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Los citricos, al igual que que todos los frutos, son 6rganos que permanecen Vivos
aun después de ser cosechados. Por lo tanto, respiran y transpiran continuando de
esta manera su ontogenia hacia la senescencia y muerte. Al ser privados de su
fuente de nutrientes y agua, son mas susceptibles a deteriorarse rdpidamente si no
se toman las medidas adecuadas. En adicidon, durante el periodo poscosecha, el
cual comienza con la cosecha y termina cuando el fruto llega a manos del
consumidor, los citricos deben enfrentar distintos tipos de estrés. Dentro de los mas
comunes, se encuentran las heridas, el almacenamiento a bajas temperaturas y la
infeccion por parte de una amplia gama de patdgenos. Si bien, el almacenamiento
a bajas temperaturas es una estrategia ampliamente utilizada para prolongar la vida
poscosecha, en el caso particular de los citricos puede tener consecuencias
negativas ya que éstos son susceptibles al dafio por frio.

En conjunto, las diversas dificultades mencionadas en el parrafo anterior junto a
la creciente exigencia de los mercados consumidores tendientes a evitar la
utilizacion de fungicidas quimicos para el control de podredumbre causada por
distintos patégenos, impulsaron a la tecnologia poscosecha a desarrollar una
amplia gama de técnicas dentro de las cuales se encuentran los tratamientos
térmicos.

En citricos, la podredumbre verde, causada por el hongo patégeno Penicillium
digitatum, es la principal causa de las pérdidas durante la poscosecha de este
cultivar; no sélo en nuestro pais sino también a nivel mundial. Los tratamientos
térmicos reducen la incidencia de podredumbre gracias a la combinacién de efectos
directos sobre el patégeno e indirectos sobre el fruto. Ademas, también
incrementan la tolerancia a frio.

En la presente Tesis se describen estudios dirigidos a encontrar los cambios que
ocurren a nivel proteico y metabdlico durante la poscosecha en frutos de naranja
(Citrus sinensis) y en dos variedades de mandarina (Citrus reticulata) expuestos al
tratamiento de curado y almacenados a 5°C durante diferentes periodos de tiempo,
emulando las condiciones de comercializacion. El tratamiento en estudio es
empleado como método alternativo al uso de fungicidas para el control de

Penicillium digitatum. Fue posible observar varias alteraciones en el metabolismo
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de los frutos bajo tratamiento térmico respecto de los controles. Particularmente,
dichos cambios estan vinculados a respuestas de defensa y virulencia, lo que
explicaria la efectividad del tratamiento evaluado frente al ataque de los patégenos
fungicos. Paralelamente, se observan modificaciones tendientes al mantenimiento
de la homeostasis celular, lo que se evidencia en la excelente calidad poscosecha
de los frutos tratados.
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1.1. PANORAMA MUNDIAL Y NACIONAL DE LA PRODUCCION DE FRUTOS CITRICOS
La produccion y el consumo mundial de citricos, ya sea como fruta fresca o como
producto elaborado, han registrado un fuerte incremento desde mediados de los
afios 1980. Los principales productores mundiales de citricos son China, Brasil,
Estados Unidos, seguidos de México, Espafa, Egipto, Turquia y Argentina. En este
contexto, nuestro pais en el afio 2016, produjo 3,280 millones de toneladas de
citricos, ocupando de esta manera el octavo puesto en el ranking mundial

(http://www.federcitrus.org/wp-content/uploads/2017/10/Act-Citricola-17.pdf ,

consultado 12 de Marzo de 2018). En Argentina, la produccion citricola se divide en
dos regiones principales, el NOROESTE ARGENTINO (NOA), constituido por las
provincias de Tucuman, Salta, Catamarca y Jujuy, y el NORESTE (NEA) formado
por las provincias de Entre Rios, Corrientes, Misiones y Buenos Aires. Mientras que
la primera regién se destaca por producir limones y pomelos, siendo Tucuman la
principal provincia exportadora a nivel mundial de limones, la segunda se
caracteriza por la produccién de naranjas y mandarinas que, a través de
innumerables variedades orientadas a los gustos de los distintos mercados, se
cosechan y exportan a lo largo de casi todo el afio. Estadisticas publicadas por
Federcitrus en el afio 2017, ubican a Entre Rios como la principal provincia
productora de naranjas y mandarinas (http://www.federcitrus.org/wp-
content/uploads/2017/10/Act-Citricola-17.pdf , consultado 12 de Marzo de 2018).

Cabe destacar que la importancia del cultivo de citricos en esta provincia no solo

radica en el elevado volumen de produccion sino también en el alto grado de
exportacion que posee. Los principales mercados externos de citricos frescos
argentinos son la Union Europea vy la  federacion Rusa
(http://www.federcitrus.org/wp-content/uploads/2017/10/Act-Citricola-17.pdf :
consultado 12 de Marzo de 2018).

1.2. GENERALIDADES DEL METABOLISMO DE LOS FRUTOS CITRICOS DURANTE SuU
MADURACION

Los estadios tempranos en el desarrollo de los frutos citricos se caracterizan por
una acumulacion masiva de acido citrico en la vacuola y la consecuente
disminucién del pH vacuolar.

Transcurriendo el desarrollo de los frutos, el contenido de acido citrico en la

vacuola disminuye en forma dependiente de la temperatura ambiente y de otras
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condiciones ambientales, con un incremento concomitante en el pH (Marsh, 2000;
Yamaki, 1990). El citrato sale de la vacuola al citosol por un mecanismo poco
conocido, pero se postula que seria de manera pasiva, en tanto que la V-PPiasa
(bomba de protones del tonoplasto dependiente de PPi) podria utilizar el gradiente
de protones para sintetizar PPj, incrementando el pH vacuolar (Marsh, 2000), como
se amplia a continuacion.

A medida que el fruto madura, algunas caracteristicas anatémicas y fisicas del
pericarpio desarrollan una barrera efectiva contra el intercambio de gas, resultando
en una privacién parcial de oxigeno y una respiracion aerdbica reducida en el
interior de las células de los sacos de jugo. Este cambio en el metabolismo de los
hidratos de carbono se evidencia por aumentos en los niveles de etanol y
acetaldehido en los frutos en maduracion y almacenados (Hirai, 1997; Roe, 1984).
En las células vegetales, en respuesta a la baja presion de oxigeno, el contenido
de ATP decrece con el correspondiente incremento de la relacion ADP/ATP. Esta
marcada disminucion en el estado energético fue observada en células de los sacos
de jugo de fruta citrica madura (Bruemmer, 1985). Cuando los niveles de ATP son
bajos adquieren un rol importante la fosfofructoquinasa dependiente de PPi (PFP)
asi como también la via de la sacarosa sintasa en la degradacion de sacarosa,
dado que en ambos casos se utiliza PPi, cuyos niveles permanecen constantes en
el citosol bajo estas condiciones (Plaxton, 2006). De esta manera, la V-PPiasa
vacuolar involucrada en la desacidificacion tendria una funcién importante en las
condiciones anaerbbicas (ATP limitado) que predominan durante los ultimos
estadios de la maduracion del fruto proporcionando PP; para las enzimas
mencionadas.

En sintesis, durante el desarrollo del fruto la sacarosa importada desde la planta
es metabolizada por la via glicolitica, previa accion de las enzimas hidroliticas
(invertasa &cida y neutra y sacarosa sintasa) cuyas actividades son altas en los
primeros estadios, generandose asi la acumulacion de citrato (Holland, 1999;
Lowell, 1989). Posteriormente, durante la maduracién, los niveles de citrato
disminuyen, ya que éste es metabolizado, generandose sustratos para la
respiracion y biosintesis, y acumulandose azucares (sacarosa, fructosa y glucosa).
(Holland, 1999; Lowell, 1989). De esta manera, el aumento en el contenido de los
azucares y el concomitante descenso en los acidos resultan en un incremento en

el indice de madurez (relacion azucares solubles/acidos).
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1.3. PARAMETROS QUE DETERMINAN LA CALIDAD INTERNA DE LOs CiTRICOS

La calidad interna de los citricos se encuentra definida por distintos paradmetros,
dentro de los cuales el sabor es uno de los mas relevantes. Este parametro esta
gobernado por tres factores principales: gusto, aroma y palatabilidad. El gusto se
encuentra definido por el contenido de azlcares y &cidos organicos presentes en
los sacos de jugo. En citricos, los principales hidratos de carbono son: glucosa,
fructosa y sacarosa; mientras que el acido citrico constituye entre el 85% y 90% del
contenido total de acidos organicos (Tietel y col., 2017). El parametro solidos
solubles totales (SST) describe el nivel de azlcares en los sacos de jugo y el
contenido de acidos organicos es definido por la acidez titulable (AT). La relacion
gue existe entre ellos es conocida como indice de madurez (IM=SST/AT) y es un
pardmetro muy utilizado por los productores a la hora de cosechar y decidir si los
frutos seran destinados al mercado interno o al externo. En Argentina el IM se
encuentra reglamentado por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA). Otro de los factores que determinan el sabor es el
aroma,; el mismo se encuentra definido por diferentes compuestos volatiles como
por ejemplo alcoholes, cetonas, aldehidos, terpenos y ésteres, entre otros (Barboni
y col., 2009; Elmaci y Altug, 2005; Dharmawan y col., 2007; Moshonas y Shaw,
1997; Perez y col., 2005; Qiao y col., 2007, Tietel y col., 2010; 2011). Por dltimo, la
interaccién fisicoquimica de macromoléculas, como por ejemplo la pectina, con
compuestos volatiles y no volatiles, durante la masticacion del fruto determina la
palatabilidad (Tietel y col., 2010).

Finalmente, cabe destacar que, ademas de la calidad interna de los frutos,
diversos estudios han demostrado que la eleccién del consumidor a la hora de
comprar un fruto fresco se basa fuertemente en la apariencia exterior del mismo.
Un aspecto desagradable puede ser suficiente para descartar el producto de
inmediato. Los aspectos de la calidad externa importantes para los consumidores

son tamafio, color, formay firmeza (Gao y col., 2011).

1.4. PERIODO POSCOSECHA Y SU LOCALIZACION EN EL SISTEMA DE PRODUCCION
FRUTIHORTICOLA

El sistema de produccion frutihorticola, como todo sistema productivo, es muy
complejo. Existen estrechas interrelaciones entre los diferentes componentes,

bidticos o abidticos y naturales o con participacion del hombre que interactian en
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el sistema. Dentro del mismo existen dos areas bien diferenciadas en el tiempo y
en el espacio conocidas como precosecha y poscosecha. Asi, durante la
precosecha, la interaccion del ambiente y el genotipo junto con otros factores
bidticos dan como resultado la produccion de frutas y hortalizas de una determinada
calidad. Estas, una vez cosechadas, comienzan el periodo de vida poscosecha. En
esta etapa, la calidad del producto va disminuyendo a medida que transcurre el
tiempo.

Es fundamental tener en cuenta que durante el periodo poscosecha se trabaja
con productos vivos que, por lo tanto, respiran y transpiran continuando de esta
manera su ontogenia hacia la senescencia y muerte. Estos, al ser privados de su
fuente de nutrientes y agua, son susceptibles de deteriorarse rapidamente si no se
toman las medidas correspondientes. Esta problematica impulsé a la tecnologia
poscosecha a desarrollar una amplia gama de estrategias dentro de las cuales se
encuentran: el almacenamiento a bajas temperaturas, tratamientos térmicos,
tratamientos quimicos, entre otros. A pesar de la gran variedad de técnicas
utilizadas, todas tienen como objetivo reducir la velocidad de respiracion, retardar
la maduracion y senescencia y detener el desarrollo de patdgenos, extendiendo de
esta manera la vida poscosecha sin afectar de manera significativa la calidad de
las frutas y hortalizas.

En conclusién, los tratamientos poscosecha desencadenan respuestas que
pueden impactar tanto positiva como negativamente en la calidad interna y/o
externa de las frutas y hortalizas. Es por esta razén que, en los ultimos afos,
diversas investigaciones han tratado de dilucidar los cambios fisiologicos y
moleculares que subyacen a las diferentes técnicas poscosecha (Pedreschi, R. y
Lurie, S., 2015). La informacién generada hasta el momento es de suma utilidad en
cuanto contribuye de manera significativa a la optimizacién o redisefio de un

determinado tratamiento.

1.5. FACTORES QUE DETERMINAN EL FENOTIPO POSCOSECHA EN FRUTAS Y
VERDURAS

El fenotipo poscosecha se define como el conjunto de caracteristicas resultantes
de la interaccion entre el genotipo y el medio ambiente poscosecha; y determina
tanto la calidad del producto frutihorticola como su capacidad de almacenamiento

(Rudell, 2010). Los principales rasgos que lo describen son la apariencia, la
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integridad estructural y el sabor. El primero esta conformado por el color, el brillo,
la frescura y la madurez, mientras que el segundo se encuentra constituido por la
firmeza y la textura. Este rasgo puede verse alterado por trastornos relacionados
con la refrigeracion, como es el caso del picado o pitting en citricos (Figura 1.1), y
la susceptibilidad a patdégenos (Rudell, 2010). Finalmente, como ya fue descrito, el
sabor es un rasgo complejo que se encuentra integrado por el gusto, el aromay la
palatabilidad (Goldenberg y col., 2017).

Figura 1. 1. Sintomas de dafio por frio, picado o pitting

El picado aparece en el epicarpio del fruto y se caracteriza por depresiones en forma circular y con una ligera
decoloracion que posteriormente se pardea. Ocurre durante el almacenamiento a bajas temperaturas durante
la poscosecha.

La adquisicién de un fenotipo poscosecha que presente una buena calidad y
una alta capacidad de almacenamiento depende de varios factores. Por un lado, se
encuentran aquellos relacionados al tratamiento poscosecha utilizado, como por
ejemplo, el tipo de estrés abidtico al que el producto frutihorticola es expuesto
(calor/frio, oxigeno, didéxido de carbono, deshidratacién, etc), la severidad con la
que es aplicado, el tiempo de duracién, el nimero de exposiciones y las
combinaciones que se realicen. Por otro lado, también es importante considerar el
fenotipo precosecha adquirido durante la maduracion in planta, el tipo de 6rgano
que se esté tratando (frutos, inflorescencias, tubérculos, etc), el estadio de
maduracion y genotipo (Pedreschi, R. y Lurie, S., 2015).

Como se mencionod en la seccién anterior, diversas investigaciones han tratado
de dilucidar los cambios fisiolégicos y moleculares inducidos por los tratamientos
poscosecha con el objetivo de obtener marcadores moleculares que describan el
fenotipo poscosecha deseado. En este contexto, las técnicas émicas, como la
transcriptémica, la protedmica y la metabol6mica, han sido de gran utilidad a la hora
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de estudiar caracteristicas claves como por ejemplo el color (Liu y col., 2003;
Saliba-Colombani y col., 2001), componentes del sabor de la fruta (Dirlewanger y
col., 1999; Saliba-Colombani y col., 2001; Tietel y col., 2010; Zanor y col., 2009) y
compuestos del aroma (Doligez y col., 2006; Dunemann y col., 2009; Tadmor vy col.,
2002; Tietel y col., 2010).

En resumen, la perspectiva a futuro es integrar la inmensa cantidad de datos que
estan siendo generados por la transcriptomica, prote6mica y metabolémica, con el
objetivo de disefiar modelos matematicos que puedan predecir como respondera
un sistema bioldgico cuando sea expuesto a determinadas perturbaciones como,
por ejemplo, diferentes tratamientos y factores ambientales (Pedreschi R. y Lurie.,
2015).

1.6. TiPOS DE ESTRES QUE ENFRENTAN LOS CiTRICOS DURANTE EL PERIODO
POSCOSECHA
1.6.1. HERIDAS

En plantas, las heridas son altamente frecuentes. Las mismas pueden ser
generadas por factores abiéticos como el viento, la lluvia y el granizo; y por factores
bidticos como la alimentacién de insectos y herbivoros (Cheong y col., 2002). Las
respuestas inducidas por este tipo de estrés han sido ampliamente estudiadas
(Leony col., 2001; Schilmiller y Howe, 2005). La generacion de especies reactivas
del oxigeno (ERO) es una de las primeras respuestas inducidas y se encuentra
relacionada con la sintesis de macromoléculas que constituyen la pared celular,
como por ejemplo glicoproteinas, calosa y lignina (Huckelhoven y Kogel, 2003).

En frutos, las heridas son muy frecuente durante la cosecha y la poscosecha.
Estas inducen el metabolismo de fenilpropanoides en células vecinas a las dafiadas
(Brown, 1989). La primera enzima de esta via metabdlica es la fenilalanina
amonioliasa (PAL). Un estudio realizado por Vilanova y col. (2012) en frutos de
naranja Valencia Late mostré que la expresion de genes que codificaban para la
PAL y otras enzimas de la biosintesis de cumarinas y flavonoides, como la acido
cafeico-O-metiltransferasa (COMT) y la peroxidasa (POX), se incrementd en
respuesta a la herida. Por otro lado, Ballester y col. (2010) observaron un patron de
expresion de similar de los genes FPall, pox 1y pox 2 en frutos que habian sido

inoculados con el patégeno P. digitatum. En concordancia, diversos estudios han
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demostrado que la herida en plantas regula una amplia variedad de genes que se
encuentran involucrados tanto en la respuesta innata como en la patdgeno
especifica (Castro-Mercado y col., 2009; Durrant y col., 2000; Maleck y Dietrich,
1999; Reymond y col., 2000).

1.6.2. PATOGENOS QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE CiTRICOS Y
PROCEDIMIENTOS PARA SU CONTROL

Aligual que otros frutos, los citricos son atacados por una variedad de patdogenos
que juegan un papel adverso en su calidad y rendimiento. En paises en vias de
desarrollo, donde la proteccion y el manejo del fruto fresco son inadecuados, las
principales pérdidas ocurren durante el transporte y el almacenamiento.

La mayoria de las pérdidas se asocian a un amplio rango de patégenos
comunes. Entre ellos se incluyen distintos tipos de hongos como el moho verde
(Penicillium digitatum), el moho azul (Penicillium italicum), el moho gris (Botrytis
cinerea Pers ex Fr) (Agrios, 1997), Aspergillius niger Van Tiegh, Alternaria citri Elli
y Pierce (Whiteside, 1988), Collectrotichum gloeosporioides Penz (Davies, 1994),
Phytophtora poracitica Dast y Geotrichum candidum Link ex Pers (Howard, 1936),
y bacterias como Xanthomonas axonopodis y Xylella fastidiosa, entre otras.

En la regibn mesopotamica, el principal agente patégeno a controlar es el moho
verde (Penicillium digitatum), el cual provoca grandes deterioros en la calidad de la
fruta como se puede apreciar en la figura 1.2. P. digitatum es un patdégeno
necrotréfico que requiere de una herida en la epidermis del fruto para poder ingresar

e infectarlo.
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Figura 1. 2. Sintomas visuales de la infeccién por Penicillium digitatum
Fruto de mandarina (C. reticulata) infectado con el patégeno fangico P. digitatum, conocido
comunmente como moho verde.

El uso de fungicidas quimicos se ha extendido ampliamente para atenuar las
pérdidas causadas por podredumbre. Los mismos constituyen un punto de control
de hongos patégenos tanto antes como después de la cosecha. En la actualidad
existe un grupo definido de antifingicos utilizados entre los que destacan el imazalil
y el tiabendazol. Sin embargo, existen también crecientes demandas tanto por parte
de productores como de consumidores sobre los posibles riesgos que se corren al
aplicar estos compuestos quimicos. La utilizacion de los mismos implica la
presencia de residuos que constituyen un potencial peligro para la salud humana.
Es por ello que su uso se esta volviendo cada vez mas dificil de justificar. Por otro
lado, su uso masivo ha llevado al aumento en el nUmero de cepas resistentes
(Dianz, 2002; Wilson, 1989). Debido a esto, el interés en métodos no
convencionales para el control de plagas en frutos poscosecha ha tomado auge en
los dltimos tiempos.

Los esfuerzos presentes se centran en aumentar la resistencia a los patégenos
por medios fisicos, quimicos y biolégicos (Palau, 2008). Dentro de los métodos
fisicos, los tratamientos con calor parecen ser los mas promisorios. De hecho, ya
estdn en uso y han mostrado resultados alentadores en una gran variedad de
especies. Su mecanismo de accién se basa tanto en su capacidad de inhibicion
directa del patdégeno, asi como también en la induccion de ciertas respuestas
defensivas del fruto. Adicionalmente, estos tratamientos también favorecen la
resistencia de los frutos al dafio por frio en variedades sensibles (Lara y col, 2009;
Perotti y col, 2011), pudiendo, en algunos casos, afectar también la velocidad de

maduracion, prolongando la vida en estanteria (Civello y col., 1997).
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1.7. RESISTENCIA INDUCIDA POR TRATAMIENTO TERMICO POSCOSECHA DE
FRUTOS CITRICOS

Como se menciono en la seccidn anterior en los ultimos afios se ha desarrollado
una amplia gama de tratamientos fisicos con el objetivo de reemplazar el uso de
fungicidas.

En este contexto los tratamientos térmicos también conocidos como “curado” o
“acondicionamento” constituyen uno de los tratamientos mas utilizados para
disminuir los sintomas de dafio por frio e incidencia de patdgenos en frutos (Lurie
y Pedreschi, 2014; Perotti y col., 2011, 2015; Yun y col., 2013). Estos métodos
pueden clasificarse en dos tipos segun la intensidad del calor y la duracién de los
mismos. Los tratamientos con altas temperaturas durante pequefios lapsos de
tiempo se denominan “de shock térmico” y en general se aplican mediante
inmersion de los frutos. Los tratamientos con calor cuya duracion varia entre 12
horas y 4 dias, son llevados a cabo en camaras de aire a una temperatura entre
36-46°C (Figura 1.3) y se denominan “tratamientos largos” (Paull y McDonald,
1994).

Figura 1. 3. Camara de aire donde se realizan los tratamientos térmicos largos

En citricos los tratamientos térmicos reducen la podredumbre verde generada
por el hongo P.digitatum gracias a la combinacion de efectos directos sobre el
patdgeno e indirectos sobre el fruto (Schirra y col. 2000). El calor puede afectar a
las esporas o hifas de P. digitatum. Dentro de los efectos observados en el hongo
se puede mencionar cambios en los nucleos, paredes celulares, desnaturalizacién
de las proteinas, destruccion de las mitocondrias, alteracion de la membrana
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vacuolar, formacion de huecos en el citoplasma, liberacién de lipidos, destruccién
de hormonas, asfixia del tejido, agotamiento de los alimentos de reserva, o lesion
metabdlica con o sin acumulacion de intermediarios toxicos. Mas de un mecanismo
mencionado puede estar involucrado al mismo tiempo (Barkai-Golan, R., 1991,
Schirra y col., 2000).

Por otro lado, es sabido que los tratamientos térmicos estimulan mecanismos de
defensa del propio fruto frente a la infeccidn y colonizacion de los hongos. El calor
aplicado a la piel de los frutos es capaz de activar en los tejidos la biosintesis de
lignina, asi como diferentes sustancias endogenas (fitoalexinas) que inhiben el
desarrollo fungico (Ben-Yehoshuay col., 1992). Una mayor lignificacién en un tejido
vegetal se ha asociado al incremento de la resistencia a infecciones, debido al
hecho de que la mayoria de los patdgenos no son capaces de degradar la lignina
y, por lo tanto, sirve como una fuerte barrera mecanica contra la invasion
(Huckelhoven y Kogel, 2003). Es por ello que la via de ingreso de los patégenos
son las heridas producidas generalmente durante la manipulacion poscosecha,
como se menciond anteriormente. El curado aumenta la resistencia de la fruta al
inducir un proceso reparativo que involucra la biosintesis de precursores de la
lignina, a partir de la fenilalanina, en un proceso iniciado por la fenilalanina
amonioliasa (PAL), una enzima clave en el metabolismo de los compuestos
fenilpropandideos (Ortufio y col., 2006).

Los mecanismos de defensa de los frutos contra los patégenos involucran
interacciones complejas que abarcan mas de una linea de defensa, tales como
barreras mecénicas a los microorganismos, compuestos quimicos antimicrobianos,
proteinas asociadas a la patogénesis PR (de las siglas en inglés Pathogenesis
Related), aumento tanto en la expresion de genes que codifican para las enzimas
B-1,3-glucanasa y quitinasa, como en sus actividades (Ballester y col., 2010; Porat
y col., 2001). De hecho, la pérdida de la resistencia a la podredumbre esta
relacionada con la degradacion de compuestos antifingicos que se hallan
constitutivamente presentes en el exocarpio. Un ejemplo de lo anterior es el citral,
presente en limones (Ben-Yehoshua y col., 1992; Kim y col., 1991; Rodov y col.,
1995). En frutos citricos jovenes verdes inmaduros, estos compuestos antifungicos
constitutivos conforman una primera linea de defensa contra los patdgenos.

Finalmente, cabe recordar que la aplicacion de los tratamientos térmicos en

citricos no sélo incrementa la resistencia a la infeccién por P. digitatum sino que
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también induce resistencia al dafio por frio (Lafuente y col., 2017; Perotti y col.,
2011; Yuny col., 2013). El almacenamiento a bajas temperaturas es una estrategia
ampliamente utilizada en poscosecha. Los citricos son frutos susceptibles al dafio
por frio al ser expuestos a temperaturas menores a 2-5°C (Figura 1.1). Se ha
observado que el aumento en la relacién acidos grasos insaturados: saturados
genera membranas mas fluidas, induciendo la tolerancia a las bajas temperaturas
(Lurie y col., 1997). Por otro lado, el incremento en la expresion de proteinas de
choque térmico (HSP de las siglas en inglés Heat Shock Proteins), el aumento en
la actividad de enzimas involucradas en el sistema antioxidante, el incremento en
la sintesis de poliaminas y prolina, la alteracion en la actividad de la PAL y
polifenoloxidasas y el incremento en el metabolismo de hidratos de carbono son
factores que se encuentran asociados al aumento en la tolerancia a dafio por frio
(Morteza y Samad, 2014). En el aflo 2000, Sala y Lafuente observaron una
correlaciéon positiva entre el incremento en la actividad de la catalasa (CAT) y la
resistencia al dafio por frio en frutos de mandarinas Fortuna. Por otro lado, en
mandarinas Satsuma, la exposicion a tratamiento de curado no sélo inhibio el
desarrollo de P. italicum sino que también redujo el dafio por frio durante el

almacenamiento (Yuny col., 2013).

1.8. SISTEMA ANTIOXIDANTE
1.8.1. ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO Y MECANISMOS DE DEFENSA

La reduccién completa del oxigeno consiste en un proceso secuencial univalente
donde se requiere un total de cuatro electrones para dar como producto final agua.
La reduccion parcial del oxigeno genera los intermediarios radical anién
superoéxido (O2), la especie metaestable peroxido de hidrégeno (H202) y el radical
hidroxilo (OH-), altamente reactivo, mientras que la excitacion fisica del Oz puede
llevar a la produccién de oxigeno singlete (* O2) (Hodges, 2003).

Estos intermediarios de reduccion son denominados especies reactivas del
oxigeno (ERO) y son generados principalmente por la fotosintesis en cloroplastos
y la respiracion en mitocondrias (Tovar-Méndez y col., 2011). La mayoria de los
frutos una vez que son cosechados acumulan ERO en la mitocondria debido a un
aumento en su tasa de respiracion (Tian y col., 2013). Un estudio realizado por
Macarisin y col. (2010) postul6 que el desbalance entre la produccion de ERO y su

degradacion induciria el deterioro y senescencia de los frutos.
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Los organismos aerobicos, entre ellos las plantas, han desarrollado mecanismos
de defensa antioxidante enzimaticos y no enzimaticos, los cuales reducen los
efectos nocivos de las ERO y mantienen la homeostasis celular entre prooxidantes
y antioxidantes.

Hay compuestos antioxidantes de bajo peso molecular, como el glutatién y el
ascorbato, presentes en altas concentraciones en todos los compartimentos
celulares, que son fundamentales para la defensa de la planta contra el estrés
oxidativo, ayudando a eliminar el H202 directamente a través de una reaccion
quimica a expensas de NAD(P)H (Noctor y Foyer, 1998). Paralelamente,
antioxidantes liposolubles como el a-tocoferol y la ubiquinona reducida, junto con
el sistema enzimético acoplado que usa NADPH para mantenerlos reducidos,
protegen a los lipidos de la peroxidacion (Mittler, 2002).

Varias enzimas son capaces de llevar adelante la degradacion de aquellas
ERO que presenten una vida media lo suficientemente larga. En plantas, el principal
mecanismo de defensa antioxidante incluye a la superoxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT), algunas peroxidasas como la glutation peroxidasa (GPX) y las
enzimas involucradas en el ciclo del ascorbato-glutation: ascorbato peroxidasa
(APX), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa
(DHAR) y glutation reductasa (GR). Existe una gran cantidad de isoenzimas para
cada enzima antioxidante, cada una de las cuales puede estar actuando en un
tejido especifico o en un compartimento subcelular en particular. A su vez, cada
isoenzima puede tener su propio patréon de expresion durante el desarrollo y
responder a distintos estimulos ambientales (Bowler y col. 1992; Mittler 2002;
Scandalios 1992, 1993; Sarvajeet y Narendra, 2010).

En sintesis, las principales vias de eliminacién de las ERO en plantas involucran
a la SOD, la cual se encuentra en casi todos los compartimentos celulares, el ciclo
agua-agua en cloroplastos, el ciclo del ascorbato-glutatién en cloroplastos, citosol,
apoplasto, peroxisomas y mitocondrias, la GPX en el citosol y la CAT en

peroxisomas (Figura 1.4).
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Figura 1. 4. Vias de eliminacion de las ERO en plantas

En los cloroplastos el superéxido Oz puede ser dismutado a H202 por la SOD o convertido a radical OH- (a).
El H202 generado es eliminado por la CAT o, en presencia de agentes reductores como ascorbato (ASC) y/o
glutation (GSH), por la APX (b) o la GPX (c) dentro del ciclo ascorbato-glutation. SOD, superéxido dismutasa;
CAT, catalasa; GPX, glutation peroxidasa; MDA, monodehidroascorbato; DHA, dehidroascorbato; GSSG,
glutation oxidado; MDAR, MDA reductasa; DHAR, DHA reductasa; GR, glutation reductasa; FSI, fotosistema I,
FSII, fotosistema Il.

49/

1.8.2. ERO Y RESPUESTA A DIFERENTES TIPOS DE ESTRES EN FRUTOS

El exceso en la produccion de ERO no solo se encuentra relacionado con la
maduracién y senescencia, sino que también esta involucrado en la respuesta a
diferentes tipos de estrés. Beno-Moualem y Prusky (2000) observaron una fuerte
induccion en la produccion de ERO en pericarpio de aguacate inmaduro, resistente
al ataque de hongos, mientras que en frutos maduros y susceptibles, tal aumento
no fue detectado. Por otro lado, estudios realizados en manzanas por Torres y col.
(2003) revelaron que los frutos inmaduros presentaban una menor susceptibilidad
a la infeccion por P. expansum debido a la induccion en la produccion de H202y en
la actividad de SOD, mientras que los frutos maduros mostraban una mayor
severidad de la enfermedad al ser inoculados con el hongo debido a que
presentaron un incremento en la actividad de CAT y peroxidasa (POD).

Se ha descrito que el sistema antioxidante participa en la proteccion de citricos
contra estrés abidtico causante de dafio en epicarpio. Los frutos de algunos
cultivares de citricos son menos proclives a desarrollar manchas poscosecha
cuando son almacenados baja humedad relativa (HR) debido a que presentan un
incremento en la actividad de SOD, CAT, APX y GR en comparacion con frutos

almacenados en condiciones de alta humedad relativa (Sala y Lafuente, 2004). Por
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otro lado, Sala y Lafuente (2000) postularon que la CAT podria estar implicada en
la tolerancia al frio en frutos de mandarinas 'Fortune' expuestos a tratamiento
térmico, ya que el acondicionamiento de estos frutos indujo un aumento de 2,5
veces en la actividad de CAT, la cual se mantuvo elevada durante el

almacenamiento en frio.

1.9. OMICAS
1.9.1. CONCEPTOS GENERALES DE METABOLOMICA

En los Ultimos afios la informacion generada por los distintos campos de las
'‘Omicas’ como la genomica, transcriptbmica, epigenémica, proteémica,
metaboldmica y fendmica ha permitido mejorar de manera notable la precisién y la
velocidad en el desarrollo de programas relacionados con el mejoramiento de
cultivos y la generacion de germoplasmas (Parry y Hawkesford, 2012). Entre los
enfoques 6micos, la metabolémica fue la disciplina que menor atencion recibid por
parte de la ciencia de los cultivos, en particular para el mapeo de rasgos y seleccién
de plantas.

En los dltimos afios, la metabolémica ha permitido determinar perfiles precisos
de metabolitos en microbios, plantas y animales, estableciéndose de esta manera
como uno de los principales avances en tecnologia de laboratorio (Heyman y
Dubery, 2016; van Dam y Bouwmeester, 2016; Wuolikainen y col., 2016). En el
caso particular de frutos, los estudios metabolémicos realizados hasta el momento,
han permitido ampliar de manera notable el conocimiento sobre su biologia durante
la maduracién, senescencia y la vida poscosecha. Mas aun, también han sido
fundamentales a la hora de definir metabolitos que determinen la calidad de los
mismos. En poscosecha, los estudios de metabolémica comparada constituyen una
herramienta de suma importancia ya que permiten evaluar los perfiles metabdlicos
de aquellos frutos que presenten el mejor comportamiento poscosecha en busca
de marcadores moleculares que los caractericen.

El enfoque integrado entre la gendmica, transcriptomica, proteémica y
metaboldmica permite a los investigadores seleccionar genes para mejorar rasgos
de interés en diferentes especies de cultivos. Ademas, los estudios 6micos se han
ampliado para explorar procesos regulatorios, como por ejemplo la regulacion

epigenética y las modificaciones postranscripcionales y postraduccionales.
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Por dltimo, la generacion masiva de datos que se origina a partir de estas
técnicas hace que la identificacion de los compuestos y el andlisis de los resultados
sean un gran desafio (Lei y col., 2011; Matsuda y col., 2010). En este contexto, el
mejoramiento de las herramientas bioinformaticas y estadisticas como el desarrollo
de bases de datos de metabolitos generadas a partir del estudio en plantas modelos
como Arabidopsis thaliana y en otras especies han sido fundamentales para el

avance de la metabolémica (Afendi y col., 2012; Tohge y Fernie, 2009).

1.9.2. UNA VISION GLOBAL A LA GENERACION Y PROCESAMIENTO DE DATOS

La técnica de cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa (CG-
EM) es ampliamente utilizada para analisis de perfiles metabdlicos (Dutta y col.,
2012). El enfoque CG-EM implica la derivatizacion de muestras que hace que los
compuestos resultantes sean volatiles, ya que la asignacion de masa se realiza
mediante analizadores de tiempo de vuelo (TOF por las siglas en inglés de Time Of
Flight) o de cuadrupolo o ambos en detectores hibridos. Aquellos compuestos que
no sean derivatizados quedan fuera del analisis.

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa (CL-EM) ha sido
ampliamente utilizada en metabolémica tanto para la deteccion de metabolitos
primarios como secundarios (Turner y col., 2016). El gran volumen de datos
generado puede ser procesado por medio de plataformas de procesamiento de
datos como MET-COFEA, Met-Align, ChromaTOF, MET-XAlign, etc., (de Souza y
col., 2017; Kessler y col., 2014; Lommen y col., 2012; Ma y col., 2016; Misra y van
der Hooft, 2016; Pegasus, 2007; Zhang y col., 2014, 2015). Basicamente, esto
incluye correccion basal, alineacién, separacion de picos que coeluyen
(deconvolucion) y normalizacién. Una vez realizadas estas correcciones, el paso
subsiguiente es la identificacion de metabolitos.

Existen diversas bases de datos de metabolitos como por ejemplo METLIN,
NIST, GOLM etc., que son utilizadas para la identificaciéon de los compuestos
(Johnson y Lange, 2015). Finalmente, una vez que los metabolitos fueron
identificados, el contenido relativo o absoluto de los mismos debe ser sometido a
analisis estadisticos como mapa de correlacion, analisis del componente principal
(ACP), K-means clustering, boxplot, heatmap. Estos analisis son Uutiles para
monitorear e identificar marcadores metabdlicos asociados a diferentes rasgos

agronomicos de interés (Figura 1.5).
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Figura 1. 5. Esquema general de generacion y procesamiento de datos en metabolémica

1.9.3. METABOLOMICA APLICADA A FRUTOS CITRICOS

Como se ha mencionado previamente, en el caso particular de frutos, los
estudios de metabolomica han permitido ampliar de manera notable el
conocimiento sobre la biologia no sélo durante la maduracién sino también a lo
largo del periodo poscosecha. La informacion generada ha sido de suma
importancia a la hora de determinar metabolitos que describan parametros de
calidad. Mediante la aplicacion de esta técnica, Goldenberg y col. (2017) informaron
que la calidad y el sabor en mandarinas dependen de la composicion de metabolitos
tales como acidos organicos, azucares, vitaminas, flavonoides y carotenoides. Por
otro lado, el enorme esfuerzo realizado en las ultimas décadas por diversos grupos
de investigacion en tratar de dilucidar los cambios metabdlicos inducidos durante el
periodo poscecha ha dado sus frutos.

En resumen, la aplicacion de la metabolomica es fundamental a la hora de
buscar marcadores moleculares que describan el fenotipo deseado; contribuyendo
a la seleccion de variedades con alta calidad y un excelente comportamiento pre y

poscosecha.

1.9.4. ASPECTOS GENERALES DE LA PROTEOMICA
En los Ultimos afios, las denominadas tecnologias de secuenciacion masiva
permitieron obtener millones de secuencias de ADN a una velocidad sin

precedentes. Si bien la secuenciacion es el primer paso en la comprension de un
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organismo a nivel molecular, la mayoria de las preguntas sobre la funcién de un
determinado gen no podian ser respondidas so6lo por dicha técnica. De esta
manera, la genética funcional comprendida por la transcriptomica, proteémica y
metabolémica comenzd a tomar relevancia, permitiendo analizar los sistemas
biologicos en sus multiples niveles.

La transcriptomica ha permitido obtener perfiles de transcriptos proporcionando
de esta manera una enorme cantidad de datos fisiolégicamente relevantes en una
amplia gama de organismos y microorganismos (De Marco y col., 2017; Gou y col.,
2017; Villaniy col., 2017; Westermann y col., 2017). Sin embargo, es sabido que el
control metabdlico no sélo se ejerce a nivel de ARN mensajero sino también a nivel
de proteinas, enzimas y metabolitos. En efecto, niveles alterados de metabolitos,
proteinas y modificacion postraduccionales son claves para la plasticidad fenotipica
(Fila'y col., 2017; Larance y Lamond, 2015; Liy col., 2017; Tonutti y Bonchi, 2014).

El proteoma de una célula es complejo y puede llegar a estar constituido por mas
de 10° especies de proteinas con propiedades fisicas y quimicas diferentes. A
pesar de los ultimos avances realizados en la identificacion de proteinas por
espectrometria de masas, en la actualidad so6lo se pueden identificar y cuantificar
algunos miles de proteinas (Picotti y col., 2013; Schubert y col., 2013; Vidova y
Spacil, 2017).

Una de las técnicas utilizadas en la prote6mica es la electroforesis bidimensional
o 2D-PAGE. La misma permite separar cientos de proteinas en un solo
experimento. Estd basada en una primera separacién en funciéon de la carga
(primera dimensién), seguida de una separacion en funcién de la masa molecular
(segunda dimensién). La primera se realiza mediante isoelectroenfoque (IEF),
mientras que en la segunda, las proteinas son separadas mediante electroforesis
en presencia de SDS. Un avance de la 2D-PAGE es la técnica denominada DIGE
(de las siglas en inglés Differential Gel Electrophoresis). Esta técnica esta basada
en el marcaje de proteinas con diferentes fluoréforos y la posterior separacion por
2D-PAGE en un mismo gel. Dicha metodologia minimiza la variabilidad entre los
geles, disminuye el tiempo de analisis y permite una cuantificacion del perfil de
expresion muy precisa (Pitarch y col., 2003). La identificacion de las proteinas se
realiza por espectrometria de masas a partir de la escision de cada punto (spot)
proteico. La desventaja de esta técnica es que la cantidad de proteinas que se

pueden identificar es baja. Por esta razon, en la actualidad esta técnica esta siendo
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reemplazada por la de shotgun ya que la misma permite identificar un nimero
mayor de proteinas.

La técnica de shotgun se introdujo con el fin de intentar sobrepasar las
limitaciones técnicas mencionadas en el parrafo anterior (Vidova y Spacil, 2017,
Zhang y col., 2013). El proceso general de esta técnica se ejemplifica en la figura
1.6. Como se puede observar, en una primera etapa se obtiene el extracto proteico
de la muestra. Posteriormente las proteinas son digeridas con tripsina y, en un
tercer paso, los péptidos obtenidos son separados por cromatografia liquida de alta
resoluciéon HPLC (de las siglas en inglés High Performance Liquid Chromatography)
para luego ser analizados por espectrometria de masas. La fragmentacion e
ionizacion de los péptidos es realizada mediante electrospray o ESI (de las siglas
en inglés Electrospray lonization). Una vez que los iones son generados ingresan

al analizador de masa.

Extraccién , D|gest|on HPLC ‘ :

/ ¥ &
N}L . proteica j trlpsma £

Base de datos pmm) Digestion
in silico

bl 3ad.d b £ T

\ Espectro tedrico Espectro experimental |

|

Identificacion peptica

Figura 1. 6. Esquema de la secuencia de pasos de la técnica de shotgun

Existen tres tipos de analizadores que se utilizan actualmente. Uno de ellos es
el del tiempo de vuelo o TOF (de las siglas en inglés Time Of Flight), otros son los
cuadrupolos y finalmente se encuentran los de trampa de iones, mas conocidos
como Orbitrap. Estos ultimos no so6lo permiten realizar una deteccién sin destruir la
muestra, Sin0 que su ventaja principal es la alta capacidad de resolucion.

Finalmente, en todos los casos, la identificacion se realiza mediante la comparacién
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entre un espectro tedrico obtenido por la digestion in silico de las proteinas que
conforman la base de datos respectiva y el espectro experimental (Figura 1.6).

Por altimo, es importante destacar que para poder analizar e integrar la gran
cantidad de datos que se obtienen a partir de técnicas 6micas es fundamental la
utilizacion de la estadistica multivariada. Esta disciplina permite realizar una
reduccion de la dimensionalidad de los datos obtenidos. De esta manera se pueden
detectar patrones e idealmente identificar biomarcadores de interés en las muestras

analizadas.

1.10. ANTECEDENTES EN EL TEMA

En el trabajo experimental previo que condujo a esta Tesis, el tratamiento térmico
utilizado fue optimizado por el grupo de poscosecha de la Estacion Experimental
Agropecuaria del INTA, Concordia, Entre Rios, obteniéndose resultados exitosos
en el control de Penicillium digitatum, el principal patégeno fangico de las
variedades evaluadas (Bello y col., 2008; Cocco, 2011). Para el caso de naranja
Valencia (Citrus sinensis var. Valencia Late), el tratamiento aplicado consistié en
incubar el fruto durante 48h a 37° y 90% de humedad, seguido un periodo de
descanso de 24 h a 20°C; mientras que para mandarinas (Citrus reticulata var.
Ellendale y var. Murcott) el periodo de curado fue mas reducido (24 h a 37°C),
manteniéndose idénticas las demés condiciones.

Estudios realizados en nuestro laboratorio por Perotti y col. (2011) en naranjas
Valencia Late, mostraron que el tratamiento térmico indujo el mecanismo de
defensa de los frutos en los distintos tiempos de almacenamiento poscosecha
analizados. El analisis del proteoma de endocarpio de frutos curados revel6 una
expresion diferencial de 28 proteinas en 40 spots de los 61 analizados. La
clasificacion funcional mostrd que las principales categorias afectadas eran las de
Rescate celular, defensa y virulencia y Metabolismo. El estudio de la actividad de
enzimas antioxidantes expuso que la superoxido dismutasa aumenté tanto en
sacos de jugos como en flavedo, en tanto que la peroxidasa increment6 en flavedo
pero disminuyé en sacos de jugo. En cuanto a los resultados del analisis
metabolomico, se observé un incremento en la concentracion de azucares mientras
gue el contenido de acidos no se vio afectado notablemente. En conjunto, estos

resultados mostraron que los frutos son menos susceptibles a hongos patégenos,
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lo cual da sustento al método de curado como herramienta para aumentar la calidad

poscosecha (Perotti y col., 2011).
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1.11. OBJETIVOS
1.11.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo del trabajo de Tesis que se describe aqui es dilucidar las bases
moleculares que determinan la calidad de los frutos citricos durante el periodo
poscosecha, mediante estudios de bioquimica, proteémica y metabolémica
comparada en dos variedades de mandarina, Ellendale y Murcott, y en naranja
Valencia Late. Se pretende caracterizar a nivel molecular las variaciones ocurridas
durante la exposicion a tratamiento térmico que le otorguen al fruto la capacidad
para resistir al ataque de patdgenos fangicos, manteniendo las propiedades
organolépticas durante la poscosecha. El hallazgo de los mecanismos activados en
dicho contexto sera de suma importancia para acelerar los tiempos de seleccion de
variedades con mejores caracteristicas en el comportamiento poscosecha y ayudar

a optimizar los procedimientos de poscosecha utilizados actualmente.

1.11.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Sobre el objetivo general descrito precedentemente se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

En naranja var. Valencia Late

Profundizar el analisis de la bioguimica del metabolismo de hidratos de

carbono durante la aplicacion de tratamientos poscosecha mediante:

e La caracterizacion de la enzimologia del metabolismo de hidratos de
carbono en flavedo.

e La evaluacion del contenido de HSP en frutos expuestos a tratamiento
térmico poscosecha.

e La determinacion de perfil de metabolitos secundarios en cada punto

experimental.

En mandarinas var. Ellendale y Murcott

e Determinar los parametros de calidad interna de frutos de mandarinas

(Citrus reticulata) var. Ellendale y Murcott recoletados inmediatamente después de
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la cosecha como en frutos expuestos a tratamiento térmico y almacenamiento a
bajas temperaturas.

e Evaluar las variaciones en los niveles de los principales metabolitos
primarios en epicarpio mandarinas var. Ellendale y Murcott en frutos recolectados
inmediatamente después de la cosecha y en frutos expuestos a tratamientos
poscosecha.

e Estudiar los posibles cambios en el perfil lipidico en epicarpio y
endocarpio de frutos de mandarinas var. Ellendale y Murcott recolectados
inmediatamente después de la cosecha como en frutos expuestos a tratamiento
térmico y almacenamiento a bajas temperaturas.

e Analizar las variaciones en los niveles de los principales metabolitos
secundarios en epicarpio de mandarinas (Citrus reticulata) var. Ellendale y Murcott
en frutos recolectados inmediatamente después de la cosecha y en frutos
expuestos a tratamientos poscosecha.

e Evaluar los niveles de actividad de las enzimas representativas del
metabolismo antioxidante en epicarpio de mandarinas (Citrus reticulata) var.
Ellendale y Murcott en frutos recolectados inmediatamente después de la cosecha
como en frutos expuestos a tratamiento térmico y almacenamiento a bajas
temperaturas.

e Evaluar los posibles cambios en el patron proteico inducidos por el
tratamiento de térmico a lo largo del periodo de almacenamiento poscosecha

mediante el uso de la técnica de nanoHPLC-EM.
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2.1. MATERIAL VEGETAL
2.1.1. NARANJAS VAR. VALENCIA LATE

Los frutos de naranja (Citrus sinensis [L.] Osbeck) var. Valencia Late fueron
recolectados de arboles localizados en lotes seleccionados de la Estacion
Experimental Agropecuaria INTA de Concordia (EEAC), Entre Rios. Los mismos
fueron cosechados luego de su completa maduracion in planta durante los meses
de octubre de 2007 y noviembre de 2008. Las frutas fueron manualmente
seleccionadas para uniformidad de color y tamafio. El tejido de flavedo (epicarpio)
fue separado y congelado en nitrégeno liquido y almacenado a -80° C para la

realizacion de los extractos correspondientes.

2.1.2. MANDARINAS VAR. ELLENDALE Y MURCOTT

Los frutos de mandarina (Citrus reticulata) var. Murcott y Ellendale fueron
cosechados, luego de su completa maduracién in planta, durante los meses de
agosto de 2014 y septiembre de 2015. Todos los frutos provinieron de arboles
localizados en lotes privados que fueron supervisados por la EEAC, Entre Rios. El
registro de temperatura durante los 45 dias anteriores a la cosecha mostré valores
de invierno tipicos sin eventos de heladas meteorolégicas (se puede acceder a los

datos en www.frutic.org.ar ). Después de la cosecha de los frutos fueron

seleccionadas manualmente para uniformidad de color y tamafio. Se tomaron 10
frutos (E/M) (figura 2.1) y el resto fue utilizado para realizar los tratamientos
térmicos. Los tejidos de flavedo (epicarpio) y de sacos de jugo (endocarpio) fueron
separados y congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80°C para la

realizacion de los extractos correspondientes.

2.2. TRATAMIENTOS TERMICOS
2.2.1. APLICADOS A NARANJAS VAR. VALENCIA LATE
En el caso de naranja Valencia Late, se tomaron 10 frutos para cada grupo,

segun el siguiente esquema:

° CONTROL (C): frutos a los que no se les aplicé ningun tratamiento

térmico ni pasaron por ningun periodo de almacenamiento.
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CURADO (TT): frutos a los que se les aplicé el tratamiento de curado. El
mismo consistid en la exposicion de los frutos a 37°C y 90% de humedad
relativa durante 48 hs, seguida de la incubacién a 20°C durante 24 hs.
CONTROL + 60 DIAS (C+60d): frutos que se mantuvieron en un periodo
de almacenamiento de 60 dias a 5°C.

CURADO + 60 DIAS (TT+60d): frutos que habiendo recibido el
tratamiento de curado previamente, se mantuvieron en un periodo de

almacenamiento de 60 dias a 5°C.

Para la posterior realizacion de los experimentos, los grupos de frutos antes

mencionados se analizaran de a “PARES?”, de acuerdo al siguiente diagrama:

C + TT = constituyen el denominado “PRIMER PAR” (Par I)
(C+60) + (TT+60) =» constituyen el denominado “SEGUNDO PAR” (Par Il)

2.2.2. APLICADOS A MANDARINAS VAR. ELLENDALE Y MURCOTT

En el caso de las mandarinas Ellendale y Murcott, se tomaron 10 frutos para

cada grupo y el disefio experimental utilizado fue el siguiente (figura 2.1):

CONTROL (EC/MC): frutos de Ellendale/Murcott a los que no se les
aplicé ningan tratamiento térmico previo ni pasaron por ningun periodo
de almacenamiento.

CURADO (ETT/MTT): frutos de Ellendale/Murcott a los que se les aplicd
el tratamiento de curado. EI mismo consistié en la exposicién de los
frutos a 37°C y 90% de humedad relativa durante 24 hs, seguida de la
incubacion a 20°C durante 24 hs.

CONTROL + 7 DIAS (EC + 7d/ MC + 7d): frutos de Ellendale/Murcott
que se mantuvieron en un periodo de almacenamiento de 7 dias a 5°C.
CURADO + 7 DIAS (ETT + 7d/ MTT + 7d): frutos de Ellendale/ Murcott
que habiendo recibido el tratamiento de curado previamente, se
mantuvieron en un periodo de almacenamiento de 7 dias a 5°C.
CONTROL + 30 DIAS (EC + 30d/ MC + 30d): frutos de Ellendale/Murcott
gue se mantuvieron en un periodo de almacenamiento de 30 dias a 5°C.
CURADO + 30 DIAS (ETT + 30d/ MTT + 30d): frutos que habiendo
recibido el tratamiento de curado previamente, se mantuvieron en un

periodo de almacenamiento de 30 dias a 5°C.
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Figura 2. 1. Disefio experimental en mandarinas Ellendanle y Murcott
A: Transporte a 20°C desde lote privado a la EEAC; B: 20°C, 90%HR; C: 37°C, 90%HR; D: almacenamiento a
50C.

Los tratamientos de curado mencionados tanto para naranja Valencia Late como
para las dos variedades de mandarina son de uso frecuente en la EEAC del INTA
Concordia ya que la efectividad de los mismo en el control del P. digitatum ya ha

sido demostrada (Cocco, 2011).

2.3. DETERMINACION DE PARAMETROS FISIOLOGICOS DE FRUTOS de C.
RETICULATA VAR. MURCOTT Y ELLENDALE
2.3.1. PARAMETROS DE CALIDAD INTERNA DE FRUTOS

Las determinaciones de los parametros de calidad interna fueron realizadas de
acuerdo a las normas vigentes (IASCAV, 1993) en la EEAC, Entre Rios. Para la
determinacion del porcentaje de jugo, el mismo fue extraido de al menos 20 mitades
de frutos utilizando un exprimidor manual. Posteriormente, el jugo fue colado
utilizando una malla metalica de aproximadamente un milimetro de poro. El
volumen de jugo resultante fue medido y expresado como porcentaje respecto del
peso fresco (ml de jugo gpf? x 100).

El contenido de sélidos solubles totales (SST) en el jugo fue determinado
utilizando un sacarimetro digital. Cuando fue necesario, las lecturas fueron
corregidas segun la temperatura registrada dado que los sacarimetros se graddan
a 20°C. Los datos fueron expresados en grados Brix.

Para la determinacion de la acidez titulable (AT) se introdujeron 10 mlde jugo en
un frasco de Erlenmeyer (250 ml) y se agregaron 100 ml de agua destilada y
fenolftaleina 1% (p/v) como indicador. Posteriormente, se procedié a la titulaciéon

con NaOH 0,1 N hasta el viraje del indicador hacia un color rosado (pH 8,2). El
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volumen de NaOH consumido fue multiplicado por un factor (0,064, normas
IASCAV, 1993) obteniendo asi un valor que representa la acidez expresada en
porcentaje de acido citrico anhidro (acido organico predominante) que hay en 10 ml
de jugo.

El indice de madurez (IM) fue expresado como el cociente entre el contenido de
sélidos solubles totales y la acidez determinada (SST/AT).

2.3.2. CONTENIDO DE COMPUESTOS VOLATILES EN EL JUGO

Las determinaciones de los compuestos volatiles, acetaldehido y etanol, fueron
realizadas en las instalaciones de la EEAC, Entre Rios, utilizando un exprimidor
manual de acuerdo a las normas vigentes (IASCAV, Reglamentaciones de Frutas
Frescas Citricas para el Mercado Interno y la Exportacion, Secretaria de
Agricultura, Ganaderia 'y Pesca de la Nacion, 1993). Se denomina repeticion al jugo
extraido de varios frutos. En estas medidas se exprimieron 5 frutos por repeticion y
se realizaron 3 repeticiones. De cada muestra de jugo se conservaron 3 frascos
con 5 ml de jugo cada uno. Los frascos fueron sellados y se congelaron a -20°C
hasta el momento de realizar las determinaciones por triplicado.

Los compuestos volatiles fueron determinados por cromatografia gaseosa. Se
utilizé una columna Supelco Omegawax 250 (30 x 0,25 mm, 0,25 um de espesor
de film) adaptada a un cromatografo de gases SHIMADZU GC17A. Se empleo el
siguiente programa de temperatura: durante el analisis cromatografico: temperatura
inicial de 40°C durante 5 min, rampa de calentamiento hasta 180°C a una velocidad
de 30°C/min. La presion de gas nitrdgeno en la cabeza de la columna se fij6 en 25
kPa. El rango del detector se fijo en su maxima sensibilidad y la temperatura en
250°C. El volumen de inyeccion de gas fue de 1 ml. Previo a la inyeccion de las

muestras, las mismas fueron equilibradas a 80°C durante 30 min.

2.4. DETERMINACION DE LA INCIDENCIA DE PODREDUMBRE

Se utilizaron 3 repeticiones de 30 frutos inoculados cada una, por tratamiento.
La inoculacion se realizé en la zona ecuatorial de cada fruto mediante una herida
uniforme de 2 mm de profundidad y 1 mm de didmetro con elemento punzante
sumergido en la suspension de 106 conidios por ml de Penicillium digitatum
incubado previamente en agar papa glucosado (APG). Para la preparacion de la

suspension se procedio a extraer los conidios de la placa con agua estéril con
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Tween (0,05 % peso/vol), luego filtrarlos para extraer restos de medio y micelio y
posteriormente diluirlo con agua estéril hasta obtener una absorbancia de 0,1 a una
longitud de onda de 420 nm en un espectrofotometro. Una vez inoculados, los frutos
fueron almacenados a 20°C y 90% HR durante 18 hs previo a la aplicacion de los
tratamientos evaluados.

Se evalué en cada fruto la presencia o ausencia de podredumbres alrededor de
la zona de inoculacion y se expres6 como porcentaje de incidencia de

podredumbres segun la siguiente ecuacion:

% Incidencia = frutos podridos x 100
frutos controles

Po= Porcentaje de frutos en el testigo inoculado

Pt= Porcentaje de frutos en el tratamiento evaluado

2.5. ANALISIS DE METABOLITOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA GASEOSA-
ESPECTROMETRIA DE MASA (CG-EM)

2.5.1. ANALISIS DE METABOLITOS PRIMARIOS
2.5.1.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS A PARTIR DE FLAVEDO DE FRUTOS DE C.
RETICULATA VAR ELLENDALE Y MURCOTT

Los extractos para el estudio de metabolitos primarios se realizaron segun el
protocolo descrito por Perotti y col. (2011) con algunas leves modificaciones.

Para la realizacion de los extractos se tomaron 6 muestras, correspondientes a
cada variedad. Se utilizaron 600 mg totales de tejido (flavedo) provenientes de al
menos seis frutos independientes de cada variedad y se pulverizé en mortero con
N2 liquido. Luego fueron transferidos a un tubo de vidrio y se adicionaron 4,2 ml de
metanol frio (-20°C). Dicho tubo fue agitado en vortex, y se agregd a continuacion
75 pl de ribitol (0,60 mg/ml). Este dltimo se utiliz6 como estandar interno para la
posterior cuantificacion relativa de los metabolitos provenientes de las distintas
muestras, lo que permite su comparacion. El extracto asi obtenido fue dividido en
2 tubos a los cuales se incubo durante 15 min a 70°C, agitandose periodicamente.
A continuacion, se afiadié a cada tubo 1,5 ml de cloroformo, se agité vigorosamente

y se incubd nuevamente, durante 5 min a 37°C. Posteriormente, se incorporé 3 ml
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de agua, y los extractos asi obtenidos fueron centrifugados en una centrifuga
refrigerada Sorvall RC-5B, durante 15 min a 2200xg para separar las fases.

A continuacion, 450 pl de la fase polar (superior) se trasvasaron a tubos
Eppendorfy fueron secados al vacio en una centrifuga CentriVap (Labconco), hasta
la completa evaporacion del liquido remanente, observandose finalmente un pellet
coloreado.

Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta el momento de su

derivatizacion y consecuente analisis por CG-EM.

2.5.1.2. DERIVATIZACION DE LAS MUESTRAS Y CORRIDA CROMATOGRAFICA

Las muestras fueron descongeladas, secadas nuevamente en Centrivap durante
alrededor de 30 minutos aproximadamente, para asegurar que no quedasen restos
de material liquido en las mismas. Posteriormente, se agregaron 30 ul de
metoxiamina 20 mg/mL disuelta en piridina. Se agité vigorosamente y se incubaron
las muestras a 37°C por 90 min en estufa.

Luego, se incorporaron 45 pl de N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida
(MSTFA) a cada muestra, y se incubaron a 37 © C durante 30 min. A continuacion,
fueron transferidas a tubos de vidrio, y se procedio a su analisis por CG-EM.

A partir de cada muestra, 2 pl de metabolitos derivatizados, se inyectaron
mediante un sistema automatico en una columna capilar VFS MS de 30 m por 0,25
mm (Varian Inc.) acoplada a un espectrometro de masa ThermoQuest.

Los datos resultantes de los espectros recogidos fueron analizados mediante el
programa informético Lab Solution (Shimadzu).

A partir de los espectros obtenidos de las corridas cromatograficas, se analizaron
los picos individuales que produjeron un valor significativo. Las areas debajo de
cada pico fueron calculadas y expresadas como el area relativa al estandar interno,
ribitol.

Seguidamente, las asignaciones de los picos realizadas por el servicio técnico
fueron revisadas mediante la utilizacion del software online MSRI: Mass Spectra
Search (The Comprehensive Systems Biology Project — CSB) del Instituto de
Metabolémica Golm (Alemania)*. De este modo, se hicieron comparaciones de los
espectros obtenidos con aquellos almacenados en esta base de datos, exclusiva
de plantas, pudiéndose reajustar las asignaciones de cada tiempo de retencion al

metabolito apropiado.
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*http://csbdb.mpimp-golm.mpg.de/csbdb/gmd/msri/gmd sspg.html

2.5.2. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS
2.5.2.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS A PARTIR DE SACOS Y FLAVEDO DE LOS
FRUTOS

Para el estudio de &cidos grasos se tomaron 6 muestras correspondientes a cada
variedad.

La extraccion de lipidos totales se realiz6 teniendo en cuenta el protocolo de
Bligh y Dyer, (1959). Se utilizaron 0,5 g de tejido de epicarpio al cual se le adicion6
300 pl de agua destilada y se pulverizé en mortero con Nz liquido. En cuanto a los
extractos realizados a partir de sacos de jugo, se homogeneizaron 0,8 g de tejido
en mortero con N2 liquido. Los extractos luego fueron transferidos a tubos de vidrio
donde se adicion6 6 ml de una mezcla metanol: cloroformo (2:1). Cada tubo se agit6é
e incubd toda la noche a -20°C. A continuacion, se centrifugé en una centrifuga de
mesa a 3000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue trasvasado a otro tubo
de vidrio al cual se le adicioné 1 ml de cloroformo y 1 ml de agua, se agitd y se
centrifugd 5 minutos a 3000 rpm. Se descartd la fase superior y se tomo la fase
inferior (cloroférmica) que es la que contiene los lipidos. Posteriormente se agrego
2 ml de KCI 2 M, se centrifugd, se descarto fase superior y se volvié a repetir lavado

dos veces mas. Finalmente se seco la fase cloroférmica (inferior) con No.

2.5.2.2. METILACION DE ACIDOS GRASOS ESTERIFICADOS A FOSFOLIPIDOS Y
CORRIDA CROMATOGRAFICA

A cada uno de los residuos secos de lipidos totales se le adicion6é 0,5 ml de
metoxido de sodio el cual fue diluido en metanol anhidro en una proporcion 1:8. Se
incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego se agregd 1 ml de
hexano y 1 ml de HCI 2 M, se agité bien hasta que se vea la fase inferior mas
trasllcida (los lipidos pasaron a la fase superior). Finalmente se trasvaso la fase
superior (hexano) a tubos de vidrios, y se procedio a su analisis por CG-EM.

La composicion de acidos grasos metilados fue analizada inyectando 2ul de la
muestra en una columna de polietilenglicol SUPELCOWAX-10 (Sigma) de 30 m por
0,25 mm acoplada a un espectrometro de masa ThermoQuest con un rango de
escaneo de 40-600 Da. La corrida se realizé isotérmicamente durante 30 minutos
a 180°C. Luego la temperatura se incrementé a una velocidad de 12° C/ min, hasta
llegar a 240°C.
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El tiempo de retencion y los picos obtenido en el espectro de masa fueron
comparados con estandares (Sigma) o con los que se encuentran disponibles en
NBS75K (National Bureau of Standards database, Perkin Elmer). El area del pico
fue normalizada usando el peso freso de la muestra. Los niveles de los acidos
grasos analizados se expresaron como el porcentaje de &rea de cada pico con
respecto a la superficie total.

2.6.  ANALISIS DE METABOLITOS SECUNDARIOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA- ESPECTROMETRIA DE MASAS (CL-EM)

2.6.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS A PARTIR DE FLAVEDO DE LOS FRUTOS
Los compuestos fendlicos en el flavedo de los frutos naranja Valencia Late y de
mandarinas var. Murcott y Ellendale fueron analizados como los describio Ballester
y col. (2013) con algunas ligeras modificaciones.
El tejido (aproximadamente 0,5 g de flavedo) fue homogeneizado en un mortero
en presencia de Nz liquido con 1 ml de metanol 80%. Los homogenados obtenidos
fueron centrifugados a 4°C durante 15 min en una centrifuga Eppendorf a maxima

velocidad. El sobrenadante fue filtrado utilizando filtros GE nylon de 0,22 pm.

2.6.2. CORRIDA CROMATROGRAFICA

El analisis de HPLC-EM fue llevado a cabo en Agilent 1200 HPLC system
acoplado a un detector G1314C VWD UV y a un espectrémetro de masa del tipo
microTOF- Q Il (Bruer- Daltonics). Las muestras fueron separadas por HPLC en
fase reversa en una columna Zorbax XDB 1,8 u C18 (50 mm x 30 mm, Agilent)
utilizando un para la elucion un gradiente binario de acetonitrilo y agua (pH 2,5). La
velocidad del flujo fue de 0,2 ml min'ty el volumen inyectado fue de 5 pl. Las
eluciones fueron monitoreadas a 280 nm. El ajuste del equipo para la MS fue el
siguiente: tipo de fuente, ESI, polaridad del ion, positiva; nebulizador, 1 bar; calor
seco, 200°C; gas seco, 4 I/min; capilaridad 4500V end plate offset 500V celda de
colision RF, 150 Vpp. El area del pico fue normalizada usando el peso freso de la
muestra. Los niveles de los metabolitos secundarios analizados se expresaron

como el porcentaje de area de cada pico con respecto a la superficie total.
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2.7. CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION

Se siguio el protocolo de Dahlan-Daud y col. (2010). Para la preparacion de los
extractos crudos se morterearon 200 mg de flavedo en N2 liquido, luego se agrego6
1,5 ml de HCI 0,1M. Los homogenados obtenidos fueron centrifugados a 4°C
durante 6 min en una centrifuga Eppendorf a méxima velocidad. Se tomo el
sobrenadante, se midié su volumen y se le adicioné 1/10 de &cido tricloroacético
100% (v/v) frio. Después de dejar precipitar por 20 min a 4°C, se centrifugo
nuevamente 6 min a maxima velocidad en una centrifuga Eppendorf. Se volvio a
medir el volumen del sobrenadante y se separd en dos tubos Eppendorf con 50 pl
cada uno. A uno de ellos agregd 5 ul de una mezcla conocida de aminoacidos (2
umol/ml) como control interno. Posteriormente a ambos tubos se le adicion6 50 pl
de solucion de secado (metanol: agua: trietilamina, 2:2:1). Las muestras fueron
secadas en Centrivap.

Para la derivatizacion, las muestras fueron resuspendidas en 20 ul de una
solucion demetanol: trietanolamina (TEA): agua: fenilisotiocianato en proporcion
7:1:1:1 e incubadas a temperatura ambiente durante 20 min. Luego se secaron en
Centrivap y se guardaron a -80°C hasta el dia de la corrida.

Para la corrida las muestras fueron resuspendidas en 500 pul de fase movil
(Buffer A: 1g/l de NaAc.3H20 0 9,6 g/l de NaAc anhidro, 0,05% (v/v) TEA, 6,4 (v/v),
acetonitrilo, pH 6,0) y se centrifugaron a maxima velocidad a 4°C. Se inyectaron
100 pl en una columna Luna C18 acoplada a HPLC. El gradiente utilizado se realizo

con el Buffer A y Buffer B (60 % (v/v) de acetonitrilo) de acuerdo al siguiente

programa:
0a0,1 min 0 a 5% Buffer B
0,1 a22 min 5 a 8,5% Buffer B
22 min a 24 min 8,5 a 31% Buffer B
24 a 46 min 31 a 37% Buffer B
46 a 47 min 37 a 100% Buffer B
47 a 57 min 100 a 5% Buffer B (reequilibrado)
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2.8. REPARACION DE EXTRACTOS CRUDOS PARA ENSAYOS DE MEDICION DE
ACTIVIDAD ENZIMATICA Y WESTERN BLOT

Para la preparacion de los extractos crudos del epicarpio de los frutos, las
muestras congeladas (aproximadamente entre 0,5 g de flavedo) fueron
homogeneizadas en un mortero en presencia de Nz liquido con 10 volumenes del
buffer de extraccion correspondiente (100 mM KPi, 1 mM fenil metil sulfonil fluoruro
PMSF, pH 7) (Sala, 1998). Los homogenados obtenidos fueron centrifugados a 4°C
durante 15 min en una centrifuga Eppendorf a maxima velocidad.

El sobrenadante obtenido fue separado del precipitado y desalado en una
columna de Sephadex G-25 (Sigma) previamente equilibrada con el buffer de
extraccion (dilucién 1/10) y una concentracion final de glicerol del 10% (Penefsky,
1997). El eluido fue utilizado como fuente enzimatica para las medidas de actividad,

electroforesis y ensayos de western blot.

2.9. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La concentracion de proteinas en extractos crudos utilizados para las medidas
de actividad enzimética se determind utilizando el kit comercial de acido
bicinconinico (BCA) de Pierce. Se utilizé una solucién de albumina sérica bovina

como patrén para la construccién de la curva de calibracion

2.10. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA

Todas las actividades enziméticas fueron ensayadas a 30°C en un
espectrofotometro Hitachi 150-20 siguiendo espectrofotométricamente la oxidacion
de NAD(P)H a 340 nm en un volumen final de 0.5 ml. Todos los ensayos fueron
optimizados en términos de pH y la concentracion de los cofactores/sustratos y
corregidos para la actividad NADH oxidasa cuando fuera necesario. Las medidas
fueron lineales respecto del tiempo y la concentracion del extracto crudo utilizado.

Las actividades enzimaticas informadas representan el promedio de al menos 4
determinaciones realizadas en al menos 3 frutos independientes de cada grupo
(inicial y curado de cada par). Se define una unidad como la cantidad de enzima
que cataliza el consumo de 1 pymol de sustrato por minuto en las condiciones
especificadas.

En cada experimento se efectuaron las pruebas de normalidad para todos los

valores obtenidos. Los datos se analizaron a través de andlisis de la variancia
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(ANOVA) y las pruebas de comparacion de medias siguientes de Tukey y de
Bonferroni. En los casos de las comparaciones entre dos poblaciones, se empled
el test T-Student.

2.10.1. Alanina aminotransferasa (Ala-AT, EC 2.6.1.2): 100 mM Tris-HCl,
pH 8,0, 2,5 mM alanina, 10 mM a-cetoglutarato, 0,15 mM NADH y 0,2 U
lactato deshidrogenasa (LDH) (Falcone Ferreyra y col., 2006).

2.10.2. Fosfofructokinasa dependiente de ATP (ATP-PFK, EC 2.7.1.11):
50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,15 mM NADH, 4 mM fructosa-6-fosfato (Fru-6-
P), 0,5 mM ATP, 5 mM MgClz, 5% (W/V) polietilenglicol (PEG), 1 mM
ditiotreitol (DTT), 0,2 U aldolasa y 0,1 U glicerofosfato deshidrogenasa /
triosa fosfato isomerasa (GDH/TPI) (Falcone Ferreyra y col., 2006).

2.10.3. Fosfofructokinasa dependiente de pirofosfato (PPi-PFK, EC 2.7.1.90):
50 mM Tris- HCI, pH 7,5, 0,15 mM NADH, 4 mM Fru-6-P, 0,5 mM PPi, 5
mM MgClz2, 5% (w/v) PEG, 1 mM DTT, 1 uM fructosa-2,6-bisfosfato (Fru-
2,6-P2), 0,2 U de aldolasa, 0,1 U GDH/TPI (Falcone Ferreyray col., 2006).

2.10.4. Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC, EC .1.1.31): 100 mM Hepes-
NaOH, pH 8, 10 % (v/v) glicerol, 5 mM MgClz, 10 mM NaHCOs, 4 mM
fosfoenolpiruvato (PEP), 0,15 mM NADH, 0,6 U malato deshidrogenasa
(MDH) (Falcone Ferreyra y col., 2006).

2.10.5. Fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PCK, EC 4.1.1.49): 50 mM
Hepes-NaOH, pH 7,3, 2,5 mM MgClz, 2,5 MnClz2, 10 mM NaHCOs, 4 mM
fosfoenolpiruvato (PEP), 0,15 mM NADH, 3 mM ADP, 2 U MDH (Lara y
col., 2009). La actividad fue corregida por posible interferencia por PEPC
omitiendo el agregado de ADP.

2.10.6. Fosfoglucosaisomerasa (PGI, EC 5.3.1.9): 50 mM Tris-HCI, pH 8,1,
1 mM Fru-6-P, 0,24 mM NADP*, 2 U glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(Sangwan y Singh, 1989).

2.10.7. Fosfoglucomutasa (PGM, EC 2.7.5.1): 20 mM imidazol, pH 7,85, 10
mM MgClz, 3 mM EDTA, 0,1 mM glucosa-1-fosfato (Glc-1-P), 0,5 mM
NADP*, 0,8 U glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Hattenbach y Heineke,
1999).

2.10.8. Fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa, EC 3.1.3.11): 50 mM Hepes-
NaOH, pH 7,5, 0,2mM Fru-1,6-P2, 5 mM MgClz, 0,2 mM EGTA, 0,5 mM
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NAD*, 1 U hexosa fosfato isomerasa, 1U de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (Moorhead y col., 1994).

2.10.9. Fumarasa (EC 4.2.1.2): 100 mM KPi, pH 7,4 y 50 mM L- malato. La
actividad fue medida en un espectrofotometro Hitachi 150-20 siguiendo
espectrofotométricamente la produccion de fumarato a 240 nm (Falcone
Ferreyra y col., 2006).

2.10.10. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Ga3DH, EC 1.2.1.12):
50 mM Tricina-NaOH, pH 8,5, 4 mM NAD*, 2 mM Fru-1,6-P2, 10 mM
arseniato de sodio, 1 U aldolasa (Falcone Ferreyra y col., 2006).

2.10.11. Gliceraldehido-3-fosfato = deshidrogenasa no fosforilante
(npGa3DH, EC 1.2.1.9): 50 mM Tricina-NaOH, pH 8,5, 0,4 mM NADP*,
2 mM Fru-1,6-P2, 1 U aldolasa (Falcone Ferreyra y col., 2006).

2.10.12. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, EC 1.1.1.49): 100 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 0,2 mM NADP*, 2 mM glucosa-6-fosfato (Glu-6-P)
(Falcone Ferreyray col., 2006).

2.10.13. Glutamato oxaloacetato transaminasa (GOT, EC 2.6.1.1): 80 mM
Tris-Cl, pH 7,8, 20 mM L-aspartato, 15 mM a-cetoglutarato, 0,15 mM
NADH, 0.8 U LDH, 0.6 U MDH (Bergmeyer y Bernt, 1974b).

2.10.14. Hexokinasa (HK, EC 2.7.1.1): 30 mM Hepes-NaOH, pH 7,5, 2 mM
MgClz, 0,6 mM EDTA, 9 mM KCI, 1 mM NAD*, 1 mM ATP, 1 U glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD* (Dai y col., 1999).

2.10.15. Invertasa neutral (IN, EC 3.2.1.26): 200 mM Hepes-NaOH, pH
7,5, 200 mM sacarosa. El medio de reaccién fue incubado a 30 °C
durante distintos tiempos. La reaccién se corté incubando 5 minutos a
100°C. La cantidad de glucosa generada se determiné utilizando el Kit
Glicemia enzimética AA de Wiener (Vargas y col., 2007).

2.10.16. Invertasa acida (IA, EC 3.2.1.26): fue medida e la misma bajo las
condiciones descritas, excepto que el medio de reaccion contiene 100
mM &cido acético/acetato de sodio, pH 5,0 y para determinar glucosa el
medio fue neutralizado (Vargas y col., 2007).

2.10.17. Malato deshidrogenasa (MDH, EC 1.1.1.37): 50 mM imidazol, pH
6,9, 1 mM oxaloacetato, 0,15 mM NADH (Falcone Ferreyray col., 2006).
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2.10.18. Enzima maélica dependiente de NAD (NAD-ME, EC 1.1.1.39): 50
mM Hepes-NaOH, pH 7,3, 2 mM NAD*, 2 mM L-malato, 5 mM (DTT),
75 uM CoA, 5 mM MgClz, 5 mM MnClz, 2 U MDH (Lara y col., 2009).

2.10.19. Enzima malica dendiente de NADP (NADP-ME, EC 1.1.1.40): 50
Mm Tris- HCI, pH 7,5, 0,5 mM NADP*, 10 mM L-malato, 10 mM MgCl2
(Gerrard Wheeler y col., 2005).

2.10.20. Piruvato kinasa (PK, EC 2.7.1.40): 25 mM Hepes pH 7,2, 20 mM KClI,
10 mM MgClz, 2,5% (p/v) PEG, 2 mM PEP, 0,15 mM NADH, 1 mM ADP,
0,4 U LDH. La actividad enzimética fue corregida sustrayendo la
actividad PEP-fosfatasa, que se determina omitiendo del medio de
reaccion el ADP (Falcone Ferreyra y col., 2006).

2.10.21. Sacarosa sintasa (SS, EC 2.4.1.13): 100 mM MES, pH 6,5, 3 mM
MgClz, 0,5 mM EDTA, 5 mM B-mercaptoetanol, 50 mM sacarosa, 0,02
mM glucosa-1,6-bisfosfato, 0,5 mM NAD*, 1 mM UDP, 1 mM PPi, 1 U
PGM, 1 U G-6-PDH, 1 U UDP-glucosa pirofosforilasa (Suny col., 1992).

2.10.22. Sacarosa fosfato sintasa (SPS, EC 2.4.1.14): el medio de reaccion
contiene 200 pl de 100 mM Hepes-NaOH, pH 7,5, 15 mM MgClz, 1 mM
EDTA, 5 mM Fru-6-P, 15 mM Glu-6-P, 10 mM UDP- glucosa-6-fosfato
(UDPG). La reaccion se inicié con el agregado de 100 pl de extracto. Se
incubo a 30°C a diferentes tiempos entre 0 y 20 minutos. Para cortar la
reaccion se agregd 200 ul de KOH al 30%. Luego se incub6 a 100°C
por 10 minutos para eliminar cualquier resto de fructosa o fru-6-P. Se
enfriaron las muestras a temperatura ambiente para finalmente agregar
3,5 ml de antrona al 0,14% disuelta en H2SO4 al 80%. Se incubd 20
minutos a 40°C. El desarrollo de color se midié a 620 nm (Yangay col.,
2013)

2.10.23. Succinato deshidrogenasa (EC 1.3.5.1): 500 mM NasPOa, pH 7,4,
5% (v/v) Triton X 100, 500 mM succinato de sodio, 15 mM azul de
nitrotetrazolio (NBT). La actividad se midi6 con homogenado soélo
filtrado. El medio se incub6 a 37°C durante 30 minutos. Se frend la
reaccion por el agregado de 2 ml 2 % SDS. La absorbancia se leyo a
630 nm (Padh, 1992).
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2.11. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS
2.11.1. ELECTROFORESIS EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES

Las electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
se realizaron utilizando un equipo Bio-Rad Mini-PROTEAN Il de acuerdo al sistema
discontinuo descrito por Laemmli, 1970. La concentracion final de acrilamida en los
geles de separacion fue del 8% y 5% para los geles de concentracion. Las muestras
fueron desnaturalizadas mediante la adicion de 1/4 volumen de buffer de siembra
5Xy posterior incubacion a 100°C durante 3 min antes de ser sembradas en el gel.
El buffer de electrodo para las corridas electroforéticas contenia 25 mM Tris-HCI,
192 mM glicinay 0,1% (p/v) SDS, pH 8,3. Las corridas electroforéticas se realizaron
a 12 mA hasta que las muestras entraron en el gel de separacion, luego se subio
el amperaje convenientemente (no superando los 40 mA).

El andlisis de los geles se realizd por tincion con azul de Coomassie 0 por
Western blot luego de ser electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa, como
se describe mas adelante (Bollag y Edelstein, 1991).

Se utilizaron las siguientes proteinas marcadoras: 225 kDa, 150 kDa, 100 kDa,
75 kDa, 50 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 15kDay 10 kDa, en geles desnaturalizantes (SDS-
PAGE), las cuales forman parte de un kit de marcadores de peso molecular de
amplio rango (Promega), formado por nueve proteinas recombinantes con dichos
pesos moleculares. Alternativamente, se utilizaron las siguientes proteinas: B-
galactosidasa (116 kDa); BSA (66,2 kDa); ovoalbumina (45 kDa); lactato
deshidrogenasa (35 kDa); RNasa Nsp98I (25 kDa); B-lactoglobulina (18,4 kDa) y
lisozima (14,4 kDa) que forman parte de un kit comercial de marcadores de peso
molecular (Fermentas).

Se comparo6 la movilidad de las proteinas de interés con la observada para las
proteinas marcadoras, a través del gréafico que relaciona la distancia recorrida con

el logaritmo de la masa molecular de los polipéptidos.

2.11.2. ELECTROFORESIS EN CONDICIONES NO DESNATURALIZANTES

Las electroforesis en condiciones no desnaturalizantes se realizaron de acuerdo
al procedimiento descrito por Davis, 1964 modificado por el agregado de 20% (v/v)
glicerol y 10% (v/v) etilenglicol en los geles de separacion y concentracion. Se utilizé
una concentracion de 8% para los geles de separacién y 4% para los geles de

concentracion. La corrida electroforética se realizo a 12 mA y a 4°C hasta que el
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frente de corrida salié del gel. Se utilizaron las siguientes proteinas marcadoras:
tiroglobulina (669 kDa); ferritina (440 kDa); catalasa (232 kDa); alcohol
deshidrogenasa (140 kDa) y BSA (66 kDa). El revelado de los geles fue realizado
por tincién con azul de Coomassie o por las distintas actividades enzimaticas, como
se indica a continuacion. Finalmente, donde corresponde, la cuantificacion relativa
de las bandas obtenidas se llevé a cabo por densitometria utilizando el software
LabWorks.

2.11.2.1. ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

Para la deteccion de las isoformas de SOD, los geles fueron equilibrados en una
solucion que contenia 50 mM KPiy 1 mM EDTA pH 7,8 durante 30 min. Luego de
este lapso de tiempo, los geles fueron incubados en la misma solucién
complementada con 120 uM riboflavina, 28 mM TEMED y 2,5 mM de NBT durante
20 min en oscuridad. Finalmente, los geles fueron sumergidos en agua destilada y
se expusieron a la luz proveniente de un transiluminador de luz blanca a
temperatura ambiente hasta la visualizacion de bandas claras sobre un fondo
violeta. Para la identificacion de las isoenzimas sensibles a cianuro y/o a H202, los
geles fueron incubados respectivamente en buffer 50 mM KPi conteniendo 3 mM
KCN (inhibidor de las isoenzimas Cu/Zn-SOD) o 5 mM H202 (inhibidor de las
isoenzimas Cu/Zn-SOD y Fe-SOD) durante 30 min anteriormente a la tincion por
actividad SOD (Beauchman y Fridovich, 1971).

2.11.2.2. ACTIVIDAD PEROXIDASA (POD)

Para la deteccion de la actividad peroxidasa, los geles se incubaron con 50 Mm
acetato de sodio pH 4,5, 2 mM bencidina (disuelta en dimetil sulfoxido). La reaccion
se inici6 con el agregado de 3 mM H202. Las bandas reactivas fueron de color
morado (Rao y col., 1996).

2.11.2.3. ACTIVIDAD CATALASA (CAT)

Para la deteccion de la actividad catalasa, los geles se incubaron con 50 mM
Tris-HCI pH 8 por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregd 5
mM H202. La reaccion se inicié con el agregado por separado de 60 mM de
KsFe(CN) y 120 mM de FeCls.6H20. Las bandas reactivas fueron de color verde
(Woodbury y col., 1971).

37



MATERIALES Y METODOS

2.12. ENSAYOS DE WESTERN BLOT

Para realizar la electrotransferencia de proteinas se utilizé una celda Trans-Blot
transfer semi dry cell (Bio-Rad) (Burnette, 1981). La electrotransferencia a la
membrana de nitrocelulosa se realizé durante 20 min a 20V, previa incubacion de
la misma y del gel en buffer de transferencia (15,6 mM Tris, 120 mM glicina, 20%
(v/v) metanol, pH 8,8). Una vez finalizada la transferencia se evaluo la eficiencia de
este paso mediante la tincion reversible con una solucién de rojo de Ponceau (0,5%
(p/v) Ponceau S, 1%(v/v) acido acético). Esta tincion fue utilizada también para
detectar y marcar con lapiz las bandas correspondientes a los marcadores de masa
molecular. Seguidamente la membrana se bloqued6 con una solucion 5% (p/v) de
leche descremada en 2% (p/v) PVP durante un periodo no menor a 1 h. Luego de
tres lavados exhaustivos de 10 min cada uno con TBS (10 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, pH 7,5), las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios durante
al menos 1 h. Se realizaron luego tres lavados con TBS de 10 min cada uno y se
incub6 1 h con una dilucion 1/3000 de anti-lgG conjugado con fosfatasa alcalina
(Sigma). Finalmente, las membranas se lavaron tres veces con TBS (10 min cada
lavado) y se revelaron por medio de una reaccion de color desarrollada en un medio
de revelado compuesto por buffer sustrato (100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 50 mM
MgClz, pH 9,5) suplementado con 0,1 mg/ml NBT en dimetilformamida 70% y 0,05
mg/ml BCIP. La adicién del medio de revelado se efectu6 previa incubacion de la
membrana con el buffer sustrato durante 5 min, permitiéndose luego el desarrollo
de la reaccion en oscuridad hasta la aparicion de bandas color purpura. La reaccion
se detuvo por sucesivos lavados con agua destilada.

Se utilizaron anticuerpos primarios inmunopurificados contra la HSP70
recombinante de tabaco (Nicotiana tabacum) (Dra. Gabriela Mller, CEFOBI, UNR),
antisuero contra la HSP21 purificada de tomate (Solanum lycopersicum) (Ing.
Gustavo Polenta, INTA Castelar). Se utilizé una dilucién 1/200 de los anticuerpos y
del antisuero en TBS y suero inmune contra PPi-PFK de Solanum tuberosum

(obtenidos previamente en el laboratorio).
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2.13. ANALISIS DEL PROTEOMA DIFERENCIAL MEDIANTE LA TECNICA DE SHOTGUN
(nanoHPLC-EM)
2.13.1. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS PROTEICOS

La extraccion de proteinas se realizd utilizando el protocolo de Hurkman y
Tanaka (1986). Se homogeneizaron 200 mg de flavedo en mortero, en presencia
de N2 liquido. Luego, se adicion6é a cada muestra 2 ml de buffer de extraccién (0,1
M Tris-HCI, 10 mM EDTA 0,4 % (v/v), 2-ME, 0,9 M sacarosa, 1mM PMSF, pH 8,8)
y se homogeneizo6 en frio. Previamente, el buffer de extraccion se habia incubado
con 6,25 mg/ml de polivinil poli pirrolidona insoluble (PVPP, Sigma). Se agrego 4
ml de fenol-Tris-HCI pH 8,8. El extracto crudo fue macerado en mortero frio hasta
obtener una mezcla homogénea que luego fue transferida a un tubo Falcon, agitada
a 4°C por 30 min y centrifugada a 5000 x g por 20 min a 4°C en una centrifuga
refrigerada Sorvall ST 16 en un rotor SS34.

La fase superior (fendlica) recuperada fue medida y divida en dos partes. El 80%
de la misma fue destinada al analisis de proteémica diferencial, mientras que el
20% se utilizd para un control de calidad protéica mediante SDS-PAGE. Se agrego
5 volumenes de 0,1 M acetato de amonio en 100 % (V/V) de metanol a ambas
fracciones y se dejé precipitando toda la noche a -20°C. EIl precipitado fue
recuperado mediante centrifugacion a 5000 x g por 20 min a 4°C. El pellet obtenido
fue lavado dos veces con 1 ml de 0,1 M acetato de amonio en 100 % (V/V) de
metanol frio, una vez con metanol frio al 100 % (V/V) y finalmente una vez con
acetona fria al 80 % (V/V). Los pellets fueron guardados a -20°C con 1 ml etanol al
70 % (V/V) hasta su procesamiento.

La fraccion destinada a la identificacién de proteinas se resuspendié con 300 pl
de urea 8 M y se incubd 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugo
a 4°C y se recuperd el sobrenadante. Se cuantific6 proteinas por Bradford.
Posteriormente se tomaron 100 pg de proteinas solubles en urea y se las redujo
con 10 mM de DTT durante 45 minutos a 56°C. Luego se adicion6 20 mM
iodoacetamida y se incubd en oscuridad por 40 minutos a temperatura ambiente.
Para precipitar las proteinas se agrego 1/5 vol de TCA 100% (p/v) y se incubd
durante 2 horas a -20°C. Transcurrido el tiempo se centrifugé a maxima velocidad
por 10 minutos, el pellet se lavd 3 veces con acetona fria, y finalmente se evaporé
al aire la acetona residual. Las muestras fueron conservadas a -20°C hasta su

envio.
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2.13.2. IDENTIFICACION DE PROTEINAS

Las muestras fueron enviadas al CEBIQUIEM, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires. En una primera instancia los extractos
proteicos fueron tratados con tripsina y luego se realiz6 una limpieza con Zip-Tip
C18 para extraer las sales. Posteriormente, la mezcla de péptidos obtenida fue
separada por un nanocromatografo liquido de alta resolucion (nano-HPLC)
acoplado a un espectrometro de masa con tecnologia Orbitrap.

Se utilizé un cromatografo Thermo Scientific, modelo EASY-nLC 1000 apto para
separar complejos proteicos con un alto grado de resolucion, con una columna de
fase reversa C18, 2 um, 100 A, 50 pum x 150 mm, modelo Easy-Spray
ColumnPepMap RSLC (P/N ES801) de marca Thermo Scientific; a una temperatura
de 35°C. El gradiente fue realizado con dos soluciones: solucién A: agua con 0,1%
de acido férmico y solucién B: acetonitrilo con 0,1 de &cido formico.

Para la ionizacién se utiliz6 un ionizador por Electro Spray marca Thermo
Scientific, modelo EASY-SPRAY con un volataje del spray de 3,5 kV.

Se utilizé un espectrometro de masa Thermo Scientific, modelo Q-Exactive. El
equipo cuenta con una celda de HCD (de las siglas en inglés High Collision
Dissociation) y un analizador Orbitrap. La configuracién del equipo permite que la
identificacion de los péptidos se realice al mismo tiempo que los mismos se separan
por cromatografia. Primero se obtuvo un espectro de masa completo (Full MS) y
luego, para la identificacion de los péptidos, un espectro de masa en tandem
(MSMS). La configuracion seleccionada fue: polaridad positiva, una resolucion de
70.000 para Full MS y de para 17.500 MSMS.

La identificacion de cada proteina se realizé mediante el uso del programa
Proteome Discoverer (Tyanova y col., 2016). Este es un motor de blsqueda, en el
cual el usuario debe seleccionar la base de datos y ciertas caracteristicas que se
vinculan con la forma en que fue tratada la muestra. En base a esta informacién y
a los datos crudos obtenidos del espectrometro de masa, el programa desarrolla un
informe donde indica las proteinas que fueron identificadas y los péptidos que utilizé
para esta identificacion. El programa asigna un nivel de confianza a estos péptidos
(High/Medium/Low) y el usuario decide el nivel de confianza para trabajar, siendo
siempre preferible utilizar sélo los péptidos de nivel High. En este estudio los

criterios de busqueda utilizados fueron los descritos a continuacién. Base de datos:
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Citrus sinensis (Sweet orange) (Citrus aurantium var. sinensis) - UP000027120.
Enzima: tripsina con un miscleavege de dos. La tolerancia de masa para precursor
fue de 10 ppm y para el fragmento de 0,05 Da. Las modificaciones elegidas fueron
Oxidacion (M), la dinamica, y carbamidametilacion (C), la estatica. Nivel de
confianza de los péptidos: Alto.

Como el genoma de Citrus reticulata no se encuentra secuenciado, para poder
asignar las proteinas identificadas se utilizé el genoma de Citrus sinensis (Csi) de

la base de datos Uniprot (http://www.uniprot.org/) debido a que presentan una alta

homologia. Luego se realiz6 la asignacion de Uniprot a los ID de Csi con la base
de datos Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Finalmente, se

buscaron los ortélogos en Arabidopsis thaliana debido a que muchos genes se
encuentran caracterizados en profundidad.

Finalizada la basqueda con el Proteome Discoverer, los datos obtenidos fueron
procesados con el programa Perseus (Tyanova y col., 2016). Este programa
permitié realizar comparaciones entre las muetras mediante el andlisis de los
valores de las areas normalizadas de cada uno de los polipéptidos detectados. El
software cuenta con la posibilidad de la aplicacion de un andlisis estadistico méas
profundo sobre las comparaciones. En este estudio se realizaron comparaciones
de a pares con el objetivo de identificar aquellas proteinas en las que el tratamiento
térmico indujo un cambio relativo respecto al area total del cromatograma. Soélo se
seleccionaron las proteinas que presentaron un cambio relativo mayor a 2 (en el
grafico menor a -1 o mayor a 1, escala logaritmica) y un valor de p menor a 0,05

(en el grafico mayor a 1,3, escala logaritmica).

2.13.3. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LOS DATOS

Con las listas de proteinas obtenidas para cada comparacion se realiz6 un
andlisis de enriquecimiento génico. Se utilizé el kit de herramientas bioinforméticas
provistas por el servidor PlantGSEA

(http://systemsbiology.cau.edu.cn/PlantGSEA/) (Yi y col., 2013) y la plataforma

agriGO (http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/index.php). Esta ultima se

enfoca en el analisis de enriquecimiento génico por ontologia génica en plantas y
especies agricolas (Tian y col., 2017). En ambos casos los parametros
seleccionados fueron los siguientes. Test estadistico, Hipergométrico. Método de

ajuste de multitest, Hochberg (FDR). Valor de p menor a 0,05.
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El analisis de enriqguecimiento génico es un meétodo que permite calcular la
superposicion de un conjunto de genes con grupos de genes previamente definidos
por el sistema de ontologia génica (GO de las siglas en inglés Gen Ontology) (Yiy
col.,, 2013). Este analisis es un método eficiente y rapido para determinar las
funciones asociadas a grandes listas de genes, aumentando de esta manera la
probabilidad de interpretar el significado biolégico de las mismas. Dentro del
sistema GO existen distintas categorias que describen un mismo gen, las mas
importantes son BP (de las siglas en inglés Biological Process) la cual da
informacion sobre procesos bioldgicos, MF (de las siglas en inglés Molecular
Functions) la misma describe la funcion bioldgica y finalmente se encuentra la CC
(de las siglas en inglés Cell Components) que detalla la localizaciéon dentro de la
célula (Tian y col., 2017).

Utilizando las herramientas bioinformaticas de la plataforma PlantGSEA y las
bases de datos curada de KEGG y PlantCyc, se realizdé un enriquecimiento para

conocer los metabolismos involucrados.

2.14. ANALISIS ESTADISTICO
El andlisis estadistico de los datos obtenidos se realizé por analisis de variancia
a uno y dos factores (ANOVA). Las diferencias de significancia minimas fueron
calculadas mediante la utilizaciéon de los analisis de Holm-Sidak, Bonferroni y
Tuckey (a=0,05) utilizando el programa Sigma Plot 12.0 (Systat Software, Inc.).
Los datos obtenidos por GC-EM, expresados como relacion logz, se
representaron en una escala de pseudocolor utilizando el programa

MultiExperiment Viewer (MeVv5.1.1, hitp://www.tm4.org/ , Saeed y col. 2003).

También se utilizé este programa para realizar los agrupamientos jerarquicos. Los
Andlisis de Componentes Principales (ACP) fueron realizados con el programa
XLSTAT (Microsoft Excel)
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3.1. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO
POSCOSECHA EN NARAJAS CITRUS
SINENSIS VAR. VALENCIA LATE
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CITRUS SINENSIS VARIEDAD VALENCIA LATE

3.1.1. INTRODUCCION
La naranja dulce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) es uno de los frutos citricos mas

apreciados en todo el mundo. Valencia Late es una de las variedades mas
cultivadas en Argentina y en muchos lugares del mundo. A pesar de su nombre, se
cree que su origen estaria localizado en las regiones tropicales y subtropicales de
Asia siendo transportada a Europa por los romanos. Su llegada a América habria
ocurrido alrededor del afio 1500 con el arribo de los exploradores Bernal-Diaz a
México y Ponce de Ledn a Florida. Brasil probablemente recibié sus primeras
naranjas con la llegada de los portugueses a mediados del siglo XVI (Webber y col.
1989).

Valencia Late es una variedad tardia. En nuestro pais su cosecha comienza en
agosto, extendiéndose hasta octubre si los frutos van a ser exportados. En cambio,
si su destino es el consumo interno el periodo de cosecha puede prolongarse hasta
febrero-marzo del afio siguiente; debido a la alta capacidad que tiene la planta de
conservar fruta con muy buena calidad. Son naranjas de tamafio mediano, de forma
redondeada, cascara lista y color anaranjado uniforme. La pulpa tiene buen sabor
y agradable color, con un alto contenido en zumo. Su contenido en semillas es
practicamente nulo, pues suele presentar de dos a cuatro semillas como maximo.

Siendo Valencia Late una variedad de exportacion. Es de suma importancia la
aplicacion de tratamientos térmicos que preserven su calidad evitando el dafio por
frio y el ataque de patégenos flngicos durante el almacenamiento prolongado.
Estudios previos realizados por Perotti y col. (2011), han revelado que el
tratamiento térmico aplicado a naranjas Valencia Late indujo numerosos cambios
en el metabolismo general tanto en endocarpio como epicarpio. Las modificaciones
en las actividades de las enzimas antioxidantes, la induccion de proteinas claves
en la respuesta al ataque de patdgeno y cambios en metabolitos implicados en las
principales vias metabdlicas explicaron la menor susceptibilidad de los frutos frente
a los patdgenos flngicos, junto al sostenimiento de la calidad poscosecha. En este
contexto y con el objetivo de ampliar la informacion existente, en este capitulo se
describiran los resultados obtenidos luego de aplicar un tratamiento térmico y
almacenamiento en naranja Valencia Late, haciendo foco, en este caso, en el

flavedo de los frutos.
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3.1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.2.1. ANALISIS DE LA ENzIMOLOGIA DEL METABOLISMO DE HIDRATOS DE
CARBONO
Con el fin de completar y ampliar la caracterizacion bioquimica de los cambios

inducidos por el tratamiento térmico (TT) en frutos de naranja durante el
almacenamiento poscosecha (Perotti y col., 2011), se realizaron mediciones de la
actividad de las principales enzimas implicadas en el metabolismo de los hidratos

de carbono en flavedo (Figuras 3.1y 3.2).

3.1.2.1.1. METABOLISMO DE LA SACAROSA
La figura 3.1 muestra que las actividades de las enzimas sacarosa sintasa (SS)

e invertasa acida (IA) no mostraron variaciones significativas por tratamiento
térmico. Sin embargo, ambas se vieron afectadas por el tiempo de almacenamiento:
mientras SS mostré una disminucién después de 60 dias (en frutos tratados y no
tratados), IA aumento significativamente en el mismo punto de analisis en ambos
tipos de fruto. Si se analiza la tasa de degradacion de sacarosa durante el periodo
de almacenamiento, se puede decir que hubo una reduccion importante de la
misma; ya que el aumento de la IA no fue suficiente para compensar la disminucion
de la actividad SS. A diferencia de la IA, la actividad de invertasa neutra (IN) solo
se redujo en las muestras que fueron curadas y almacenadas por 60 dias (TT+
60d). En base a estos resultados, no se puede concluir que el aumento de la
concentracion de sacarosa, observado previamente en epicarpio de frutos curados
(TT) con respecto al control (C) (Perotti y col., 2011), sea consecuencia de una
disminucién en la tasa de degradacion de este metabolito, ya que no hay diferencias
significativas entre las actividades degradativas en frutos curados respecto a su
control a 0 dias de almacenamiento a 5°C. Sin embargo, el aumento de la actividad
de la sacarosa fosfato sintasa (SPS) podria explicar este resultado (Figura 3.1). Los
acidos organicos podrian constituir la fuente de carbono para la sintesis de
sacarosa, ya que los principales acidos disminuyeron en muestras TT (Perottiy col.,
2011). Sin embargo, no se puede descartar una importacion simultanea de
sacarosa desde el albedo.
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Figura 3. 1 Actividad de las enzimas en flavedo control y curado de naranja Valencia Late

Las actividades enziméticas se expresan en U / mg de proteina, con la excepcién de las actividades de
invertasas, que se expresan en mU / mg de proteina. Para cada enzima, barras con diferentes letras son
significativamente diferentes (P <0,05).

HK, hexoquinasa; PGM, fosfoglucomutasa; PGI, fosfoglucoisomerasa; SS, la sacarosa sintasa; SPS, sacarosa
fosfato sintasa; IA, invertasa acida; IN, invertasa neutra; MDH, malato deshidrogenasa; PK, piruvato quinasa;
PEPC, fosfoenolpiruvato carboxilasa; NADP-ME, enzima malica dependiente de NADP; ATP-PFK,
fosfofructoquinasa dependiente de ATP; PPi-PFK, fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato.

3.1.2.1.2. METABOLISMO PRIMARIO: LA GLUCOLISIS Y LA GLUCONEOGENESIS
La hexoquinasa (HK) mostré un comportamiento similar a la IA, mientras que la

actividad de la fosfoglucoisomerasa (PGI) sélo fue detectada en frutos Cy TT
almacenados por 60 dias. La enzima fosfoglucomutasa (PGM) no mostr6 cambios
significativos en ninguno de los puntos analizados. La actividad de la
fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (PPi-PFK) no se detectd después de
60 dias, mientras que la dependiente de ATP (ATP-PFK) aument6 notablemente
en el mismo punto de almacenamiento. Este comportamiento significa una mayor
dependencia de ATP en lugar de PPi para fosforilar fructosa y es ciertamente
intrigante ya que aparece en momentos donde la demanda de energética es critica
(Plaxton y Podesta, 2006). Nielsen y col. (1991) observaron que la actividad de la
PPi-PFK tendia a disminuir a lo largo del desarrollo en fruto de pimiento, aunque se
mantenia un nivel bajo pero detectable en el fruto maduro. En naranja Valencia

también se observd una disminucion durante el desarrollo (Sansevich, 2013) v,

46



CITRUS SINENSIS VARIEDAD VALENCIA LATE

probablemente, esta tendencia se mantiene durante el almacenamiento
poscosecha.

En cuanto a las actividades enzimaticas relacionadas con el metabolismo del
fosfoenolpiruvato (PEP), el cambio mas notable fue la disminucion de la actividad
piruvato quinasa (PK) inmediatamente después del tratamiento térmico a niveles
que continuaron bajos durante el periodo poscosecha. Las actividades de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y la malato deshidrogensa (MDH) (Figura
3.1) se incrementaron a lo largo del almacenamiento, tanto en el control como en
el fruto tratado. La enzima mélica dependiente de NAD* (NAD-ME) fue indetectable
al inicio del experimento. Sin embargo, después de 60 dias su actividad, si bien
baja, pudo ser mensurable (Figura 3.2).

Todas estas variaciones se pueden resumir como un mayor flujo de carbono a
través de PEPC, MDH y NAD-ME en lugar de a través de PK citosolica, como ocurre
en condiciones especificas tales como la embriogénesis de semillas oleaginosas o
prolongada inanicion de fosfato (Pi) (Nagano y col., 1994; Schwender, 2004).
También podria decirse que el almacenamiento en frio durante el periodo
poscosecha estimula la produccion de piruvato intramitocondrial a expensas de la
produccion de ATP citosodlico. Cabe sefalar que la tasa de respiracion se mantuvo
sin cambios durante los 60 dias, independientemente del tratamiento (Perotti y col.,
2011), por lo que estos hallazgos indican que la cantidad de ATP producido por la
respiracion mitocondrial es suficiente para satisfacer las necesidades de energia a
lo largo del almacenamiento. Si bien la variacion en las actividades de PK y PEPC
es significativa pero pequefia, podria hipotetizarse que, lejos de reflejar una
variacion respiratoria, son ajustes a una nueva situacion metabdlica que requiere
un metabolismo anaplerético aumentado (como por ejemplo, la sintesis de lignina
y/o aminodcidos). Esto tiene sentido si se considera que después de la cosecha, el
fruto ya no recibe fotosintatos de la planta.

Si se analizan las variaciones opuestas a lo largo de la poscosecha de las duplas
ATP-PFK/PPi-PFK y PK/PEPC, enzimas claves de la glucdlisis en planta, se podria
concluir que el flujo glucolitico neto permanece constante a lo largo de
almacenamiento en frio, independientemente de la aplicacion de tratamiento
térmico. Aumentos paralelos en PPi-PFK y PEPC suelen aparecer como resultado
de una situacion de estrés que puede disminuir los niveles de adenilatos (Plaxton 'y

Podesta, 2006). Si se tienen en cuenta los cambios en la ATP-PFK y PPi-PFK se
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puede sugerir que ésta no seria la situacién que se desarrolla en el flavedo
almacenado. Por todo lo expuesto, no es posible asegurar cual es la razon para la
caida en los niveles de PPi-PFK, aunque se sugiere que puede deberse al proceso
natural de senescencia, que provoca menores niveles de PPi, lo que conlleva a que
dicha enzima se vuelva innecesaria.

También se midi6 la actividad de dos de las enzimas mas importantes que
intervienen en la gluconeogénesis, la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCK) y la
fosfofructosa-1,6-bifosfatasa (FPBasa) (Figura 3.2). La actividad PCK so6lo se pudo
detectar en muestras TT + 60d, lo que sugiere un aumento potencial de la actividad
de la gluconeogénesis en este punto. Sin embargo, dado que las enzimas
glicoliticas se mantuvieron en un nivel aproximadamente constante y que la suma
de las actividades PK y PEPC es casi 8 veces mayor que la actividad PCK después
de 60 dias, se puede inferir claramente que el flujo glucolitico predomina en todo
momento. También podria suceder, tal como lo ha sugerido el grupo de Leegood,
que la PCK actuara como enzima anaplerotica produciendo ademas ATP (en la
direcciéon PEP + ADP > OAA + ATP) (Walker y Leegood, 1995).
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Figura 3. 2 Actividad de las enzimas en flavedo control y curado de naranja Valencia Late

Las actividades enziméaticas se expresan en U / mg de proteina. Para cada enzima, barras con diferentes letras
son significativamente diferentes (P <0,05).

Ga3PDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; npGa3PDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa no
fosforilante; Ala-AT, alanina aminotransferasa; GOT, glutamato oxaloacetato transaminasa; G-6-PDH, glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa; PCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; FBPasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa; NAD-ME
, enzima mélica dependiente de NAD*

A pesar de que varios informes describen el efecto de la infeccién por patégenos
sobre el metabolismo de los hidratos de carbono, todavia hay una considerable falta
de conocimiento sobre como estos cambios influyen en el resultado de las
interacciones planta-patégeno (Berger y col., 2007). Por otra parte, en la actualidad
no existe demasiada informacion acerca de cémo un aumento en los niveles de
azucares previo a la infeccién por patdgenos, podria ayudar a la fruta a prevenir la
proliferacion de hongos. Varios factores contribuyen a la complejidad de la relacién
entre el estado de hidratos de carbono y el desarrollo de la enfermedad /resistencia.
Los azucares no s6lo son nutrientes sino que también se comportan como sefiales
gue regulan la expresion de genes que promueven la respuesta de defensa en
plantas (Arbonay col., 2013; Krasensky y Jonak, 2012; Tarkowski y Van den Ende,
2015; Yuny col., 2013) y probablemente contribuyen a la regulacion de la expresién
génica del patégeno. Para poder aclarar como las alteraciones en el metabolismo
de carbohidratos del flavedo observadas en este trabajo podrian afectar a la

interaccién planta-patdgeno es necesario desarrollar estudios con un enfoque
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funcional, que incluyan, por ejemplo, el analisis del grado de crecimiento del hongo
variando la fuente de carbono.

Finalmente, también se evaludé por inmunodeteccion el nivel de proteina de la
PPi-PFK. Curiosamente, la disminucion de la actividad de PPi-PFK se correlaciono
con un menor nivel de proteinas (Figura 3.3). AGn mas, un examen de la
composicion de la subunidades de PPi-PFK revel6 una disminucion en la cantidad
relativa de la subunidad a a lo largo del almacenamiento. Se ha propuesto que esta
subunidad confiere sensibilidad al activador frutosa-2,6-bifosfato, mientras que la
subunidad 3 es catalitica (Podesta y Plaxton, 1994b). De esta manera, la actividad
de PPi-PFK seria menor debido a una capacidad catalitica menor y a una menor

respuesta al activador.

1 2 3 4 5 6
 — <65 kDa
| o . igper gl 460 kDa

alfa 1,00 1,04 0,22 044
beta 1,00 1,07 0,34 0,56

o/ 094 091 061 074

Figura 3. 3. Lainmunodeteccién de PPi-PFK a partir de extractos de epicarpio de naranja Valencia Late
Calle 1: marcadores estandar de peso molecular 75 y 50 kDa; calle 2: extracto crudo de tubérculo de papa;
calle 3: extractos crudos de naranja control (C); calle 4: extractos crudos de naranja expuestos a tratamiento
térmico (TT); calle 5: extractos crudos de muestras C después de 60 dias de almacenamiento a5° C (C + 60
d); calle 6: extractos crudos de muestras TT después de 60 dias de almacenamiento a 5° C (TT + 60 d). Se
sembraron 20 pg de proteina total en cada calle. Los nimeros debajo de la figura indican las intensidades
relativas de las bandas reactivas de las subunidades alfa y beta determinadas por densitometria respecto a
muestras de control (C) y la relacién a / B para cada extracto. Los niumeros en el lado de cada gel indican la
masa de cada subunidad.

3.1.2.1.3. ESTADO REDOX
La enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa no fosforilante (hnpGa3PDH)

constituye una fuente de NADPH en el citoplasma de células vegetales (Bustos y
col.,, 2008). En los controles, su actividad disminuye casi a la mitad tras el
tratamiento térmico y el tiempo de almacenamiento, mientras que en la fruta tratada
se mantiene en los mismos niveles (Figura 3.2). Aunque la funcion de npGa3PDH
en tejidos no fotosintéticos no esta claramente resuelta, se postula que tendria un
rol protector frente al estrés oxidativo (Bustos y col., 2008; Piattoni y col., 2013). Por
otra parte, se ha propuesto que niveles elevados de H20:2 bajarian la actividad de

la Ga3PDH y aumentarian la de npGa3PDH (Piattoni y col., 2013). Segun esta
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hipétesis, las observaciones reportadas aqui no sugieren un aumento significativo
en los niveles de H202. En concordancia, Perotti y col. (2011) sugirieron que, de
existir un aumento de H202 provocado por el tratamiento de curado, éste no seria
lo suficientemente alto como para inducir una respuesta antioxidante total y / o que
las actividades basales de ascorbato peroxidasa y glutation reductasa son lo
suficientemente altas como para hacer frente al H202 existente.

Por otro lado, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) presentd el mismo
patron en ambos pares: una caida evidente por tratamiento (Figura 3.2). Estos
resultados sugieren que el tratamiento térmico modifica el catabolismo oxidativo de
la glucosa hacia el predominio de la glucdlisis sobre la via de las pentosas- fosfato.
Considerando estos resultados junto a los bajos niveles de actividad observados
para npGa3PDH y NADP-EM se puede inferir que la produccion de NADPH durante
el periodo de poscosecha no seria critica.

3.1.2.1.4.  FUNCION MITOCONDRIAL
La disminucion en las actividades de la succinato dishidrogensa y la fumarasa

(ambas enzimas de localizacion intracelular) en muestras tratadas (figura 3.2)
confirman una alteracién de la funcién mitocondrial provocada por el tratamiento
térmico, como se habia sugerido en un trabajo previo (Perotti y col., 2011).

La alanina (Ala) es el metabolito que sirve como fuente de almacenamiento de
piruvato en la vacuola y, por ende, constituye un control del suministro de sustrato
para las enzimas lactato deshidrogenasa (LDH), piruvato decarboxilasa (PDC) y el
complejo de la piruvato deshidrogenasa (Muench y col., 1998). Miyashita y col.
2007 sugirieron que la funcién principal de la alanina aminotransferasa (Ala-AT) se
centra en la degradacion de Ala. Por lo tanto, una menor demanda de piruvato de
la mitocondria podria justificar el nivel inferior de Ala-AT observado tras el
tratamiento térmico.

Por otra parte, el periodo de almacenamiento poscosecha afecto los valores de
las enzimas mitocondriales mencionadas y de la NAD-ME. Se observé un aumento
en la actividad total de las tres enzimas, siendo mas notable el de NAD-ME; la cual
no fue detectada al inicio del experimento. Esto sugiere que hay un aumento en la
capacidad mitocondrial a lo largo del periodo de almacenamiento; ya sea en el
namero de estas organelas o en el contenido enzimatico. El tratamiento térmico no

impide este aumento, aunque el flavedo curado presente valores inferiores al
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respectivo control en todos los casos. Si bien estas variaciones probablemente
reflejan una alteracion de la funcion mitocondrial en células del flavedo curado, no
fueron acompafiadas con una modificacion en la tasa respiratoria de los frutos
tratados y / o almacenados (Perotti y col., 2011). No obstante, cabe destacar que
las medidas de respiracion, a diferencia de estos ensayos, fueron realizadas sobre
el fruto entero.

3.1.2.2. INDUCCION DE HSP
La respuesta al estrés por calor se caracteriza por la induccion de proteinas que

constituyen una mezcla compleja de polipéptidos con peso molecular alto y bajo,
conocidas como proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas del inglés heat
shock protein). Mediante inmunotransferencia se evalud la abundancia de estas
proteinas en muestras de flavedo. Este estudio confirmd la induccion de proteinas
HSP pequefias (HSP21) y proteinas de la familia HSP70 en epicarpio curado
(Figura 3.4). Curiosamente, las muestras de endocarpio no mostraron variacion
significativa de estas proteinas inmunorreactivas (Perotti y col. 2011), reafirmando

que el epicarpio es el tejido méas afectado por el tratamiento de térmico.

a-HSP70 a-HSP21
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
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75 50
&5 35
35
55 20
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100 161 65 130

Figura 3. 4. Inmunodeteccion de HSP70 y de HSP de bajo peso molecular a partir de extractos de
epicarpio de naranja Valencia Late

Calle 1: extractos crudos control de naranja Valencia (C); calle 2: extractos crudos de naranjas Valencia
expuestas a tratamiento térmico (TT); calle 3: marcadores estandar de peso molecular; calle 4: extractos crudos
de muestras control después de 60 dias de almacenamiento a 4 © C (C+60d); calle 5: extractos crudos de
muestras curadas después de 60 dias de almacenamiento a 4 ° C (TT+ 60d). Se cargé 20 ug de proteina total
en cada calle. Los numeros debajo de la figura indican las intensidades relativas de las bandas de reactivos
determinados por densitometria respecto a muestras de control (100%). Los nimeros en el lado de cada gel
indican la masa de los marcadores de peso molecular estandar.
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3.1.2.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO Y ALMACENAMIENTO EN FRIO SOBRE
LOS FENILPROPANOIDES
Los fenilpropanoides juegan un papel vital en la resistencia de los frutos frente a

patogenos debido a que estan involucrados en la sefializacion local y sistémica para
la induccion de genes de defensa (Dixon y col., 2002). Curiosamente, en este
estudio se revel6 que la mayor parte de los compuestos fendlicos identificados no
mostraron cambios importantes en respuesta al tratamiento térmico (Figura 3.5).
Por el contrario, muchos de ellos revelaron un marcado descenso a lo largo del
almacenamiento en frio (Figura 3.6). Del mismo modo, Ballester y col. (2010)
observaron pequefios cambios inducidos por el curado en los flavonoides mas
abundantes de naranjas Navelate. Mas auln, investigaciones realizadas en
mandarinas Satsuma también indicaron una reduccion en el nivel de algunos
fenilpropanoides de frutos expuestos a tratamiento térmico (Yun y col., 2013). Hay
muy poca informacién disponible para poder relacionar una clase particular de
fenilpropanoide con funciones defensivas, ya que su deteccién suele ser dificil
debido, probablemente, a la naturaleza transitoria de su apariencia.

-3.0 0.0 0.6

C T C +60d TT + 60d

Hesperidina
Didimina
Diosmina
Narirutina

Acido clorogénico
Escoparona
Digoxigenina
Sinensetina
Hexametil-O-quercetagetina
Nobiletina
Heptametoxiflavona
Tangeretina

Acido fertlico

Figura 3. 5 Cuantificacion relativa de flavonoides en extractos epicarpio de naranja Valencia Late

Los valores normalizados de los datos se muestran en una escala de colores (que se describe en la parte
superior de la figura), que es proporcional al contenido relativo de cada metabolito. Los valores de 3
determinaciones independientes se analizaron en el software Multi Experiment Viewer (MeV v4.4.1). Los
metabolitos que variaron significativamente (P<0,05) se resaltan en negrita.

Asi, los resultados presentados en esta seccibn muestran una disminucion
después de 60 dias en 6 de los 12 compuestos evaluados, lo que sugiere que la
capacidad defensiva asociada a fenilpropanoides se reduce durante periodo
poscosecha. Finalmente, la imposibilidad de detectar compuestos fendlicos
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involucrados en la respuesta defensiva inducida por el tratamiento térmico nos

conduce a postular que dicha respuesta seria dependiente de la presencia del

patogeno.
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Figura 3. 6. Cuantificacion relativa de metabolitos secundarios en extractos de epicarpio de naranja
Valencia Late

Los niveles de los metabolitos analizados se expresaron como el area relativa. Las diferentes letras indican
diferencias significativas (P <0,05).

3.1.3. CONCLUSION
Las principales modificaciones observadas en el metabolismo de los hidratos de

carbono y en el contenido de fenilpropanoides parecen ser causadas por el
almacenamiento en frio en lugar de la exposién al tratamiento térmico. El
almacenamiento a 5°C favorecié la produccién de piruvato intramitocondrial,
mientras que reforzé el uso de PEP por PEPC en lugar de PK. En este contexto, se
podria inferir que el flujo de carbono estaria siendo dirigido hacia la obtencion de
intermediarios del ciclo de Krebs en lugar de la generacion de energia.
Simultaneamente, el contenido de varios fenilpropanoides mostr6 un descenso
marcado a lo largo del almacenamiento en frio, en concordancia con observaciones

previas. Paralelamente, el incremento en el contenido de sacarosa en epicarpio,
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obsevado por Perotti y col. (2011) en respuesta al tratamiento térmico, estaria
relacionado con una mayor sintesis de este azlcar a partir de 4cidos organicos.
Los resultados obtenidos revelaron que la enzima sacarosafostato sintasa seria en
parte responsable de este incremento, ya que no se puede descartar un posible

movimiento de este metabolito desde el albedo hacia el flavedo.
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3.2.1. INTRODUCCION
Dentro de la familia de los citricos las mandarinas son sin lugar a dudas el grupo

de mayor diversidad. Las mandarinas tienen un alto grado de adaptacién a un
amplio rango climatico, desde zonas desérticas hasta semitropicales. A pesar de
ello, estos frutos poseen requerimientos climaticos muy especificos para producir
frutos de alta calidad.

Las mandarinas son muy apreciadas por el consumidor de citricos por diversas
razones, pero en especial por su delicado sabor y facil pelado. Dentro de las
variedades cultivadas en Argentina producidas en la region de NEA se encuentran
las mandarinas (Citrus reticulata) var. Ellendale y Murcott. Ambas fueron originadas
por cruzamiento natural entre mandarinas y naranjas, razon por la cual se
denominan tangor, palabra compuesta por “tang” proveniente del inglés tangerine
por mandarina y “or”, de orange, por naranja.

Ellendale es una variedad que tiene su origen cerca del rio Burrum, Queensland,
en Australia, hacia 1878 (Ross, 1949). Es de maduracion tardia, por lo cual el mejor
periodo para cosechar en el NEA es a fines de julio y principios de agosto. La planta
es de tamafio mediano a grande, de copa amplia y con algunas ramas de
crecimiento vigoroso, en especial cuando es joven. Las podas sucesivas de la copa
desde temprana edad favorecen la distribucion de la fuerza para soportar ramas
con frutos grandes y pesados. La fruta es de tamafio mediano a grande (70-80 mm),
de color anaranjado a rojizo intenso y de facil pelado (Figura 3.7). La pulpay el jugo
son de excelente color y sabor, con una relacién sélidos solubles/acidez alta y
equilibrada. El contenido de semillas en la fruta es bajo o nulo en plantaciones puras
y aisladas de otras variedades.

Murcott es una variedad conocida desde hace mucho tiempo. No se conoce con
certeza su origen, pero se especula que surgié en una de las plantaciones del
departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA) en 1916. El nombre de
esta variedad se debe a Charles Murcott Smith, quien en 1922 comenzé a
cultivarlas en el estado de Florida (EEUU). Por esta raz6n en Argentina esta
variedad también es conocida como Smith (Hodgson, 1967). La planta es vigorosa,
de copa compacta y densa. Es muy productiva pero tiene tendencia a produccion
alternada. La produccion excesiva no solo tiene como consecuencia frutos mas

pequefios, sino que también tiene efectos nefastos en la planta. Este fendmeno se
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conoce como colapso de Murcott y se cree que ocurre por un desbalance en las
reservas de la planta. Este problema puede ser solucionado con podas y raleos de
fruta. La planta es sensible al frio, en especial en afios de mayor produccion. La
fruta es de tamafio mediano, firme, achatada, de color amarillo-anaranjado el cual
se acentla con la maduracion. La cascara es fina, bastante pegada a los gajos
(Figura 3.7). Sin embargo, se puede extraer con facilidad. Tiene un alto contenido
de jugo, baja acidez y es muy dulce. Es una variedad de maduracién tardia y

alcanza su madurez comercial en julio-agosto (Ragone, 1996).

Figura 3. 7. Carateriticas externas de frutos de Citrus reticulata var. Ellendale y Murcott
Frutos de mandarinas C. reticulata var Murcott (izquierda) y var. Ellendale (derecha).

Estudios realizados por Cocco y col. (2010) mostraron que la exposicion de frutos
de las variedades Ellendale y Murcott a tratamientos cuarentenarios (15 dias a 1°C

y 7 dias a 20°C) generaba un incremento en el contenido de etanol y acetaldehido

en ambos cultivares, siendo significativamente superior en mandarinas Murcott.
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3.2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.2.1. ANALISIS DE LOS PARAMETROS QUE DETERMINAN LA CALIDAD INTERNA DE
FRUTOS DE MANDARINA VAR. ELLENDALE Y MURCOTT
En una primera instancia de este estudio se evaluaron los parametros que

determinan la calidad interna en mandarinas de las variedades Ellendale y Murcott,
en especial aquellos que afectan el gusto. Para ello se midi6 el contenido de solidos
solubles totales, la acidez titulable y a partir de ellos se calcul6 el indice de madurez.

Como se observa en la figura 3.8, el SST, la AT y el IM no presentaron diferencias
significativas entre las variedades estudiadas. Los valores de SST determinados
fueron de 13,60 %P/V para Ellendale y 13,63 %P/V en el caso de Murcott. En
cuanto a la AT, Ellendale presentd un valor de 1,42 %P/V mientras que en Murcott
fue de 1,27 %P/V. Finalmente el IM calculado para Ellendale fue 9,57 y 10,71 para
Murcott.

En segunda instancia se evalu6 el contenido de etanol y acetaldehido. La figura
3.8 muestra los resultados obtenidos. Ellendale presentd un contenido
significativamente mayor de acetaldehido y etanol que Murcott. Sin embargo, el
nivel de etanol detectado en Ellendale no superé las 1000 ppm, limite a partir del

cual se genera sabor desagradable (Hagenmaier, 2002).
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Figura 3. 8. Determinacion de los parametros de calidad interna en frutos de Ellendale y Murcott
Las barras representan los desvios estandares de todas las medidas realizadas en 20 frutos. Las
diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05).

En los dltimos afios se ha registrado un incremneto mundial en el consumo de
mandarinas como fruto fresco. Esta situacién impulsé diversas investigaciones con
el fin de caracterizar los parametros que definen tanto la calidad externa como la
interna en distintas variedades de mandarinas (Goldenberg y col., 2014; 2015;
2016).

Las mandarinas son apreciadas por el consumidor debido su sabor Unico,
delicado y atractivo que deriva de notas dulces, agrias, frutadas, frescas y terrosas.
De hecho, como ya fue mencionado, el sabor es consecuencia de la combinacion
entre el gusto, aroma y palatabilidad, los cuales son percibidos de manera
simultdnea por el cerebro mientras el fruto es comido.

El gusto es un parametro que se encuentra gobernado principalmente por los
niveles de azucares y acidos presentes en los sacos de jugos y por la relacion que
existe entre ellos, pardmetro conocido como indice de madurez. Como en otras
especies de citricos, los principales azucares presentes en la pulpa de las
mandarinas son glucosa, fructosa y sacarosa. En cuanto a los acidos, se puede
mencionar al acido citrico el cual representa aproximadamente entre un 85-90% del
contenido de acidos organicos totales seguido por el malico y succinico (Ting y
Attaway, 1971). Un estudio realizado por Goldenberg y col. (2015), revel6 que las
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variedades preferidas por el consumidor fueron aquellas cuyos valores de SST era
de 13,1%P/Vy 1,1 %P/V para la AT. Teniendo en cuenta que el valor de SST y AT
para Ellendale fue de 13,60% P/V y 1,42%P/V mientras que para Murcott fue de
13,63%P/V y 1,27%, respectivamente, es posible inferir que las variedades
estudiadas estarian dentro de las preferidas por el consumidor.

El aroma constituye otro de los factores que determinan el sabor. Un estudio
realizado por Tietel y col. (2011) en pulpa de 13 variedades de mandarinas revelo
nueve compuestos volatiles, los cuales fueron detectados en casi todos los
experimentos, y por lo tanto podrian ser considerados como volatiles arométicos
centrales en jugo de mandarina. Estos compuestos fueron linalool (floral, citrico),
a-terpineol (floral), terpinen-4-ol (amaderado, terroso), nonanal (piney parecido a
pino, floral, citrico), decanal (graso, mohoso), carvona (menta verde, alcaravea),
limoneno (parecido a los citricos), a-pineno (tipo pino) y B-mirceno (mohoso, suelo
hamedo). Por otro lado, es de gran importancia tener en cuenta el contenido de
acetaldehido y etanol, ya que niveles elevados de estos compuestos pueden
generar sabor desagradable (Obenland y col., 2011). En nuestro estudio, si bien
Ellendale present6 un contenido significativamente superior de estos metabolitos al
detectado en Murcott, esta situacion no seria significativa desde el punto de vista
de la calidad debido a que los valores determinados se encuentran por debajo de

los limites tolerables (1000 ppm) (Hagenmaier, 2002).

3.2.2.2. OBTENCION DEL PERFIL METABOLICO UTILIZANDO DIVERSAS ESTRATEGIAS
CROMATOGRAFICAS
Diferentes investigaciones han revelado que el consumidor basa su eleccion por

un fruto fresco principalmente en el aspecto externo del mismo. Con el objetivo de
caracterizar el perfil metabdlico de flavedo en las variedades Ellendale y Murcott,
se utiliz6 cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa (CG-EM) para
identificar metabolitos primarios y acidos grasos (AG) totales esterificados a
fosfolipidos de membrana, mono, di o triacilgliceroles. Por otro lado, mediante el
uso de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se identificaron y
cuantificaron de manera absoluta aminoacidos (AA). Finalmente, la determinacién
de metabolitos secundarios se realizé por cromatografia liguida acoplada a
espectrometria de masa (CL-EM). Como se puede observar en la Tabla 3.1, en total
se identificaron 63 metabolitos.
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METABOLITOS

CG-EM HPLC CL-EM
Azlcares Ac’id_os Polialcoholes Otros AG AA Secundarios
orgénicos
Melibiosa Ribdnico Glicerol GABA 14.0 Asp Eriocitrina
Turanosa Treodnico Mio-inositol Putrescina 14.1 Glu Didimina
Maltosa Propanoico 15.0 OH-Pro Narirutina
Fructosa Citrico 16.0 Ser Diosmina
Glucosa Malico 16.1* GIn Hesperidina
Galactosa Cinamico 16.2 Cit Isorhoifolina
Sacarosa 17.0 Thr Escoparona
17.1 Ala Isosinensetina
18.0 Pro Sinensetina
18.1* Leu Nobiletina
18.2 A%12 Val Heptametoxiflavona
18.3 A%1215 Cys Tangeretina
20.0 Orn
20.1 Trp
21.0 Lys
22.0
23.0
24.0
25.0

Tabla 3. 1. Metabolitos determinados por CG-EM, HPLC y CL-EM

Utilizando valores normalizados (expresados como log2) de los resultados
obtenidos a partir de la cuantificacion absoluta de AA vy relativa para resto de los
metabolitos, se realizé un agrupamiento jerarquico. Para cada metabolito en cada
muestra la escala de color es proporcional al contenido de cada compuesto
identificado. Como se puede observar en la figura 3.9, Ellendale y Murcott
presentaron perfiles metabdlicos diferentes. Aquellos metabolitos cuyo contenido
fue similar en ambas variedades se aglomeraron en el grupo I, mientras que el
grupo |l se constituyd por metabolitos cuyo nivel fue superior en Ellendale (Figura
3.9). Finalmente, el grupo Il quedd conformado por aquellos compuestos cuyo
contenido fue mayor en Murcott. Para ambas variedades los metabolitos que
presentaron un nivel significativamente superior se detallaron en negrita en la figura
3.9.
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Figura 3. 9. Agrupamiento jerarquico de metabolitos primarios, secundarios, aminoacidos, acidos
grasos esterificados a fosfolipidos de membrana en extractos de epicarpio de frutos var. Ellendale (E)
y Murcott (M)

El contenido relativo de cada metabolito en una muestra determinada o el contenido absoluto, para el caso de
AA, fue dividido por el contenido promedio total de ese mismo compuesto detectado en todas las muestras
evaluadas. Los valores normalizados expresados como logz se analizaron en el software Multi Experiment
Viewer (MeV v4.4.1) y se muestran en una escala de colores (que se describe en la parte superior de la figura).
Se definieron tres grupos principales. Los metabolitos que variaron significativamente (P<0,05) se resaltan en
negrita. Los metabolitos que no puedieron ser identificados se detallan en color gris.
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3.2.2.2.1. CONTENIDO RELATIVO DE METABOLITOS PRIMARIOS EN EPICARPIO DE
MANDARINA VAR. ELLENDALE Y MURCOTT
Mediante la utilizacion de la técnica CG-EM se pudieron detectar 17 metabolitos

primarios. Los valores asociados a cada compuesto, fueron referidos al control
interno (ribitol) y sélo se graficaron aquellos cuyo contenido vario significativamente

entre las dos variedades (Figura 3.10).
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Figura 3. 10. Cuantificacion realtva de metabolitos primarios en extractos de epicarpio de Ellendale y
Murcott

Los niveles de los metabolitos analizados se expresaron como el area del pico del i6n elegido para
su cuantificacion relativizada al i6n del ribitol. Los asteriscos indican diferencias significativas (P

<0,05).

Los resultados de este estudio muestran que el contenido de maltosa, sacarosa,
fructosa y glucosa no presenté diferencias significativas en las variedades

estudiadas (Figura 3.9). Sin embargo, se detectaron variaciones en el nivel de
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turanosa, melibiosa y galactosa. En la figura 3.10 se puede observar que el
contenido de los dos primeros azucares fue significativamente mayor en Murcott
mientras que el nivel del tercero fue significativamente superior en Ellendale.

Los azUcares poseen diversos roles importantes durante la vida de las plantas.
Durante la exposicion a bajas temperaturas estos metabolitos pueden actuar como
osmoprotectores, estabilizadores de membranas y proteinas, reguladores de la
expresion de genes involucrados en la respuesta a estrés por frio y reaccionar con
ERO (Tarkowski y Van der Enden, 2015).

En plantas superiores, durante mucho tiempo, el disacarido turanosa (3-O-alfa-
D-glucopiranosil-D-fructosa) fue considerado como un analogo no metabolizable de
la sacarosa. Un estudio realizado en tomate por Sinha y col. (2002) propuso que
este metabolito podia actuar como molécula sefial ya que observaron una fuerte
activacion de la via de sefalizaciéon de MAP quinasa (MAPK) por turanosa y no en
presencia de su analogo sacarosa. Sin embargo, la degradacién de un compuesto
es condicion indispensable para que pueda actuar como metabolito sefial. Asi, este
rol comenzé a ser considerado cuando Wu y Birch (2011) observaron un elevado
nivel de hidrdlisis de turanosa en nectarinas y en los internodos de cafia de azUlcar.
Tiempo mas tarde, Krasensky y Jonak (2012) detectaron que esta via de
sefalizacion era inducida por estrés salino y por frio. Asi, el alto nivel de turanosa
detectado en Murcott podria estar dado por la exposicidn a bajas temperaturas
durante la maduracion in planta y/o por un desbalance en el equilibrio
sintesis/degradacién. En caso de que la primera hipétesis tuviese mas relevancia,
se podria inferir que la variacion observada en el contenido de turanosa estaria
indicado una diferencia en la susceptibilidad frente al frio de las variedades en
estudio. Cuando se evalud el registro de temperatura, no se detectaron heladas al
menos 45 dias antes de la cosecha, aunque la temperatura minima alcanzé los 0°C
por lo que no puede descartarse la incidencia de este factor en los niveles de este
metabolito.

La familia de oligosacéaridos de la rafinosa esta constituida por rafinosa,
estaquiosa y melibiosa, entre otros. Estos metabolitos se acumulan en las plantas
bajo condicion de estrés por frio pero su rol en la adquisicion de tolerancia no se
conoce (Krasensky y Jonak, 2012). La melibiosa es generada a partir de
degradacion de rafinosa. Esta reaccion es catalizada por una invertasa. A su vez

este metabolito, por accion de una melibiasa, genera galactosa y glucosa (Cook y
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col., 2004). En este trabajo el contenido de melibiosa (D-galactopiranosil-a-1-6-D-
glucopiranosa) detectado en Murcott fue de casi dos veces mayor al observado en
Ellendale. En este contexto, el incremento en el contenido de melibiosa podria ser
consecuencia de un aumento en la ruta de sintesis a partir de galactosa y glucosa,
considerando que el contenido en Murcott de galactosa fue menor. Sin embargo,
no se puede descartar la contribucion de la ruta de degradacién de la rafinosa y
que el bajo contenido de galactosa implique una menor degradacion de pectinas
como se comentara en el parrafo siguiente. Estos resultados refuerzan nuevamente
la propuesta de que las variedades en estudio podrian poseer diferente
susceptibilidad al frio.

Finalmente, en la figura 3.10 se puede observar que el contenido de galactosa
detectado en Ellendale fue significativamente mayor que en Murcott. La pared
celular de las plantas se encuentra formada por tres polisacaridos principales,
microfibras de celulosa embebidas en una matriz de hemicelulosa y pectina. En
particular, la pectina esta constituida por residuos de acido galacturdonico, los cuales
dan origen a cuatro tipos de polisacaridos: homogalacturonanos (HGA),
ramnogalacturonanos | (RGI), ramnogalacturonanos Il (RGII), y xilogalacturonanos
(XGA) (Mohnen, 2008; Ridley y col., 2001). La galactosa es un producto de
degradacion de las pectinas. Estudios realizados por Almeida y Huber (2008)
revelaron un incremento en el contenido de este metabolito en el fluido apoplastico
de pericarpio de frutos de tomate durante la maduracion. El incremento en la
concentracion libre de galactosa podria ser consecuencia de una combinacién entre
un aumento en la hidroélisis de la pared (Kim y col., 1991) y una disminucion en la
capacidad de metabolizarla (Gross y Saltveit, 1982). Pressey (1983) observo que
la B- galactosidasa Il, una B-galactasa presente en pared celular de frutos de
tomates, presentaba un incremento en su actividad durante la maduracién del fruto.
En base a los resultados obtenidos se puede inferir que en Ellendale el incremento
en el contenido de galactosa podria estar correlacionado con una mayor
degradacion de la pared celular y/o una menor capacidad para metabolizarla
durante la maduracion de fruto.

Por otro lado, se identificaron distintos acidos organicos como el acido ribonico,
trednico, citrico, malico, cindmico y propanoico (Figura 3.9). El nivel de los acidos
trednico y cinAmico no present6 diferencias significativas. En cambio, como se

puede observar en la figura 3.10 el nivel de acido citrico, malico fue
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significativamente superior en Murcott mientras que el acido ribdnico y propanoico
solo fueron detectados en Ellendale.

Una investigacion llevada a cabo por Roongruangsri y col. (2012) revel6 que el
contenido de acido citrico en mandarinas Sai Num Phueng fue significativamente
superior al detectado en la variedad See Thong. La determinacién de la actividad
de la enzima citoplasmatica aconitasa en ambas variedades mostr6 una
disminucién marcada en la primera. Estos resultados llevaron a la conclusion de
que el aumento detectado en el nivel de acido citrico estaria relacionado con una
disminucién en la actividad de la aconitasa citoplasmatica. No obstante, para poder
inferir que el contenido superior de &cido citrico en Murcott esté relacionado a una
disminucioén en la actividad de la aconitasa seria fundamental medir la actividad de
esta enzima.

En plantas, considerando el mismo estadio de desarrollo, el contenido de malato
esta regulado por varias rutas biosintéticas y degradativas como asi también por el
almacenamiento vacuolar, siendo altamente dependiente del tejido. También se
informo que la temperatura, la disponibilidad de agua y los efectos de fertilizacion
afectan el contenido de este metabolito (Lin y col., 2016; Lipton y col., 1987). La
cantidad de acido mélico fluctia debido al nivel de actividad de diferentes isoformas
de malato deshidrogenasas para dar OAA, o de enzimas malicas que producen
piruvato, y el reclutamiento de este acido dicarboxilico para anabolismo. Como el
NAD(P) es el cofactor implicado en estas reacciones, el estado redox de las células
también es asociado con este metabolito. Sin embargo, Etienne y col. (2013)
sefalaron que el malato estaria involucrado en la regulacion del pH citosolico, por
ende, su acumulacién en las células de los frutos dependeria del almacenamiento
vacuolar mas que de su metabolismo. Consideraciones termodinamicas sobre
transportadores tonoplasticos de protébn y malato modeladas sobre durazno
reforzaron esta hipotesis (Lobit y col., 2006).

La expresién y/o regulacion diferencial de diversos transportadores vacuolares y
el contenido de potasio citosélico, el cual esta regulado por el antiporte K*/H*,
podrian estar involucrados en la variacion del pH vacuolar. La acumulacion de
acidos dentro del tonoplasto actuaria como una “trampa acida”, es decir, las bases
conjugadas entrarian al lumen &acido vacuolar donde al protonarse quedan
atrapadas. Consecuentemente, cuanto mas bajo es el pH de la vacuola mayor es

su capacidad para almacenar acidos. En este estudio se observdé un mayor
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contenido de acido malico para Murcott. Esto podria indicar una actividad diferencial
de los transportadores de malato y cationes y/o bombas ATP. Sin embargo, no es
posible excluir que una diferencia en el metabolismo de malato pueda ser la causa
de la diferencia observada en las distintas variedades. Para esto es necesario medir
la actividad de enzimas involucradas en la sintesis y degradacion de este
metabolito. Un estudio de protedmica realizado en Murcott postulo que las enzimas
involucradas en la glucdlisis y en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) no
estarian completamente involucradas en el contenido diferencial de &cidos
organicos. (Yu, Q. y col., 2015).

El acido rib6nico sélo fue detectado en Ellendale y su contenido relativo fue
comparable con los otros acidos detectados en esta variedad. Li y col. (2017)
reportaron que el incremento en el contenido de GABA, en respuesta a sequia, se
correlacionaba con un aumento en el nivel de diversos metabolitos dentro de los
cuales se encontraba el acido ribénico. En este contexto, si bien las diferencias
observadas no pueden ser explicadas ya que, hasta el momento, su rol en el
metabolismo de las plantas no pudo ser definido con precision, la realizacion de
estudios adicionales sobre la respuesta del flavedo a diferentes tipos estrés bibticos
y abidticos y sus efectos sobre los contenidos de &cidos organicos, podria aclarar
el panorama.

En cuanto al acido propanoico, este solo se detecté en Ellendale (Figura 3.10).
Un estudio realizado por Lucas y col. (2007) propuso que este ultimo estaria
principalmente relacionado con la degradacion de acidos grasos de cadena impar
y ramificada a través de una ruta de (B-oxidacién modificada llevada a cabo por
enzimas localizadas en peroxisomas. Por lo tanto, la diferencia en el contenido de
acido propanoico detectado podria indicar una variacion en la capacidad de
Ellendale y Murcott para metabolizar AG de cadena ramificada e impar.

La técnica utilizada también permiti6 detectar otros compuestos como
putrescina, GABA, mio-inositol y glicerol (Figura 3.9). Mientras que el contenido de
GABA y mio-inositol no presentd diferencias, los niveles de putrescina y glicerol
fueron significativamente mayores en Ellendale (Figura 3.10).

Las poliaminas (PA), como putrescina, espermina y espermidina, son
metabolitos involucrados en la tolerancia a estrés bidtico y abiotico. La funcion
bioldgica de estos policationes en un principio fue relacionada a su capacidad de

unirse a macromoléculas cargadas negativamente, como acidos nucleicos y
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proteinas. De esta manera podian ejercer un rol en la regulacion de la transcripcion
y traduccién (Gill y Tuteja, 2010; Hatmi y col., 2014). También se ha sugerido que
podrian estabilizar la membrana en condiciones de estrés y estar involucrados con
los sistemas antioxidantes (Bachrach, 2010; Gill y Tuteja, 2010; Igarashi y
Kashiwagi, 2010; Liu y col., 2015).

En lineas generales distintos tipos de estrés abioticos activan la transcripcion de
la arginina decarboxilasa, la primera enzima de la ruta de biosintesis de la
poliaminas. El tamafio del pool de poliaminas podria estar correlacionado con la
capacidad de tolerancia a estrés; genotipos tolerantes acumulan mas estos
metabolitos que los genotipos sensibles (Liu y col., 2015). Como se menciond con
anterioridad, en este estudio el contenido de putrescina detectado fue
significativamente superior en Ellendale. Esto podria estar indicado una mayor
tolerancia a diferentes tipos de estrés abiotico de esta variedad.

Otra de las diferencias encontradas en el contenido de metabolitos primarios fue
en el nivel de glicerol, siendo significativamente mayor en Ellendale. Un incremento
de este metabolito podria ser el resultado de catabolismo mas activo de
triacilgliceroles o de cambios en la dinamica de los fosfolipidos. Los acidos grasos
libres estan implicados en las cascadas de sefializacion provocadas por diferentes
tipos de estrés abidticos como por ejemplo déficit de agua y estrés por temperatura.
Los lipidos sefiales pueden reclutar transitoriamente proteinas diana en la
membrana y, por lo tanto, afectar la actividad de proteinas intracelulares y niveles
de metabolitos (Hou y col., 2016).

3.2.2.2.2. CONTENIDO DE AMINOACIDOS EN EPICARPIO DE MANDARINA VAR.
ELLENDALE Y MURCOTT
La determinacion de aminoacidos (AA) se realizd utilizando la técnica de

cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) (Dahlan-Daud y col., 2010). Como
muestra la figura 3.9 se pudo detectar 15 AA diferentes. Ellendale present6 un nivel
superior de ornitina y de OH-prolina. Por su parte, Murcott mostré un contenido
significativamente superior de serina (Figura 3.11). Resultd interesante que los
aminoacidos glutamina, treonina, valina y cisteina, por un lado; y citrulina y leucina,
por otro, fueron exclusivamente detectados en Ellendale y Murcott,

respectivamente (Figura 3.11).
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En un estudio realizado en mandarinas Satsuma por Matsumoto e lkoma (2012),
se reveld que la exposicion de frutos a temperaturas de 5°C inducia una
acumulacion de ornitina y glutamina. Por otro lado, Cook y col. (2004) observaron
en plantas de Arabidopsis thaliana un incremento en el contenido de ornitina,
glutamina y citrulina cuando eran expuestas a bajas temperaturas. También, se ha
informado que plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que acumulaban
ornitina son tolerantes a estrés por sequia y salinidad (Kalamki y col., 2009). La
ornitina es una AA requerido en la sintesis de PA. Como se menciond en la seccion
precedente, las PA estan relacionadas con la tolerancia frente a distintos tipos de
estrés abioticos. Si bien el registro de temperatura durante 45 dias antes de la
cosecha no presenté heladas, la temperatura minima que se alcanzé fue de 0°C.
Teniendo en cuenta que el contenido de putrescina y de ornitina fue
significativamente superior en Ellendale esto podria estar indicando una respuesta
metabdlica por parte de esta variedad a la baja temperatura durante su maduracion
in planta.
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Figura 3. 11. Cuantificacion absoluta de aminoacidos en extractos de epicarpio de Ellendale y Murcott
Los niveles de los metabolitos analizados se expresaron como mmol/gpf. Los asteriscos indican diferencias
significativas (P <0,05).

La figura 3.11 muestras que el contenido de serina fue significativamente
diferente entre variedades, siendo mayor en Murcott. En plantas este aminoacido

es sintetizado mediante tres vias diferentes: a través de la ruta del glicolato,
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asociada con la fotorrespiracion; la del glicerato y la de las vias fosforiladas (Ros, y
col., 2014). Ho y Saito (2001) observaron que esta ultima ruta de biosintesis se
encontraba inducida en plantas de Arabidopsis thaliana expuestas a diferentes tipos
de estrés abidticos como estrés salino y por frio.

Finalmente, también se detectd citrulina en Murcott (Figura 3.11). Como se
menciond anteiormente, este AA se encuentra relacionado con la respuesta al frio.
Cabe destacar que ambas variedades estuvieron expuestas a bajas temperaturas
durante la maduracion in planta. Por lo tanto, la presencia de citrulina y serina en el
perfil de AA de Murcott podria estar indicando una respuesta metabdlica diferencial
por parte de esta variedad en comparacion a la observada en Ellendale frente al

mismo tipo de estrés abiotico.

3.2.2.2.3. AcIpos GRASOS
En el siguiente apartado se describiran los resultados obtenidos a través del

analisis de la composicion de &cidos grasos (AG) totales esterificados a fosfolipidos
de membrana, mono, di o triacilgliceroles. En este estudio se utilizaron muestras de
epicarpio (flavedo) y endocarpio (sacos de jugos) de las variedades Murcott y
Ellendale.

El analisis de la composicion de AG de epicarpio revelé que, si bien se
observaron algunas diferencias significativas, en general no hubo grandes cambios
entre los cultivares estudiados. Dentro de los AG mas abundantes que se
observaron se destaca el acido linoleico (18:2(A%1?)), el cual presenté un contenido
relativo del 45% y el 35% en Ellendale y Murcott respectivamente, siendo
significativamente mayor en la primera variedad (Figura 3.12). El segundo AG mas
abundante fue el acido palmitico (16:0). EI mismo represent6 el 19,5% y 23,0% de
los acidos grasos totales en Ellendale y Murcott, respectivamente. En Murcott los
niveles observados de &cido oleico (18:1(A%) y linolénico (18:3(A%21%)) fueron de
12% y 15% respectivamente, siendo este ultimo significativamente mayor en esta
variedad (Figura 3.12). También se detecto acido estearico (18:0) y miristico (14:0)
aunqgue con niveles bajos, de alrededor de 2-3% en cada tipo de fruta. El contenido
de 140 fue significativamente superior en Murcott. Los acidos grasos con nimeros
impares de carbono (15 a 25 carbonos) fueron los menos abundantes, con niveles
por debajo 1% AG totales (Figura 3.12). El indice de doble enlace (DBI, por las
siglas en inglés Double Bond Index) es una medida del grado de insaturacion de
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las membranas lipidicas (ver Materiales y Métodos). El DBI calculado fue de 144 +
3 para Ellendale y 132 + 4 para Murcott, siendo significativamente superior en la
Ellendale.

En cuanto al perfil lipidico determinado en endocarpio (figura 3.12) se puede
observar que el orden de abundancia de &cidos grasos detectados en las dos
variedades estudiadas fue: 18:1(A°% (mas del 30 %) siendo el AG mas abundante
seguido de 18:2(A%1?) y 18:3(A%121%), Las diferencias mas importantes entre las
variedades estudiadas fueron en el contenido de 18:2(A%!?) con un 22% en
Ellendale y un 30% en Murcott y en el nivel de 18:3(A 2121%) el cual presentd una
tendencia opuesta. Tanto en Ellendale como en Murcott el contenido de acido
palmitico y estearico fue del 2% y 15% respectivamente. Cabe destacar que el 16:
2 si bien fue detectado en epicarpio de ambas variedades, en sacos, solo fue
determinado en Ellendale. Por otro lado, el 14:1 solo se detectado en epicarpio de
Murcott y Ellendale. En endocarpio, el DBI para Ellendale fue 128 + 4 mientras que
para Murcott fue de 134 + 5, no siendo esta diferencia significativa.

La diferencia observada en el DBI entre los tejidos de la variedad Ellendale
podria atribuirse mayormente al mayor contenido de 18:2(A °?1?) detectado en
epicarpio de esta variedad.

Es importante resaltar que un nivel alto de acido grasos insaturados (AGI) se
encuentra relacionado a una mayor tolerancia al estrés por frio, si bien no es el
anico factor implicado, obviamente. Estudios realizados en duraznos mostraron que
el incremento en el contenido de AGI en frutos almacenados a 0°C comparado con
controles que permanecian a 5°C fue unos de los factores que contribuy6 a evitar
el dafio por frio. Lurie y col. (1997) observaron que en tomate la aplicacion de
tratamiento térmico aumentaba la tolerancia al frio y estaba correlacionada con el
aumento de AGI.

Existen investigaciones que han revelado que los acidos grasos triénicos (AT)
son de gran importancia frente al estrés por temperatura y estrés biotico (Yaeno y
col., 2004). Especificamente en cloroplasto el acido linoleico (18:3(A %121%)) es un
activador de la NADPH oxidasa induciendo la acumulacion de ROS durante la
respuesta hipersensitiva. Se conoce que el contenido de AT es producto de las w3
y w6 acido graso desaturasas. En plantas estas enzimas se localizan en el

cloroplasto o reticulo endoplasmatico (RE).
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En resumen, en base a los resultados obtenidos en este trabajo se podria inferir
que Ellendale posee membranas mas fluidas lo cual le podria otorgar una ventaja
en condiciones de bajas temperaturas o durante caidas abruptas de temperatura.
En consecuencia, el estudio de la expresion y regulaciéon de w3 &acido graso
desaturasas es de gran importancia ya que en citrus es escaso el conocimiento
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Figura 3. 12. Cuantificacion relativa de acidos grasos totales esterificados a fosfolipidos de membrana
mono, di o triacilgliceroles en extractos de epicarpio y endocarpio de Ellendale y Murcott

Los niveles de los metabolitos analizados se expresaron como el area relativa. Los asteriscos
indican diferencias significativas (P <0,05).

3.2.2.2.4. CONTENIDO RELATIVO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN EPICARPIO DE
ELLENDALE Y MURCOTT
El flavedo de citricos constituye la primera barrera fisica frente a patdogenos. Por

esta razdn no es sorprendente que este el tejido posea un alto contenido de
flavonoides, compuestos fendlicos y fitoalexinas implicadas en los mecanismos de
defensa de la planta (Horowitz, 1961). Ademas, los flavonoides son apreciados

porque confieren beneficios para la salud humana debido a sus propiedades
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antioxidantes y antiinflamatorias (Chen y col., 1990; 1997). Los flavonoides pueden
ser clasificados como flavanonas (como hesperidina, narirutina, eriocitrina) o
polimetoxiflavonas (como nobiletina, tangeretina, sinensetina).

En la figura 3.13 se puede observar el contenido relativo de los metabolitos
secundarios que fueron detectados en Ellendale y en Murcott. El flavonoide mas
abundante detectado en Ellendale fue la hesperidina, siendo cinco veces superior
a los niveles detectados en Murcott. Por su parte, esta Ultima presento el nivel mas
alto de nobiletina (Figura 3.13). También se observaron diferencias significativas en
el contenido de narirutina, didimina, isorhoifolina, heptametoxiflavona,
isosinensentina, y escoparona, siendo las tres primeras mas abundantes en
Ellendale, mientras que los niveles de las tres ultimas fueron mayores en Murcott
(Figura 3.13). El contenido total de metabolitos secundarios, que se obtuvo por
sumatoria de las areas relativas, fue de 110 + 9 para Ellendale y de 105 + 8 para
Murcott. EI mismo no presentd diferencias significativas entre las variedades
estudiadas.

Estudios realizados en C. sinensis and C. paradisi mostraron que la nobiletina y
hesperidina fueron los flavonoides mas efectivos en la defensa contra P. digitatum
(Ortufio y col., 2006). Investigaciones mas recientes correlacionaron el contenido
de metabolitos secundarios en diferentes variedades de limones, naranjas,
tangerinas y pomelos con la velocidad inicial de infeccién P. digitatum. La
correlacion observada entre los factores en estudio fue negativa; cuanto mayor era
el contenido de las flavanonas hesperidina, naringinina y de la flavona diosmina,
menor era la susceptibilidad a la infeccion (Ortufio y col., 2011).

En resumen, se podria inferir que las variedades analizadas en este trabajo
tienen la misma habilidad de responder ante una posible infeccién, al menos en lo
que a contenido total de metabolitos secundarios se refiere. El alto contenido de
hesperidina y de nobiletina detectado en Ellendale estaria indicando una ventaja de
esta variedad frente al ataque del patégeno P. digitatum (Ortufio y col., 2006; 2011).
Sin embargo, para poder dilucidar la contribucibn de cada compuesto a la

resistencia frente a patdogeno es necesario realizar estudios mas especificos.
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Figura 3. 13. Cuantificacién relativa de metabolitos secundarios en extractos de epicarpio de
mandarinas var. Ellendale y Murcott

Los niveles de los metabolitos secundarios analizados se expresaron como el area relativa. Los
asterscos indican diferencias significativas (P <0,05).

3.2.2.3. ENZIMAS DEL METABOLISMO ANTIOXIDANTE
En esta seccion se describiran los resultados obtenidos a partir de las actividades

de las enzimas SOD, POD y CAT. Las mismas se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilaminda en condiciones no desnaturalizantes

revelados por actividad enzimatica (Figura 3.14)
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Figura 3. 14. Analisis de las enzimas POD (A), SOD (B), y CAT (C) en extractos de epicarpio de
mandarinas var. Ellendale y Murcott mediante electroforesis en condiciones no desnaturalizantes
revelados por actividad enzimética

En todos los casos el esquema de siembra fue el siguiente: extractos crudos de tres réplicas biologicas
independientes de Ellendale (E1, E2, E3), seguidas de tres réplicas biolégicas independientes de Murcott (M1,
M2, M3) y finalmente el marcador de peso molecular M. En todas las calles se sembraron 20 ug de proteina
total.
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Para el analisis comparativo, las bandas fueron cuantificadas por densitometria,
graficandose la de densidad oOptica (DO) para cada enzima (Figura 3.15).

En el caso de las enzimas POD y CAT, no se observaron diferencias
significativas entre las variedades estudiadas. Mientras que la actividad enzimatica

de SOD fue significativamente mayor en Ellendale (Figuras 3.14 y 3.15).
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Figura 3. 15. Densitometria de la actividad de POD, SOD y CAT en extractos de epicarpio de mandarinas
var. Ellendale y Murcott

Las bandas fueron cuantificadas mediante la determinacion de la intesidad de densidad éptica (DO).
Los asteriscos indican diferencias significativas (P <0,05).

Con el propésito de profundizar la caracterizacion de las potenciales isoformas
de SOD de flavedo, se realizaron estudios de inhibicion selectiva con cianuro
(inhibidor de las isoformas Cu/Zn-SOD) o H20:2 (inhibidor de las isoformas Fe-SOD
y Cu/Zn-SOD) previamente a ser revelados por actividad, como se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos mostraron que la banda de mayor
movilidad electroforética en ambas variedades se inhibié en presencia de cianuro.
La incubacion con H202 provoco la inhibicion de las bandas de menor y mayor
movilidad electroforética sin afectar a la banda intermedia tanto en Ellendale como
Murcott (Figura 3.16). De este modo es posible corroborar que las isoformas
presentes en ambas variedades son Fe-SOD, Mn-SOD, Cu/Zn-SOD, que se
corresponden con las bandas de movilidad electroforética menor, intermedia y

mayor, respectivamente.
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Figura 3. 16. Enzayos de inhibiciéon de la actividad de SOD en flavedo mandarinas var. Ellendale y
Murcott mediante electroforesis en condiciones no desnaturalizantes revelados por actividad
enzimatica

En todos los casos el esquema de siembra fue el siguiente: extractos crudos de tres replicas
biolégicas independientes de Ellendale (E1, E2, E3) seguidas de tres réplicas biol6gicas
independientes de Murcott (M1, M2, M3) y finalmente el marcado de peso molecular M. En todas
las calles se sembraron 20 pg de proteina total

* " -

Distintas investigaciones mostraron que en mandarinas tolerantes al dafio por
frio como Clementina y Clemenules el sistema antoxidante era mas eficiente en
comparacion con Fortuna, una variedad sensible (Sala, 1998; Sala y Lafuente,
1999; 2000). Por otro lado, las ERO estan involucradas en mecanismos de defensa
intrinsecos del fruto y actuarian como una primera barrera contra el ataque de
patégenos (Prusky y Lichter, 2007) ya que las ERO se hallan vinculadas con la
respuesta hipersensitiva, tipica de las interacciones de incompatibilidad planta-
patdogeno (Mehdy, 1994; Wojtaszek, 1997). A su vez, pueden evitar la expansion
de la infeccibn aumentando la resistencia de las paredes celulares y/o provocando
la muerte del patégeno en forma directa. Adicionalmente, son capaces de actuar
como moléculas sefalizadoras de las vias de defensa del hospedador frente al
ataque del patégeno (Dat y col., 2000).

Resulta claro que la respuesta de las plantas a las ERO debe recaer en un
equilibrio entre los efectos favorables de dicho metabolismo y su contraparte
nociva. Frente a este escenario, resultd interesante evaluar el comportamiento de
las principales enzimas antioxidantes, observandose que la actividad CAT y POD
no presentaron diferencias significativas en los cultivares estudiados. Por otro lado,
la actividad de SOD fue significativamente mayor en Ellendale, probablemente
debido al incremento detectado en la actividad de la isoforma Zn/Cu-SOD (Figura
3.16). SOD es una metaloenzima y constituye uno de los componentes mas

eficientes del sistema de defensa frente al efecto téxico de ERO. Debido a que las
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membranas son impermeables al radical superéxido las isoformas de SOD se
encuentran presentes en distintos compartimentos celulares (Sarvajeet y col.,
2015). La isoforma Mn-SOD se encuentra localizada en mitocondrias y
peroxisomas, la Fe-SOD en cloroplastos y la Zn/Cu-SOD es la mas abundante ya
que no soOlo se localiza en cloroplastos y peroxisomas sino que también se
encuentra en el citosol, apoplastos y nucleo. Estudios realizados por Faize y col.
(2011) revelaron que la sobreexpresion la Zn/Cu-SOD en plantas transgénicas de
Nicotiana tabacum cv. Xanthi aumentaba la tolerancia frente al estrés hidrico;
mientras que Gupta y col. (1993) reportaron que un incremento en la expresion de
esta isoforma se correlacionaba con un aumento en la tolerancia a frio y calor. En
este contexto, se podria inferir que Ellendale presenta una mayor capacidad para
eliminar el radical superdxido que Murcott, situacion que otorgaria una ventaja en

condiciones que produzcan incremento de las ERO.

3.2.2.4.EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO POSCOSECHA Y DEL

ALMACENAMIENTO A BAJA TEMPERATURA EN LA CALIDAD INTERNA DE
MANDARINAS ELLENDALE Y MURCOTT

El almacenamiento a baja temperatura es una estrategia ampliamente utilizada

para extender la vida poscosecha. En determinados cultivares, como por ejemplo
las mandarinas, el periodo de almacenamiento es importante ya que la calidad
interna de las mismas tiende disminuir de manera mas rapida que otros, por
ejemplo las naranjas. Kader y Arpaia (2002), recomiendan no exceder las 4
semanas de almacenamiento en frio para evitar la pérdida del sabor.

En una primera instancia se evalud la capacidad del tratamiento térmico para
prevenir la infecciébn por P. digitatum. Para esto, se evalué la incidencia de
podredumbre en ambas variedades, 30 dias después de haber realizado la
inoculacion del patdégeno; tanto en fruta control como fruta sometida a tratamiento
térmico (véase en Materiales y Métodos).

La figura 3.17, muestra que el tratamiento térmico redujo significativamente la
incidencia de podredumbre en ambas variedades, de 76,2 a 18,9% en Ellendale y
de un 97,5 a 54,8% para Murcott. En este contexto cabe destacar que estos
resultados concuerdan con los descritos en la seccién 3.2.2.2, en la cual se sugirié

que el perfil de metabolitos secundarios detectado en Ellendale le otorgaria una
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ventaja a la hora de enfrentar este tipo de estrés biotico. Es mas, como se describid
en la introduccion de esta Tesis, los tratamientos térmicos pueden actuar
directamente sobre el hongo o de manera indirecta sobre el fruto. En este trabajo
el curado se aplico después de realizar la inoculacion con P. digitatum, por lo tanto,
el efecto directo sobre el hongo deberia ser el mismo en ambas variedades. Asi, la
comparacion de los resultados obtenidos en ambas variedades indicaria que el

calor produce cambios en la capacidad de los frutos para frenar el desarrollo de la
enfermedad.
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Figura 3. 17. Efecto del tratamiento térmico sobre la incidencia de podredumbre en las variedades
Ellendale y Murcott después de 30 dias de realizar la inoculacion con P. digitatum

Se inocularon con P. digitatum frutos de mandarinas Ellendale y Murcott. Posteriormente se expusieron a
tratamiento térmico. El asterisco indica diferencia significativa (P <0,05).

El segundo objetivo de esta seccion fue evaluar el efecto del tratamiento térmico
y almacenamiento en frio en la calidad interna de la fruta en ambas variedades.
Para ello se determin6 contenido de sélidos soluble totales (SST), la acidez titulable
(AT) y con estos pardmetros se calculd el indice de madurez (IM= SST / AT).
Ademas de la pérdida de agua que sufren los frutos cosechados por transpiracion,
cabe recordar que el calor es un tipo de estrés abibtico que tiene una componente
de deshidratacion (Pedreschiy Lurie, 2015). Por esta razon, se evaluo la pérdida de
peso de los frutos. Por ultimo, también se determiné el contenido de acetaldehido
y etanol; debido a que estos compuestos en altos niveles afectan de manera
negativa el sabor de los frutos (Hagenmaier, 2002).
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Como se puede observar en la figura 3.18, el curado y el periodo de
almacenamiento no generaron diferencias significativas en los parametros de SST
(panel A), AT (panel B); y por ende el IM tampoco se vio afectado (panel C). La
determinacion del porcentaje de pérdida de peso revel6 que tanto el curado como
el tiempo de almacenamiento provocaron un incremento significativo en la
deshidratacion de ambos cultivares (Figura 3.18, panel D). A pesar de esto, los
valores determinados se encuentran dentro de los limites tolerables. Finalmente,
tanto el curado como el almacenamiento en frio aumentaron el contenido de etanol
y acetaldehido tanto en Ellendale como en Murcott (Figura 3.18 paneles E y F).

El gusto y el aroma son dos factores que determinan el sabor de las frutas. El
primero depende de SST, AT y la relacién SST / AT, mientras que el segundo esta
definido por un conjunto complejo de compuestos volatiles y es afectado de manera
negativa por acetaldehido y etanol (Hagenmaier, 2002). Por otro lado, es
fundamental tener en cuenta que un tratamiento poscosecha no soélo es efectivo si
evita el crecimiento de patdgenos, sino que también debe preservar tanto la calidad
interna como externa del fruto (Pedreschi y Lurie, 2015). Los niveles detectados de
compuestos volatiles que alteran el aroma fueron significativamente superiores en
frutas tratadas; no obstante, en ningun caso alcanzaron niveles asociados con mal
sabor (> 1000 ppm) (Hagenmaier, 2002).

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que el tratamiento térmico
aplicado no modificé de manera significativa ninguno de los factores relacionados
con el gusto durante el almacenamiento en frio en ninguna de las variedades
estudiadas.

En conclusidn, tanto el tratamiento térmico como el periodo de almacenamiento
seleccionados cumplen con el objetivo de disminuir la incidencia de podredumbre
causada por P. digitatum sin afectar de manera significativa la calidad interna y

externa tanto en mandarinas Ellendale como Murcott.
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Figura 3. 18 Parametros de calidad interna de frutos de mandarina var. Ellendale y Murcott expuestos
tratamiento térmico y almacenamiento a 5°C

Solidos solubles totales (A), acidez titulable (B), indice de madurez calculado como proporcion de
SST /AT (C). Porcentaje de la pérdida de peso fresco (D). El contenido de acetaldehido y de etanol
se muestran en los paneles E y F, respectivamente. Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas (P <0,05) causadas por el tratamiento térmico y el periodo de
almacenamiento en Ellendale (minUsculas) y en Murcott (mayudsculas).
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3.2.2.5. ANALISIS DE PERFILES METABOLICOS DE EPICARPIO DE FRUTOS
EXPUESTOS A TRATAMIENTO TERMICO Y ALMACENAMIENTO POSCOSECHA
Con el objetivo de estudiar el efecto del tratamiento térmico y del

almacenamiento a 5°C sobre el metaboloma de epicarpio se realizé un estudio de
metabolémica. Mediante ensayos de CG-EM y CL-EM se pudieron identificar 49
metabolitos cuyo contenido relativo, en Ellendale y Murcott, se muestra en la figura
3.19.
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Figura 3. 19. Contenido relativo de metabolitos en flavedos de mandarinas Ellendale y Murcott
expuestos tratamiento térmico y posterior almacenamiento a 5°C

El contenido relativo de cada metabolito en una muestra determinada fue dividido por el contenido promedio
total de ese mismo compuesto detectado en todas las muestras evaluadas. Los valores normalizados
expresados como logz se analizaron en el software Multi Experiment Viewer (MeV v4.4.1) y se muestran en una
escala de colores (que se describe en la parte superior de la figura). EC: epicarpio control de Ellendale a 0 dias
de almacenamiento; ETT: epicarpio curado de Ellendale a 0 dias de almacenamiento; EC + 7d: epicarpio control
de Ellendale a 7 dias de almacenamiento; ETT + 7d: epicarpio curado de Ellendale a 7 dias de almacenamiento;
EC + 30d: epicarpio control de Ellendale a 30 dias de almacenamiento; ETT + 30d: epicarpio curado de
Ellendale a 30 dias de almacenamiento; MC: epicarpio control de Murcott a O dias de almacenamiento; MTT:
epicarpio curado de Murcott a 0 dias de almacenamiento; MC + 7d: epicarpio control de Murcott a 7 dias de
almacenamiento; MTT + 7d: epicarpio curado de Murcott a 7 dias de almacenamiento; MC + 30d: epicarpio
control de Murcott a 30 dias de almacenamiento; MTT + 30d: epicarpio curado de Murcott a 30 dias de
almacenamiento.

82



CITRUS RETICULATA VAR. ELLENDALE Y MURCOTT

Los resultados obtenidos por CG-EM y CL-EM junto a los datos de SST, AT, IM,
contenido de acetaldehido y etanol fueron utilizados para realizar un estudio
exploratorio de ACP (Analisis de Componentes Principales). Dos componentes
principales pudieron explicar el 59,14% de la varianza total observada (39,47% y
19,67% para CP1 y CP2, respectivamente) (Figura 3.20). La grafica de ACP
muestra que ambas variedades se separaron en dos grupos en base a la CP1. Se
comprobd previamente que todos los metabolitos que contribuyeron a la
CP1caracterizaban a cada una de las variedades en estudio (seccién 3.2.2.2). Los
compuestos que contribuyeron principalmente a CP1 fueron: hesperidina (4,0%) y
18:2(A%1?) (3,9%), nuevamente mas altos en Ellendale; manitol (3,5%), narirutina
(4,0%), 14:0 (3,6%), 14:1(A°) (4,1%), 17:1 (3,7%) mayor en Murcott. Por otro lado,
la maltosa (6,6%), glucosa (5.3%), sacarosa (5.2%), &cido citrico (6.9%),
isorhoifolina (4,8%) y 17:0 (6.3%) fueron las principales variables que contribuyeron
a CP2. La lista completa de contribucion de cada una de las variables en estudio

se informa en la tabla 3.2.

Manitol (3,5%); Narirutina (4,0%);14:0 (3,6%); 14:1 (4,1%); 17:1(3,7%)

Hesperidina (4,0%); 18:2 (A9,12)(3,9%)
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Figura 3. 20. Analisis de componentes principales en flavedo de Ellendale y Murcott expuestos a

tratamiento térmico y almacenamiento a 5°C
El primer componente (39,47%) separa cada variedad en base a los metabolitos que mas las diferencian y el
segundo componente (19,67%) separa los grupos en base al comportamiento después de los tratamientos.
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CP1 CP2
Melibiosa 0,0160 1,0344
Turanosa 0,1448 2,6037
Maltosa 0,3901 6,5628
Fructosa 1,8236 3,8761
Glucosa 0,2815 5,3275
Galactosa 2,7658 0,8128
Sucrosa 0,9312 5,1763
Acido ribdnico 0,0066 0,0094
Acido trednico 0,1254 2,0561
Acido propanoico 2.4286 0.2622
Acido citrico 0,0000 6,8770
Acido malico 2,0018 0,9168
Acido cinamico 0,0379 1,2135
Glicerol 2,4364 0,4712
Mio-inositol 2,9462 1,4031
Manitol 3,5065 0,8480
GABA 2,5020 0,0328
Putrescina 0,7876 0,8394
Acetaldehido 0,0081 1,8520
Etanol 0,2566 0,7087
SST 0,4048 1,4065
AT 2,0132 0,2881
IM 1,2585 0,0062
Pérdida de peso 0,1352 0,0912
Eriocitrina 1,0540 2,1404
Didimina 3,3706 0,3319
Narirutina 4,0499 0,1656
Diosmina 0,0133 2,1549
Hesperidina 4,0610 0,2125
Isorhoifolina 0,8856 4,7738
Escoparona 0,6865 0,0207
Isosinensetina 1,5830 1,0982
Sinensetina 1,5139 0,8157
Nobiletina 1,7477 1,3128|
Heptamethoxiflavona 0,9749 1,0257
Tangereﬁna 2,5063 0,9816
14:0 3,6411 0,3452
14:1 4,1001 0,1523
15:0 3,0723 1,8203
16:0 3,2579 0,4198
16:1* 1,8331 3,2120
16:2 0,9766 0,1673
17:0 0,3540 6,2818
17:1 3,7036 1,0201
18:0 0,7595 4,4304
18.1* 1,8483 0,1702
18:2 (A9,12) 3,9555 0,0404
18:3  (A9,12,15) 3,2476 1,0252
20:0 1,1705 3,2541
20:1 3,4551 0,0558
21:0 1,4416 5,1166
22:.0 0,1363 3,4948
23:0 3,3377 0,3116
24:0 2,8036 0,8389
25:0 1,4058 0,2090

Tabla 3. 2. Porcentaje de contribucion de cada uno de los metabolitos a las componentes principales 1

(CP1)y 2 (CP2)
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En las figuras 3.21 y 3.22 se muestran los resultados obtenidos a partir del

analisis estadistico de los metabolitos que contribuyeron a las CP1 y CP2
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Figura 3. 21. Anélisis estadistico de metabolitos que contribuyen a la componente principal 1 (CP1)

Metabolitos que contribuyeron a la CP1. Las diferentes letras indican variacion significativa (P< 0,05)
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Figura 3. 22. Anélisis estadistico de metabolitos que contribuyen a la componente principal 2 (CP2)
Metabolitos que contribuyeron a la CP2. Las diferentes letras indican variacion significativa (P< 0,05)

Como se puede observar en la figura 3.20, la componente principal 2 revel6 una
respuesta metabdlica diferencial de cada una de las variedades frente al
tratamiento térmico y al periodo almacenamiento. De hecho, las muestras de
Murcott almacenadas a 7 y 30 dias se agruparon juntas, independientemente del
curado; y se separaron de las muestras de control y tratadas de 0 dias. Por el
contrario, el metaboloma de las muestras de Ellendale cambi6é en respuesta al
tratamiento térmico, pero no con el tiempo de almacenamiento. Los flavedos
curados y almacenados a 0, 7 o 30 dias, formaron un grupo separado de controles
en los mismos periodos.

Como se puede observar en la figura 3.21 se detectd un incremento en el
contenido de manitol durante el almacenamiento en epicarpio de Murcott; mientras
gue en Ellendale este metabolito no pudo ser determinado. El manitol es compuesto
gue se encuentra fuertemente relacionado con la respuesta a diferentes tipos de
estrés abidticos y bidticos y puede actuar como protector osmoético, molécula sefal

y/o antioxidante (Meenay col., 2015; Patel y Williamson, 2016; Stoop y col., 1996).
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Este polialcohol es sintetizado principalmente en las hojas y es traslocado a tejido
y organos heterotréficos, como las frutas, donde puede ser almacenado o
consumido como fuente de energia (Meena y col., 2015; Stoop y col., 1996). De
esta manera, la acumulacion de manitol en Murcott estaria generada por el efecto
combinado entre el incremento en el transporte a partir de tejidos fuentes y una
disminucién en la degradacion en tejidos sumideros, como el epicarpio del fruto.
Esta situacion podria ser responsable de la respuesta diferencial en la acumulacion
de manitol detectada en Murcott durante la poscosecha. Como se observa en la
figura 3.18, panel D, el tratamiento térmico y el periodo de almacenamiento
indujeron la pérdida de peso en ambas variedades. Sin bien el porcentaje de
pérdida determinado fue similiar en Ellendale y Murcott, la deshidratacién generada
podria haber sido suficiente para disparar la acumulacion de manitol en epicarpio
de Murcott. Otra posibilidad podria radicar en la acumulacion diferencial de
azucares, que se observo en respuesta a la aplicacion del tratamiento térmico
(Figura 3.21). Los hidratos de carbono son metabolitos osmoprotectores, por lo
tanto, el aumento inducido por curado en Ellendale podria estar reduciendo el
estrés osmaotico generado por la deshidatracion e inhibiendo en la produccién de
manitol en Ellendale.

Debido a que las plantas no pueden escapar de condiciones adversas, han
desarrollado una serie de mecanismos complejos para poder evitar el dafio
causado por estas. En este contexto, las fluctuaciones en la temperatura inducen
modificaciones en diferentes componentes celulares dentro de los cuales se
pueden mencionar cambios en el grado insaturacion de los acidos grasos, en la
composicién de glicerolipidos y en la redistribucién de AG entre otros (Murata y Los,
1997). Bita y Gerats (2013) postularon que una de las primeras sefales detectadas
es el cambio en la fluidez de las membranas. En este trabajo se detect6 un alto
contenido de AG de cadena larga como el 14:0, 14:1(A° y 17:1 en epicarpio de
Murcott, mientras que en Ellendale el nivel de AG 18:2 (A%'?) fue superior. Ademas,
en ambas variedades el contenido relativo de 18:2 (A®1?) fue mayor que el de los
14:0, 14:1(A°% y 17:1, por lo tanto, este AG podria ser responsable de incrementar
la fluidez de la membrana. Como se menciono previamente, un buen indicador del
grado de insaturacion de los AG de membrana es el indice de doble enlace DBI (de
las siglas en inglés Doble Bond Index) (Figura 3.23).
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Figura 3. 23. Variacién del indice de doble enlace (DBI) en epicarpio de Ellendale y Murcott
Determinacién del DBI en epicarpio de mandarinas Ellendale y Murcott expuestos a tratamiento térmico y
almacenamiento a 5°C durante 30 dias. Las diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05).

Segun se desprende de la figura 3.23, el andlisis del DBI mostré que las
variedades estudiadas presentaron una respuesta diferencial frente a los dos
factores en estudio. En Ellendale, el tratamiento térmico increment6 el DBI en todos
los puntos de almacenamiento evaluados. Por otro lado, en Murcott el DBl aumentd
a los 7 dias de almacenamiento, permaneciendo estable a los 30 dias. Estos
resultados refuerzan los obtenidos en el ACP, donde se observé que el tratamiento
térmico en Ellendale tiene un efecto mas fuerte que el tiempo de almacenamiento
mientras que en Murcott fue este ultimo factor el que tuvo mayor preponderancia.
Estos hallazgos se contraponen con los descritos por Schirra y Cohen (1999),
donde se reportdé que el calentamiento intermitente afectaba el grado de
insaturacion de los lipidos de membrana en naranjas durante el almacenamiento
poscosecha. Por otro lado, en mandarinas Fortuna se observdo que el
almacenamiento a 2,5°C aumentaba el DBI durante los primeros 20 dias, volviendo
a valores basales a los 40 dias (Mulas y col., 1995). Estos autores también
sefalaron que el almacenamiento en frio afectaba el DBI, en particular el de AG
grasos polares, de tal manera que prevenia cambios relacionados con la
senescencia de los frutos. En el afio 2017, Lafuente y col. informaron que la
expresion de genes que codificaban para dos desaturasas de AG (w6 y acil
desaturasa) y una fosfolipasa D disminuia durante el almacenamiento en frio en

frutos que previamente habian sido expuestos a tratamiento térmico por 3 dias a
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37°C. Sin embargo, también reportaron que el incremento en la expresién de genes
que codificaban para una w3 acido graso desaturasa y una esfingolipido
desaturasa, podria estar relacionado con un incremento en el contenido de AG
trienicos en respuesta al curado. Es importante tener en cuenta que los resultados
obtenidos en este trabajo representan el pool completo AG esterificados presentes
en las muestras por lo tanto el efecto del tratamiento térmico en las distintas
membranas celulares no puede ser descrito.

La figura 3.20 muestra que los metabolitos que mas contribuyeron a la CP2, en
epicarpio de Murcott control y curado a 0 dias de almacenamiento y en epicarpio
curado de Ellendale a 0, 7 y 30 dias de almacenamiento, fueron la maltosa, la
glucosa, la sacarosay el acido citrico. El contenido de los tres azlicares permanecio
relativamente constante durante el periodo de almacenamiento en Ellendale,
mientras que en Murcott cayd (Figura 3.22). Como se describié en la seccion
3.2.2.2.1, tanto el nivel de azlcares como el de &cido citrico no sélo influyen en la
calidad de la fruta sino que también forman parte de la respuesta de las plantas

frente a distintos tipos de estrés (Liy col., 2016).

3.2.2.6. ESTUDIO DEL PROTEMOMA DE EPICAPIO DE FRUTOS EXPUESTOS A
TRATAMIENTO TERMICO DURANTE EL ALMACENAMIENTO EN FRIO

3.2.2.6.1. ANALISIS PRELIMINAR DEL PROTEOMA DIFERENCIAL
En el siguiente apartado, se discutiran los resultados obtenidos a partir del

estudio de protedmica realizado en muestras de epicarpios heridos controles y
curados, de mandarinas Ellendale y Murcott, almacenados a 0y 7 dias. La eleccion
de los periodos se hizo en base a los resultados de metabolémica, dado que, como
se observé en el andlisis de componentes principales (Figura 3.20), los cambios
mas interesantes para analizar ocurrieron entre los 0 y 7 dias de almacenamiento.
En estos puntos, las variedades presentaron una respuesta metabdlica diferente
frente al tratamiento térmico, la cual se mantuvo a los 30 dias.

Los resultados obtenidos con el software Proteome Discoverer revelaron que,
para el total de las muestras analizadas, se pudieron detectar 1847 proteinas
diferentes. Estos datos fueron procesados con el software Perseus y la tabla 3.3
muestra el nimero promedio total de proteinas que han sido identificadas para cada

una de las muestras analizadas y la cantidad de proteinas que aumentaron o
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disminuyeron de manera significativa dos o mas veces su expresion en respuesta

a al tratamiento térmico.

ETT-EC 1423 172 115
ETT-EC7d 1392 119 128
MTT-MC 1341 40 55
MTT-MC 7d 1383 52 35

Tabla 3. 3. Proteinas identificadas a partir de los programas Proteome Discoverer y Perseus

EC: epicarpio control de Ellendale a 0 dias de almacenamiento; ETT: epicarpio curado de Ellendale a 0 dias
de almacenamiento; EC + 7d: epicarpio control de Ellendale a 7 dias de almacenamiento; ETT + 7d: epicarpio
curado de Ellendale a 7 dias de almacenamiento; MC: epicarpio control de Murcott a 0 dias de almacenamiento;
MTT: epicarpio curado de Murcott a 0 dias de almacenamiento; MC + 7d: epicarpio control de Murcott a 7 dias
de almacenamiento; MTT + 7d: epicarpio curado de Murcott a 7 dias de almacenamiento.

Como muestra la tabla 3.3, el nUmero que proteinas que incrementaron o
decrecieron su cantidad en respuesta al tratamiento térmico en flavedo de Ellendale
fue mayor que el detectado en Murcott. Con el objetivo de identificar las proteinas
involucradas en la respuesta al curado, en las variedades estudiadas, a cada una
de ellas se le asign6 su gen ortélogo en Arabidopsis thaliana como se describe a
continuacion.

Como el genoma de Citrus reticulata no se encuentra secuenciado, para poder
conocer la identidad de las proteinas detectadas, se utlizé el genoma de Citrus

sinensis (Csi) de la base de datos Uniprot (http://www.uniprot.org/) debido a que

presentan una alta homologia. Posteriormente, para cada gen de Citrus Sinensis
se buscé su ortdlogo en A. thaliana utilizando la base de datos de Phytozome

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html ). Con el fin de hacer un analisis

preliminar de las proteinas que incrementaron y disminuyeron en respuesta al
tratamiento térmico en Ellendale y Murcott, se realizaron los siguientes diagramas

de Venn para cada periodo de almacenamiento (Figura 3.24 y 3.25).
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MTT-MC 0d Baja ETT-EC 0d Sube

19
(6.4%)

ETT-EC 0d Baja ~ MTT-MC 0d Sube

Figura 3. 24. Diagrama de Venn para las proteinas que incrementaron y disminuyeron de manera
significativa en epicarpios heridos de mandarinas Ellendale y Murcott, expuestos a tratamiento térmico
y 0 dias de almacenamiento

ETT-EC 0d Baja: disminuyeron por curado en epicarpio de Ellendale a 0 dias de almacenamiento; ETT-EC 0d
Sube: aumentaron por curado en epicarpio de Ellendale a 0 dias de almacenamiento; MTT-MC 0d Baja:
disminuyeron por curado en epicarpio de Murcott a 0 dias de almacenamiento; MTT-MC 0d Sube: aumentaron
por curado en epicarpio de Murcott a 0 dias de almacenamiento.
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MTT-MC 7d Baja ETT-EC 7d Sube
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(34.9%)
18
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83
(31.8%

ETT-EC 7d Baja MTT-MC 7d Sube

Figura 3. 25.Diagrama de Venn para las proteinas que incrementaron y disminuyeron de manera
significativa en epicarpios heridos expuestos de mandarinas Ellendale y Murcott, a tratamiento térmico
y 7 dias de almacenamiento

ETT-EC 7d Baja: disminuyeron por curado en epicarpio de Ellendale a 7 dias de almacenamiento; ETT-EC 7d
Sube: aumentaron por curado en epicarpio de Ellendale a 7 dias de almacenamiento; MTT-MC 7d Baja:
disminuyeron por curado en epicarpio de Murcott a 7 dias de almacenamiento; MTT-MC 7d Sube: aumentaron
por curado en epicarpio de Murcott a 7 dias de almacenamiento.

Como se puede observar en la figura 3.24, de las 172 proteinas que aumentaron
su cantidad en epicarpio de Ellendale, en respuesta al tratamiento térmico a los 0
dias de almacenamiento (Tabla 3.3), 115 solo lo hicieron en esta variedad; mientras
que 36 también registraron un incremento en flavedo de Murcott. Por otro lado, 19
de las proteinas que aumentaron en Ellendale decrecieron su nivel en epicarpio de
Murcott. Finalmente, de las 115 proteinas que disminuyeron su cantidad en
respuesta al curado en flavedo de Ellendale (Tabla 3.3), 89 lo hicieron sélo en esta
variedad mientras que 15 también decrecieron en epicarpio de Murcott (Figura
3.24).

La figura 3.25 muestra el diagrama de Venn obtenido para proteinas cuyo nivel
aumento y disminuyo en flavedo de Ellendale y Murcott, en respuesta al tratamiento
térmico a los 7 dias de almacenamiento poscosecha a 5°C. De las 119 proteinas
que incrementaron en Ellendale y de las 52 que lo hicieron en Murcott (Tabla 3.3),
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19 aumentaron en ambas variedades. Por otro lado, de las 128 y 35 proteinas que
disminuyeron su contenido en Ellendale y Murcott, respectivamente (Tabla 3.3), 23

decrecieron en ambas variedades (Figura 3.25).

3.2.2.6.2. ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO DE PROTEINAS Y EVALUACION DE LOS

METABOLISMOS AFECTADOS POR EL TRATAMIENTO TERMICO A 0 DIAS DE
ALMACENAMIENTO

El andlisis de enriqguecimiento génico es un método que permite calcular la

superposicion de un conjunto de genes con grupos de genes previamente definidos
por el sistema de Ontologia génica (GO de las siglas en inglés Gen Ontology) (Yiy
col., 2013). Este andlisis es un método eficiente y rapido para determinar las
funciones asociadas a grandes listas de genes, aumentando de esta manera la
probabilidad de interpretar el significado biolégico de las mismas. Dentro del
sistema GO existen distintas categorias que describen un mismo gen; las mas
importantes son BP (de las siglas en inglés Biological Process), la cual da
informacion sobre procesos bioldgicos; MF (de las siglas en inglés Molecular
Functions), la cual describe la funcién bioldgica; y la CC (de las siglas en inglés Cell
Components), que detalla la localizacién dentro de la célula (Tian y col., 2017).

En este trabajo se utilizé el kit de herramientas bioinforméticas provistas por el
servidor PlanGSEA (http://systemsbiology.cau.edu.cn/PlantGSEA/) y la plataforma

agriGO(http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/specises_analysis.php?Specis

elD=1&latin=Arabidopsis thaliana), la cual se enfoca en el analisis de

enriquecimiento génico por ontologia génica en plantas y especies agricolas (Tian
y col., 2017).

En una primera instancia, utilizando las herramientas de agriGO, se realiz6 un
enriguecimiento génico con la meta de obtener un panorama global de los procesos
biol6gicos que se encontraban involucrados en cada uno de los grupos
experimentales estudiados. Posteriormente, se uso la base de datos curada de
KEGG y PlantCyc, del servidor PlantGsea, para conocer los metabolismos en los
gue estaban involucrados. Finalmente, para cada uno de los genes de interés se
determind la proteina que codificaban utilizando la base de datos Phytozome. Es
importante resaltar que, si bien todos los analisis fueron realizados utilizando los
ortélogos en Arabidopsis thaliana y las funciones de las proteinas pueden ser

diferentes en flavedo de mandarinas, los mismos fueron muy valiosos para el
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estudio exploratorio preliminar de la respuesta de este tejido frente al tratamiento

térmico y almacenamiento en frio.

3.2.2.6.2.1. RESPUESTA DIFERENCIAL INMEDIATA DE ELLENDALE Y MURCOTT
Mediante el uso de plataforma agriGO se realiz6 un estudio de las proteinas

diferencialmente enriquecidas en ambas variedades. Cabe mencionar que, en el
caso de Murcott, la escasa cantidad de proteinas que modificaron su contenido no
permitio realizar el analisis ya que la plataforma utilizada requiere un minimo de 10
proteinas para realizar el agrupamiento con una estadistica confiable. Sin embargo,
cabe destacar que estos grupos de proteinas si pudieron ser analizados mediante
la plataforma PlantGsea como se describird en la seccion 3.2.2.6.2.3. Los
resultados mas interesantes se obtuvieron con el grupo de proteinas que
incrementaron su nivel en Ellendale; debido a que algunas de ellas entraron en la
categoria de Respuesta a estimulo. Los mismos se discuten en profundidad a
continuacion.

La figura 3.26 muestra los resultados obtenidos para este grupo experimental.
Las principales categorias que se enriquecieron, dentro de la de Procesos
biolégicos, fueron Respuesta a estimulo con 52 proteinas de las 115 analizadas;
Procesos celulares con 77 y Procesos Metabdlicos con 73 (Figura 3.26). De estas
tres categorias, la que presentd mayor significancia estadistica fue la de Respuesta

a estimulo con un p = 2.16e%.
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Figura 3. 26. Enriquecimiento de las 115 proteinas que incrementaron en respuesta a tratamiento térmico a 0 dias almacenamiento en flavedo de mandarinas Ellendale
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Con el objetivo de investigar los tipos de respuestas a estimulo que indujo el
tratamiento térmico en epicarpio de Ellendale, se analizaron cada una de las 52
proteinas que estaban en esta categoria. La tabla 3.4 detalla las mas relevantes,
junto a su descripcioén, y el tipo de respuesta en el que se encuentran involucradas.

La superfamilia de HSP esta conformada por una amplia gama de proteinas que
poseen pesos moleculares que varian entre 15y 115 KDa. Dentro de la misma se
han identificado cinco familias: HSP 70, chaperoninas (HSP 60), HSP 90, HSP 100
y HSP de bajo peso molecular llamadas sHSP (de las siglas en inglés Small Heat
Shock Proteins). Las sHSP se encuentran principalmente en el citoplasma y en el
nucleo de las células pero también en distintos compartimentos celulares como
cloroplastos, reticulo endoplasmatico y mitocondrias (Timperio y col., 2008; Wang,
2004). En general, las HSP poseen un rol crucial en la proteccion de las plantas
frente a estrés, principalmente debido a su actividad chaperona, la cual consiste en
reconocer y unirse a proteinas que han perdido su conformacion nativa
permitiéndoles plegarse de manera correcta evitando su agregacion. Las small
HSP, a diferencia de las de alto peso molecular, poseen actividad chaperona
independiente de ATP (Gusev y col., 2002). Estas chaperonas también se
encuentran involucradas en la estabilidad de las membranas. Horvéath y col. (2008)
observaron que las sHSP contribuian, parcialmente, a la permeabilidad y fluidez de
la membrana de frutos y vegetales sometidos a estrés por frio durante el
almacenamiento poscosecha. En este trabajo se observo que el tratamiento térmico
indujo la expresion de las HSP de bajo peso molecular mitocondrial HSP 23.6 y una
perteneciente a la superfamilia de la HSP 20. Este escenario podria estar
relacionado con un incremento en la tolerancia al dafio por frio en Ellendale durante
el almacenamiento poscosecha a 5°C. Cabe recordar en este punto que el
incremento a la tolerancia al frio es una de las respuestas inducidas por los
tratamientos térmicos (Lurie y Pedreschi, 2014; Morteza y Samad, 2014). En apoyo
a esta hipotesis, He y col. (2012) observaron que la exposicién a aire caliente (38°C)
por tres dias en bananas, incrementaba la expresiéon de sHSP disminuyendo el
dafo por frio en estos frutos durante el almacenamiento poscosecha. Por otro lado,
la acumulacion de HSP frente a la exposicion de tratamientos térmicos con distinta

intensidad (24 y 48 hr) en tomates y pomelos constituy6 una herramienta importante
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Respuesta a estimulo

Descripcion N 97 el Hongo |. Ac[dq Herida Calor E.S”e.s Defensa
gen jasmobnico oxidativo

HSP 23.6 mitocondrial AT4G25200

Proteina de la superfamilia de chaperonas HSP20 AT5G51440

Proteina de la fam_llla d_e gllc_:oprotelnas ricas en ATAG26750
hidroxiprolina

Metacaspasa tipo 1 AT1G02170

Proteina de la familia de desaturasas esteroil-acil AT2G43710
transferasas

Ceramidasa neutra/alcalina no lisosomal AT1G07380

Glutation peroxidasa 2 AT2G31570

OPC-8:0 CoA ligasal AT1G20510

12-Oxofitodienoato reductasa 2 AT1G76690

Estrictosidina sintasa tipo 4 AT3G51420

] . AT3G51430

Proteinas de la superfamilia de las fosfotrasferasas

dependiente del calcio AT3G51440

AT3G51450

Mio-inositol-1-fosfato sintasa 2 AT2G22240

Proteinas de la superfamilia de aminohidrolasas N-terminal | AT3G60820

Tocoferol ciclasa AT4G32770

Tabla 3. 4. Descripcion de los principales proteinas involucradas en la categoria de ontologia génica: Respuesta estimulo, que incrementaron en epicarpio de Ellendale en respuesta

al tratamiento térmico a los 0 dias de almacenamiento
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a la hora de evaluar la intensidad y eficacia del tratamiento y poder predecir la
tolerancia inducida al dafio por frio (Polenta y col., 2007).

3.2.2.6.2.2. RESPUESTA INMEDIATA COMUN A AMBAS VARIEDADES
Finalmente se analizaron las 15 proteinas que disminuyeron y las 36 que

incrementaron en respuesta al tratamiento térmico, en ambas variedades. El primer
grupo no arrojé resultados dentro de la categoria Procesos biolégicos. Por otro lado,
como se puede observar en la figura 3.27, 19 de las 36 proteinas que incrementaron
en respuesta al curado, se agruparon en la categoria de Procesos metabdlicos. A
su vez, 5 de las 36 lo hicieron en Procesos metabolicos secundarios. Cuando se
evaluaron las 36 proteinas utilizando la plataforma PlantGsea, utilizando como base
de datos KEGG y PlantCyc para ver los metabolismos que se veian alterados, se
encontré6 que las proteinas de la categoria Procesos metabdlicos secundarios
pertenecian a la superfamilia de las enzimas 2 oxoglutarato dioxigenasa
dependientes de Fe (ll), ODD (de las siglas en inglés 2-oxoglutarate/Fe(ll)-

dependent dioxigenase).

Grado de significancia
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Figura 3.27. Enriquecimiento de las 19 proteinas que incrementaron en respuesta a tratamiento térmico
a 0 dias almacenamiento en flavedo de mandarinas Ellendale y Murcott
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La superfamilia de las ODD se encuentra constituida por una amplia gama de
enzimas que catalizan diversas reacciones como hidroxilaciones, desmetilaciones,
desaturaciones, epimerizaciones, halogenaciones, entre otras (Clifton y col., 2006;
Flashman y Schofield, 2007; Loenarz y Schofield, 2008; Tarhonskaya y col., 2014).
Las ODD se encuentran involucradas tanto en el metabolismo primario como el
secundario. Dentro de este Ultimo, las ODD catalizan reacciones en la biosintesis y
metabolismo de flavonoides, biosintesis de alcaloides como la bencilisoquinolina y
tropano, biosintesis de glucosinolato y de fitoalexinas como DIMBOA (2,4-dihidroxi-
7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona) y biosintesis de coumarinas, entre otras (Farrow y
Facchini, 2014). En este trabajo se observé que, tanto en Ellendale como en
Murcott, el tratamiento térmico incrementd el nivel de cinco 2 oxoglutarato
dioxigenasa dependientes de Fe (II) cuya actividad se encontraba relacionada con
la biosintesis de flavonoides (Figura 3.27). Estos resultados, junto a los descritos
previamente en esta seccion, indicarian que si bien el curado induce una respuesta
de defensa en ambas variedades, la respuesta de Ellendale seria mas pronunciada
que la detectada en Murcott. El mismo patrén se observé cuando se analizé el

metaboloma (Figura 3.20).

3.2.2.6.2.3. METABOLISMOS AFECTADOS POR EL TRATAMIENTO TERMICO EN
ELLENDALE Y MURCOTT EN LA RESPUESTA INMEDIATA
Con la meta de realizar un estudio mas detallado de los metabolismos que fueron

alterados por el tratamiento térmico, en cada uno de los grupos experimentales, se
efectué un enriquecimiento en PlantGsea utilizando las bases de datos KEGG vy
PlantCyc. En la tabla 3.5 se detallan los resultados obtenidos. De manera preliminar
los resultados refuerzan las observaciones realizadas previamente en este trabajo;
los principales cambios que indujo el curado se observaron en epicarpio de
Ellendale. En Murcott, el tratamiento térmico incrementd los niveles de 8 proteinas
(figura 3.24) que se encontraban relacionadas con el metabolismo del
espliceosoma y del ribosoma (Tabla 3.5); mientras que las 6 que disminuyeron
(Figura 3.24) pertenecian al metabolismo de biosintesis de fenilpropanoides (Tabla
3.5). En conjunto, los resultados indicarian que el curado afecta el metabolismo de
epicarpio de Ellendale de manera mas notoria que en Murcott.

En Ellendale, el analisis de las 115 proteinas que incrementaron en respuesta al

tratamiento térmico reveld que se enriquecieron los siguientes metabolismos:
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glucdlisis IV (citosdlica), glucolisis/gluconeogénesis, ciclo de los &cidos
tricarboxilicos, fermentacién de piruvato, B-oxidacién de &cidos grasos Il (AG
insaturados de cadena impar) y IV (AG insaturados de cadena par), metabolismo
de acido alfa linoleico, biosintesis de fenilpropanoides y de fenilpropanoides libres,
biosintesis de alcaloides a través de la ruta del acido shikimico y biosintesis de
terpenoides y esteroides. En cuanto a las 89 proteinas que disminuyeron en
respuesta al curado, los metabolismos afectados fueron los de ribosoma y de carga
de tRNA (Tabla 3.5).

El &cido jasmodnico (AJ) y sus precursores ciclicos, conocidos como jasmonatos,
constituyen una familia de compuestos bioactivos que poseen multiples funciones
en las plantas. En un principio se los describi6 como reguladores de crecimiento
involucrados en procesos de desarrollo. Sin embargo, posteriormente, el acido
jasmoénico fue reconocido como una molécula sefial inducida por diferentes tipos
de estrés. Diversos autores han descrito el rol del AJ en respuestas de defensa
contra herbivoros y patdgenos (Schilmiller y Howe, 2005; Turner y col., 2002). Este
metabolito y su precursor biosintético, el acido 12-oxofitodienoico (OPDA de las
siglas en inglés 12-Oxophytodienoic acid), inducen un numero de genes que
codifican proteinas involucradas en la respuesta de defensa en plantas como por
ejemplo inhibidores de proteasas, enzimas involucradas en la biosintesis de
flavonoides, osmotinas y lipoxigenasas, y diferentes proteinas relacionadas con la
patogénesis (Farmer y col., 2003; Sasaki-Sekimoto y col., 2005; Taki y col., 2005).

Por otro lado, un estudio realizado por Kienow y col. (2008), en Arabidopsis
thaliana reveld que la expresion del transcripto At1g20510, el cual codifica para la
enzima OPC-8: CoA ligasa, increment6 frente a herida o infecciébn. Ademas, se
observd que esta enzima se encontraba involucrada en un paso esencial de la
biosintesis de acido jasmonico ya que cataliza la formacion de 3-oxo-2- (2 - [Z] -
pentenil) ciclopentano-1-octanoil-CoA, que posteriormente es convertido en acido
jasmonico mediante B-oxidacién. En el afio 2008 Kienow y col. detectaron un
incremento en la expresion de la enzima 12-oxofitodienoato reductasa 2, la cual
también se encuentra vinculada a la sintesis de &acido jasmonico. Esta enzima
cataliza la reduccion del acido 12-oxofitodienoico para producir el acido oxo-2- (2
-pentenil) -ciclopentano-1-octanoico (OPC-8: 0). En el afio 2008, Tomoyuki y col.

(afio) observaron, en arroz, que la expresion del transcripto que codifica para la
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INCREMENTA EN ELLENDALE POR TRATAMIENTO TERMICO A 0 DIAS DE ALMACENAMIENTO

Nombre del grupo de genes Descripcion Categoria p value FDR Gen Nombre de la proteina
GLUCOLISIS IV (54) Glicdlisis IV (citosélica) PlantCyc 0.021 0.0442 | AT2G22480 |Fosfofructoquinasa 5
AT2G24270 | Aldehido deshidrogensa 11A3
AT1G01090 | Piruvato deshidrogensa E1 alfa
KEGG GUICOLISIS/IGLUCONEOGENESIS(87) Glicélisis/Gluconeogénesis KEGG 5.61e-3 0.0183 AT2G22480 | Fosfofructoquinasa 5
Proteina de la familia lactato/malato
AT4G17260 | deshidrogenasa
AT1G01090 | Piruvato deshidrogensa E1 alfa
KEGG_CICLO DE ACIDOS TRICARBOXILICOS (61) Ciclo de acido tricarboxilicos KEGG 2.15e-3 0.0113 | AT3G06650 | ATP-citrato liasa B-1
AT5G49460 | ATP citrato liasa subunidad B 2
” . Proteina de la familia lactato/malato
FERMENTACION DE PIRUVATO A LACTATO (1) Fermentacion de piruvato a lactato PlantCyc 7.95e-3 0.0278 AT4G17260 | deshidrogenasa
i ) Beta oxidacion de acidos grasos IlI ) o »
BETA OXIDACION DE ACIDOS GRASOS IlI (3) Y IV (9) (insaturados de cadena impar) y IV PlantCyc 1.56e-4 2.28e-3 | AT4G14430 | Proteina de respuesta al acido indol-3-butitico 10
(insaturados de cadena par) AT4G14440 | 3-hidroxiacil-CoA dehidratasa 1
KEGG METABOLISMO DEL ACIDO ALFA LINOLEICO(28) | Metabolismo de &cido alfa linoleico KEGG 6.35e-3 0.0191 [AT1G20510 | OPC-8:0 CoA ligasal
AT1G76690 | 12-oxofitodienoato reductasa 2
BOSINTESIS DE FENILPROPANOIDES LIBRES(4) Biosintesis de fenilpropanoides libres PlantCyc 0.0197 0.0437 AT5G54160 | O-metiltransferasa 1
AT1G01090 | Piruvato deshidrogensa E1 alfa
KEGG BIOSITESIS DE FENILPROPANOIDES(247) Biosintesis de fenilpropanoides KEGG 0.0182 0.0449 |AT2G22480 |Fosfofructoquinasa 5
AT3G06650 | ATP-citrato liasa B-1
AT5G49460 | ATP citrato liasa subunidad B 2
AT1G01090 | Piruvato deshidrogensa E1 alfa
KEGG BIOSINTESIS DE ALCALOIDES RUTA DEL ACIDO B|05|nte5|§ (_1e alape}lo!des ruta del KEGG 5.666-3 0.0183 AT2G22480 | Fosfofructoquinasa 5
SHIKIMICO (164) acido shikimico . .
AT3G06650 | ATP-citrato liasa B-1
AT5G49460 | ATP citrato liasa subunidad B 2
AT1G01090 | Piruvato deshidrogensa E1 alfa
KEGG BIOSINTESIS DE TERPENOIDES Y ESTEROIDES Biosintesis de terpenoides y KEGG 8.19¢-3 0.0229 AT2G22480 | Fosfofructoquinasa 5
(194) esteroides ) )
AT3G06650 | ATP-citrato liasa B-1
AT5G49460 | ATP citrato liasa subunidad B 2
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Proteina de la familia peptidil-prolil cis-trans

KEGG ESPLICEOSOMA (107) Espliceosoma KEGG 3.92e-4 7.84e-4 [ AT2G36130 |isomerasa tipo ciclofilina
AT5G37720 | ALWAYS EARLY 4
Proteina de la superfamilia de proteinas
KEGG RIBOSOMA(233) Ribosoma KEGG 1.8e-3 18e-3 [AT1G23290 |ribosomicall8e/L1S _ .
Proteina de la superfamilia de proteinas
AT1G70600 | ribosémica L18e/L16
Proteina de la familia de proteinas ribosémicas
AT1G22780 |S13/S18
Proteina de la familia de proteinas ribosémicas
AT2G01250 |L30/L7
AT2G39460 | Proteina ribosomal L23AA
Proteina de la familia de proteinas ribosémicas
AT3G13580 |L30/L7
KEGG RIBOSOMA(233) Ribosome KEGG 6.26e-08 1.25e-06 AT3G55280 | Proteina ribosomal L23AB
AT4G31700 | Proteina ribosomal S6
Proteina de la familia de proteinas ribosémicas
AT5G09510 |S19
AT5G10360 | Proteina ribosomal S6e
Proteina de la familia de proteinas ribosémicas
AT5G23900 |L13e
Proteina de la superfamilia de aminoacil-tRNA y
RUTA DE CARGA DE TRNA (45 Ruta de carga de tRNA PlantCyc 9.29%e-3 0.031 AT4G26870 | biotina sintetasas de clase Il

KEGG BIOSINTESIS DE FENILPROPANOIDES (104)

Biositesis de fenilpropanoides

KEGG

0.0217

0.0217

AT5G09640 | Serin-carboxipeptidasa del tipo 19

Tabla 3. 5. Descripcion de los principales metabolismos afectados por tratamiento térmico en flavedo mandarinas Ellendale y Murcott almacenadas a 0 dias
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enzima 12-oxofitodienoato reductasa se incrementaba frente a la exposicién de
una herida mecanica.

En resumen, en este trabajo se observé que el tratamiento térmico produjo un
incremento en el nivel de las enzimas OPC-8:0 CoA ligasal y 12-oxofitodienoato
reductasa 2 (Tabla 3.5), en flavedo de Ellendale. Este escenario indicaria que el
curado estaria induciendo una respuesta de defensa en flavedo de mandarinas
Ellendale.

Las proteinas fosfofructoquinasa 5, subunidad E1 alfa del complejo piruvato
deshidrogenasa, ATP- citrato liasa B-1 y la subunidad B2 de la ATP-citrato liasa
incrementaron en respuesta al tratamiento térmico y estuvieron involucradas en el
metabolismo de glucésis, ciclo de &cido tricarboxilico y biosintesis de
fenipropanoides. En conjunto se puede hipotetizar que el curado estaria
aumentando las vias cataliticas probamente para generar energia y precursores
para la sintesis de fenilpropanoides induciendo de esta manera la respuesta para
poder sobreponerse al estrés abibtico. Diversas investigaciones han revelado que
el tratamiento térmico induce el metabolismo de azlcares y de los &cidos
tricarboxilicos. Yun y col. (2013) observaron que en pericarpio de mandarinas
Satsuma expuestas a tratamiento hay un incremento en la expresion de la piruvato
deshidrogenasa E1 beta.

Finalmente, el tratamiento térmico no indujo cambios relevantes en el proteoma
de flavedo de mandarinas Murcott (Figura 3.24, Tabla 3.5). Es importante resaltar
que, a diferencia de lo observado en Ellendale (Tabla 3.4), el tratamiento térmico
en esta variedad no produjo un incremento de la expresion de proteinas
involucradas en respuestas de defensa. En sintesis, podria ocurrir que las
condiciones del tratamiento térmico utilizado no hayan sido las adecuadas para
inducir una respuesta de defensa lo suficientemente fuerte como para ser detectada
por las técnicas utilizadas y/o que Murcott posea una respuesta diferencial de

menor intesidad respecto a la respuesta de Ellendale.

3.2.2.6.3. ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO DE PROTEINAS Y EVALUACION DE
METABOLISMOS AFECTADOS POR EL TRATAMIENTO TERMICO A 7 DIAS DE
ALMACENAMIENTO

3.2.2.6.3.1. RESPUESTA DIFERENCIAL TARDIA DE ELLENDALE Y MURCOTT
Los estudios de enriquecimiento realizados con las 91 proteinas cuyo nivel

incrementd por tratamiento térmico en epicarpio de Ellendale a 7 dias de
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almacenamiento (figura 3.28), mostraron que la categoria mas enriquecida dentro
de Procesos bioldgicos fue la de Repuesta a estimulo abidtico, la cual contuvo 25
proteinas de las 91 analizadas. La tabla 3.6 muestra la descripcidon de las
principales proteinas analizadas dentro de esta categoria. Por otro lado, el analisis
realizado con las 3 proteinas que incrementaron en flavedo en Murcott, no arrojo
ningun resultado debido a que la plataforma utilizada requiere un mimino de 10
proteinas para poder realizar un enquiquecimiento con una estadistica confiable.

En la seccion 3.2.2.6.2.3 se postuld que el tratamiento térmico estaria siendo
induciendo una respuesta de defensa ya que se registré un incremento en enzimas
que se encuentraban involucradas en la sintesis de la molécula sefial 4cido 12-
oxofitodienoico. En este contexto, se podria hipotetizar que el incremento en el
contenido de HSP y GST observado en flavedo curado de mandarinas Ellendale
almacenado durante 7 dias (tabla 3.6), podria estar relacionado con una respuesta
defensa tardia inducida por el OPDA.

Por otro lado, en citricos Lafuente y col. (2017) observaron que el tratamiento
térmico, aplicado a mandrinas Fortuna, aumentaria la tolerancia a las bajas
temperatura ya que indujo la expresion de diferentes genes entre ellos el de la GST.
De esta manera, teniendo en cuenta que HSP 20 y GST se encuentran
relacionadas con la tolerancia a frio, el tratamiento térmico estaria protegiendo a
los frutos frente al dafio por frio durante el almacenamiento.

La tabla 3.6 muestra que el contenido del proteosoma 26S y de su subunidad
C1 incremento en respuesta al tratamiento térmico. El proteosoma es un complejo
proteolitico, ubiquitina dependiente, que se encuentra conformado por distintas
subunidades con distintas funciones cataliticas. Su nucleo 20S se encuentra
conformado por 4 anillos heptagonales apilados, compuestos por dos tipos distintos
de subunidades; subunidades a, de naturaleza estructural y subunidades j,
generalmente de naturaleza catalitica (Kurepa y Smalle, 2008a). Los dos anillos
exteriores estan compuestos de subunidades a, que sirven de anclaje a las
particulas reguladoras y sirven de puerta evitando la entrada arbitraria de proteinas
a la cavidad interior. Los dos anillos internos, compuestos de subunidades 3 tienen
distintas subunidades con actividades cataliticas diferentes: 1 con actividad tipo

caspasa; 32 con actividad tipo tripsina y Bs con actividad tipo quimiotripsina (Dick y
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Figura 3. 28. Enriquecimiento de las 91 proteinas que aumentaron en respuesta a tratamiento térmico a 7 dias almacenamiento en flavedo de mandarinas Ellendale
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Respuesta a estimulo
Mal
Descripcion Nombre del gen Frio Hongo Calor plegamiento
proteico
Subunidad B C1 del proteosoma AT1G21720
Proteseoma 26s AT4G24820
B-cetoacil-ACP sintetasa 2 AT1G74960
Glutation S-transferasa AT2G47730
Proteina ribosomal L23AA AT2G39460
Proteina ribosomal L23AB AT3G55280
Proteina de la superfamilia de la aminohidrolasa N-terminal AT3G60820
Proteina de la superfamilia de las HSP20 AT4G10250
Proteina de la superfamilia de las HSP70 AT4G16660

Tabla 3. 6. Descripcion de las principales proteinas involucradas en la categoria de ontologia génica: Respuesta estimulo abiético, que aumentaron en epicarpio de Ellendale en respuesta
al tratamiento térmico a los 7 dias de almacenamien
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col, 1998). El sistema ubiquitina-proteosoma es el encargado de la degradacion
de proteinas ribosomales que estan siendo producidas en exceso (Sung y col.,
2016b) y/o se encuentran mal plegadas (Sung y col., 2016 a). En plantas, la
plasticidad en la sintesis y degradacion de proteinas, como factores de
transcripcion, le brinda la habilidad de poder sobrevivir a distintos tipos estrés
abidticos (Stone, 2014). En base a los resultados obtenidos se podria hipotetizar
que el incremento detectado en el contenido de proteinas ribosomales, en
respuesta al tratamiento térmico, estaria induciendo la sintesis de subunidad  C1
del proteosoma y el proteosoma 26S. Por otro lado, el incremento en el nivel de
HSP 20 y HSP 70 indicaria un aumento en contenido de proteinas mal plegadas.
En conclusion, el curado no solo incrementa en contenido de proteinas ribosomales
sino que también estaria aumentando los niveles de proteinas mal plegadas,

sefales que en conjunto dispararian la sintesis del proteosoma 26S.

En cuanto a las proteinas que disminuyeron en flavedo de Ellendale en respuesta
al curado después de 7 dias de almacenamiento, la figura 3.29 muestra que la
categoria que resultdé mas enriquecida fue la de Respuesta a estimulo abidtico.
Dentro de las 30 proteinas que se enriquecieron en esta categoria, la tabla 3.7

muestra las mas relevantes.
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Grado de significancia
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’ GO:0006950 (0.00456) G0:0044238
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25/83 | 4089/28397 primarios
20/83 | 2635/28397

Y

G0:0005975 (0.00157)
Procesos metabdlicos de

carbohidratos
19/83 | 2249/28397

Figura 3. 29 Enriquecimiento de las 83 proteinas que disminuyeron en respuesta a tratamiento térmico
a 7 dias almacenamiento en flavedo de mandarinas Ellendale
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Respuesta a estimulo
Nombre Estrés
Descripcion del gen Frio Hongo Calor oxidativo
3-cetoacil sintasa lll AT1G62640
D-aminoacil-tRNA deacilasa AT2G03800
Mio-inositol fosfato sintasa 2 AT2G22240
Proteina relacionada a patégeno 4 AT3G04720 ;
Proteina de la familia de la lactato/malato
deshidrogenasa AT4G17260
Pequefia proteina modificadora tipo ubiquitina
1 AT4G26840
Cistein-proteasa de la familia de la papaina AT4G39090
Proteina CAP160 AT5G52300 -
Xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa AT5G65730

Tabla 3. 7. Descripcion de las principales proteinas involucradas en la categoria de ontologia génica: Respuesta estimulo abiotico, que disminuyeron en epicarpio de Ellendale en
respuesta al tratamiento térmico alos 7 dias de almacenamiento
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La pared celular es una estructura dindmica que se compone de polisacaridos
como celulosa y hemicelulosa (dentro de la cual se encuentra los xiloglucanos); y
no polisacaridos como ligninas y proteinas. La enzima xiloglucano
endotransglicosilasa/hidrolasa es una de las enzimas asociadas a la biosintesis y
reorganizacion de la pared celular; su accién afectaria la composicion de las
cadenas de xiloglucanos que entrecruzan las microfibrillas de celulosa (Hayashi,
1989). Dong y col. (2011) reportaron un incremento en la expresion de la
xiloglucano endotransglicosilasa/hidrolasa en plantas de arroz expuestas a
diferentes tipos de estrés abidticos como calor, frio y sequia. En contraposicién, en
esta tesis se observd que después de 7 dias de almacenamiento a 5°C, el
tratamiento térmico provoco una disminucion en la expresion de esta enzima, lo
cual podria estar indicando un metabolismo de la pared celular menos activo.

Las proteinas pequefias modificadoras tipo ubiquitina (SUMO de las siglas en
inglés Small Ubiquitin-like MOdifier) regulan una amplia gama de procesos
celulares. Por otro lado, el factor de transcripcion HsfA2 es esencial para la
adquisicién de termotolerancia (Charng y col. 2007). Cohen-Peer y col. (2010)
observaron que la interaccion entre el factor de transcripcion AtHsfA2 y AtSUMO1
se encontraba relacionada con una disminucién en la adquisicion de
termotolerancia en plantas de Arabidopsis thaliana. La sobreexpresion de
AtSUMOL1 en estas plantas reprimié la actividad transcripcional de AtHsfA2 y
disminuy6 la induccién de las sHPS. En este trabajo de tesis se observé que el
tratamiento térmico disminuy6 el contenido de SUMO1 y aument6 el de sHSP en
flavedo de mandarinas Ellendale almacenados a 5°C durante 7 dias (Tablas 3.6 y
3.7). Este escenario podria estar indicando la adquisicion de termotolerancia en

este grupo experimental.

La figura 3.30 muestra el agrupamiento obtenido a partir del andlisis de
enriquecimiento para las 11 proteinas que disminuyeron (figura 3.25) en respuesta
a tratamiento térmico en epicarpio de mandarinas Murcott almacenados durante 7
dias a 5°C. Dentro Procesos bioldgicos la categoria que se vio mas enriquecida fue
la de Procesos metabdlicos primarios (Figura 3.30).

110



G0:0032502 (0.0166)
Procesos de desarrollo
6/11 | 4094/28397

G0:0032501 (0.0458)

Procesos de organismos
multicelulares

5/11 | 4020/28397

G0:0007275 (0.0447)
Desarrollo de organismos

multicelulares
5/11 | 3864/28397

G0:0009791 (0.035)
Desarrollo post-embrionario
4/11 | 2188/28397

G0:0006091 (0.0166)
Generacién de precursores
metabdlicos y energia
3/11 | 730/28397

CITRUS RETICULATA VAR. ELLENDALE Y MURCOTT

G0:0008150
Procesos bioldgicos

Y

G0:0009987

Procesos celulares

Y &

G0:0044237
Procesos metabdlicos
celulares

~

GO:0065007 (0.021)
Regulacion bioldgica
7/11 | 6222/28397

G0:0008152 (0.0043)
Procesos metabdlicos
11/11 | 13633/28397

Grado de significancia

G0:0044238 (0.00168)
Procesos metabdlicos
primarios
11/11 | 11717/28397

GO:0006807 (0.0457)

Procesos metabdlicos de

compuestos nitrogenados
6/11 | 5675/28397

G0:0043170 (0.00191)
Procesos metabdlicos de
macromoléculas
10/11 | 9246/28397

G0:0019748 (0.00168)
Procesos metabdlicos

G0:0009056 (0.00768)
Procesos catabélicos
5/11 | 2182/28397

secundarios
5/11 | 1247/28397

~
~
‘\
~
~
~

G0:0015979 (0.00603)
Fotosintesis
3/11 | 435/28397

Figura 3. 30 Enriquecimiento de las 11 proteinas que disminuyeron en
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respuesta a tratamiento térmico a 7 dias almacenamiento en flavedo de mandarinas Murcott
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La tabla 3.8 muestras la descripcion de las 11 proteinas que disminuyeron en
epicarpio curado de mandarinas Murcott después de 7 dias de almacenamiento.
La ascorbato peroxidasa en una enzima que se encuentra involucrada en la
eliminacion de ERO. La misma utiliza como sustrato ascorbato para reducir el H202
producido por la SOD. En mandarinas Fortuna la exposicion durante 3 dias a 37°C
protegié a los frutos frente al dafio por frio ya que indujo un incremento en la
actividad de las enzimas SOD, CAT y APX (Sala y Lafuente, 1999). Por otro lado,
Yuny col. (2013) observaron que el tratamiento térmico en epicarpio de mandarinas
Satsuma inducia un incremento en el contenido de APX el cual podria estar
involucrado con un aumento en la respuesta del fruto frente al estrés. En epicarpio
de mandrinas Murcott almacenadas durante 7 dias a 5°C, el tratatamiento térmico
utilizado provoco una disminucién en el contenido de APX. En contraposicion a lo
observado por Sala y Lafuente (1999) y Yun y col. (2013) el tratameinto térmico
aplicado no induciria una respuesta de proteccion frente al dafio por frio que
involucra a la APX en epicarpio de mandarinas Murcott.

Se ha demostrado que las enzimas proteoliticas poseen funciones reguladoras
y de mantenimiento celular que son cruciales tanto para las células de tejidos de
plantas intactos como para aquellos han sido expuestos a patégenos. La protedlisis
es realizada por un grupo extremadamente diverso de enzimas. En el genoma de
Arabidopsis thaliana, el nUmero de genes que codifican proteasas y sus homologos
se encuentra entre 800 y 900, lo que representa aproximadamente el 2,5% de todos
los genes que codifican proteinas (Rawlings y col. 2014). Las proteasas rompen los
enlaces peptidicos de los oligopéptidos y de las proteinas. Las aminopeptidasas
degradan proteinas a partir de su extremo amino terminal, las carboxipeptidasas lo
hacen a partir de carboxilo terminal y las endopeptidasas rompen enlaces internos.
En Arabidopsis thaliana las proteasas degradan enlaces péptidos de cinco maneras
diferentes lo cual da origen a cinco clases de enzimas: aspartil proteasas, cisteina
proteasas, serina proteasas, metaloproteasas y treonina proteasas (Dunn, 2001,
Rawlings y col. 2014). Un estudio realizado por Fun y col. (2009) en epicarpio de
naranjas Citrus sinensis L. Osbeck revel6 que la expresiéon de un gen asociado con
la senescencia, el cual codificaba para una cisteina proteasa, se vio incrementada
en frutos que durante la poscosecha desarrollaban picado o pitting en sus cascaras.

La tabla 3.8 muestra que el tratamiento térmico en epicarpio de mandarinas Murcott
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almacenando durante 7 dias a 5°C procovo una disminucion en el contenido de
proteinas de la superfamilia de las cisteina proteinasas y de una serina
carboxipeptidasa tipo 19 estos cambios podrian estar indicando que el tratamiento
térmico previene el picado en epicarpio de frutos de mandarinas Murcott ya que no

se observo pitting en este grupo experimental.

Nombre o

del gen Descripcion
AT1G02300 | Proteinas de la superfamilia de las cisteina proteinasas
AT1G02305 | Proteinas de la superfamilia de las cisteina proteinasas
AT2G18330 | Proteina de la familia de las ATPasa tipo AAA
AT2G37970 | Proteina de la familia de proteinas que unen grupos hemo
AT2G39780 | Ribonucleasa 2
AT3G55330 | Proteina 1 tipo PsbP
AT4G01610 | Proteinas de la superfamilia de las cisteina proteinasas
AT4G09010 | Ascorbate peroxidasa 4
AT4G36580 | Proteina de la familia de las ATPasa tipo AAA
AT5G09640 | Serina carboxipeptidasa tipo 19
AT5G30510 | Proteina ribosomal S1

Tabla 3. 8 Descripcion de las principales proteinas involucradas en la categoria de ontologia génica:
Procesos metabdlicos primarios, que disminuyeron en epicarpio de Murcott en respuesta al tratamiento
térmico alos 7 dias de almacenamiento

3.2.2.6.3.2. RESPUESTA TARDIA COMUN A AMBAS VARIEDADES
Finalmente, se analizaron las 19 proteinas que incrementaron y las 23 que

disminuyeron en respuesta al curado a los 7 dias de almacenamiento (Figura 3.25).
Los resultados obtenidos, a partir de la plataforma agriGO, mostraron que 7 de las
19 proteinas analizadas se agruparon dentro de la categoria Respuesta a estimulo
abidtico (Figura 3.31). La identificacién de las mismas revel6 que se trataba de una
HSP70, una HSP20 y una 23.6 de localizacién mitocondrial. Cabe recordar que el
curado a 0 dias de almacenamiento aumentd el contenido HSP 20 y 23.6 en
Ellendale mientras que en Murcott éstas no fueron detectadas (Tabla 3.4). Como
fue previamente discutido, estas pequefias HSP se encuentran relacionadas con el
incremento a la tolerancia a frio. Por lo tanto, los resultados obtenidos indicarian
que la induccidn de la respuesta a tolerancia a frio por curado en Murcott ocurre de

manera tardia en comparacion con Ellendale ya que en esta variedad el aumento
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de estas chaperonas se dio a los 0 dias de almacenamiento (Tabla 3.4.) y se

mantuvo a los 7 dias.
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G0: 0050896
Respuesta a estimulo

Grado de significancia
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7/19 | 2022/28362 B
1 1

Figura 3. 31 Enriquecimiento de las 19 proteinas que incrementaron su nivel en respuesta a tratamiento
térmico a 7 dias almacenamiento en flavedo de mandarinas Ellendale y Murcott

El analisis de las 23 proteinas cuyo nivel decrecié en respuesta al tratamiento
térmico reveld que distintos Procesos biolégicos se vieron enriquecidos. A pesar de
esto, el que resulté mas interesante para analizar fue el de Respuesta a estimulo
(Figura 3.32). Los resultados obtenidos mostraron que esta categoria estuvo
conformada principalmente por un grupo de proteinas que pertenecian a la
superfamilia de las peroxidasas involucradas en la biosintesis de lignina. Yuny col.
reportaron que después de 12 dias de haber aplicado el tratamiento térmico en
mandarinas Satsumas el contenido de precursores para la sintesis de lignina
disminuia. La lignina constituye una barrera de defensa frente a patdégenos
(Dannesse y col., 2011). En este sentido, se podria inferir que el tratamiento térmico
induce alteraciones que afectan la sintesis de lignina y que se manifiestan en

ambas variedades en la respuesta tardia (7 dias después del tratamiento).
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Figura 3. 32 Enriquecimiento de las 23 proteinas que disminuyeron en respuesta a tratamiento térmico a 7 dias almacenamiento en flavedo de mandarinas Ellendale
y Murcott
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3.2.2.6.3.3.  METABOLISMOS AFECTADOS POR EL TRATAMIENTO TERMICO EN
ELLENDALE Y MURCOTT EN LA RESPUESTA TARDIA
El enriqguecimiento de proteinas utilizando las bases de datos de KEGG y

PlantCyc reveldé que el tratamiento térmico no generé grandes cambios en el
metabolismo del flavedo en ninguna de las variedades estudiadas. En Ellendale la
degradacion de sacarosa junto a la glucolisis incrementaron; mientras que la
biosintesis de acidos grasos disminuyd. Debido a la poca cantidad de proteinas que
se vieron afectadas por el tratamiento térmico en Murcott el andlisis realizado no
permitié detectar modificaciones en sus metabolismos (Tabla 3.9).

En la seccion 3.2.2.6.2.3 se postulo que el tratamiento térmico induciria rutas
catabolicas, como la glucdlisis y degradacién de acidos grasos, con el fin de
incrementar el contenido energético para impulsar la respuesta de defensa
mediante el incremento de la biosintesis de fenilpropanoides. A diferencia de lo
observado en este grupo experimental, en flavedo de mandarinas Ellendale
almacenadas 7 dias a 5°C los metabolismos afectados parecerian estar
relacionados mas con un requerimiento energético para la homeostasis celular que
con una respuesta de defensa o de tolerancia a frio. Un estudio realizado en
naranjas Navalate por Holland y col. (2005) revel6 que el curado inducia la
tolerancia a bajas temperaturas durante el almacenamiento mediante el aumento
en el contenido de sacarosa. En este trabajo de tesis, el contenido detectado de
este metabolito en flavedo curado almacenado fue significativamente superior al
del control en el mismo punto muestral. Estos resultados se contraponen a los
obtenidos por protedbmica. En resumen para poder tener una vision mas clara de lo
que esta ocurriendo en este grupo experimental y poder dilucidar si el tratamiento
térmico induce o no un incremento en la tolerancia al dafio por frio es necesario
medir las actividades de las enzimas involucradas en el metabolismo de sacarosa

como la sacarosa sintasa, sacrosa fostafo sintasa y las invertasas.
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Nombre del grupo de genes Descripcién Categoria p value FDR Gen Nombre de la proteina
DEGRADACION DE SACAROSA l1I(44) degradacién de sacarosa Ill PlantCyc 9.3e-3 00201 |[AT5G42740 | Proteina de la familia de las glicoisomerasas
AT5G52560 | UDP-glicopirofosforilasa
GLUCOLISIS IV (54) glucslisis IV (citosélica) PlantCyc 0.0136 0.0307 AT1G20950 | proteina de la familia de las fosfofructoguinasas

KEGG BIOSINTESIS DE ACIDOS

GRASOS(25) Biosintesis de Acidos grasos KEGG 7.14e-05 | 1.43e-3 AT1G62640 | Proteina sintasa |ll
AT2G38040 | AcetilCoA carboxilasa subunidad alfa
AT2G43710 Proteina de la familia de la proteina estearoil
ACP desaturasa
KEGG METABOLISMO DE . . .
PROPIONATO(19) Metabolismo de propionato KEGG 1.66e-3 0.011 AT2G38040 | AcetilCoA carboxilasa subunidad alfa
AT4G17260 Proteina de la familia lactato / malato

deshidrogenasa

Tabla 3. 9. Descripcion de los principales metabolismos afectados por tratamiento térmico en flavedo mandarinas Ellendale y Murcott almacenadas a 7 dias
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3.2.2.7. ESTUDIO DEL SISTEMA ANTIOXIDANTE EN EPICAPIO DE FRUTOS TRATADOS
Y CONTROLES DURANTE EL ALMACENAMIENTO EN FRIiO
Las actividades enziméticas de las superéxido dismutasa (SOD), la peroxidasa

(POD) y catalasa (CAT) en epicarpio de frutos heridos controles y tratados a lo largo
del periodo poscosecha fueron evaluadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizante revelados por actividad
enzimatica. Se realizaron al menos 3 repeticiones por ensayo, a partir de extractos
independientes (Figura 3.33).

Para el analisis comparativo, las bandas reactivas fueron cuantificadas por
densitometria. La figura 3.34 muestra los resultados obtenidos para Ellendale
(superiores) y para Murcott (inferiores).

Los datos obtenidos para SOD revelaron una marcada disminucion en la
actividad de esta enzima en epicarpio de Ellendale curado. Este patron se observo
a lo largo del periodo de almacenamiento a 5°C. En contraparte, en flavedo de
Murcott tanto el tratamiento térmico como el periodo de almacenamiento generaron
cambios en la actividad de esta enzima. El tiempo incrementé la actividad SOD a
los 7 dias tanto en controles como curados mientras que a los 30 se registré una
caida solo en frutos controles. Por otro lado, el curado aumenté la actividad SOD
sélo a los 7 dias. Cabe sefialar que el andlisis de esta actividad se realiz6 sumando
las intensidades de cada isoforma detectada, dado que no hubo comportamientos

diferenciales entre las mismas.
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Figura 3. 33. Andlisis de las enzimas POD (A, D), SOD (B, E) y CAT (C, F) en extractos de epicarpio herido
mandarinas var. Ellendale y Murcott expuestos a tratamiento térmico y almacenamiento a 5°C mediante
electroforesis en condiciones no desnaturalizantes revelados por actividad enzimatica

Los geles superiores de la imagen corresponden a extractos de flavedo de mandarinas Ellendale,
mientras que los inferiores corresponden a extractos de flavedo de mandarinas Murcott. En todos
los casos el esquema de siembra fue el siguiente: calle 1, extractos crudos de fruto control a 0 dias
de almacenamiento; calle 2: extracto crudo de fruto curado O dias de almacenamiento; calle 3
extractos crudos de fruto control a 7 dias de almacenamiento; calle 4: extracto crudo de fruto curado
7 dias de almacenamiento; calle 5 extractos crudos de fruto control a 30 dias de almacenamiento;
calle 6: extracto crudo de fruto curado 30 dias de almacenamiento, calle 7, marcados de peso
molecular. Los nimeros a la derecha representan las masas moleculares. En todas las calles se
sembré 20 ug de proteinas totales.
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Figura 3. 34. Densitometria de la actividad de POD, SOD y CAT en extractos de epicarpio heridos de

mandarinas var. Ellendale y Murcott expuestas a tratamiento térmico y almacenamiento a 5°C.

Los gréficos en la parte izquierda de la imagen corresponden a la densitometria realizada para Ellendale en
flavedo control (EC) y tratado (ETT) a lo largo del periodo de almacenamiento de 0, 7 y 30 dias mientras que
los de la derecha corresponden a la densitometria realizada para Murcott en flavedo control (MC) y tratado
(MTT) a lo largo del periodo de almacenamiento de 0, 7 y 30 dias. Los niveles de intensidad de densidad dptica
fueron analizados. Las diferentes letras indican diferencias significativas (P <0,05).
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Como se puede observar en las figuras 3.33 y 3.34, en Ellendale el tiempo de
almacenamiento generd un decremento en la actividad POD en los frutos controles
s6lo a los 7 dias mientras que en curados la disminucidon generada en este punto
se mantuvo a los 30 dias (figura 3.34). En cuanto al tratamiento térmico se puede
mencionar que el mismo provocé un aumento en la actividad POD a los 7 dias y
generd un comportamiento inverso a los 30 dias. Por otro lado, en Murcott sélo el
tratamiento térmico indujo una disminucién en la actividad POD a los O dias de
almacenamiento.

Por ultimo, en Ellendale el tiempo de almacenamiento indujo un incremento en
la actividad CAT a los 7 dias para flavedos tratados y a los 30 dias para los
controles. En Murcott el tiempo de almacenamiento disminuyo la actividad de esta
enzima a 7 dias en el control; el cual se mantuvo a los 30 dias. El tratamiento
térmico generd un incremento de CAT sdlo a los 7 dias de almacenamiento a 5°C.

En conclusion, en Ellendale el tratamiento de curado procaria una disminucion
en el contenido de H202 ya que la actividad SOD disminuyo en respuesta al curado
y se mantuvo baja a lo largo del almacenamiento. Por otro lado, si bien la actividad
POD disminuyé con el tiempo, la actividad CAT increment6 por tratamiento térmico
a los 7 dias, permaneciendo alta a los 30 dias. En conjunto el comportamiento de
estas enzimas podria estar indicando un incremento en la tolerancia al frio inducido
por el tratamiento térmico. En contraparte, en Murcott el patron de comportamiento
observado para SOD, POD, CAT estaria relacionado con una acumulacion en el
contenido de H20:2 a lo largo del almacenamiento ya que no sélo se registré un
incremento en la actividad SOD, enzima generadora de este compuesto, sino que
también se determin6é una disminucién en la enzima detoxificadora CAT y en el
contenido de APX, detectado por proteémica (tabla 3.8). En resumen, el tratamiento

térmico aplicado no protegeria a esta variedad frente al dafio por frio.
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3.2.3. CONCLUSIONES
Los datos como expuestos aqui pueden ser Utiles para correlacionar el contenido

metabdlico de una fruta con sus atributos como cultivo, es decir palatabilidad,
resistencia al estrés, comportamiento poscosecha. Por ejemplo, niveles altos de
putrescina, acido graso insaturados en los lipidos de la membrana, junto a un alto
nivel de hesperidina, podrian sefialar una ventaja, en favor de Ellendale, a la hora
de enfrentar distintos tipos de estres.

Por otro lado, los resultados obtenidos por metabolomica revelaron que el
tratamiento térmico aplicado provoco un cambio en el perfil metabdlico de Ellendale
mucho mas pronunciado que el observado en Murcott. En esta ultima variedad el
tiempo de almacenamiento fue el factor que mas impacto tuvo sobre su
metaboloma.

Notablemente, el analisis de los perfiles de expresion diferencial de proteinas dio
apoyo los resultados obtenidos por metabolémica. Es decir, los datos que arrojo el
estudio protedmico reveld que la respuesta del flavedo de mandarinas Ellendale al
curado es mas fuerte que la dectectada en Murcott. Es fundamental resaltar que el
tratamiento térmico no sélo indujo la respuesta en Ellendale sino que éstas
estuvieron relacionadas con la defensa del fruto, la tolerancia al dafio por frio y la
termotolerancia.

Finalmente la evaluacion de las enzimas antioxidantes revelé que el curado
genero una respuesta de proteccion frente al dafio por frio en mandarinas Ellendale

inducido por el estrés oxidativo.
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En conclusién, estos estudios refuerzan la importancia que tiene el enfoque
omico a la hora de estudiar la fisiologia de la fruta (Katz y col., 2007, Perotti y col.,
2015, Yuny col., 2013). En particular, la metabolémica ha proporcionado una mayor
comprension de la biologia de los frutos, especialmente la relacionada con la
maduracion y la calidad de los mismos. En este contexto, el presente trabajo
demuestra que el perfil metabdlico es una herramienta atil que permite la
caracterizacion de dos variedades cercanas de mandarinas ampliamente cultivadas
en Argentina. Los datos expuestos aqui pueden ser Utiles para correlacionar la
huella metabdlica de una fruta con sus atributos de calidad, es decir, palatabilidad,

resistencia al estrés, comportamiento poscosecha.

En este trabajo de Tesis la aplicacion de diferentes técnicas como metaboldémica,
protedmica, y bioquimicas; permitié realizar un andlisis comparativo y caracterizar
el fenotipo poscosecha en distintas variedades de frutos citricos. Los resultados
revelaron que la aplicacion del tratamiento térmico analizado en este trabajo
produjo diferentes respuestas metabdlicas en el epicarpio de las distintas
variedades de citricos evaluadas. Para el caso de las variedades de mandarinas
estudiadas, la respuesta del flavedo de Ellendale al curado fue mas fuerte que la
detectada en Murcott. Es importante resaltar que la respuesta inducida en Ellendale
estaria relacionada con una menor susceptibilidad de esta variedad frente al ataque
de patdégenos fungicos y dafio por frio en comparacion con Murcott. La
determinacién de la incidencia de podredumbre reforz6 los resultados de
metabolémica y protedmica obtenidos los cuales daban indicios de que el
tratamiento térmico estimulaba la respuesta de defensa en flavedo de mandarinas

Ellendale.

La aplicaciéon de tratamientos térmicos durante la poscosecha tiene como
objetivo reducir la velocidad de respiracion, retardar la maduracién y senescencia
y detener el desarrollo de patdégenos, extendiendo de esta manera la vida
poscosecha sin afectar de manera significativa la calidad de las frutas. En este
contexto, lo relevante de este trabajo de Tesis fue que permitid hallar las bases
moleculares de la respuesta diferencial de dos variedades de Citrus reticulata

frente a un mismo tratamiento térmico. La identificacion de caracteristicas
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moleculares realizada sera de suma importancia para la tecnologia poscosecha no
sélo para optimizar las estrategias utilizadas sino también para saber qué cultivar
respondera de manera favorable, lo cual se traducira en un ahorro de tiempo y
dinero para los productores. Por otro lado, teniendo en cuenta que los citricos son
arboles que tardan su tiempo en crecer y dar frutos la identificacion de marcadores

moleculares es imprescindible para acelerar la evaluacion de nuevas variedades.
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