.1.2. Respuesta al dafio por frio

En los tejidos vegetales una de las primeras respuestas a nivel molecular frente al
dafio por frio es la alteracion en la conformacion y estructura de la membrana celular,
que disminuye su permeabilidad. Cambios en la composicion lipidica de la membrana,
como peroxidacion lipidica, aumento en la saturacion de &acidos grasos Yy/o
degradacion de fosfolipidos, disminuyen la estabilidad de la membrana y su
funcionalidad (Sevillano, 2009). A su vez, como respuesta secundaria al DF aumentan
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y se genera un estrés oxidativo, que afecta
negativamente la integridad de las membranas. Las ROS, como el oxigeno singlete,
perdxido de hidrégeno, radicales libres de hidroxilo y anién superoxido, tienen la
capacidad de oxidar los componentes celulares generando dafios metabdlicos y

estructurales (Toivonen, 2004).

En las células vegetales existen un conjunto de enzimas con capacidad

antioxidante para eliminar las ROS, entre las que se encuentran principalmente la
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superoéxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT) y glutation
reductasa (GR) (Hossain et al., 2012; Lafuente y Zacarias, 2006; Sevillano et al.,
2009). En frutos de mandarina se ha observado que el estrés oxidativo causado por
DF parece estar relacionado con la actividad de las enzimas responsables de eliminar
ROS (Sala, 1998). Las enzimas CAT, peroxidasas y SOD parecen ser las que en
mayor medida pueden estar implicadas en la tolerancia o sensibilidad al DF, y
especificamente la catalasa juega un papel importante en los frutos de mandarina, ya
que su inhibicion elimina el efecto protector de los tratamientos del acondicionamiento
(Sala y Lafuente, 2000).

En la piel de frutos de pomelo tolerantes al DF, se ha observado un menor nivel de
peroxidacion lipidica (contenido de MDA) (Lado et al., 2016). El andlisis ultra-
estructural de las células de la epidermis de frutos de pomelo Star Ruby de coloracién
roja, que no desarrollaron durante 2 meses de conservacion a 2 °C, revelé que tenian
una estructura y morfologia definida e intacta, con paredes celulares gruesas,
membranas celulares intactas y vacuolas compactas llenas de contenido. Por el
contrario, las células de zonas amarillas, tanto de los frutos Star Ruby como de Marsh
(que es completamente amarillo), que presentaron DF, estaban colapsadas, tenian
forma irregular, menor tamafo y las vacuolas estaban llenas de un material denso y
oscuro (Lado et al., 2015b).

Por otro lado, una respuesta comun en frutos citricos durante el almacenamiento a
bajas temperaturas es el aumento en la produccion de etileno (McCollum y McDonald,
1991). El etileno es una hormona vegetal involucrada en un amplio nimero de
procesos en las plantas, y esta fuertemente asociada a procesos de maduracion y
senescencia de frutos, y como respuesta a situaciones de estrés. La hormona es
sintetizada a partir de la S-adenosil-metionina (SAM) que primero se convierte en
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), por la accién de la enzima ACC-
sintasa (ACS), y posteriormente se oxida formando etileno por la accién de la enzima
ACC-oxidasa (ACO) (Giovannoni, 2007).

A pesar de la implicacion del etileno en la respuesta de los frutos al estrés por bajas
temperaturas, adn no esta claramente elucidado si puede ser una respuesta protectora
frente al DF o una causa del mismo (Lafuente y Zacarias, 2006; Sevillano, 2009). En
diferentes variedades de citricos sensibles al DF, se ha observado que el aumento en
la produccién de etileno coincide con la aparicion de sintomas de DF (Lafuente et al.,
2003; Ghasemnezhad et al., 2008; Lado et al., 2015b, 2015c). A su vez, este aumento
en la produccion de la hormona se ha asociado a un incremento en la expresion de los

genes involucrados en la biosintesis de etileno (ACS y ACO) en la piel de frutos con
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DF (Maul et al., 2008, Lado et al., 2015b 2015c). La acumulacién de ARN mensajeros
de ACS y ACO durante la conservacion en frio explicaria, por lo tanto, el rapido
incremento en la produccion de etileno cuando los frutos son reacondicionados a

temperaturas 6ptimas para la actividad enzimética (Lado et al, 2015c).

Ademas, se ha comprobado que la aplicacion exdgena de etileno previa a la
conservacion en frio puede potenciar el DF en algunas variedades de citricos, como la
mandarina Fortune, lo que apoya la hipétesis del posible papel promotor del etileno en
el desarrollo de DF (Lafuente et al., 2001). Sin embargo, aplicaciones continuas de
bajas concentraciones durante el almacenamiento de frutos de la misma variedad
reducen la incidencia de DF (Lafuente et al., 2004), lo que apoya la hipotesis de la
respuesta protectora del etileno y que los bajos niveles de etileno en los frutos citricos
son necesarios para mantener la calidad de la fruta durante la postcosecha (Porat et
al., 1999). Ademas, se ha demostrado que los tratamientos de frutos con 1-MCP (un
inhibidor de la accién de etileno) aceleran el desarrollo de DF durante la conservaciéon
(Lafuente et al., 2001). Aunque cabe mencionar que esta respuesta al tratamiento con
1-MCP ha sido variable entre especies y variedades de citricos (Lado et al, 2015c¢), el
concepto general que se desprende de este conjunto de resultados es que el etileno
parece ser una respuesta de defensa frente al estrés por bajas temperaturitas durante

la conservacion postcosecha de frutos citricos (EI-Otmani et al., 2011).

1.2. COLORACION DE LOS FRUTOS CITRICOS

La coloracién de la piel de los frutos citricos se debe principalmente a la
acumulacién de clorofilas y carotenoides. La acumulacién de clorofilas predomina en
los frutos inmaduros, resultando en colores verdosos, y su contenido comienza a
disminuir con el cambio de color del fruto (Rodrigo et al., 2004). En los frutos maduros,
predomina la acumulacion de carotenoides, pigmentos responsables de las
coloraciones amarillas, naranjas, y rojizas presentes en las variedades citricas. La
presencia de antocianinas, que brindan color rojo, ha sido identificada en algunas
variedades de naranjas sanguineas, y se acumulan principalmente en la pulpa (Lo
Piero, 2015).

Los carotenoides son compuestos isoprenoides liposolubles con una estructura de
cuarenta atomos de carbono (C40). Su estructura basica puede sufrir diferentes tipos
de modificaciones estructurales y, en general, se dividen en dos grandes grupos: los
carotenos, moléculas hidrocarbonadas no oxigenadas; y las xantofilas, que contienen

atomos de oxigeno en su estructura (Figura 2) (Rodrigo et al., 2013a).
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Figura 2. Estructura de algunos carotenos y xantofilas de relevancia en los frutos.

La biosintesis de carotenoides (Figura 3) ocurre en los plastidos (generalmente en
cromoplastos y cloroplastos), y las enzimas involucradas en la misma estan reguladas
a nivel transcripcional y han sido el objetivo de exhaustivas revisiones (Alquezar et al.,
2008a; Kato, 2012; Rodrigo et al., 2013a). El sustrato inicial de la biosintesis de
carotenoides es el geranilgeranil difosfato (GGPP, C,), que se forma por la
condensacion de cuatro moléculas de IPP (isopentenil difosfato). ElI primer paso
especifico de la ruta es la condensaciéon de dos moléculas de GGPP para formar
fitoeno (C4o) (carotenoide incoloro), y esta regulado por la enzima fitoeno sintasa
(PSY). Posteriormente el fitoeno es desaturado mediante la enzima fitoeno desaturasa
(PDS), dando lugar al fitoflueno (incoloro) que mediante la accion de (-caroteno
desaturasa (ZDS) resulta en la formacion de licopeno (carotenoide rojo). La ciclacion
de la molécula de licopeno, por las enzimas licopeno B-ciclasa (B-LCY) y ¢-ciclasa (-
LCY), originan a-caroteno (naranja) por un lado y [B-caroteno (naranja) por otro.
Hidroxilaciones secuenciales del a-caroteno por la B- y €-caroteno hidroxilasa (B-CHX
y €-CHX) dan lugar a la formacion de luteina (amarillo). Mediante la hidroxilacién de (-
caroteno por B-CHX se forma B-criptoxantina, que posteriormente se hidroxila en
zeaxantina. La zeaxantina epoxidasa (ZEP) es la enzima responsable de la conversion
de zeaxantina en violaxantina, que a su vez y en ciertas condiciones, puede volver a
convertirse en zeaxantina mediante una reaccion reversible catalizada por la
violaxantina de-epoxidasa (VDE). El dltimo paso en la ruta es la formacion de
neoxantina a partir de la violaxantina, reaccion catalizada por la neoxantina sintasa
(NSY) (Rodrigo et al., 2013a; Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcién, 2012).
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Figura 3. Esquema de la biosintesis de carotenoides en la que se indican los
carotenoides y las enzimas que catalizan las principales etapas de la ruta: PSY:
fitoeno sintasa; PDS: fitoeno desaturasa; ZDS: caroteno desaturasa; LCY: licopeno
ciclasa; CHX: caroteno hidroxilasa; ZEP: zeaxantina epoxidasa; VDE: violaxantina de-
epoxidasa; NSY: neoxantina sintasa; CCD4: dioxigenasa de corte de carotenoides.
ABA: fitohormona &cido abscisico.

A su vez existen derivados de los carotenoides de importancia biolégica,
denominados apocarotenoides, que se forman por degradacion oxidativa a través de
las enzimas de corte de carotenoides (CCDs: carotenoid cleavage dioxygenases). En
el género Citrus, debido a la accion de la enzima CCD4, que divide asimétricamente a
la B-criptoxantina y zeaxantina en las posiciones 7,8/7',8 se forman los
apocarotenoides (Cg): B-citraurina y apo-8'-B-caroteno, que son especificos del
género (Hou et al., 2016; Ma et al., 2013; Rodrigo et al., 2013b). La acumulacién de 3-
citraurina, que imparte el color rojizo en la piel de los citricos, se ha observado solo en
el flavedo de algunas variedades y su acumulacién coincide con un aumento de la
expresion del gen CCD4, siendo un gen clave en la biosintesis de B-citraurina. A su
vez, su acumulacién parece estar determinada por la disponibilidad de sus precursores

B-criptoxantina y zeaxantina (Rodrigo et al., 2013b).
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1.2.1. Factores que afectan al contenido y composicion de

carotenoides

Los carotenoides en los frutos citricos se acumulan tanto en la piel como en la
pulpa, y distintos factores influyen en su contenido y composicion. El perfil de
carotenoides en los frutos esta determinado por el genotipo de las diferentes especies
y variedades. Las condiciones ambientales (exposicion a la luz, temperatura, etc.) y las
practicas de cultivo durante el desarrollo y maduracion del fruto pueden tener un

importante efecto en el contenido de carotenoides (Rodrigo et al., 2013a).

En general, los frutos citricos presentan una composicion de carotenoides muy
compleja, y se han llegado a describir mas de 20 carotenoides diferentes en las
distintas variedades de naranjas y mandarinas. En estudios sobre el contenido y la
diversidad de carotenoides en frutos citricos, se ha observado que el contenido de
violaxantina y B-criptoxantina son factores importantes para diferenciar entre genotipos
tanto en el flavedo (Matsumoto et al., 2007) como en la pulpa (Fanciullino et al., 2006;
Matsumoto et al., 2007). En general, los frutos maduros de mandarinas y naranjas son
los que presentan mayor contenido de carotenoides y los perfiles mas complejos. En
estas especies, predomina la acumulacion de B,B-xantofilas, siendo 9-cis-violaxantina
el carotenoide mas abundante. La coloracién naranja intensa de la piel de estas
especies parece deberse a una mayor acumulacion de [-criptoxantina y de
apocarotenoides C30, en particular B—citraurina y 8-B-apocarotenal, de color naranja-
rojizo. En mandarinas y sus hibridos, el contenido de carotenoides totales es superior

al de las naranjas y su composicion mas compleja (Rodrigo et al., 2013a).

Los limones, pumelos y algunos pomelos son especies que se caracterizan por
tener contenidos bajos de carotenoides coloreados. En estas especies suele
predominar la acumulacién de carotenoides incoloros, como lo son los carotenoides
lineares fitoeno y fitoflueno, y la concentracion de B-criptoxantina o apocarotenoides
C30 suele ser baja o nula (Alquezar et al., 2008b, 2013).

El contenido y composicion de carotenoides varia a su vez durante el desarrollo del
fruto, y su acumulacion durante la maduracion estd altamente regulada por la
expresion de genes involucrados en la biosintesis de carotenoides. En general, los
frutos inmaduros de mandarina 0 naranja presentan una composicioén de carotenoides
tipica de tejidos cloroplasticos (Rodrigo et al.,, 2004). En esta etapa de desarrollo
predominan los carotenoides luteina, a-caroteno, B-caroteno y t-violaxantina (Kato et
al., 2004; Rodrigo et al., 2004). A medida que comienza el cambio de color en los

frutos disminuye el contenido de estos carotenoides, y se acumulan principalmente
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B,B-xantofilas, dentro de las cuales predomina 9-cis-violaxantina, B—criptoxantina y el
apocarotenoide (Cso) B—citraurina (Agoécs et al., 2007; Kato et al., 2004; Rodrigo et al.,
2004, 2013a).

En estudios sobre la expresion de los genes involucrados en la biosintesis de
carotenoides, se ha observado una alta expresion génica de CitLCYe y baja expresion
de CitPSY, CitzDS y CitHYb, durante el estado inmaduro de los frutos (tejido verde).
La alta expresion de CitLCYe indicaria que prevalece el flujo hacia la rama B, de la
ruta, predominando la acumulaciéon de [,e-carotenoides (a-caroteno y luteina). La
acumulacion masiva de [,p-xantofilas durante el cambio de color es resultado de un
aumento en la expresion de los genes involucrados en la ruta (PSY, PDS, ZDS y
LCYb) acompafnado de un aumento de los transcriptos CitLCYb y disminucién de los
de CitLCYe, lo que favorece el cambio hacia la rama B, de la ruta (Alquezar et al.,
2008a, 2013; Kato et al., 2004; Lado et al., 2015a; Rodrigo et al., 2004).

1.3. RELACION ENTRE EL DANO POR FRIO Y
CAROTENOIDES EN FRUTOS

Ademas de ser los principales pigmentos responsables del color de muchos frutos y
flores, los carotenoides presentan mdltiples funciones en las plantas. ActiGan como
pigmentos accesorios en la fotosintesis, juegan un papel importante en la
fotoproteccion y fotomorfogénesis, y son precursores de compuestos volatiles y de la

fitohormona acido abscisico (ABA), entre otras (Stange, 2016).

A su vez, dos de las funciones mas relevantes de los carotenoides en las células es
que, algunos de ellos son precursores de la vitamina A y su potente actividad
antioxidante. Para ser precursores de la vitamina A, los carotenoides deben tener una
serie de requerimientos estructurales, especialmente no deben tener grupos hidroxilos
en los anillos -, y por ello el B-caroteno es el que posee capacidad para ser precursor
de dos moléculas de retinol, mientras que el a-caroteno o la 3-criptoxantina lo son solo
de una molécula (Stange, 2016). En cuanto a la capacidad como antioxidantes, los
diferentes carotenoides tienen distintas capacidades para eliminar las especies
reactivas al oxigeno (ROS) que se generan en diferentes condiciones de estrés
(Pizarro and Stange, 2009). Ya que los animales no tiene capacidad de sintetizar
carotenoides, deben ingerirlos por la dieta y en consecuencia una carencia o reduccion
de su consumo puedo conllevar un aumento del riesgo de padecer enfermedades
cronicas y degenerativas en las que hay un componente oxidativo (Fiedor y Burda,
2014).
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En cuanto a la relacién de la coloracion de los frutos y su mayor o menor tolerancia
al frio, en pomelo Marsh (con flavedo de color blanco) se ha encontrado una mayor
incidencia de DF que en pomelos coloreados, como Star Ruby (Dou, 2005; Lado et al.,
2015b). Lado et al. (2015b) observaron también una mayor incidencia de DF en las
zonas amarillas de frutos de Star Ruby, de forma que las zonas rojas de estos frutos,
que tenian mayor contenido total de carotenoides y en especifico de licopeno, estaban
practicamente intactas y sin lesiones por frio. Para caracterizar este efecto, se aplico
un inhibidor de la actividad de licopeno ciclasa a frutos de pomelo Marsh y se
comprob6é que se incrementaba el contenido en licopeno y reducia el DF en la
posterior conservacion a 2 °C. Ademas, en frutos de pomelo SR en los que se evito la
exposicion a la luz (embolsados) durante su crecimiento, se inducia una coloracion
roja intensa y se incrementaba sustancialmente el contenido en licopeno, siendo estos
frutos muy tolerantes a los DF durante la conservacion a 2 °C (Lado et al, 2015a).
Estos resultados demuestran que la presencia de licopeno puede inducir tolerancia al
estrés por las bajas temperaturas de conservacioén. Aprovechando esta caracteristica,
en paises exportadores de frutos de pomelo (como Sudafrica) se han comenzado a
seleccionar frutos por color y destinando a estas condiciones tan estrictas de
transporte en frio solamente aquellos frutos de pomelo que presentan una coloracién
roja intensa en la piel, con el objetivo de aumentar la cantidad de frutos que superan la

cuarentena por frio.

Dado que el licopeno es uno de los carotenoides con mayor capacidad antioxidante
(Rao and Rao, 2007), una hipotesis para explicar la tolerancia a los DF en los frutos de
pomelo es mediante un aumento de la capacidad antioxidante inducida por este
caroteno. Lado et al. (2016) observaron que en las zonas rojas de pomelo con mayor
tolerancia a los DF la actividad antioxidante total, determinada por diferentes métodos,
era inferior a la que se determiné en las zonas que desarrollaron dafios, lo que indica
gue la actividad antioxidante total no parece estar directamente relacionada con la
tolerancia al DF. Sin embargo, al determinar la actividad antioxidante para secuestrar
el radical oxigeno singlete (SOAC), se comprobd una mayor capacidad (2-3 veces
superior) en las zonas rojas con alto contenido en licopeno, tanto en el momento de la
cosecha como durante la conservacion en frio. A su vez, en la piel roja de los frutos
tolerantes al DF se detectdé una mayor actividad CAT, aunque sin correlacionarse con
una mayor expresion en los genes CAT1 y CAT2 (Lado et al., 2016). Este conjunto de
resultados indican que el licopeno es capaz de secuestrar o reducir el oxigeno singlete
en las células de la piel de los frutos de pomelo expuestos a bajas temperaturas y, por

lo tanto, esta ROS podria estar directamente relacionada con la induccién de los DF.

14



2.OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo ha sido estudiar la relacion entre el contenido y
composicion de carotenoides en el flavedo y la sensibilidad a desarrollar dafios por frio
durante la conservacion postcosecha en frutos de diferentes variedades de
mandarinas e hibridos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcanzar este objetivo se han seleccionado variedades de mandarinas
comerciales (Clementina de Nules, Fortune y Nadorcott), hibridos de mandarinas
(Murcott x Kiyomi), e hibridos de mandarina por pumelo (pumelo Pink x Clementina de
Nules) con marcadas diferencias en la coloracién del flavedo y se han abordado los
siguientes objetivos especificos:

» Evaluacion de los DF durante la conservacion de los frutos a bajas temperaturas
(2°C).

» Evaluacion de la produccion de etileno de los frutos durante la conservacion

refrigerada.

» Determinacion del contenido y composicién de carotenoides en el flavedo de los

frutos en el momento de la cosecha y durante la conservacion refrigerada.
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3. METODOLOGIA

3.1. MATERIAL  VEGETAL Y CONDICIONES DE
CONSERVACION

Con el objetivo de evaluar la posible influencia del contenido y composicién de
carotenoides en la sensibilidad a los DF se llevaron a cabo tres ensayos en paralelo.
Para ello, se seleccionaron frutos que presentaban marcadas diferencias en la
coloracion de la piel de hibridos procedentes de dos cruces interespecificos. Este
material procede de los programas de mejora genética realizados en el Departamento
de Biotecnologia y Proteccién Vegetal del Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (IVIA), suministrados por el Dr. Pablo Aleza. En el primer caso, se utilizaron
dos hibridos referidos como Nulpink 26 y 78 (N26 y N78), con color del flavedo
amarillo y naranja, respectivamente (Figura 4A), procedentes del cruce entre la
mandarina Clementina de Nules (Citrus clementina) como parental femenino y pumelo
Pink (Citrus maxima) como masculino (Ollitrault et al., 2012). En el segundo caso se
utilizaron dos hibridos del cruce entre las mandarinas Kiyomi (Citrus unshiu x Citrus
sinensis) x Murcott (Citrus reticulata Blanco.), denominados MxK35 y MxK61,
mostrando el flavedo del primero coloracion naranja y el segundo amarilla (Figura 9A).
En el tercer experimento se realizé6 una comparacion entre frutos de tres variedades
comerciales de mandarina: Clementina de Nules (Citrus clementina Hort. Ex Tan.),
mandarina Nadorcott (Citrus reticulada Blanco) y mandarina Fortune (Citrus
clementina Hort. Ex Tan. x Citrus reticulata Blanco), (Figura 13A), ya que ademas de
presentar diferente intensidad de coloracion en el flavedo, las referencias en la
literatura indican diferente susceptibilidad a las bajas temperaturas (EI-Otmani et al.,
2011). Los frutos de Clementina de Nules fueron recolectados en una parcela
comercial en Lliria, mientras que los frutos de Fortune y Nadorcott se obtuvieron del

banco de germoplasma de citricos del IVIA (Moncada).

Para evaluar la sensibilidad a los DF, los frutos se cosecharon en el momento de
madurez comercial y, posteriormente se almacenaron a 2 °C durante 8 semanas. Tras
este periodo los frutos se transfirieron a 20 °C durante 48 horas para la simular la vida
comercial. Los frutos se almacenaron en camaras climaticas acondicionadas con

sensores automaticos de temperatura y con una humedad relativa de 80-85%.

Todos los frutos hibridos como los de la mandarina Clementina de Nules se
recolectaron en enero, mientras que los de las mandarinas Fortune y Nadorcott fueron

recolectados en el mes de febrero. En el momento de la recoleccién, y a intervalos
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periddicos hasta el final de la conservacion en frio, se evaluaron los siguientes
pardmetros: color, calidad interna (° Brix, acidez, e indice de maduracion como la
relacion entre ambos pardmetros), incidencia e intensidad de DF, produccion de
etileno, y contenido y composicion de carotenoides.

3.2. DETERMINACION DEL iNDICE DE COLOR

Para la determinacion del color externo de los frutos se utilizd6 un colorimetro
Minolta CR-400. Se determinaron las coordenadas de color Hunter L, a y b en tres
localizaciones distintas alrededor del eje ecuatorial de los frutos. Se utilizaron al menos
6 frutos para cada variedad. La coordenada Hunter ‘a’ determina las tonalidades de
color desde el verde (valor negativo) hasta rojo (positivo), mientras que la coordenada
‘b’ mide las variaciones en el color desde el azul (negativo) hasta el amarillo (positivo).
Los valores de color se expresan como la relacién a/b, que es uno de los pardmetros
mas comunes y reconocidos internacionalmente para expresar el color de los frutos
citricos (Rodrigo et al., 2003). Cuando esta relacion es negativa refleja color verde, y
conforme aumenta el valor indica cambios hacia colores amarillos y anaranjados, asi
para frutos en el momento del cambio de color la relacién a/b es alrededor de 0 y

positiva para frutos de color naranja (Stewart y Wheaton, 1972).

3.3. DETERMINACION DEL INDICE DE MADURACION

Para determinar el indice de maduracion de los frutos en el momento de su
recoleccién se tom6 una muestra de zumo realizada con un exprimidor eléctrico a
partir de 10 frutos, aproximadamente, que se filtr6 y se conservd a -20 °C hasta el
momento del analisis. La acidez del zumo (mg de acido citrico / 100 ml de zumo) se
evaluo realizando una valoracion con NaOH 0.1N, y los sélidos solubles (° Brix) se
determinaron con un refractometro digital ATAGO (PR-32). El indice de maduracion

(IM) se expresé como la relacién entre ambos parametros.

3.4. ESTIMACION DEL DANO POR FRIO

El dafio por frio en la piel de los frutos se determiné tal y como se describe en
Lafuente et al. (1997). Para ello, los frutos se clasificaron en diferentes categorias
utilizando una escala visual y a cada una de ellas se le asign6é un valor segun el
siguiente criterio: 0= sin dafio; 1= dafos ligeros, hasta un 10% de la superficie dafiada;
2= dafios medios, entre 10 y 50% de la superficie con manchas y 3= dafios severos,

mas del 50% de la superficie afectada con picados de mayor extension.
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Posteriormente el indice de dafio por frio (IDF) se calculé mediante la férmula: %
(numero de frutos de cada categoria x valor de cada categoria) / Numero total de

frutos examinados.

3.5. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ETILENO

La produccion de etileno se evalué periédicamente durante la conservacion de los
frutos a 2 °C (0, 1, 3, 5, 8 semanas), y durante la transferencia de los frutos a 20 °C.
Para ello, se incubaron 4 frutos en una jarra de vidrio de 4,5 L herméticamente cerrada
durante 3 horas, utilizando al menos 2 jarras réplica por cada periodo evaluado. Para
el andlisis de etileno se extrajeron de cada jarra 3 réplicas de 1 ml de aire del espacio
de cabeza con una jeringuilla hipodérmica. Las muestras de aire fueron inyectadas en
un cromatoégrafo de gases (Perkin-Elmer Autosystem, Norwalk, CT) equipado con una
columna de alimina activada de 1 m x 2 mm (80/100mesh), Supelco (Barcelona,
Espafa) y un detector de ionizacién de llama (FID), utilizando nitrdgeno como gas
transportador. Las condiciones del cromatdgrafo en las que se analizaron las muestras
fueron: temperatura del detector de 180 °C, temperatura del inyector de 180 °C, y
temperatura del horno de 50 °C. Los resultados de produccion de etileno se expresan
ennlg® PF h™.

3.6. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE CAROTENOIDES

En el momento de la recoleccién y a diferentes intervalos durante la conservacion
refrigerada se tomaron muestras de flavedo de aproximadamente 10 frutos, que se
congelaron en nitrdgeno liquido inmediatamente, se trituraron a un polvo fino y

almacenaron a -80 °C hasta el momento del analisis.

Para estudiar el contenido y composicion de carotenoides se realizé una extraccion
siguiendo el protocolo descrito por Rodrigo et al. (2003) con ligeras modificaciones. La
extraccion se realiz6 con muestras de aproximadamente 500 mg de flavedo. Las
muestras se extrajeron en un mortero con arena de mar lavada (grano fino,
PANREAC) y con 2 mL MeOH (calidad HPLC, Scharlau), y se agregd 1,5 mL solucion
50 mM Tris-HCI (pH 7, con 1M NaCl) como tampén. Posteriormente se agregd 4 mL
cloroformo (calidad HPLC, Scharlau), se agitd6 mediante vortex (1 min) y se centrifugo
a 4500 rpm a 4 °C durante 10 min. Luego se recupero la fase organica y se repitio la

extraccion con cloroformo hasta que la fase organica recuperada fue incolora.

Las fases orgénicas recuperadas se combinaron y se concentraron a sequedad en

rotavapor a vacio (Buchi) con temperatura del bafio a 35 °C. Con el objetivo de
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hidrolizar los ésteres de carotenoides con 4cidos grasos, el extracto seco se disolvié
con KOH-metanol (10% KOH plv, entre 400-800 pL KOH y 3-7 mL metanol) y las
muestras se saponificaron (hidrolisis alcalina) en atmosfera de nitrégeno, oscuridad y
temperatura ambiente durante 16 h.

Posteriormente, los carotenoides se extrajeron repetidamente con mezcla de éter
de petrdleo y éter etilico (9:1; v/v). En el extracto orgéanico se realizO una
determinacion del contenido de carotenoides totales mediante espectrofotometria,
registrando el espectro de absorbancia (270 a 540 nm) del extracto y calculando la
concentracion de carotenoides totales como equivalentes de p-caroteno mediante la

ecuacion de Davies (1976).

g de carotenoides (como equivalentes p-caroteno) = (E.y)/(E1%21cm.100)

E: absorbancia a 450 nm

y: mL de disolucion

E1%21cm: 2500 (coeficiente de extincion del B-caroteno de una solucion al 1%, medida en una
cubeta con 1 cm de paso de luz).

Tras esta determinacion, la fase organica recuperada se concentr6 en el rotavapor
(35 °C) hasta la completa sequedad del extracto. Posteriormente el extracto seco se
resuspendié en diclorometano y metanol, se trasvas6 a tubos de vidrio, se llevé a
sequedad con corriente de nitrégeno, y se almacenaron en condiciones de atmosfera

inerte (nitrégeno) a —20 °C hasta su posterior andlisis.

Durante todo el procedimiento se tuvo especial atencion en evitar la exposicion de
las muestras a la luz directa para evitar la fotodegradacion, isomerizacién y otros
posibles efectos sobre los carotenoides. Todas las muestras fueron extraidas al menos

por duplicado.

La identificacion y cuantificacion de los carotenoides individuales en los extractos se
realizod por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a detector de fotodiodos
(HPLC-PDA). La cromatografia se llevo a cabo en un sistema de cromatografia liquida
Waters™, equipada con una bomba cuaternaria 600E y un detector de fotodiodos
modelo 2998, utilizando una precolumna C18 (10 mm x 4.6 mm x 3 um) y una columna
C30 (250 mm x 4.6 mm x 5 um) (YMC Europa). Los datos se adquirieron y procesaron
con el paquete informatico Empower (Waters™). La separacion de los carotenoides se
realizd utilizando un gradiente ternario de eluciébn compuesto por metanol (MeOH,
Scharlau), agua bidestilada filtrada y metil t-butil éter (MTBE, Merck) en combinaciones
detalladas en la Tabla 1. El flujo se mantuvo a 1 mL/min durante toda la cromatografia

y la columna a temperatura ambiente.
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Tabla 1. Gradiente de elucién utilizado para la separacion de carotenoides
mediante HPLC.

Tiempo (min) 0 12 20 30 50 52 60
MTBE 5 5 14 25 50 5 5
H,0 5 0 0 0 0 5 5
MeOH 90 95 8 75 50 90 90

El detector de fotodiodos se programé para registrar las absorbancias cada 1 nm
entre 250 nm y 540 nm a lo largo de toda la elucién. Para cada muestra se obtuvo un
cromatograma MaxPlot en el que se representa el tiempo frente a la absorbancia
méaxima en el rango de longitudes de onda registradas. Las muestras a analizar se
prepararon mediante disolucion del extracto seco de carotenoides obtenido
previamente en un volumen variable (entre 40 y 500 uL, dependiendo de contenido en
carotenoides totales previamente estimado) de cloroformo:metanol:acetona (pureza

HPLC) en una proporcion 3:2:1. El volumen de muestra inyectado fue de 20 pL.

Los carotenoides se identificaron por comparacion del espectro obtenido y el tiempo
de retencién con los estandares disponibles o con los datos de espectros obtenidos en
condiciones cromatograficas similares (Anexo 9.1 y 9.2). En los cromatogramas los
picos cromatograficos correspondientes a cada carotenoide se integraron en su
longitud de onda méxima y la cuantificacion se realiz6 interpolando el area de dichos
picos sobre las curvas de calibrado disponibles: luteina (Sigma), B-caroteno (Sigma),
B-criptoxantina (Extrasynthese), B-apo-8’carotenal (Hoffman-LaRoche), zeaxantina
(Extrasynthese), anteraxantina (CaroteNatur) y violaxantina (CaroteNatur) (Tabla 2).
El fitoeno y el fitoflueno fueron purificados previamente en nuestro laboratorio a partir
de muestras enriquecidas en estos carotenos y posteriormente se realizaron sus
respectivas curvas de calibrado. La cuantificacién de la mutatoxantina se llevo a cabo
utilizando la curva de calibrado de la luteina, y la curva del B-apo-8’carotenal para
cuantificar el apocarotenoide Cg, B-citraurina. El contenido de carotenoides totales se
expresa como la suma de los carotenoides individuales, y todas las concentraciones

de carotenoides estan referidas a microgramos por gramo de peso fresco (ug g* PF).

21



Tabla 2. Limites de deteccion (ng) y ecuaciones de las rectas de calibrado

obtenidas para la cuantificacion de distintos carotenoides.

Carotenoide

Limite de
deteccion (nQg)

Recta de calibrado

Luteina 7 1g=8.24810 10° Area  r°=0.9900
p-apo-8’carotenal 32 1g=3.24695 10® Area  r’=0.9370
Zeaxantina 10 ng=1.13798 10" Area r’=0.9811
Fitoeno 20 1g=3.73158 10" Area  r’=0.9944
Fitoflueno 8 ng=1.79116 10" Area  r’=0.9944
B-criptoxantina 10 ng=1,36774 10" Area  r’=0.9231
Anteraxantina ng=7,97615 10% Area  r?=0.9948
Violaxantina 4 ug=7,72631 10° Area  r°=0.9899
p-caroteno ng=8.34097 10®%Area  1°=0.9922
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4. RESULTADOS

4.1. CONSERVACION DE FRUTOS DE LOS HIBRIDOS
NULPINK A BAJAS TEMPERATURAS

4.1.1. indice de madurez e indice de color

En el momento de la recoleccion de los frutos Nulpink, los frutos N78 presentaron
un mayor indice de madurez que los N26, debido a un mayor contenido de sélidos

solubles y menor nivel de acidez (Tabla 3).

Tabla 3. Acidez (%), Sélidos solubles (° Brix) e indice de madurez (S.S. / Acidez) en

frutos de Nulpink N78 y N26 en el momento de cosecha (27 de enero).

Variedad Acidez (%) S.S. (° Brix) IM (S.S./ Acidez)
N 78 248 * 0,01 11,40 £+ 0,14 4,60 = 0,07
N 26 447 + 0,01 995 * 0,07 223 + 0,02

El aspecto de los frutos y su color en el momento de la recoleccién se observan en
la Figura 4A. El indice de color, expresado como la relacién entre los parametros
Hunter ‘@’ y ‘b’ (a/b), refleja colores verdes cuando la relacion es negativa y colores
amarillos y anaranjados cuando es positiva. En el momento de la recoleccién, los
frutos N78 presentaban una coloracién naranja intensa, acorde con el indice a/b de
1,01 + 0,03, mientras que los frutos N26 presentaban color amarillo con un indice a/b
de 0,28 + 0,02. Esta relacion a/b aumentd ligeramente en la primera semana de
conservacion en ambas variedades y posteriormente se mantuvo constante (Figura 4
B). A lo largo de todo el periodo de conservacion la relacion a/b fue siempre mayor en
los frutos N78.
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Figura 4. Aspecto externo de los frutos Nulpink N78 y N26 en el momento de
recolecciéon (0) (A); y evolucion del indice de color (relacion Hunter a/b) durante el

periodo de conservacion a 2 °C (B).

4.1.2. Evaluacion del dafio por frio

Los sintomas de DF comenzaron a observarse a partir de la tercera semana de
conservacién a 2 °C en ambos hibridos, y continuaron aumentando hasta el final de la

conservacion (Figura 5A 'y B).

El indice de dafio por frio (IDF) fue siempre mayor en los frutos N78, de color
naranja, que en los frutos de N26 de color de amarillo (Figura 5A). Después de 5
semanas de conservacion el IDF era 1,5 veces superior en los frutos N78 que en los
N26 (2,74 y 1,69, respectivamente). Cabe mencionar que los sintomas observados en
estos frutos no fueron el caracteristico ‘picado’ por frio que se observa en el flavedo de
los frutos de otras variedades de citricos. Los sintomas en los frutos N78 tuvieron una
morfologia més tipica de manchados o pardeamientos relativamente extendidos por la
superficie del fruto (Figura 6), muy distintos de las hendiduras necréticas
caracteristicas de los DF, con un apariencia mas similar a la que se produce por
deshidratacion (EI-Otmani et al., 2011). Ademas, los frutos de Nulpink tienen un albedo
relativamente grueso, y durante la conservacion perdieron consistencia, estaban mas
blandos y se deterioraron mas rapidamente, lo que indica que puede haber un
componente de deshidratacion durante la conservacion en frio de estos frutos. Por

ello, la conservacion refrigerada en estos frutos se finalizé a las 5 semanas.
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Figura 5. Evolucién del indice de dafio por frio (IDF) durante la conservacion a 2 °C
en los frutos Nulpink N78 y N26 (A); aspecto externo de los frutos en la recoleccion

(0), a las 3 semanas y 5 semanas de conservacion (B).

Figura 6. Sintomas de DF observados en los frutos Nulpink N78 (A) y N26 (B).

En la Figura 7 se representa el porcentaje de frutos sin y con DF segun la severidad
de los sintomas (1: ligeros, 2: medios, 3: severos) a lo largo de la conservacién a 2 °C.
Los sintomas de DF se detectaron a partir de la tercera semana, donde el 100% de los
frutos N78 presentaban DF, mientras que en N26 estuvieron afectados el 79% de los
frutos. En la tercera semana de conservacion el 50% de los frutos N78 presentaban
sintomas severos, 25% medios y el otro 25% ligeros. El porcentaje de frutos con
sintomas severos aument6 a 74% en la cuarta semana. En el caso de N26, el
porcentaje de frutos con sintomas severos fue menor, y en la tercera semana de
conservacion la mayoria de los frutos presentaban sintomas ligeros (38%) y medios
(28%), y solo un 14% tenia sintomas severos. Al final de la conservacion, la mayoria
de los frutos N26 presentaban sintomas ligeros y medios (33% y 33%,

respectivamente) y solo un 23% sintomas severos.
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Figura 7. Distribuciéon de los porcentajes de frutos Nulpink afectados por dafios de
frio (DF) durante la conservacién a 2 °C. Los niumeros de cada categoria son; 1:

ligeros, 2: medios y 3: severos.

4.1.3. Produccion de etileno

La produccion de etileno en los frutos de Nulpink N78 y N26 durante las 5 semanas
de conservacién a 2 °C y durante 48 horas de transferencia a 20 °C se muestra en la
Figura 8. La produccién de etileno fue muy baja en los frutos N26 (0,03 + 0,02 nl g* PF
h™) y no se modificé sustancialmente durante la conservacion a 2 °C (Figura 8A). En
los frutos N78 se observd un aumento en la produccion de etileno a partir de la tercera
semana, concomitante con el aumento del DF en esta variedad, y alcanzé valores 4
veces superior a los de N26 a las 5 semanas de conservacion (0,13 + 0,02 nl g* PF h’
1).

La transferencia de los frutos de ambas variedades a 20 °C (simulacién de vida
comercial) provoco un incremento de la produccion de etileno de distinta magnitud en
cada variedad. Asi, en los frutos N78 se observé un rapido aumento en la produccién
etileno a las 8 h tras la transferencia a 20 °C (0,59 + 0,16 nl g* PF h), que fue
transitorio, ya que disminuy6 posteriormente a valores préoximos a los de antes de la
transferencia. En los frutos N26, sin embargo, la produccion de etileno aumento ligera
y progresivamente durante las 48h de transferencia, alcanzando valores unas tres

veces inferiores (0,20 nl g* PF h™) al maximo observado en los frutos N78 (Figura 8B).
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Figura 8. Produccion de etileno de los frutos Nulpink N78 y N26 durante la
conservaciéon a 2 °C (A); y durante 48 horas posteriores a la transferencia a 20 °C

después de 5 semanas a 2 °C (B).

4.1.4. Contenido y composicion de carotenoides

El contenido y composicidn de carotenoides en el flavedo de los frutos de Nulpink
en el momento de la cosecha y durante la conservacion a 2 °C se detalla en la Tabla
4. El contenido de carotenoides totales (CT), calculado como la suma de los
carotenoides individuales, fue siempre mayor en los frutos de N78 que en los N26. En
el momento de la recoleccion el contenido de CT fue casi el doble en el flavedo de
N78 que en N26 (161,17 + 3,00 frente a 85,74 + 1,01 pg.g™, respectivamente). Durante
la conservacion a 2 °C la concentracion de CT aumentdé en ambas variedades con
respecto al inicio. Mientras que los frutos N26 duplicaron su contenido a las 5 semanas
en los frutos N78 aument6 solo 1,4 veces, por lo que al final de la conservacion la
diferencia en el contenido de CT entre ambos hibridos disminuyd, y los frutos de N78

contenian 1,2 veces mas CT que los N26.

La composicion cualitativa de carotenoides individuales fue muy similar en el
flavedo de N78 y N26, sin embargo, la concentracion y su proporcion respecto a los
CT (Figura 17, Anexo 9.3), difirid entre ambos hibridos Nulpink. En el momento de la
recoleccion, en los frutos de N78 el contenido de carotenos lineales (fitoeno, fitoflueno
y {-caroteno) representé el 33% del total y las B,B-xantofilas®™ el 43%, siendo 9-cis-
violaxantina la xantofila mas abundante (27% de la los CT). En los frutos de N26, se

observé una menor proporcién de los carotenoides lineales (21%) mientras que las

W B,B-xantofilas: suma del contenido de B-criptoxantina, zeaxantina, mutatoxantina, trans-
violaxantina, 9-cis-violaxantina y otras xantofilas minoritarias.
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B,B-xantofilas representaron el 76% del total, siento también la 9-cis-violaxantina la

mas abundante (53%).

Tanto en los frutos N78 como N26 el incremento en los CT observado a las 5
semanas fue principalmente debido al aumento en el contenido de carotenoides
lineales (fitoeno, fitoflueno y {-caroteno). A su vez, el contenido de B-criptoxantina
aumenté aproximadamente 3 veces en el flavedo de ambos hibridos, y el de
anteraxantina se duplicé en N78 y aument6 4 veces en N26. El contenido de 9-cis-
violaxantina no cambié significativamente durante la conservacion, aunque su

proporcion con respecto al total disminuy6 debido al incremento de carotenos lineales.

En el momento de la recoleccibn se observaron diferencias importantes en el
contenido de carotenoides lineales entre N26 y N78, siendo aproximadamente 2,5
veces superior en N78. Sin embargo, la diferencia mas importante entre ambos
hibridos fue en el contenido del apocarotenoide B-citraurina, que imparte color rojizo-
anaranjado al flavedo de los citricos, ya que en el momento de la recoleccion la
concentracion fue 18 veces mayor en N78 respecto a N26 (35,02 y 2,19 ug g™ PF,
respectivamente). A las 5 semanas de conservacion el contenido de B-citraurina no
varié de forma importante en el flavedo de N78, sin embargo, descendié a niveles no
cuantificables en los frutos N26. Otra diferencia remarcable entre los dos hibridos fue
el contenido de B-criptoxantina que, salvo en la primera semana de conservacion, fue

casi el doble en los frutos N26 respecto a N78.
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Tabla 4. Contenido (ug g™ PF) y composicion de los principales carotenoides en frutos Nulpink N78 y N26, en el momento de la recoleccion,

y después de 1y 5 semanas de conservacion a 2 °C.

N 78 N 26
CAROTENOIDES
recoleccion 1 semana 5 semanas recoleccion 1 semana 5 semanas
Fitoeno+Fitoflueno+¢-caroteno | 52,76 + 1,81 111,81 + 7,91 @ 9837 + 1,12 | 1797 + 045 4133 + 1,12 90,93 + 12,25
Luteina 023 + 007 08 + 042 083 + 055 | 0,16 = 0,21 nd 052 + 0,04
B-Criptoxantina 245 + 105 920 + 228 763 + 147 | 533 + 0,77 @ 619 + 061 1505 * 2,66
Zeaxantina nd 0,27 + 0,01 nd nd nd nd
Mutatoxantina 050 + 0,11 122 + 1,15 1,81 + 0,23 nd nd nd
Anteraxantina 755 + 080 12,87 + 1,03 | 14,48 =+ 3,22 435 = 1,24 3,70 + 0,02 | 1567 = 3,57
trans-Violaxantina 638 + 035 930 + 031 740 + 052 | 386 + 050 i 3,13 + 029 381 + 0,06
9-cis-Violaxantina 43,06 + 163 5740 * 235 4536 + 0,35 | 4549 + 3,11 4336 = 242 4742 + 1,09
Otras B,B-xantofilas 878 + 196 10,72 + 044 1159 + 041 | 646 <+ 135 587 + 067 648 + 0,06
B-citraurina 3502 = 4,19 4947 + 437 30,71 = 340 | 212 + 0,39 126 + 0,84 nd
Otros apocarotenoides 443 + 0,52 740 + 115 481 + 0,83 nd nd nd
TOTAL 161,17 £+ 3,00 270,42 + 21,61 223,00 + 1,08 | 8574 + 1,01 10485 + 5,92 179,87 + 6,95

nd: no detectado

(1) Suma de B,B-xantofilas no identificadas.
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4.2. CONSERVACION DE FRUTOS DE LOS HIBRIDOS DE
MURCOTT X KIYOMI A BAJAS TEMPERATURAS

4.2.1. indice de madurez e indice de color

En el momento de la recoleccion de los frutos de los dos hibridos Murcott x Kiyomi
utilizados en este trabajo (MxK35 y MxK61), los de MxK35 presentaron un mayor
indice de madurez que los MxK61, debido principalmente al menor valor de acidez, ya
que los solidos solubles fueron similares en ambas variedades (Tabla 5).

Tabla 5. Acidez (%), sélidos solubles (° Brix) e indice de madurez (S.S. / Acidez) en

frutos de Murcott x Kiyomi al momento de cosecha (27 de enero).

Variedad Acidez (%) S.S. (° Brix) IM (S.S./ Acidez)
MxK 35 0,61 + 0,01 9,00 = 0,01 14,80 + 0,22
MxK 61 1,40 + 0,01 10,65 + 0,07 760 + 0,10

El indice de color a/b en el momento de la recolecciéon fue de 0,78 = 0,03 en los
frutos MxK35 y 0,18 + 0,02 en los frutos MxK61 (Figura 9A), correspondientes a la
coloracién anaranjada y amarilla, respectivamente, de cada uno de los hibridos.
Durante la conservacion a 2 °C la relacion a/b se mantuvo constante en ambos
genotipos (Figura 9B).
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Figura 9. Aspecto externo de los frutos de MxK35 y MxK61 en el momento de
recoleccion (0) (A); y evolucion del indice de color (relacion Hunter a/b) durante el

periodo de conservacion a 2 °C (B).
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4.2.2. Evaluacion del dafio por frio

En los frutos de los 2 genotipos evaluados se apreciaron DF a partir de las 3
semana de conservacion a 2 °C, pero la intensidad y severidad de los mismos fueron
distintas entre ambos (Figura 10A y B). El IDF fue siempre mayor en los frutos MxK61
que en MxK35, llegando a las 8 semanas de conservacion a ser casi 4 veces superior
(2,31 frente a 0,59).
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Figura 10. Evolucion del indice de dafio por frio (IDF) durante la conservacion a 2
°C en los frutos MxK35 y MxK61 (A); aspecto externo de los frutos en la recoleccion
(0)y alas 3, 5y 8 semanas de conservacion a 2 °C (B).

Hasta la tercera semana de conservacion no se observaron DF en ninguna de las
dos variedades evaluadas (100% de los frutos sin DF) (Figura 11). A partir de la 32
semana se observaron los primeros sintomas de ‘picado’ en la piel y marcaron las
diferencias entre ambos genotipos. En dicha fecha, el 69% de los frutos MxK61
presentaban DF, mientras que solo el 27% de los frutos MxK35 mostraban sintomas
(73% sin dafios). Al finalizar la conservacion (8 semanas) el porcentaje de frutos
MxK61 afectados fue del 96% y del 49% en MxK35. En la Figura 11 se observa que el
mayor IDF en los frutos de MxK61 se debe a un mayor nimero de frutos afectados y
con mayor severidad de sintomas, especialmente frutos con sintomas severos y
medios. A las 8 semanas de conservacion, el porcentaje de frutos con sintomas
severos y medios era del 42% y 50%, respectivamente, en MxK61, mientras que en
los frutos MxK35 no se observaron sintomas severos y alrededor del 10% de medios
(38% de fruto sin dafios).
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Figura 11. Distribucién de los porcentajes de frutos de Murcott x Kiyomi afectados
por dafios de frio (DF) durante la conservacion a 2 °C. Los numeros de cada categoria

son; 1: ligeros, 2: medios y 3: severos.

4.2.3. Evaluacion de la produccion de etileno

En la Figura 12A se representa la produccion de etileno en los frutos hibridos
MxK61 y MxK35 durante las 8 semanas de conservacion a 2 °C. Hasta la tercera
semana de conservacion la produccion de etileno fue muy baja en ambos genotipos,
sin embargo, a partir de la 58 semana se observo un leve aumento en los frutos MxK35
y mas acusado en MxK61, que coincidié en esta Ultima con la aparicion de DF (69%
de frutos con DF). Al finalizar la conservacion la produccion de etileno fue 3,5 veces
superior en los frutos MxK61 (0,50 + 0,05 nl g™ PF h™") que en los MxK35 (0,14 + 0,05
nl g* PF h™), acorde a la mayor incidencia y severidad de DF observada en esa

variedad.

Durante la transferencia a 20 °C la produccién de etileno continto siendo superior
en los frutos MxK61, y a las 8 horas se observé un aumento transitorio en la
produccion de etileno en ambos hibridos que fue 6 veces superior a la del momento de
la transferencia (23,15 + 0,42 en MxK61 y 0,87 +0,33 nl g* PF h™ en MxK35 (Figura
12B). La produccioén de etileno disminuyo ligeramente a las 24h y, posteriormente, se

mantuvo estable pero a niveles superiores en los frutos que desarrollaron mas DF.
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Figura 12. Produccion de etileno de los frutos MxK35 y MxK61 durante la
conservacion a 2 °C (A) y durante 48 horas posteriores a la transferencia a 20 °C
después de 8 semanas a 2 °C (B).

4.2.4. Contenido y composicion de carotenoides

El contenido de CT fue aproximadamente 5 veces superior en el flavedo de los
frutos de MxK35 en comparacion con los de MxK61. En el momento de la recoleccién
el contenido de CT en los frutos MxK35 fue de 255,63 + 7,66 pg g PF y en MxK61de
51,68 + 1,31 pg g™ PF. Al finalizar la conservacion (8 semanas a 2 °C) el contenido de
CT aument6 un 10% en los frutos MxK35 y un 25% en los MxK61, manteniéndose, por

tanto, la diferencia en el contenido en CT entre ambos genotipos.

En la Tabla 6 se muestran las concentraciones de los carotenoides individuales en
el flavedo de los frutos en el momento de la cosecha y durante la conservacion a 2 °C.
En ambos hibridos, tanto en el momento de la recoleccion como al final de la
conservacion, los carotenoides mayoritarios fueron las B,B-xantofilas, siendo la 9-cis-
violaxantina la mas abundante, representando entre el 40-45% de los CT, y siempre
en concentraciones muy superiores en MxK35. Es interesante destacar las marcadas
diferencias en la concentracion de B-citraurina y p-criptoxantina entre MxK61 y MxK35.
En MxK61 el contenido de estos dos carotenoides fue practicamente nulo, mientras
que en MxK35 la concentracion de B-citraurina fue de 12,78 + 2,63 pug g™ PF y la de B-
criptoxantina de aproximadamente 35 ug g™ PF, lo que representa el 14% de los CT
en la recoleccion. Otra diferencia entre ambos hibridos fue el contenido de los
carotenoides iniciales de la ruta (fitoeno, fitoflueno y {-caroteno), ya que tanto al inicio

como al final del almacenamiento su concentraciéon fue superior en el hibrido MxK61.
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En los frutos MxK35 el aumento en los CT durante la conservacion fue
principalmente debido a un incremento de violaxantina (isbmeros trans y 9-cis) y B-
criptoxantina, donde esta ultima experiment6 un aumento del 45% a las 8 semanas de
conservacion, respecto a los valores iniciales. Sin embargo, los valores de B-citraurina
a las 3 y 8 semanas fueron la mitad de los iniciales. En los frutos MxK61 no se
observaron cambios importantes en la concentracién de los carotenoides individuales
durante el almacenamiento y solo el contenido de violaxantina y los carotenos lineales

aumentaron ligeramente durante la conservacion.
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Tabla 6. Contenido (ug g* PF) y composicion de los principales carotenoides en frutos de MxK35 y MxK61, en el momento de la

recoleccién, y a las 3 y 8 semanas de conservacion a 2 °C.

MxK35 MxK61
CAROTENOIDES
recoleccion 3 semanas 8 semanas recoleccion 3 semanas 8 semanas
Fitoeno+Fitoflueno+C-caroteno 503 + 035 1529 + 186 248 + 139 | 849 + 0,9 1326 + 0,07 1299 + 1,08
Luteina 841 + 044 638 + 156 441 + 041 | 1,29 + 0,21 i 1,20 + 005 093 + 0,11
B-criptoxantina 3599 + 119 3840 * 035 5231 + 099 | 032 + 0,03 067 + 020 086 =+ 0,21
Zeaxantina 152 + 0,20 nd nd nd nd nd
Mutatoxantina 480 + 0,68 513 + 0,25 437 + 0,62 nd nd nd
Anteraxantina 1942 + 125 2641 = 185 @ 23,73 + 3,07 0,68 + 042 0,49 =+ 0,06 0,64 + 0,03
trans-Violaxantina 3384 + 152 4221 + 358 42,13 + 0,30 | 11,73 + 055 | 997 + 046 11,32 + 0,93
9-cis-Violaxantina 11243 + 3,49 120,22 + 1535 12059 + 1,23 | 23,08 + 061 2002 + 045 2726 = 1,60
Otras B,B-xantofilas 1985 + 287 3503 + 125 2702 + 140 | 6,10 + 039 804 + 345 1045 + 431
B-citraurina 12,78 + 2,63 6,81 =+ 1,67 6,03 + 3,62 nd nd nd
Otros apocarotenoides 155 + 0,10 1,34 + 0,11 nd nd nd nd
TOTAL 255,63 + 7,66 297,23 + 24,22 283,06 + 579 |[5168 + 131 5365 + 320 64,46 + 042

nd: no detectado

(1) Suma de B,B-xantofilas no identificadas
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4.3. CONSERVACION DE FRUTOS DE LAS VARIEDADES
COMERCIALES DE MANDARINA CLEMENTINA DE NULES,
FORTUNE Y NADORCOTT A BAJAS TEMPERATURAS

4.3.1. indice de madurez e indice de color

Los frutos de las tres variedades se recolectaron en la época proxima a su
maduracion comercial, a mediados de enero en la Clementina de Nules, y a mitad de
febrero los de Fortune y Nadorcott. El indice de maduracién, contenido de soélidos

solubles, y nivel de acidez en el momento de la recoleccién se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Acidez (%), Sélidos solubles (° Brix) e indice de madurez (S.S. / Acidez) en
frutos de Clementina de Nules (CMN), Fortune (FORT) y Nadorcott (NAD) en el
momento de cosecha (13 de enero en CMN y 10 de febrero en FORT y NAD).

Variedad Acidez (%) S.S. (° Brix) IM (S.S/ Acidez)
CMN 049 + 001 1150 + 0,14 2334 + 0,14
FORT 1,72 + 0,03 @ 14,00 + 0,01 8,13 + 0,13
NAD 0,70 + 0,04 @ 1090 + 0,14 1595 + 0,85

Los frutos de Clementina tuvieron un IM superior a los otros dos, especialmente por
la baja acidez. Los frutos de Fortune fueron los de menor IM y con valores de acidez
muy superiores, mientras que los de la mandarina Nadorcott presentaron valores

intermedios a los otros dos (Tabla 7).

En la Figura 13 se muestra el aspecto externo de las tres variedades de mandarina
en el momento de su recoleccion (A) y la evolucion del indice de color durante la
conservacion a 2 °C (B). En todo momento los frutos de Nadorcott presentaron una
mayor relacion a/b (entre 1,20 y 1,31) que los de Fortune (entre 0,95 y 1,08) y los de
Clementina de Nules (entre 0,85 y 1,01). En ninguna de las 3 variedades se
observaron cambios importantes en la relacion a/b durante la conservacion a 2°C
(Figura 13B).
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Figura 13. Aspecto externo de los frutos de las mandarinas Clementina de Nules
(CMN), Fortune (FORT), Nadorcott (NAD) en el momento de recoleccion (0) (A); y
evolucion del indice de color (relacién Hunter a/b) durante el periodo de conservacion
a2 °C (B).

4.3.2. Evaluacion del dafio por frio

Los frutos de las tres variedades de mandarina comerciales seleccionadas
presentaron diferencias en la sensibilidad a los DF en el siguiente orden Fortune >

Clementina de Nules > Nadorcott (Figura 14A y B).

El DF comenzé a manifestarse en los frutos de Fortune a partir de la segunda
semana de conservacion, incrementando con el tiempo de exposicién a 2 °C hasta
alcanzar dafios severos a las 6 semanas. En las variedades Clementina de Nules y
Nadorcott comenzaron a observarse sintomas de DF a partir de la quinta semana de
conservacion, aunque en Nadorcott la incidencia y severidad de los mismos fue mucho
menor. Al finalizar la conservacion, el IDF era de 2,9 en los frutos de Fortune, 1,6 en

Clementina de Nules y 0,26 en Nadorcott (Figura 14B).
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Figura 14. Evolucion del indice de dafio por frio (IDF) durante la conservacién a 2
°C en los frutos de Clementina de Nules (CMN), Fortune (FORT) y Nadorcott (NAD)
(A); aspecto externo de los frutos en la recoleccién (0) y a las 3, 5 y 8 semanas de

conservacion (B).

En la Figura 15 se observa la distribucion de los frutos de las tres variedades
afectados por diferente intensidad de DF. En la mandarina Fortune a las 2 semanas de
conservacion el 63% de los frutos presentaban DF y a las 5 semanas todos los frutos
estaban dafiados, 29% con sintomas medios y 67% severos. La severidad y el
porcentaje de DF aumentaron con el tiempo de conservacion, alcanzando finalmente a
la totalidad de los frutos, 90% con sintomas severos y 10% medios. Los frutos de
Clementina de Nules y Nadorcott no presentaron DF hasta la 32 semana de
conservacion, y a la 5% semana el porcentaje de frutos de Clementina de Nules con
dafios era del 27% y del 8% en Nadorcott. Después de 8 semanas a 2 °C el 83% de
los frutos de Clementina de Nules presentaban DF, 30% con sintomas severos y 17%
medios. En Nadorcott el porcentaje de frutos con DF aument6 ligeramente con el
tiempo de exposicion a bajas temperaturas, pero durante todo el periodo el porcentaje
de frutos sin DF era superior al de frutos afectados. Asi, después de 8 semanas solo el

24% de los frutos presentaron DF, y la mayor parte con sintomas ligeros (21%).
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Figura 15. Distribucién de los porcentajes de frutos de Clementina de Nules (CMN),
Fortune (FORT) y Nadorcott (NAD) afectados por dafios de frio (DF) durante la
conservacion a 2 °C. Los niumeros de cada categoria son; 1: ligeros, 2: medios y 3:

Severos.

4.3.3. Evaluacion de la produccion de etileno

De las tres variedades estudiadas, los frutos de Clementina de Nules fueron los que
presentaron una mayor produccion de etileno durante la conservacion refrigerada
(Figura 16A). En Clementina de Nules y Fortune se observé un méaximo en la emision
de etileno a las 3 semanas de conservacion (0,21 + 0,02 y 0,12 + 0,02 nl g'l PF h?,
respectivamente), que descendid posteriormente. En el caso de la mandarina
Nadorcott, la produccion de etileno fue muy baja y solo aument6 levemente con el
tiempo de conservacién hasta un maximo a las 8 semanas 0,09 + 0,04 nl g'l PF h?,

pero de menor magnitud que en las otras 2 variedades.

La simulacion de la vida comercial (48h a 20 °C) se realiz6 a las 8 semanas de
conservacion en las tres variedades (Figura 16B y C), pero dado que a este tiempo los

frutos de Fortune estaban muy deteriorados por la intensidad de los DF, también se
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realizé una transferencia a las 3 semanas de conservacion a 2 °C (Figura 16C).
Durante la transferencia a las 8 semanas (Figura 16B) se observé un aumento
transitorio en la produccion a las 8 horas en los frutos de Clementina de Nules (0,84 +
0,05 nl g* PF h'') y a las 3 horas en Nadorcott pero de menor magnitud (0,37 + 0,01 nl
g’ PF h™). La produccién durante la transferencia fue 4 veces superior al valor maximo
detectado durante la conservacion a 2 °C. En el caso de mandarina Fortune (Figura
16C), se observé un aumento a las 3 horas de transferencia los dos momentos
evaluados (3 y 8 semanas), pero la produccién de etileno a las 3 semanas fue 8 veces
superior a la inicial (1,02 + 0,19 nl g™ PF h™) mientras que a las 8 semanas, en frutos
con sintomas severos de DF, el aumento en la produccion de etileno fue muy reducido
(0,21 + 0,02 nl g* PF h), y unas 5 veces inferior al que se produjo en los frutos

conservados a 2 °C durante 3 semanas.
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Figura 16. Produccién de etileno de los frutos de Clementina de Nules (CMN),
Fortune (FORT) y Nadorcott (NAD) durante la conservacion a 2 °C (A); durante 48

horas posteriores a la transferencia a 20 °C después de las 8 semanas en CMN y NAD
(B); yalas 3 (3s) y 8 (8s) semanas en FORT (C).

4.3.4. Contenido y composicion de carotenoides

El contenido y composicion de carotenoides en el flavedo de los frutos de
Clementina de Nules, Fortune y Nadorcott en el momento de la recoleccion y durante
la conservacién a 2 °C se presentan en la Tabla 8. En la Figura 19 (Anexo 9.3) pueden
observarse la proporcion de carotenoides con respecto al contenido total en cada

variedad.

En los frutos de Clementina de Nules, el contenido de CT en el momento de la

cosecha era préximo a 120 ug g* PF, siendo la 9-cis-violaxantina y la B-citraurina los
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mas abundantes (35% y 20% del total, respectivamente). A las 8 semanas de
conservacion los CT aumentaron cerca de un 40% hasta valores de 165 + 2,21 ug g™
PF. El incremento en los CT de debié al aumento de la mayoria de carotenoides,
principalmente las B,B-xantofilas, que pasaron de representar el 63% en la recoleccién
al 81% a las 8 semanas. Es especialmente destacable el incremento de 4 veces en el
contenido en la B,B-xantofila B-criptoxantina, pasando de representar el 5% de los CT
en la recoleccion al 14% al final de la conservacion. Por el contrario, los carotenoides
lineales y la B-citraurina disminuyeron un 27% y 33%, respectivamente, durante la

conservacion.

El contenido de CT en los frutos de Fortune fue cerca de un 50% superior al de
Clementina de Nules (185,90 + 17,86 pg g PF) en el momento de la recoleccion y la
9-cis-violaxantina y la 3-citraurina fueron los mas abundantes, representando un 44% y
22% del contenido total, respectivamente. A las 8 semanas de conservacion los CT
aumentaron casi un 40% (256,32 + 9,12 ug g* PF) debido principalmente a un
aumento de la trans-violaxantina, mutatoxantina (derivado de anteraxantina) y
carotenos lineales. En los frutos de Fortune la concentracién de B-criptoxantina en el
momento de recoleccién fue baja y disminuyd un 40% durante la conservaciéon. No se
observaron variaciones en el contenido de 9-cis-violaxantina y B-citraurina durante la

conservacion.

El contenido de CT en los frutos de Nadorcott en el momento de la cosecha fue de
582,20 + 22,85 ug g PF, muy superior al de los frutos de las otras 2 variedades de
mandarina. La 9-cis-violaxantina (33% del total) fue la xantofila principal y, a su vez, se
detectaron concentraciones importantes de carotenos lineales (13%), trans-
violaxantina (11%), B-criptoxantina (10%) y del apocarotenoide [-citraurina
(aproximadamente un 10%). A las 8 semanas de conservacion, los CT disminuyeron
un 30% con respecto a los valores iniciales, debido principalmente a un descenso de
los carotenos incoloros y la 9-cis-violaxantina, que disminuyeron un 40%
aproximadamente, y de la B-citraurina, que experimentd una reduccion del 74%. El
contenido de B-criptoxantina era muy alto (61,46 + 8,05 ug g™ PF) en la recoleccion y
aumento durante la conservacion, alcanzando valores de 72,32 + 5,40 ug g'l PF a las

8 semanas.

Al comparar las tres variedades evaluadas, los frutos de Nadorcott presentaron 3
veces mas CT que los frutos de Fortune, y casi 5 veces més que los de Clementina de
Nules en el momento de la recoleccién. Las diferencias en contenido mas importantes
fueron en la violaxantina (isémeros trans y 9-cis), carotenos lineales del inicio de la

ruta y la B-criptoxantina. Es importante destacar que, en el momento de la recoleccion,
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el contenido de B-criptoxantina en Nadorcott fue 10 veces mayor al de Clementina de
Nules y 17 veces mas que en Fortune. Ademas, las diferencias en los niveles de esta

xantofila se mantuvieron durante la conservacion refrigerada.
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Tabla 8. Contenido (ug g* PF). y composicién de los principales carotenoides en frutos de Clementina de Nules (CMN), Fortune (FORT) y

Nadorcott (NAD), en el momento de la recoleccion y a las 8 semanas de conservacion a 2 °C.

CMN FORT NAD
CAROTENOIDES
recoleccion 8 semanas recoleccion 8 semanas recoleccion 8 semanas

Fitoeno+Fitoflueno+¢-caroteno 1420 + 224 1034 + 083 | 829 + 0,12 2221 + 210 | 79,48 + 502 4633 * 042
Luteina 066 + 017 3,12 + 0,16 | 058 + 034 @ 207 *+ 057 | 982 + 182 11,78 += 0,69
B-caroteno nd 0,67 = 0,01 nd nd nd 457 + 0,23
B-criptoxantina 588 + 037 2314 + 213 | 344 + 102 @ 19 =+ 043 | 61,46 + 8,05 | 7232 = 5,40
Zeaxantina nd 0,60 = 0,01 nd nd nd 244 + 0,27
Mutatoxantina 1,72 + 017 6,77 + 221 | 1197 + 228 26,16 + 248 | 11,05 + 226 1164 + 1,08
Anteraxantina 424 + 208 1299 + 291 | 248 + 094 @ 498 + 0,14 | 31,70 £+ 0,11 2822 + 1,86
trans-Violaxantina 11,13 + 361 21,02 + 058 | 16,19 £+ 059 3733 + 045 | 68,00 + 13,08 67,17 * 5,48
9-cis-Violaxantina 42,39 + 10,64 5574 + 1,77 | 83,17 + 2,01 8194 + 3,72 [196,06 + 3,43 116,60 + 6,18
Otras B,B-xantofilas 982 + 195 1439 + 3,73 | 1574 + 3,26 3428 + 0,86 | 5863 + 9,19 @ 26,17 + 4,39
B-citraurina 2448 + 0,27 16,26 + 2,71 | 4183 + 839 3989 + 050 |56,75 + 955 14,75 + 2,19
Otros apocarotenoides 454 + 120 @ 239 + 0,01 220 + 102 550 + 213 | 926 + 1,03 nd

TOTAL 119,07 + 22,36 165,60 + 2,21 18590 + 17,86 i256,32 + 9,12 |582,20 + 22,85 401,99 + 28,19

nd: no detectado

(1) Suma de B,B-xantofilas no identificadas
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5. DISCUSION

La exposicion prolongada a temperaturas proximas a la congelacion durante el
almacenamiento y transporte de frutos citricos es un reto en especies y variedades
gue presentan sensibilidad al frio y desarrollan lesiones en la piel, al depreciar su
calidad comercial. Debido a la repercusién econémica de los frutos citricos, y a que
existen numerosos factores que influyen en su tolerancia a los DF, muchos de ellos
impredecibles, existe un gran interés en profundizar en el conocimiento de las
diferentes respuestas y la sensibilidad al frio en los frutos de las diferentes especies y
variedades de citricos. Por tanto, en este trabajo se ha abordado el estudio de la
relacion entre la coloracion y composicion de pigmentos carotenoides en diferentes
frutos citricos, y su relacibn con la sensibilidad a desarrollar DF durante la

conservacion postcosecha a bajas temperaturas.

La influencia de la coloracién del flavedo sobre la susceptibilidad al DF ha sido
previamente estudiada en frutos de pomelos con diferente pigmentacion. En frutos de
pomelo rojo se ha observado una mayor tolerancia al DF que en pomelos blancos
(Dou, 2005; Lado et al., 2015b), y ésta se ha asociado a un mayor contenido total de
carotenoides, y en concreto a la acumulacion de licopeno (Lado et al., 2015b). Por otro
lado, Cronje et al. (2011) observaron que los frutos de Clementina de Nules
recolectados del interior del arbol y con una menor coloracién, presentaron mayor
susceptibilidad a desarrollar desérdenes postcosecha durante el almacenamiento. Por
tanto, estos resultados previos sugieren una relacién entre el contenido y composicion
de carotenoides en el flavedo y la susceptibilidad a desarrollar DF. Para llevar a cabo
este TFM se seleccionaron frutos hibridos de dos cruces interespecificos con
coloracion de la piel muy diferente (amarilla y naranja) y que, por tanto, era de esperar
que presentasen una composicion de pigmentos diferente y, ademas, frutos de tres
variedades de mandarinas comerciales con diferente pigmentacion en el flavedo y

distinta sensibilidad a los DF.

En una primera aproximacion experimental se utilizaron dos hibridos provenientes
del cruce interespecifico entre pumelo Pink (Citrus maxima) y mandarina Clementina
de Nules (Citrus clementina): N78 con flavedo color naranja y N26 de color amarillo. El
andlisis de carotenoides mostré que las diferencias en la coloracion entre estos dos
hibridos se explican por su distinta composicion y contenido en carotenoides (Tabla 4).
Asi, el contenido de carotenoides totales (CT) fue siempre mayor en los frutos de
coloracidon naranja N78 que en los de piel amarilla N26, y en el momento de la
recoleccion los frutos N78 tuvieron casi el doble de CT que los N26. En comparacion a

los parentales (pumelo Pink y mandarina Clementina de Nules), la concentracién de
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CT en los hibridos N78 y N26 (~160-220 y ~85-180 pg g PF, respectivamente) fue
superior a lo descrito en pumelos, que presentan contenidos bajos de carotenoides
totales (entre 5-15 ug g™ PF, Alquezar et al., 2008b), y mas proximos a los niveles en
mandarinas (entre 25-300 ug g' PF, Rodrigo et al., 2013a). La composicion de
carotenoides también fue mas similar a la descrita en mandarinas, ya que en ambos
hibridos predomind la acumulaciéon de f,B-xantofilas (principalmente 9-cis-
violaxantina), mientras que el flavedo de frutos de pumelo se acumulan principalmente
carotenoides incoloros (Rodrigo et al., 2013a). Aunque en ambos hibridos predominé
la acumulacion de B,B-xantofilas, la proporcion de éstas respecto al total en el
momento de la cosecha fue superior en los frutos amarillos N26 (76%) que en los N78
(43%). Es interesante mencionar que en los dos hibridos también hubo una
acumulacién importante de los carotenos incoloros del inicio de la ruta, una
peculiaridad caracteristica del parental pumelo Pink. En el momento de la recoleccion,
el contenido y proporcion de carotenos incoloros con respecto al total fue mayor en los
frutos N78 que en los N26, y se incrementdé durante la conservacion en ambos

hibridos, representando casi la mitad de los CT al final de conservacién (Tabla 4).

La principal diferencia en el perfil de carotenoides entre ambos hibridos, y que
explica las diferencias de coloracion, fue la mayor concentracién de -citraurina en los
frutos N78. La B-citraurina es un apocarotenoide derivado del corte asimétrico de la 3-
criptoxantina y zeaxantina, que se acumula en el flavedo de frutos maduros de
mandarinas y naranjas impartiendo un color naranja-rojizo intenso (Ma et al., 2013;
Rodrigo et al., 2013a, 2013b). En el momento de la recoleccién, el contenido de B-
citraurina en N78 fue alrededor de 35 pg g™ PF (22% de los CT), mientras que en N26
fue 14 veces menor (~2 pg g™ PF) y no se detectd a las 5 semanas de conservacion.
Esto indica que el hibrido N78 ha heredado la capacidad biosintética de este
apocarotenoide del parental Clementina de Nules, ya que no se ha descrito su
presencia en frutos de pumelo. Otra diferencia importante fue la distinta concentracion
de B-criptoxantina, ya que en la fecha de recoleccion y al finalizar la conservacion fue
el doble en los frutos N26 en comparacion con N78. Sin embargo, la proporcion de 3-
criptoxantina en N26 representd menos del 10% del total de carotenoides debido a la
mayor proporcion de xantofilas de color amarillo y carotenoides incoloros. La mayor
concentracion de B-criptoxantina asociada a una reduccion muy significativa o
ausencia de B-citraurina en frutos de N26, se podria explicar por una menor actividad
de la enzima CCD4b que cataliza la fragmentacion de B-criptoxantina para dar lugar a
B-citraurina. Se ha descrito que la expresion de este gen es baja o nula en el flavedo

de frutos citricos que no acumulan B-citraurina y que presentan poca intensidad de
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color o coloracién amarillenta (Ma et al., 2013; Rodrigo et al., 2013b), lo que esta en

concordancia con el color de los frutos N26.

En ambos hibridos Nulpink la conservacion a 2 °C provocé un deterioro acelerado
del fruto a partir de la tercera semana de almacenamiento (Figura 5). Los frutos de
color naranja N78, y con un mayor contenido de CT, presentaron una mayor incidencia
y severidad de DF que los frutos amarillos N26, aunque estos ultimos también
presentaron sintomas de dafio importantes, ya que al finalizar la conservacion el 90%

de los frutos tenian DF y el IDF fue alrededor de 1,5 (Figura 6 yFigura 7).

El efecto protector de determinados carotenoides frente al DF parece estar
asociado a la capacidad antioxidante de estos, siendo capaces de eliminar especies
reactivas al oxigeno (ROS). El aumento de ROS es una respuesta secundaria al DF en
los tejidos vegetales, que generan un estrés oxidativo y provocan dafios metabdlicos y
estructurales (Lafuente y Zacarias, 2006; Sevillano et al., 2009; Toivonen, 2004). En
frutos de pomelo Star Ruby se ha observado que la mayor tolerancia al frio esta
asociada a la acumulacién de licopeno, y que este carotenoide confiere una mayor
capacidad para secuestrar el radical oxigeno singlete, en comparacién con los frutos
de piel amarilla y mayor susceptibilidad al DF (Lado et al., 2016). Stinco et al. (2016)
evaluaron la relacién entre el contenido de carotenoides y la capacidad antioxidante en
distintas variedades de naranja y observaron una menor capacidad antioxidante en
variedades que presentaron bajo contenido de carotenoides totales. Sin embargo,
también detectaron una alta capacidad antioxidante en una variedad sin altos
contenidos de carotenoides totales (Rhode Late), pero con un alto contenido de B-
criptoxantina. En algunos casos también se ha encontrado que la B-criptoxantina, un
carotenoide oxigenado de color naranja intenso, se correlaciona positivamente con la
actividad antioxidante (Sanchez-Moreno et al., 2003). En este sentido, es interesante
destacar que los frutos N26 presentaron menor contenido de CT que los frutos N78
pero casi el doble de B-criptoxantina, por lo que su mayor tolerancia al DF podria estar
relacionada al contenido especifico de esta xantofila y su capacidad antioxidante

previamente descrita.

En este TFM se seleccionaron frutos hibridos resultantes del cruce entre mandarina
Murcott y mandarina Kiyomi (MxK). La mandarina Kiyomi es un hibrido procedente del
cruce entre naranja (Citrus sinensis) y mandarina Satsuma (Citrus unshiu), mientras
que Murcott se origind de un cruce entre Citrus sinensis y Citrus reticulata (Futch y
Jackson, 2003). Al igual que en los experimentos con Nulpink, se seleccionaron dos
hibridos con diferencias marcadas en la coloracién, MxK35 de flavedo naranja y

MxK61 de color amarillo (Figura 9). La concentracién de CT en los frutos de coloracion
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naranja oscil6 entre 250-300 pg g™ PF, y fue aproximadamente 5 veces mayor que en
MxK61 (Tabla 6). El perfil de carotenoides observado en ambos hibridos fue el
caracteristico de frutos de mandarina, predominando la acumulacién de (3,3-xantofilas,
y siendo la 9-cis-violaxantina la mas abundante. Los frutos de MxK35 presentaron un
mayor contenido en todos los carotenoides, excepto en los carotenos lineales fitoeno,
fitoflueno y C-caroteno. El contenido de estos ultimos represent6 entre el 16-20% del
contenido de CT en los frutos MxK61 (dependiendo del momento de evaluacion),
mientras que en MxK35 la proporcién fue siempre menor al 2%. Ademas de las
diferencias en el contenido total de carotenoides, en los frutos de MxK35 se detectaron
concentraciones significativas B-citraurina (6-12 pg g* PF) y muy elevadas de PB-
criptoxantina (35-52 pg g* PF), mientras que en MxK61 la concentraciéon de PB-
criptoxantina fue menor a 1 ug g* PF y no se detecté B-citraurina (Tabla 6). Esta
diferencia en la composicion de carotenoides explicaria las diferencias en coloracion
entre los dos hibridos debido al color que proporciona tanto la 3-citraurina como la 3-

criptoxantina en concentraciones elevadas.

Durante el almacenamiento a 2 °C, los frutos amarillos MxK61 presentaron mayor
DF que MxK35 (Figura 10). En ambos hibridos los sintomas de DF comenzaron a
detectarse a la quinta semana de conservacion, aunque en el caso de los frutos
MxK35, la incidencia del DF fue menor y los dafios fueron principalmente ligeros. Por
tanto, MxK35, con mayor contenido en CT y especificamente mayor concentracion de
B-criptoxantina (representando entre el 14-18% de los CT), presentaron una mayor
tolerancia al frio durante el almacenamiento postcosecha. Este resultado corrobora la
observacién anterior y afiade una nueva evidencia hacia el posible papel de la (-
criptoxantina en la tolerancia de los frutos de citricos a los DF durante la conservacion

a las bajas temperaturas.

En un tercer bloque de experimentos se seleccionaron tres variedades comerciales
de mandarina (Clementina de Nules, Fortune y Nadorcott), con diferente
susceptibilidad a desarrollar DF y diferencias en la coloracion. La mandarina Fortune
presenta una alta susceptibilidad al DF durante la conservacion a bajas temperaturas
(Martinez-Téllez y Lafuente, 1997; Lafuente et al., 2003), mientras que la mandarina
Clementina de Nules se ha descrito con baja o nula sensibilidad al frio (Herrera, 2007;
Sala, 1998), y la variedad Nadorcott se considera como resistente a los DF, a pesar de
que por su reciente introduccion en el sistema productivo no existen datos tan sélidos
como en los dos casos anteriores (EI-Otmani et al., 2011). La comparacion de los
frutos maduros de las tres variedades evaluadas mostr6 una mayor coloracién

(relacion a/b) y acumulacion de CT en los frutos de Nadorcott (Tabla 8). Aunque no se
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detectaron diferencias importantes en la relacién a/b entre los frutos de Fortune y

Clementina de Nules, el contenido de CT fue mayor en la mandarina Fortune.

Como ya se ha discutido previamente, la coloracion de los frutos no solo esta
directamente relacionada al contenido total de carotenoides, sino también con el perfil
y proporcién de los carotenoides individuales (Rodrigo et al., 2013a). En el flavedo de
las tres variedades de mandarina se identificaron los mismos carotenoides, siendo la
9-cis-violaxantina el carotenoide mayoritario. Sin embargo, la proporcion de los
distintos carotenoides individuales con respecto al total difirié entre ellas (Tabla 4Tabla
6Tabla 8). En el momento de la cosecha la B-citraurina fue el segundo carotenoide
mas abundante en los frutos de Fortune (~40 pg g™ PF) y Clementina de Nules (~25
ug g* PF), pero el porcentaje de este apocarotenoide respecto al total fue en ambas
variedades del 20%, lo que podria explicar que no se encontraran diferencias en el
indice de color a/b entre ellas. Cabe mencionar que la concentracion de B-citraurina
determinada en este trabajo fue superior a la descrita previamente para estas
variedades: ~17 pg g PF en Fortune (Rodrigo et al., 2013b) y entre 4-7 ug g™ PF en
Clementina (Rios et al., 2010; Rodrigo et al., 2013b). Esta discrepancia podria ser
debida a que los frutos proceden de zonas de cultivo diferentes y a diferencias en el
estado/momento de maduracion y entre campafas. Ademas, los frutos de Clementina
de Nules presentaron una mayor acumulacion de B-criptoxantina, que represento entre
el 5-14% de los CT, mientras que en Fortune fueron menos del 2%. Los valores de [3-
citraurina en Nadorcott fueron similares a los detectados en Fortune, sin embargo, la
proporcion del apocarotenoide respecto al total fue alrededor del 10% (en la
recoleccion) e inferior a lo detectado en las otras variedades. Es de destacar la
concentracion extremadamente elevada de CT en el flavedo de Nadorcott, superior a
500 pug g™ PF en el momento de la cosecha, situando al flavedo de esta variedad entre
los tejidos de fruto mas ricos en carotenoides descritos hasta el momento, no solo en
citricos sino también en otros frutos (Lado et al.,, 2016). Ademas, en el flavedo de
Nadorcott no solo fueron muy altos los contenidos de B-citraurina y de B-criptoxantina,
sino también los carotenos iniciales de la ruta, sugiriendo que en esta variedad existe
un alto flujo de entrada de precursores en la ruta de carotenoides y elevada capacidad

carotenogénica (biosintética) en etapas posteriores.

El comportamiento de las tres variedades de mandarina durante la conservacion a 2
°C fue diferente (Figura 14). Asi, en Fortune, la aparicién de sintomas de DF comenz6
a las 2 semanas de conservacion y al final del periodo de almacenamiento la practica
totalidad de los frutos estuvieron afectados por sintoma severos (IDF proximo a 3),

coincidiendo con lo descrito anteriormente para esta variedad (Martinez-Téllez y
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Lafuente, 1997; Lafuente et al., 2003; Lafuente y Zacarias, 2006). En los frutos de
Clementina de Nules, se identificaron los primeros sintomas de DF a las 5 semanas, y
la incidencia y severidad fue menor que en Fortune pero mayor que en Nadorcott, y al
final de la conservacién méas de la mitad de los frutos presentaban DF. La mandarina
Nadorcott tuvo un buen comportamiento postcosecha, ya que las lesiones de DF
fueron visibles a partir de las 5 semanas, con una progresiéon muy lenta y solo un 27%

de los frutos presentaban DF al final de la conservacion.

Estos resultados indican que los DF no parecieron estar directamente relacionados
con la concentracion de CT en las variedades comerciales estudiadas, ya que el
contenido de CT entre las tres variedades fue en el siguiente orden: Nadorcott >
Fortune > Clementina de Nules, tanto en el momento de la cosecha como después de
8 semanas de conservacion a 2 °C (Tabla 8). Sin embargo, si se observé que tanto en
Clementina de Nules como en Nadorcott, con una menor incidencia y severidad de DF,
presentaban una mayor acumulacién de B-criptoxantina en el flavedo respecto a los
frutos de la mandarina Fortune. Asi, en el momento de la cosecha, el contenido en
esta xantofila en los frutos de Nadorcott, mas resistentes a los DF, fue 10 y 18 veces
superior a los de los frutos de Clemenules y Fortune, y después de 8 semanas de
conservacién, cuando ya se habian desarrollado los DF, las diferencias de [-
criptoxantina fueron 3 y 37 veces superiores respecto a estas mismas mandarinas,
respectivamente (Tabla 8). Estos resultados parecen indicar una relacion entre el
contenido en B-criptoxantina y la tolerancia a los DF durante la conservacion de los
frutos de mandarina en frio, de tal forma que los frutos de la mandarina mas sensible
son los que contienen menores contenido en esta xantofila. Es indicativo, ademas, que
la B-criptoxantina incrementé su contenido o se mantuvo en niveles muy elevados
durante el periodo de conservacion en los frutos mas tolerantes a los DF, mientras que
en la mandarina Fortune, mas sensible al DF, la concentracion fue muy baja. Esta
evolucion de la B-criptoxantina durante la conservacion es concordante con la del
contenido en B-citraurina, producto del corte de la B-criptoxantina, ya que los frutos de
Fortune se mantuvieron en niveles muy altos durante la conservacion, mientras que en
Clemenules y Nadorcott descendieron (Tabla 8). Este conjunto de resultados sugiere
una posible mayor capacidad de la enzima CCD4b para fragmentar B-criptoxantina en
B-citraurina en los frutos de la mandarina Fortune respecto a los de las otras dos
mandarinas que, como consecuencia, mantendria los niveles de B-criptoxantina bajos
y posiblemente una mayor sensibilidad a los DF. Estudios futuros de los cambios en la
expresion del gen CCD4b en la piel de los frutos de las tres variedades, a la vez que

comprobar si esta posible relacion puede existir también en otras variedades de
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mandarinas con distinto complemento de carotenoides y de B-criptoxantina, ayudara a
caracterizar con més detalle y confirmar el papel de la B-criptoxantina en la tolerancia
a los DF.

A pesar de que bajas temperaturas ralentizan la mayoria de procesos metabdlicos,
en todas las variedades e hibridos evaluados, con la excepcion de la mandarina
Nadorcott, se observd un aumento en el contenido de carotenoides durante la
conservacion a 2 °C. Matsumoto et al. (2009) evaluaron los cambios en el contenido
de carotenoides en el flavedo de Satsuma durante el almacenamiento a 5, 20y 30 °C,
y observaron un aumento a las tres temperaturas después de 3 semanas, aunque de
mayor magnitud en los frutos conservados a 20 °C. La coloracion y contenido y/o
composicion de carotenoides en frutos de naranja Navelina no se vio alterada durante
la conservacién a 2 °C, mientras que a 12 °C se observé un incremento sustancial
(Carmona et al., 2012). Otros autores evaluaron la coloracién en frutos de mandarina
conservados a 2 y 5 °C, y observaron una disminucién de los mismos, aunque no
determinaron el contenido de pigmentos (Tietel et al. 2011). En general, el flavedo de
mandarinas e hibridos, es un tejido altamente carotenogénico en comparacion con
otras especies de frutos citricos como naranjas o pomelos (Kato, 2012; Rodrigo et al.,
2013a) y, por tanto, al igual que lo observado en mandarina Satsuma, es probable que
en mandarinas se mantenga, incluso a bajas temperaturas, la capacidad de seguir
sintetizando y acumulando carotenoides, lo que explicaria el diferente comportamiento

de naranjas y mandarinas frente a esta condicion postcosecha.

Por dltimo, en frutos citricos se ha observado que el almacenamiento a bajas
temperaturas estimula la produccién de etileno (McCollum y McDonald, 1991), y que el
incremento en la produccién es concomitante con el desarrollo de DF (Martinez-Téllez
y Lafuente, 1997; Lafuente et al.,, 2003; Lado et al.,, 2015b). En este trabajo, se
observo una mayor produccion de etileno en los frutos hibridos que presentaron mayor
DF (N78 en el caso de Nulpink, y MxK61 en el caso de Murcott x Kiyomi), y el aumento
en la emision de etileno coincidié con la aparicion y evolucion de los sintomas de DF
(Figura 8 y Figura 12). Sin embargo, en las variedades comerciales no se observo una
mayor produccion de etileno en Fortune, que fue la variedad con mayor DF. En
Clementina de Nules la produccion de etileno fue mayor que en las otras dos
mandarinas, y tuvo un aumento a las 3 semanas de conservaciéon aun cuando no se
observaban sintomas visibles de DF. McCollum y McDonald (1991) detectaron un
incrementd en la produccion de etileno en frutos de pomelo conservados a 5 °C
cuando todavia no se observaban sintomas en la piel de los frutos. Esto podria indicar

que, aunque aun no se manifiesta el DF visualmente, a nivel celular ya comenzé el
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dafio. En el caso de mandarina Fortune, se observé un maximo en la produccién a las
3 semanas de conservacion que coincidié con la aparicion de los sintomas de DF. En
los frutos de Nadorcott, donde el DF fue muy bajo, la produccion de etileno fue muy
baja. Por lo tanto, estos resultados parecen indicar que la produccién de etileno, en las
condiciones evaluadas, es una respuesta al DF y no una causa o0 una respuesta a las
bajas temperaturas, ya que en la mayoria de frutos evaluados se observd mayor
produccion en los mas susceptibles al DF, y los aumentos en la produccion
coincidieron con la aparicién de sintomas de DF.

La mayor produccién de etileno en frutos con DF durante el almacenamiento a
bajas temperaturas ha sido asociada a una mayor acumulaciéon de transcritos de los
genes de las enzimas ACS y ACO, que regulan los pasos claves en la sintesis de
etileno (Lado et al., 2015b, 2015c; Maul et al., 2008). En frutos de varias especies se
ha observado una estimulacion de la produccion de etileno al reacondicionar los frutos
a temperatura ambiente tras un periodo de conservacion a bajas temperaturas
(Sevillano, 2009). A pesar que durante la conservacion refrigerada se induce la
transcripciébn de ACS y ACO, la actividad de las enzimas se ve disminuida a bajas
temperaturas y aumenta rapidamente una vez que los frutos son transferidos a
temperatura ambiente y se alcanzan temperaturas proximas a las éptimas de la
actividad enzimatica, explicando asi el aumento rapido y marcado en la produccién de
etileno (Lado et al., 2015c, Sevillano, 2009).

Durante la transferencia a 20 °C de los frutos hibridos de los dos cruces
seleccionados (al finalizar el periodo de conservacion a 2 °C) se observé un maximo
de produccion a las 8 horas, siendo superior la produccién en los frutos con mayor DF
(Figura 8B y Figura 12B). En los frutos de Clementina de Nules y Nadorcott se observo
un aumento en la produccion de etileno entre 3 y 8 horas de transferencia a 20 °C, tras
8 semanas de conservacion a 2 °C, y los valores detectados fueron 4 veces superiores
a los observados durante la conservacion. En Fortune, se realiz6 una primera
transferencia a las 3 semanas de conservacion y otra a las 8 semanas. En ambas
transferencias se observé un maximo de produccion a las 3 horas a 20 °C, pero fue 5
veces mayor a las 3 que a las 8 semanas. La baja produccion de etileno en esta
variedad durante la transferencia a las 8 semanas podria ser debida a que el tejido
estaba tan severamente dafiado por el frio, y con alto porcentaje de tejido necrosado,
que la actividad celular podria estar muy afectada y reducida, mientras que cuando la
transferencia se hizo (3 semanas) en la que los frutos estaban desarrollando los DF, la
emision de etileno fue muy alta e incluso de una magnitud similar a la que se observo

en los frutos de Clemenules con sintomas de DF similar (a las 8 semanas).
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Estos resultados corroboran observaciones previas, e indican que el aumento en la
produccion de etileno durante la exposicion a bajas temperaturas parece estar
relacionado o deberse a la induccién de los dafios por frio, y que el aumento masivo
de etileno durante la simulaciéon de la vida comercial parece estar relacionado a la
intensidad de los sintomas provocados durante la exposicion, pero hasta un
determinado nivel en el que no se produzcan lesiones severas que afecten y reduzcan
el metabolismo celular y, en este caso, la posterior capacidad de sintesis de etileno.
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6. CONCLUSIONES

1. Los frutos con diferente pigmentacion de la piel de las variedades de mandarinas
e hibridos seleccionados en este trabajo presentan un contenido y composicion
de carotenoides diferencial, y, en general, la intensidad de la coloracién (indice
a/b) se asocié a una mayor concentracién del apocarotenoide B-citraurina mas

gue con el contenido total de carotenoides.

2. Los hibridos Nulpink sufrieron un deterioro muy marcado durante la conservacion
postcosecha a 2 °C, aunque los sintomas no fueron el caracteristico picado por
frio, sino manchados o pardeamientos, de una apariencia similar a los que se
produce por deshidratacion. La intensidad de estos dafios no se correlacioné con
el contenido total de carotenoides.

3. En los frutos de los hibridos de mandarina Murcott x Kiyomi, la conservacion a
bajas temperaturas provocé mayor DF (manifestado como picado) y produccién
de etileno en la mandarina de color amarillo que en la de color naranja, que
presentaba a su vez menor concentracion de carotenoides totales y de -

criptoxantina.

4. Los frutos de las tres variedades de mandarinas comerciales utilizadas para este
trabajo presentaron distinto contenido y evolucion de carotenoides, asi como
sensibilidad a las bajas temperaturas de conservacion, en el siguiente orden:

Nadorcott (baja) < Clementina de Nules (media) < Fortune (alta).

5. El contenido en carotenoides en el flavedo de la mandarina Nadorcott es
extremadamente elevado, representando uno de los tejidos de fruto mas ricos en

carotenoides descritos hasta el momento.

6. La mayor tolerancia a desarrollar DF (picado en la piel) en los frutos de las
mandarinas e hibridos estudiados estuvo asociada a un mayor contenido de la
xantofila B-criptoxantina en el momento de la cosecha, y no con el contenido

total de carotenoides o el indice de color del fruto.

7. El aumento en la produccién de etileno durante la conservacion en frio coincidio
con la aparicién y el desarrollo de sintomas de DF. La transferencia de los frutos
a 20 °C, en la simulacién de vida comercial, estimul6 la produccion de etileno

con un maximo entre las 3 y 8 horas.
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8. RESUMENES BIBLIOGRAFICOS

Alquezar, B., Rodrigo, M.J. y Zacarias, L. (2008a)

Estos autores analizan el contenido y perfil de carotenoides, como la expresién de los
principales genes involucrados en la biosintesis de carotenoides en la piel y pulpa de naranja
Navel y su mutante Cara Cara. Observan mayor acumulacioén de licopeno y carotenoides del
principio de la ruta en Cara Cara, y menor contenido de ABA (aunque la expresion de los genes
en su biosintesis era igual).

Carmona, L., Zacarias, L. & Rodrigo, M. J. (2012)

Estos autores evallan el efecto de la temperatura de almacenamiento (2 vs 12°C) en el
color, contenido y composicién de carotenoides y la expresién de los genes de la ruta en
Navelina. La conservacién a 12°C incrementé la coloracion y el contenido de carotenoides,
principalmente de B-citraurina. El aumenté se asocié a una mayor expresion de los genes

principales de la ruta. A 2°C no se observan variaciones.

Dou, H. (2005)

Este autor evalla el DF y picado postcosecha en distintas variedades de pomelo,
recolectadas en distintos momentos de desarrollo de los frutos y diferentes localidades.
Observan que los pomelos blancos Marsh presentaron mayor susceptibilidad al DF que los

pomelos coloreados, y no encuentran diferencias en DF entre los pomelos coloreados.

Ghasemnezhad, M., Marsh, K., Shilton, R., Babalar, M. & Woolf, A. (2008)

Estos autores evallan el efecto de bafios de agua caliente a diferentes temperaturas en el
dafio por frio y calor durante la postcosecha de frutos de Satsuma. En este sentido concluyen
que bafos a 50°C por 2min son los mas efectivos en reducir el DF pero no evitan por completo
su aparicion. También evalGan la produccién de etileno, y observan mayor produccion en los
frutos con mayor DF

Kato, M. (2012)

Revisién sobre la biosintesis de carotenoides, su acumulacién en el flavedo y vesiculas de
jugo en frutos citricos y su relacion a la expresion de los principales genes de la ruta. Ademas
hace énfasis en la sintesis de xantofilas en frutos de Satsuma y Valencia, el catabolismo de
carotenoides y presenta el mecanismo de acumulacidn de criptoxantina en el hibrido ‘Tamanf’,

que la acumula en altas concentraciones.

Kato, M., lkoma, Y., Matsumoto, H., Sugiura, M., Hyodo, H. & Yano, M. (2004)

Estudian la relacién entre la acumulacion de carotenoides y la expresion de los genes de su
biosintesis durante la maduracion de frutos de Satsuma, Valencia y limén Lisbon. En el cambio
de color, observan un cambio hacia la rama de la ruta de (B-carotenoides correlacionada con
mayor expresion de LCYb y menor de LCYe. En Satsuma y Valencia observan una

acumulaciéon masiva de B, B-xantofilas; y en caso de limén de fitoeno (también en Satsuma).
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Concluyen que la acumulacién de carotenoides esta fuertemente regulada por la expresion de

los genes de la biosintesis.

Lado, J., Rodrigo, M.J., Lopez-Climent, M., GOmez-Cadenas, A. & Zacarias, L.
(2016)

Estos autores evallan si la tolerancia al DF en frutos de pomelo que acumulan licopeno se
debe a un aumento en el sistema antioxidante y para ello analizan la capacidad antioxidante,
actividad y expresién génica de las principales enzimas antioxidantes y contenidos de
metabolitos antioxidantes. Encuentran menor peroxidacion lipidica y mayor capacidad de
secuestrar el oxigeno singlete en los frutos que acumulan licopeno en la piel y con mayor

tolerancia al DF.

Lado, J., Cronje, P., Alguézar, B., Page, A., Manzi, M., Gémez-Cadenas, A.,
Stead, A.D., Zacarias, L. & Rodrigo, M.J. (2015a)

En este articulo se embolsaron frutos de pomelo rojo ‘Star Ruby’, con el objetivo de evaluar
el efecto de la luz sobre el contenido de pigmentos. Observaron una mayor coloracion y
acumulacion de carotenoides (principalmente de licopeno), en los frutos embolsados. No
detectan cambios en la expresion de los genes de la biosintesis de carotenoides, pero si una
transicion mas rapida de cloroplastos a cromoplastos y mayor desarrollo de estructuras de

almacenamiento de carotenoides.

Lado, J., Rodrigo, M.J., Cronje, P. & Zacarias, L. (2015b)

Comparan la tolerancia al DF en frutos de pomelo blancos ‘Marsh’, casi sin acumulacion de
carotenoides y pomelo rojo ‘Star Ruby’. Los frutos de ‘Star Ruby’ tuvieron una mayor
acumulacion de carotenoides, principalmente licopeno y mayor tolerancia al DF. A su vez,
evallan la produccion de etileno durante la conservacion y observan mayor produccion y

expresién genes de su sintesis en los frutos con DF.

Lado, J., Rodrigo, M. J. & Zacarias, L. (2015c)

Estudian la produccion y expresion de genes de la biosintesis de etileno en pomelo Marsh y
Star Ruby, con o sin la aplicacion de un inhibidor de su accién (1-MCP). Observan que la
aplicacion de 1-MCP indujo la produccion de etileno, y que el increment6 fue ain mayor al
transferir los frutos a 20 °C. Corroboran la regulacidn autoinhibitoria del etileno en los frutos de

pomelo.

Lafuente, M.T. & Zacarias, L. (2006)

Estos autores hacen una revision de los desérdenes fisioldgicos mas comunes durante la
postcosecha de frutos citricos, tanto los causados por dafio por frio como los. Plantean los
aspectos fisiolégicos y bioquimicos asociados a los desdrdenes como su control a nivel

molecular; y posibles técnicas para disminuirlos.

Lafuente, M. T., Zacarias, L., Martinez-Telléz, M. A., Sanchez-Ballesta, M. T. &
Granell, A. (2003)
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Analizan la relacién entre el DF y produccién de etileno (y PAL) en Fortune, Valencia y
Navelina, que presentan diferente tolerancia al DF. Observan una mayor produccion de etileno
en los frutos con DF concomitantemente con la apariciéon de los sintomas. La magnitud de la
respuesta en la produccién no fue directa al DF observado en las diferentes variedades, y no

encuentran relacion entre la edad de la fruta y la produccion de etileno a causa de DF.

Matsumoto, H., Ilkoma, Y., Kato, M., Nakajima, N. & Hasegawa, Y. (2009)

Estos autores evalGan el efecto de tres temperaturas de conservacion en el contenido de
carotenoides en frutos de Satsuma. Observan acumulaciéon de carotenoides en las tres
temperaturas analizadas (5, 20, 30°C), pero mas marcada y rapida a 20 °C (principalmente por
un incrementé de B-criptoxantina y 9-cis-violaxantina). A partir de los resultados sugieren que la

biosintesis de carotenoides es sensible a la temperatura.

Matsumoto, H., Ikoma, Y., Kato, M., Kuniga, T., Nakajima, N. & Yoshida, T.
(2007)

Analizan comparativamente el contenido y composicién de carotenoides en flavedo y
vesiculas de jugo de 39 variedades de citrus, y sus variaciones durante el desarrollo. Proponen
que los genotipos de citrus pueden distinguirse entre ellas por el contenido de 3-criptoxantina y
violaxantina en tres grupos, ricos en B-criptoxantina, ricos en violaxantina y pobres en

carotenoides.

Maul, P., McCollum, G. T., Popp, M., Guy, C.L. & Porat, R. (2008)

Estos autores hacen un analisis para detectar mecanismos moleculares implicados en la
tolerancia o susceptibilidad al DF en pomelo. Observan que la exposicion a bajas temperaturas
detiene actividades metabdlicas generales (disminuye defensa contra patdgenos, fotosintesis,
respiracion, etc). Pero aumenta procesos de adaptacion que implican cambios en la expresion

de transcritos relacionado al metabolismo de membranas, lipidos, esteroles y carbohidratos.

Rodrigo, M.J., Alos, E., Lado, J. & Zacarias, L. (2013a)

Revision exhaustiva sobre el contenido y composicion de pigmentos en los frutos citricos,
con énfasis en el contenido y perfil de carotenoides en las distintas especies y sus cambios
durante el desarrollo de fruto. A su vez, resume la ruta de biosintesis y su regulacién genética
como los factores ambientales, nutricionales y hormonales que inciden en la acumulacién de

carotenoides en los frutos citricos.

Rodrigo, M.J., Alquézar, B., Alés, E., Medina, V., Carmona, L., Bruno, M., Al-
Babili, S. & Zacarias, L. (2013b)

El objetivo de este articulo fue la identificacion de la enzima de corte de carotenoides
implicada en la formacién del apocarotenoide C30 B-citraurina. Identifican un gen de la familia
CCD4, tanto en tejido vegetativo como reproductivo que se correlaciona con la acumulacion de
B-citraurina. Corroboran que se forma por el corte asimétrico en los dobles enlaces 7°,8" de -
criptoxantina y zeaxantina, y que su acumulacion depende de la disponibilidad de estos dos

precursores.
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Rodrigo, M. J., Marcos, J. F. & Zacarias, L. (2004)

Analizan durante el desarrollo y maduracién de frutos de naranja los cambios en el
contenido y composicion de carotenoides y la expresién de los genes de su biosintesis.
Observan que en tejidos cloroplasticos predomina la acumulacién de luteina y trans-
violaxantina (y la expresion de PDS), y durante la coloracién de fitoeno, B-criptoxantina,

zeaxantina y principalmente 9-cis-violaxantina (con regulacion positiva de PSY, ZDS y 3-CHX).

Sevillano, L., Sanchez-Ballesta, M.T., Romojaro, F. & Flores, F.B. (2009)

Este articulo es una revision muy completa de los mecanismos fisiolégicos, hormonales y
moleculares implicados en la induccién y desarrollo del DF en especies horticolas. Resume las
principales respuestas al frio en las plantas, desde las alteraciones de membrana celular al
dafio por estrés oxidativo, y su asociacion con compuestos y hormonas vegetales, entre ellas el

etileno. Entre las especies da ejemplos y resume las respuestas observadas en citricos.

Stinco, C.M., Escudero-Gilete, M.L., Heredia, F.J., Vicario, .M., Meléndez-
Martinez, A.J. (2016)

Estos autores analizan el contenido y composicién de carotenoides, el color y la capacidad
antioxidante de 20 genotipos de naranja. Sugieren que la capacidad antioxidante este mas
relacionada a la composicion cualitativa de carotenoides (o interaccién entre ellos) y no tanto al
contenido de carotenoides total, ya que observan alta capacidad antioxidante en variedades

gue no presentaron alto contenido de carotenoides pero si especificos (ej. B-criptoxantina)

Toivonen, P.M.A. (2004)
Discusion sobre el estrés oxidativo de frutos y vegetales, en relacion a desérdenes
fisiologicos postcosecha. A diferencia de la otra revision del dafio por frio, esta hace énfasis en

las bases del estrés oxidativo y la capacidad de los sistemas celulares para mitigarlo.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO 1: CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS DE

LOS CAROTENOIDES IDENTIFICADOS.

Observado Literatura
Carotenoides
A max (nm) % 1711 A max (nm) % 11711

violaxantina 416 /439 / 469 96 416 / 440 / 465 100 %))
B-citraurina 462 - 453 - 1)
9-cis-violaxantina 413 /435 /464 94 411/ 435/ 463 nd 2
luteina S /4457473 67 421144571474 60 ®
zeaxantina S /4517478 38 427 1449/ 476 sd 2
mutatoxantina S /425/ 450 71 406 / 427 | 451 sd 2
anteraxantina S /4437470 47 418 /441 471 sd 2
fitoeno S/285/S - S/286/S - ()
fitoflueno 331/347/364 67 331/347/ 367 90 1)
B-criptoxantina S /448476 46 425/ 449/ 476 25 @
(-caroteno 380/398 /424 86 379 399 425 sd @
B-caroteno S /4521478 27 S /4501477 25 (1)

(1) Britton, G. (1995) Spectroscopy. In: G. Britton, S. Liaaen Jensen y H. Pfander

(Eds.), Biosynthesis and Metabolism, (pp. 13-16). Basel: Birkhauser Verlag.

(2) Rouseff, R.L., Raley, L. y Hofsommer, H.J. (1996) Application of diode array

detection with a C-30

reversed phase column for the separation and

identification of saponified orange juice carotenoids. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 44, 2176-2181.
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9.2. ANEXO 2: Ejemplo cromatograma (MaxPlot) y espectros
de los principales carotenoides identificados.

MaxPLot Chromatogram
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9.3. ANEXO 3: Distribucion de los carotenoides.

Recoleccion

5 semanas

N78

N26

Fitoeno+Fitoflueno+Z-caroteno
Luteina
B-criptoxantina
Mutatoxantina
= Anteraxantina
m trans-Violaxantina
m 9-cis-Violaxantina
Otras B,B-xantofilas
= 3-citraurina

u Otros apocarotenoides

Figura 17. Distribucién de los carotenoides individuales, como porcentaje del

contenido total en el momento de la cosecha y tras la conservacién a 2 °C en el
flavedo de los hibridos Nulpink N26 y N78.

Recoleccion

8 semanas

MxK35

MxK61

Fitoeno+Fitoflueno+Z-caroteno
Luteina
B-criptoxantina
Mutatoxantina
= Anteraxantina
mtrans-Violaxantina
m 9-cis-Violaxantina
Otras B,B-xantofilas
= (3-citraurina

= Otros apocarotenocides

Figura 18. Distribucién de los carotenoides individuales, como porcentaje del

contenido total en el momento de la cosecha y tras la conservacion a 2 °C en el

flavedo de los hibridos MxK35 y MxK61.
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Recoleccién

CMN

FORT

NAD

8 semanas

Fitoeno+Fitoflueno+Z-caroteno

u B-caroteno

= Zeaxantina

= Anteraxantina

m 9-cis-Violaxantina

u B-citraurina
Luteina
B-criptoxantina
Mutatoxantina

= trans-Violaxantina
Otras j,p-xantofilas

= Otros apocarotenoides

Figura 19. Distribucién de los carotenoides individuales, como porcentaje del

contenido total en el momento de la cosecha y tras la conservacion a 2 °C en el
flavedo de Clementina de Nules (CMN), Fortune (FORT) y Nadorcott (NAD).
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