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INTRODUCCION

1. Carotenoides: conceptos generales

Los carotenoides son pigmentos caracterizados por primera vez como
derivados isoprenoides en 1907 (Gross 1987). Los carotenoides adquieren su
nombre del pigmento mas representativo del grupo, el B-caroteno, que fue
descubierto en zanahorias (Daucus carota) por Wackenroder en 1831. Los
carotenoides se encuentran en mayor concentracion y variedad en los vegetales,
aunque también se acumulan en algunas bacterias, algas y hongos, asi como en
algunos animales, si bien éstos no pueden sintetizarlos (Britton 1998).

1.1. Estructura y clasificacion

La estructura basica de los carotenoides es un tetraterpeno simétrico y
lineal, de 40 atomos de carbono, formado a partir de ocho unidades de isopreno.
Este esqueleto basico puede modificarse por hidrogenacion, deshidrogenacion,
ciclacion, migracion del doble enlace, acortamiento o extension de la cadena,
reordenamiento, isomerizacion, oxidacion o por combinaciones de estos
procesos, dando como resultado una gran diversidad de estructuras. Los
carotenoides hidrocarbonados se denominan carotenos y aquellos que contienen
oxigeno se denominan xantofilas. Los grupos oxigenados mas comunes son los
hidroxi- y epoxi- (epoxidos 5,6- 6 5,8-). También se han identificado carotenoides
con grupos aldehido, ceto, carboxi, carbometoxi y metoxi (Gross 1987; Britton
1998; Fraser y Bramley 2004).

Los carotenoides, ya sean carotenos o xantofilas, pueden ser acicliclos,
monociclicos o biciclicos (Figura 1). La ciclacion ocurre en uno o ambos extremos
de la molécula formando anillos B- o anillos - (Gross 1987; Britton 1998; Fraser y
Bramley 2004).

1.2. Propiedades fisicas

El rasgo caracteristico de los carotenoides es su cadena poliénica, que es
un sistema extenso de dobles enlaces conjugados, que consiste en alternar
enlaces carbono-carbono simples y dobles. Esta cadena actlla como cromoforo y
es la responsable de la capacidad de estos pigmentos de absorber luz en el visible
y, en consecuencia, de su color. La longitud de onda a la que absorben los
carotenoides aumenta con el nimero de dobles enlaces conjugados. Asi, el
licopeno, que es el caroteno mas insaturado, es rojo. La ciclacion también
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Figura 1: Ejemplo de tipos estructurales de carotenoides. A: Estructura de caroteno
lineal, correspondiente al fitoeno. B: Estructura de caroteno monociclico, correspondiente
al y-caroteno. C: Estructura de caroteno biciclico, correspondiente al B-caroteno. Se
indica en las estructuras del fitoeno (A) y el B-caroteno (C) el sistema de numeracion de
carbonos empleado en la nomenclatura de los carotenoides.

influye en el grado de coloracion y, por tanto, el B-caroteno y el y-caroteno,
aunque tienen el mismo nimero de dobles enlaces conjugados que el licopeno,
son de color naranja y rojo-naranja, respectivamente. Debido a la existencia de
estos dobles enlaces conjugados, todos los carotenoides presentan el fendmeno
de isomerizacion cis-trans. En general, la forma predominante en la naturaleza
son los isomeros trans, aunque para ciertos carotenoides, como el fitoeno, los
isomeros cis son los mas abundantes. Ademas, aproximadamente la mitad de los
carotenoides naturales poseen al menos un carbono asimétrico v,
consecuentemente, dan lugar a isomeros opticos entre los distintos compuestos
(Britton 1995).

Los carotenoides se consideran lipidos y, como tales, son solubles en
otros lipidos y solventes organicos como acetona, etanol, metanol, éter etilico y
cloroformo. Los carotenos se solubilizan en solventes apolares como éter de
petroleo y hexano, mientras que las xantofilas se disuelven mejor en solventes
polares como etanol y metanol (Gross 1987).

La polaridad de los carotenoides esta directamente relacionada con su
estructura quimica: en los carotenos, la polaridad aumenta con el nimero de
dobles enlaces conjugados. En los carotenos ciclicos, el anillo B- es mas polar que
el e-. En las xantofilas, la polaridad de los grupos funcionales aumenta desde el
grupo menos polar monoepoxi al mas polar hidroxi (Gross 1987).
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Tanto en plantas como en animales, los carotenoides se encuentran como
cristales o solidos amorfos, en solucion en medios lipidicos, en dispersion coloidal
0 en combinacion con proteinas en fase acuosa (Fraser y Bramley 2004).

2. Importancia de los carotenoides

2.1. Funciones bioldgicas

Los carotenoides no son sélo otro grupo de pigmentos naturales, sino que
son compuestos con propiedades funcionales importantes.

Ademas de ser los responsables de la coloracion de muchas flores y frutos
(Goodwin 1980), regulan las propiedades fisicas de las membranas celulares
vegetales, de forma similar a como lo hace el colesterol en las membranas
animales (revisado en Gruszecki y Strzalka 2005).

Los carotenoides presentes en los complejos antena fotosintéticos captan
energia en sus longitudes de onda caracteristicas, gracias a sus sistemas de
dobles enlaces conjugados, y la transfieren a las clorofilas, ampliando asi el
espectro de luz que un organismo puede utilizar para la fotosintesis. En concreto,
en el complejo antena LHCIl se ha descrito la existencia de sitios de union a
cuatro carotenoides, tres de los cuales (dos moléculas de luteina y una de
neoxantina) participan en la captacion y transferencia de energia. El cuarto
carotenoide es un pigmento del ciclo de las xantofilas (zeaxantina, anteraxantina
o violaxantina), que juega un papel decisivo en la disipacion de la energia
excedente (fotoproteccion) y en la detoxificacion de las formas reactivas del
oxigeno que se forman durante la fotosintesis (Merchant y Sawaya 2005). El ciclo
de las xantofilas es un proceso flexible, que responde no soélo a las condiciones
luminicas sino también a otros factores ambientales como las temperaturas
extremas, el déficit hidrico o la disponibilidad de nutrientes (Demmig Adams et
al. 1996). El B-caroteno actia como cofactor en el fotosistema Il, mediando la
transferencia electrénica del citocromo bssg y de la clorofila Chlyp, al centro de
reaccion P680" (Merchant y Sawaya 2005).

Otra funcion derivada del sistema de dobles enlaces conjugados
caracteristico de su cromoforo es la capacidad de los carotenoides para
desactivar radicales libres altamente agresivos para el organismo y que se
originan como subproductos del metabolismo celular. El comportamiento
antioxidante in vivo de los carotenoides depende, ademas de su estructura, de la
concentracion y localizacion celular y tisular de los mismos.
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Los carotenoides también son precursores de diversos compuestos
volatiles importantes para el aroma de flores y frutos (Bouvier et al. 2003b;
Lewinsohn et al. 2005a). Distintas variedades de tomate y sandia (Lewinsohn et
al. 2005a) y melon (Ibdah et al. 2006), caracterizadas por importantes
diferencias en su perfil cualitativo de carotenoides, presentan ademas marcadas
diferencias en los terpenos volatiles que poseen, existiendo una correlacion entre
el perfil de carotenoides especifico de cada variedad y el perfil de terpenos
volatiles que presentan. Asi, aunque existe una marcada diferencia entre los
aromas de tomate, melon y sandia, en los tres casos se detecta B-ionona en
aquellas variedades que acumulan B-caroteno (Lewinsohn et al. 2005a; Ibdah et
al. 2006), y citral en aquellos frutos que contienen altas concentraciones de
licopeno o de sus precursores tetraterpenos (Lewinsohn et al. 2005a), mientras
que en aquellas variedades que carecen de carotenoides, como el mutante
yellow flesh (r) de tomate, las variedades amarillas de sandia o las variedades de
meldon de pulpa verde palida no presentan apocarotenoides (producto de rotura
de carotenoides) volatiles (Ibdah et al. 2006). Adicionalmente, existen cada vez
mas evidencias de la importancia de algunos apocarotenoides como sefalizadores
regulando distintos aspectos del desarrollo de las plantas, como la dominancia
apical y la ramificacion (Schwartz et al. 2004). Un producto importante de la
rotura oxidativa de C4-cis-epoxi-carotenoides es el acido abcisico (ABA). Esta
hormona vegetal juega un papel fundamental en la regulacion de las respuestas
de las plantas a diferentes situaciones de estrés, en especial la deficiencia
hidrica, y en muchos procesos del desarrollo, como la maduracion, latencia y
germinacion de las semillas, el crecimiento vegetativo y la senescencia (Zeevaart
y Creelman 1988).

Los carotenoides estan también implicados en la pigmentacion de
invertebrados, peces y pajaros. En estos Ultimos se ha demostrado la relacion
entre la pigmentacion por carotenoides y su atractivo sexual (Blount et al. 2003;
Lewinsohn et al. 2005a). Sin embargo, los animales no son capaces de sintetizar
per se los carotenoides, por lo que deben obtenerlos de la dieta (Fraser y
Bramley 2004).

2.2. Importancia nutricional

La primera funciéon que se atribuyé a los carotenoides en animales fue
como precursores de la vitamina A. El requerimiento minimo para que una
molécula tenga actividad provitamina A es un anillo B- no sustituido con una
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cadena poliénica de once carbonos. Por tanto, si nos basamos en consideraciones
estructurales, de los mas de 700 carotenoides conocidos actualmente,
aproximadamente 50 de ellos tendrian actividad provitamina A. La dieta
proporciona vitamina A de dos formas, como vitamina A preformada (retinil
éster, retinol, retinal, 3-dehidroretinol y acido retinoico) a partir de alimentos
de origen animal, o como carotenoides, que se pueden transformar
bioldogicamente en vitamina A (provitaminas A), generalmente a partir de
alimentos de origen vegetal. La provitamina A tiene la ventaja de convertirse en
vitamina A so6lo cuando el cuerpo lo requiere; evitando asi la toxicidad potencial
de una sobredosis de vitamina (van den Berg et al. 2000; Melendez Martinez et
al. 2004; Fraser y Bramley 2004).

Derivada de su actividad provitamina A, los carotenoides desempenan en
el organismo de los animales una funcién importante en la prevencion de la
degeneracion macular de la retina, la disminucion del riesgo de formacion de
cataratas y la formacion y proliferacion de epitelios (Snodderly 1995; van den
Berg et al. 2000; Melendez Martinez et al. 2004; Fraser y Bramley 2004). Ademas,
algunos carotenoides, como zeaxantina y luteina forman parte del sistema ocular
de los mamiferos.

Los carotenoides también se han relacionado con un aumento del sistema
inmune y una disminucion del riesgo de padecer enfermedades degenerativas
tales como canceres y enfermedades cardiovasculares. Estos efectos bioldgicos se
han atribuido a una propiedad antioxidante de los carotenoides a través de la
desactivacion de los radicales libres y la captura del oxigeno singlete (van den
Berg et al. 2000; Melendez Martinez et al. 2004; Fraser y Bramley 2004). Ademas,
la longitud de onda a la que absorben algunos carotenoides les proporciona
capacidad protectora frente a la radiacion UV (Melendez Martinez et al. 2004;
Fraser y Bramley 2004).

2.3. Aplicaciones industriales

Debido a las propiedades beneficiosas de los carotenoides en la salud
humana, éstos se utilizan en la formulacion de suplementos vitaminicos y en la
elaboracion de productos funcionales. Ademas, son ingredientes de productos
cosméticos como magquillaje 6 bronceadores. Los carotenoides son cada vez mas
usados como colorantes en tecnologia alimentaria, debido fundamentalmente al
incremento de las presiones sociales contra los colorantes artificiales. Su uso
como aditivos alimentarios en la Unidon Europea se rige segun la directiva
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94/36/CEE. Los carotenos (E-160) son empleados en la industria alimentaria para
colorear productos lacteos y carnicos, productos derivados de huevo, conservas
de pescado y vegetales, mermeladas, bebidas refrescantes y helados. Las
xantofilas (E-161) tienen poca importancia como aditivos alimentarios directos
para el hombre, pero son muy importantes como aditivos en el alimento
suministrado a las truchas o salmones criados en piscifactorias, y también en el
suministrado a las gallinas.

3. Carotenoides en frutos y vegetales

Hasta la fecha se han descrito casi 750 carotenoides naturales (Britton
1998) y se estima que en la naturaleza se producen anualmente mas de 100
millones de toneladas de estos compuestos. La mayor parte de dicha produccion
se encuentra en forma de fucoxantina (en diversas algas) y de luteina (principal
carotenoide de las hojas verdes) (Delgado Vargas et al. 2000). En los tejidos
verdes de las plantas, la composicion de carotenoides es la tipica de los
cloroplastos de las plantas superiores, siendo generalmente luteina, B-caroteno,
violaxantina y neoxantina, en este orden, los mayoritarios. En pequenas
cantidades se encuentran zeaxantina, o-caroteno, p-criptoxantina vy
anteraxantina. A modo de ejemplo en la Tabla 1 se indican los principales
carotenoides en algunos vegetales de hoja verde.

En los frutos la distribucion de carotenoides es muy compleja y
heterogénea (Gross 1987). En la Tabla 2 se indican los rangos de concentracion
de carotenoides totales, asi como los principales carotenoides acumulados en
algunos frutos de importancia economica. El perfil de carotenoides es
caracteristico de cada especie, variando desde perfiles muy simples, como el de
las sandias, que presentan dos carotenoides en pulpa de frutos maduros, hasta el
de citricos o pimientos, en cuya pulpa se encuentran mas de 50 carotenoides
distintos (Gross 1987). La composicion de carotenoides de los frutos que
presentan coloracion verde, como algunas variedades de kiwi, melon o pimiento,
es muy similar a la observada en hojas verdes.

El contenido total en carotenoides también difiere de una especie a otra,
asi mientras que en uva madura la concentracion oscila alrededor de 1 pg/g PF,
en algunas variedades de pimiento se superan los 1000 ug/g PF (ver Tabla 2). El
contenido y composicion de carotenoides varia también entre variedades de una
misma especie (Tabla 2). En el caso del melon el contenido de
carotenoides de la pulpa de variedades naranjas es hasta 50 veces superior al de
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Tabla 1: Contenido y principales carotenoides en vegetales de hoja verde
(Fraser y Bramley 2004; Niizu y Rodriguez Amaya 2005; Kopsell y Kopsell 2006).

Cultivo ug /g PF Principales carotenoides
Brocoli 2533 64% Luteina; 36% B-caroteno
Col de bruselas 1163 52% Luteina; 47% B-caroteno
Col verde 139 57% Luteina; 42% B-caroteno
Espinaca 9890 60% Luteina; 45% B-caroteno
Guisante 2091 78% Luteina; 22% B-caroteno
Haba 767 66% Luteina; 34% B-caroteno
Judia 940 52% Luteina; 47% B-caroteno
Lechuga 201 55% Luteina; 45% B-caroteno
Rucola 126 44% Luteina; 22% B-caroteno

las variedades blancas y verdes y, ademas, cada una de ellas presenta un perfil
de carotenoides caracteristico. Estas variaciones del perfil de carotenoides se
correlacionan ademas con la coloracion final de cada tejido. Por ejemplo, en los
kiwis verdes, su coloracion se debe a un alto contenido de clorofilas, mientras
que en el resto de variedades de kiwi su coloracion final se encuentra
determinada por los carotenoides mas abundantes. Asi, cuando predominan los
carotenoides amarillos (luteina, neoaxantina, violaxantina) ésta es la coloracion
final del tejido, mientras que si el carotenoide mas abundante es el B-caroteno
el tejido adquiere coloracion naranja (McGhie 2002). La coloracion roja en la
pulpa de los kiwis se debe a la presencia de antocianos (Montefiori 2005).

En el caso del tomate y las variedades rojas de papaya y sandia su
coloracion final se explica por la abundancia de licopeno (Gross 1987; Ronen et
al. 2000; Lewinsohn et al. 2005b; Wall 2006). Sin embargo, en las variedades
rojas de pimiento esta coloracion se debe a la presencia de capsantina y
capsorrubina, carotenoides rojos especificos del género Capsicum (Gross 1987;
Hornero Mendez et al. 2002).
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Tabla 2: Contenido y principales carotenoides en frutos maduros de diferentes

especies.
. Principales ]
Cultivo Color ng/g PF . Referencia
carotenoides
Aguacate 12.0 25% luteina (Gross 1987)
(Sass Kiss et al. 2005;
Albaricoque 6.8-35.0 60-70% B-caroteno Dragovic Uzelac et
al. 2007)
34% B-criptoflavina;
Carambolo 22.0 (Gross et al. 1983)
25% (-caroteno
16-34% B-caroteno; 10-
Ciruela 7.5-24.4 24% luteina; 0-32% (Gross 1987)
violaxantina
76-86% licopeno; 6-17%
Guayaba 56.6-62.1 (Gross 1987)
B-caroteno
40% violaxantina; 28%
Higo 8.5 i (Gross 1987)
luteina
27-46% luteina; 19-28% .
- (McGhie 2002;
Kiwi Verde 3.9-5.9 B-caroteno; 14-20% o
. Montefiori 2005)
neoxantina
27-59% luteina; 8-30%
. . (McGhie 2002;
Amarillo 1.3-50.0 neoxantina; 8-18%
) . Montefiori 2005)
violaxantina
Naranja 210.0 89% B-caroteno (McGhie 2002)
Rojo 252.0 96% B-caroteno (McGhie 2002)
(Gross 1987; Pott et
Mango 9.0-125.0 48-84% B-caroteno
al. 2003)
i 35% violaxantina; 14%
Melocoton 4.7 (Gross 1987)

B-criptoxantina
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Principales

Cultivo Color ng/g PF . Referencia
carotenoides
Apocarotenoides
Melon Blanco 0.0-6.3 derivados de - (Ibdah et al. 2006)
caroteno
28% luteina; 22%
. . (Gross 1987; Ibdah et
Verde 0.0-10.0 violaxantina; 20% B-
al. 2006)
caroteno
. 95% B-caroteno;
Naranja 19.6-51.3 i (Ibdah et al. 2006)
5% luteina
. 52-64% B-criptoxantina; (Gross 1987; Wall
Papaya Amarilla 7.9-16.1
18-29% B-caroteno 2006)
. 70-74% licopeno; 15-
Roja 18.2-51.3 . . (Wall 2006)
18% B-criptoxantina
42-61%% luteina; 22- (Gross 1987; Niizu y
Pimiento Verde 18.0-22.7 25% violaxantina; 14- Rodriguez Amaya
18% B-caroteno 2005)
(Gross 1987;
Amarillo 12.0-49.3 33-41% violaxantina Bianchini y Penteado
1998)
44% violaxantina; 10%
Naranja 80.0 . (Gross 1987)
capsantina
Roi 135.3- 1-32% violaxantina; 14- (Gross 1987; Hornero
ojo
) 1269.7 60% capsantina Mendez et al. 2002)
, (Niizu y Rodriguez
50-73% luteina; 13-23% .
Oliva 1.0-1.7 Amaya 2005; Criado
[-caroteno
et al. 2007)
250 65-90% licopeno; 1-25% (Gross 1987, Cookson
Tomate 17(') 0 fitoeno; 5-10% B- et al. 2003; Lois et

caroteno

al. 2000)
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. Principales )
Cultivo Color ng/g PF . Referencia
carotenoides

(Lewinsohn et al.

Sandia Amarillo Trazas
2005b)
44% prolicopeno; 25% (Gross 1987;
Naranja 10.0-34.0 Fitoeno; 25% C- Lewinsohn et al.
caroteno 2005b)
) (Gross 1987;
. 95% licopeno; 5% pB- .
Rojo 25.0-48.5 Lewinsohn et al.
caroteno
2005b)
42-53% luteina; 42-51%
Uva 0.9-1.8 (Oliveira et al. 2004)

-caroteno

En general, la biosintesis de carotenoides en frutos ocurre en mayor
medida en la piel que en la pulpa, acumulandose por tanto una mayor cantidad
de estos pigmentos en la piel (Gross 1987). Por ejemplo, en los frutos de caqui y
de platano, la concentracion de carotenoides de la piel es, respectivamente,
hasta 9 y 6 veces superior a la existente en el endocarpo (Tabla 3). Ademas,
ambos tejidos presentan una composicion cualitativa distinta, tal y como se ha
descrito en otros frutos carotenogénicos (Gross 1987).

El contenido de carotenoides de los frutos varia durante el desarrollo y la
maduracion de los mismos (Gross 1987). Existen tres patrones tipicos de variacion
del contenido de carotenoides durante la maduracion de los frutos (Gross 1987).
En los frutos que acumulan altos contenidos de carotenoides, por ejemplo el
tomate, la acumulacion de estos pigmentos aumenta durante el desarrollo y la
maduracion del fruto, presentando un minimo transitorio durante la
transformacion de cloroplastos en cromoplastos. En otros frutos, como el
carambolo, la acumulacién de carotenoides se produce de forma continuada
desde estadios iniciales del desarrollo. Por ultimo, en frutos que acumulan otro
tipo de pigmentos durante la maduracion, como las olivas y las cerezas, o en
frutos con un bajo contenido de carotenoides, como las uvas, el contenido total
de carotenoides disminuye durante el desarrollo y la maduracion (Roca y Minguez
Mosquera 2003). En los frutos citricos se encuentran ejemplos de los tres
patrones de acumulacion de carotenoides: en pomelos y limones el contenido
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total de carotenoides disminuye de forma continuada; en la pulpa de mandarinas
y naranjas el contenido de carotenoides aumenta de forma continuada, mientras
que en el flavedo de mandarinas y naranjas el contenido de carotenoides
experimenta un descenso transitorio al final del desarrollo del fruto, seguido de
un aumento masivo en la acumulacion de estos pigmentos (Gross y Timberg
1983).

Tabla 3: Contenido y principales carotenoides en la piel y la pulpa de frutos de
caqui y platano.

Fruto na/g PF Principales carotenoides Referencia
Caqui
Piel 491 48% B-criptoxantina; 8% licopeno (Gross 1987)
40-48% B-criptoxantina; 10-16% (Gross 1987; Daood et
Pulpa 53-68 .
zeaxantina al. 1992)
Platano

(Gross 1987; Subagio et
al. 1996)

Piel 6 30-42% luteina

29-35% a.-caroteno; 21-30% B-
Pulpa 1-5 (Gross 1987; Wall 2006)
caroteno

Ademas, en aquellos frutos en los que la coloracion varia de verde a otro
color, durante la maduracion se produce un cambio de la composicion de
carotenoides (Gross 1987). En general, la composicion de carotenoides de los
frutos verdes-inmaduros es muy similar a la de las hojas. Paralelamente a la
degradacion de las clorofilas, que se produce durante la desverdizacion de los
frutos, la concentracion de los carotenoides caracteristicos de tejido verde
disminuye y se inicia la acumulacion de nuevos carotenoides, como la
violaxantina en manzana y en citricos, la capsantina y la capsorrubina en
pimiento y el licopeno en tomate (Gross 1987).

Por dltimo, el contenido y la composicion de carotenoides de los frutos
pueden modificarse por factores exdgenos como la luminosidad, la temperatura o
las practicas de cultivo (Gross 1987). En el caso de las manzanas se ha descrito
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un mayor contenido de carotenoides y una distribucion cualitativa de
carotenoides distinta en aquellas zonas del fruto expuestas a la radiacion solar,
en comparacion con aquellas que permanecen sombreadas (Solovchenko et al.
2006). En albaricoque y uva, la localizacion geografica de las plantaciones influye
en el contenido final de carotenoides de los frutos (Oliveira et al. 2004; Dragovic
Uzelac et al. 2007). La coloracion de los frutos citricos, determinada por su
contenido y composicion de carotenoides, se encuentra influenciada por la
temperatura, la iluminacion, la fertilizacion, el riego y el pie de cultivo (revisado
en Casas y Mallent 1988a; 1988b). Por ejemplo, el cambio de coloracion de los
frutos citricos se induce cuando la temperatura ambiental es inferior a 12 °C y, la
rapidez con la que el fruto alcanza su coloracion final depende del tiempo que el
arbol permanece por debajo de esta temperatura, asi como de la severidad de
los descensos de temperatura (Casas y Mallent 1988b). Esta serie de factores
explica las diferencias del contenido y la composicion de carotenoides que
algunos autores encuentran en frutos de una misma variedad (Tabla 2, Tabla 3 y
Tabla 5).

4. Biosintesis de carotenoides en plantas superiores

Todos los isoprenoides derivan de la unidad fundamental de 5 atomos de
carbono, isopentil difosfato (IPP), y de su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP),
gue son sintetizados en plantas superiores a través de dos rutas independientes y
compartimentalizadas. La ruta del acido mevaldnico (MVA), de la que derivan los
isoprenoides mitocondriales y citosolicos (ubiquinona, esteroles, citoquininas y
brasinosteroides) tiene lugar en el citosol y/o en el reticulo endoplasmatico. La
biosintesis de IPP plastidico y sus derivados isoprenoides (carotenoides,
monoterpenos, la cadena lateral de las clorofilas, plastoquinona y tocoferoles, y
las hormonas giberelinas y acido abcisico) transcurre mediante una ruta
independiente de MVA, descrita por vez primera por Rohmer et al. (1993), de la
que se han identificado todos los genes implicados, tanto en plantas como en
bacterias, aunque la contribucion de cada enzima al control del flujo metabolico
en esta ruta, asi como su participacion en el contenido final de IPP y DMAPP
disponibles para la sintesis de isoprenoides, ain no ha sido caracterizada en
detalle. Diversos estudios indican que existe intercambio de metabolitos entre
ambas rutas, aunque el trafico de estos parece ocurrir preferencialmente del
plastidio al citosol, y Unicamente en determinadas condiciones ambientales
(Rodriguez Concepcion y Boronat 2002).
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La biosintesis de carotenoides en las plantas superiores es diferente a la
operativa en microorganismos y ha sido objeto de estudio en los ultimos anos
(Cunningham y Gantt 1998; Sandmann 2001; Hirschberg 2001; Cunningham 2002;
Sandmann 2002; Romer y Fraser 2005). En la Figura 2 se representa un esquema
general de la ruta de biosintesis de carotenoides en plantas, donde se indican las
enzimas responsables de cada etapa.

El primer paso especifico de la ruta de carotenoides, mediado por la
fitoeno sintasa (PSY), consiste en la condensacion de dos moléculas de
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) para dar lugar al fitoeno. Cuatro desaturaciones

GGPP
PSY
Fitoeno

PDS
Fitoflueno

PDS
{—caroteno
| zos
Neurosporeno

ZDS

I p-Loy

e-LCY / V-LCY

a-caroteno
BCHX | 1 B-CHX

a-criptoxantina
g-CHX 1 B-CHX

Luteina s
VDE 1 ZEP

Violaxantina
NSY
Neoxantina

Figura 2: Esquema general de la biosintesis de carotenoides en plantas. En azul se
indican las enzimas que catalizan cada reaccion: GGPP (geranilgeranil pirofosfato), PSY
(fitoeno sintasa), PDS (fitoeno desaturasa), ZDS ((-caroteno desaturasa), B-LCY (B-
licopeno ciclasa), e-LCY ([Je-licopeno ciclasa), B-CHX (B-caroteno hidroxilasa), e-CHX (e-
caroteno hidroxilasa), ZEP (zeaxantina epoxidasa), VDE (violaxantina de-epoxidasa), NSY
(neoxantina sintasa).
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sucesivas de este compuesto, catalizadas por las enzimas fitoeno desaturasa
(PDS) y c¢-caroteno desaturasa (ZDS), dan lugar al licopeno, cuya molécula es
modificada por accion de las e- y/o B-ciclasas (e-LCY, B-LCY) formandose a- o B-
caroteno, respectivamente. Oxidaciones secuenciales de estas dos moléculas,
realizadas por &- y/o pB-caroteno hidroxilasas (s-CHX, B-CHX) y zeaxantina
epoxidasa (ZEP) dan lugar a la formacion de xantofilas (carotenoides
oxigenados). Todas las enzimas implicadas en la biosintesis de carotenoides en
plantas superiores estan codificadas por genes nucleares y poseen en el extremo
amino-terminal un péptido sefal de localizacion en plastidios, donde tienen lugar
las reacciones de biosintesis de carotenoides (Sandmann 1994).

Recientemente se han realizado diferentes revisiones bibliograficas sobre
la biosintesis de carotenoides en las que se detallan los Ultimos conocimientos
adquiridos sobre los genes y enzimas implicados en esta ruta (Fraser y Bramley
2004; Bouvier et al. 2005; Howitt y Pogson 2006; DellaPenna y Pogson 2006;
Sandmann et al. 2006). A continuacion se describen, brevemente, las reacciones,
los genes y las enzimas, implicados en la biosintesis de carotenoides.

4.1. Sintesis de precursores

La primera reaccion de la ruta de Rohmer consiste en la produccion, a
partir de D-gliceraldehido-3-fosfato (G3P) e (hidroximetil) tiamina derivada de
piruvato, de 1-deoxi-D-xiluloxa-5 fosfato (DXP), mediante condensacion
catalizada por la DXP sintasa (DXS) (Figura 3). En el siguiente paso de la ruta
plastidica de biosintesis de isoprenoides, la enzima DXP reductoisomerasa (DXR)
sintetiza 2-C-metil-eritritol-4-fosfato (MEP) mediante reordenacion
intramolecular y reduccién de DXP. Dado que este Ultimo compuesto es el
precursor de las vitaminas B; (tiamina) y B¢ (piridoxol), se considera el MEP como
el primer compuesto especifico de la ruta, y se ha consensuado su uso para dar
nombre a la misma (Rodriguez Concepcion y Boronat 2002; Liu et al. 2005).

En las siguientes reacciones las enzimas CMS (2-C-metil-D-eitritol-4-
fosfato citidil transferasa), CMK (4-(histidina-5"-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol
kinasa) y MCS (2-C-metil-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa) median la formacion
secuencial de 4-difosfocetidil-2-C-metil-eritritol (CDP-ME), CDP-ME 2-fosfato y 2-
C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato (ME-cPP), respectivamente. La reduccion de
este ultimo compuesto, catalizada por la enzima hidroximetil butenil difosfato
(HMBPP) sintasa (HDS) produce HMBPP, que es finalmente convertido en una
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mezcla de IPP y DMAPP (5:1), por accion de la enzima HMBPP reductasa (HDR)
(Rodriguez Concepcion y Boronat 2002; Liu et al. 2005). En plantas superiores,
excepto DXS, el resto de enzimas de la ruta MEP parecen estar codificadas por
genes nucleares Unicos. En todas las proteinas de la ruta MEP se predice un
dominio amino-terminal que podria actuar como seifal de importacion a
plastidos, siendo la forma madura de las proteinas de plantas superiores muy
similares a las homologas bacterianas, excepto HDS, que contiene un dominio
especifico de plantas (Querol et al. 2002).

Tiamina Isopreno
/
G-3-P DXS IDXR CMs CMK MCS HDS HOR [Pl ’
+ mmp DXPump MEP mmp CDP-ME mmp CDP-ME 2-P mmp ME-CPP mp HMEPP b IPP:DMAPP
piruvato l GGPS
Gpp == Monoterpenos
Piridoxol

FPP
GGPP ==pmmCarotenoides

Plastoquinona l Giberelinas
Fitil-PP

e’ 15
Tocoferoles l Filoquinonas
Clorofilas

Figura 3: Esquema general de la biosintesis de isoprenoides en plantas, adaptado de
Botella Pavia y Rodriguez Concepcion (2006). En azul se indican las enzimas que catalizan
cada reaccion: DXS (1-deoxi-D-xiluloxa-5 fosfato sintasa), DXR (1-deoxi-D-xiluloxa-5
fosfato reductoisomerasa), CMS (2-C-metil-D-eitritol-4-fosfato citidil transferasa), CMK (4-
(histidina-5"-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol ~ kinasa), = MCS  (2-C-metil-eritritol  2,4-
ciclodifosfato sintasa), HDS (hidroximetil butenil difosfato sintasa), HDR (hidroximetil
butenil difosfato reductasa), IPI (isopentil pirofosfato isomerasa), GGPS (geranilgeranil
pirofosfato sintasa).

4.2. Sintesis de carotenos

a) Formacion de fitoeno a partir de IPP y DMAPP

La condensacién de una molécula de IPP (Cs) con una molécula de DMAPP
(Cs), da lugar al intermediario geranil pirofosfato (GPP, C;o) que se condensa con
una molécula adicional de IPP, formando farnesil pirofosfato (FPP, C;s). Este
compuesto junto con otra molécula adicional de IPP produce geranilgeranil
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pirofosfato (GGPP, Cy), precursor comin de carotenoides, clorofilas y giberelinas
(Figura 3 y Figura 4). Esta serie de reacciones de condensacion ocurren
mediante ataque de un ion carbonilo al doble enlace C-3,4 de la molécula de IPP,
con la consiguiente pérdida del fosfato inorganico. Cada una de estas reacciones
esta mediada por la accion de una misma enzima, denominada GGPP sintasa
(GGPS). En Arabidopsis se han identificado 12 genes que podrian codificar
enzimas con actividad GGPS, 5 de ellas con posible localizacion plastidica (Okada
et al. 2000; Lange y Ghassemian 2003). Dado que el paso catalizado por este tipo
de enzimas es una ramificacion de la ruta de biosintesis de isoprenoides, podria
suponerse que alguna de las proteinas GGPS identificadas fuera una isoforma
especifica de la sintesis de carotenoides (Botella Pavia y Rodriguez Concepcion
2006).

El primer paso especifico de la ruta de carotenoides consiste en la
condensacion de dos moléculas de GGPP para dar lugar al fitoeno (Figura 4). Esta
reaccion, catalizada por la fitoeno sintasa (PSY) ocurre en dos etapas. La primera
etapa consiste en la condensacion de dos moléculas de GGPP, previa eliminacion
de un grupo difosfato de una de ellas, dando lugar al prefitoeno. A continuacion,
el prefitoeno sufre un reordenamiento molecular que conlleva la eliminacion de
un grupo difosfato y neutralizacién de un carbocation (Bouvier et al. 2005). El
producto mayoritario de las PSY de plantas es 15-cis-fitoeno (Goodwin 1983). La
correcta actividad enzimatica de PSY requiere asociacion a membrana (Schledz
et al. 1996). Los genes que codifican PSY han sido clonados de diversas plantas.
En Arabidopsis thaliana parece estar codificada por un Unico gen, mientras que
en tomate (Solanum lycopersicon) y tabaco (Nicotiana plumgliflora) existen dos
genes que codifican PSY funcionales (Fraser et al. 1999; Fraser y Bramley 2004).
En el caso del tomate, la isoforma PSY-1 es la responsable de la sintesis de
fitoeno en tejido cromoplastico, mientras que PSY-2 lo es en tejido cloroplastico
(Fraser et al. 1999). Pese a que los genes que codifican ambas isoformas de PSY
son 91% idénticos, la disfuncion de PSY-1 no es compensada eficazmente por PSY-
2 (Fraser et al. 1999).
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IPI
/Lv<.||_,:n—4—' — CH,OPP
DMAPP T IPP
m

CH,0PP GPP (Cyp)
GGPS t— IPP

M CHORP FPP (Cis)
ceps [~ PP
/K/\/K/\/L%/\A/CH?“P GGPP (Cx)

PSY t— GGPP

CHLOFP

&\WWM/\W PP (C4)

H CH.

PSY
WW P (Cy0)

Figura 4: Esquema general de la biosintesis de fitoeno en plantas superiores, adaptado de
Fraser y Bramley (2004). En azul se indican las enzimas que catalizan cada reaccion, GGPS
(geranilgeranil pirofosfato) y PSY (fitoeno sintasa) y, en negro los compuestos, DMAPP
(dimetil-alil-pirofosfato), IPP (isopentil pirofosfato), GPP (geranil pirofosfato), FPP
(farnesil pirofosfato), GGPP (geranilgeranil pirofosfato), PP (prefitoeno), P (fitoeno).

b) Reacciones de desaturacion

En plantas superiores la sintesis de licopeno a partir de 15-cis-fitoeno
conlleva cuatro desaturaciones sucesivas catalizadas por dos enzimas, PDS y ZDS
(Figura 5).

Cada una de estas enzimas introduce dos dobles enlaces simétricos en
ambos extremos de la molécula sustrato. La introduccion secuencial de dobles
enlaces en los carbonos 11y 11 de la molécula de fitoeno esta catalizada por la
PDS. Esta desaturacion de la molécula viene acompainada de isomerizacion cis de
los enlaces 9 y 9° produciéndose fitoflueno (15,9 -dicis-fitoflueno) y ¢-caroteno
(9,15,9 -tricis-¢-caroteno). A continuacion el doble enlace 15-cis es isomerizado
a la forma trans, originandose 9,9 -dicis-C-caroteno. La forma en que esta
isomerizacion (enzimatica o no) tiene lugar ain no ha sido del todo resuelta. En
el siguiente paso la enzima ZDS introduce dobles enlaces en forma cis en los
carbonos 7 y 7', formandose neurosporeno (7,9,9 -tricis-neurosporeno) y
finalmente prolicopeno (7,9,7,9 -tetracis-licopeno) (Breitenbach y Sandmann
2005). Por Ultimo, el prolicopoeno es isomerizado a forma trans por accion de la
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caroteno isomerasa (CRTISO) (Isaacson et al. 2002). Los genes que codifican PDS
y ZDS han sido identificados en diversas plantas superiores. Las secuencias
codificantes de PDS y ZDS son 33-35% similares y todas ellas poseen un dominio
de union a dinucleotido (FAD/NADP) en el extremo amino-terminal (Fraser y
Bramley 2004). La correcta funcionalidad enzimatica de PDS requiere asociacion
a membrana (al Babili et al. 1996).

La eliminacion de dos atomos de hidrogeno en cada reaccion de
desaturacion requiere el acoplamiento de estas reacciones a una cadena de
transporte electronico que utiliza oxigeno como aceptor final de electrones.
Algunos componentes de esta cadena de transporte electronico, como la
ubiquinona y una oxidasa terminal de plastidos (PTOX), han sido identificados a
partir de la caracterizacion de mutantes de Arabidopsis (immutans) y tomate
(ghost) (Carol y Kuntz 2001; Barr et al. 2004).

15-cis fitoeno

di-cis-fitoflueno

PDS
PDS

cis-{-caroteno
ZDS

I
!
l
!

ZDS neureosporeno
rolicopeno

CRTISOI y P

SV N N Y licopeno

Figura 5: Esquema general de la biosintesis de licopeno a partir de fitoeno, adaptado de
Breitenbach y Sandman (2005). En azul se indican las enzimas que catalizan cada reaccion:
PDS (fitoeno desaturasa), ZDS ({-caroteno desaturasa), CRTISO (caroteno isomerasa).
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¢) Reacciones de ciclacion

La ruta de biosintesis de carotenoides en plantas superiores se bifurca en
la ciclacion del licopeno, dependiendo del tipo de ciclacion que sufran los
extremos de ésta molécula (Figura 6). Pueden producirse dos tipos de anillos, &-
0 B-, que Unicamente difieren en la posicion de un doble enlace en el anillo
ciclohexano. El tipo de anillo producido depende de la enzima "licopeno ciclasa”
(LCY) que actua sobre el extremo de la molécula. En plantas superiores se han
identificado dos tipos de LCYs: B-LCY, que cataliza la formacién de anillos B-, y
e-LCY que introduce anillos ¢-. La enzima B-LCY puede actuar secuencialmente
sobre ambos extremos de la molécula de licopeno dando lugar al B-caroteno,
produciéndose y-caroteno como intermediario. Sin embargo, ¢-LCY Unicamente
puede introducir un anillo en uno de los dos extremos de la molécula de
licopeno, originandose §-caroteno. La actuacion de B-LCY sobre el extremo lineal
del 5-caroteno da lugar al a-caroteno (Hirschberg 2001; Fraser y Bramley 2004;
Bouvier et al. 2005). Unicamente en algunas especies de lechuga (Lactuca sativa)
se ha descrito la existencia de una &-LCY capaz de introducir dos anillos - en
ambos extremos de la molécula de licopeno, generandose lactucaxantina
(Cunningham y Gantt 2001).

p-LCY

S-caroteno

B-LCY

y-caroteno

a-carotenc p-LCY

p-caroteno

Figura 6: Esquema general de la ciclacion del licopeno, adaptado de Fraser y Bramley
(2004). En azul se indican las enzimas que catalizan cada reaccion: B-LCY (B-licopeno
ciclasa), e-LCY (e-licopeno ciclasa).
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Genes que codifican B-LCYs han sido identificados en tomate (N° Acc.
X86452), zanahoria (N° Acc. DQ192190), tabaco (N° Acc. F13561), diversas
especies de citricos (N° Acc. AF240787, AY166796, AY217103, AF152246) y
pimiento (N° Acc. X86221), entre otras plantas superiores, presentando todas
ellas un porcentaje de identidad a nivel de aminoacidos de, al menos, el 78%. Las
proteinas maduras poseen un sitio de union a dinucledtido (FAD/NADH) que
parece estar implicado en su activacion alostérica (Hornero Mendez y Britton
2002) y dos motivos conservados caracteristicos de este tipo de enzimas
(Hugueney et al. 1995). En tomate se ha descrito la existencia de una segunda f-
LCY (B-LCY2) especifica de tejido cromoplastico, que es 53% idéntica a nivel de
aminoacidos a la B-LCY candnica (Ronen et al. 2000). Es interesante mencionar
que B-LCY2 muestra mayor identidad de secuencia con la capsantina-capsorubina
sintasa (CCS) de pimiento, una enzima bifuncional que cataliza la formacion de
capsantina y capsorubina (carotenoides especificos de pimiento) a partir de
anteraxantina y violaxantina, respectivamente, y que ademas posee actividad -
LCY (Hugueney et al. 1995).

4.3. Sintesis de xantofilas

Las xantofilas son carotenoides oxigenados que en los frutos se
encuentran habitualmente esterificados con acidos grasos (Gross 1987).

El a- y el B-caroteno son modificados, mediante oxidacion enzimatica,
produciéndose xantofilas. La hidroxilacion secuencial en los C-3 y 3" de los
anillos del a- y el B-caroteno resulta en la formacion de luteina y zeaxantina, via
a- Yy B-criptoxantina, respectivamente (Figura 7). La hidroxilacion de los anillos
B- es catalizada por accién de la enzima B-caroteno hidroxilasa (B-CHX), mientras
que sobre los anillos e- actua e-CHX. Los tipos, el origen y las funciones de CHXs
de plantas han sido revisados recientemente (Tian y DellaPenna 2004; Inoue
2004). En Arabidopsis (Tian y DellaPenna 2001), pimiento (Bouvier et al. 1998) y
tomate (Hirschberg 2001) se han identificado dos genes que codifican 3-CHX vy,
en Arabidopsis existen indicios de la presencia de una tercera 3-CHX (Tian et al.
2003). En tomate, una de las isoformas B-CHX se expresa en tejido verde,
mientras que la otra parece ser especifica de tejidos cromoplasticos (Hirschberg
2001; Galpaz et al. 2006). Las enzimas B-CHX son monoxigenasas dependientes
de ferrodixina, caracterizadas por una serie de residuos histidina, indispensables
para su actividad catalitica, y con posible localizacion transmembrana. La enzima
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¢-CHX es una monoxigenasa dependiente de citocromo P-450 que hasta la fecha
Unicamente ha sido caracterizada en Arabidopsis (Tian et al. 2004).

p-carotenc

o-caroteno l e-CHX

a-criptoxantina k) B-criptoxantina

§p-chx ¥ IB-cHx i
ors luteina ua zeaxantina
zer}lf voE 5
o
HOo anteraxantina ZEPl' VDE o

0

e, violaxantina

l NSY

oH neoxantina
HO

Figura 7: Esquema general de biosintesis de xantofilas, adaptado de Fraser y Bramley
(2004). En azul se indican las enzimas que catalizan cada reaccion: B-CHX (B-caroteno
hidroxilasa), &-CHX (e-caroteno hidroxilasa), ZEP (zeaxantina epoxidasa), VDE
(violaxantina de-epoxidasa), NSY (neoxantina sintasa).

La luteina es el producto final de la rama B,e- de la ruta de biosintesis de
carotenoides, mientras que las xantofilas de la rama B,B- sufren modificaciones
adicionales (Figura 7). La introduccion secuencial, catalizada por zeaxantina
epoxidasa (ZEP), de grupos epoxi en posiciones C-5,6 y C-5",6" de la zeaxantina
da lugar a la formacion de anteraxantina y violaxantina. Esta secuencia de
reacciones es reversible, y la violaxantina puede ser reconvertida a zeaxantina
mediante de-epoxidacion catalizada por VDE (violaxantina de-epoxidasa) (Figura
7). Este conjunto de reacciones reversibles se engloba bajo el nombre de “ciclo
de las xantofilas” (Gross 1987; Demmig Adams et al. 1996). Genes que codifican
ZEP y VDE han sido identificados en distintos vegetales (Fraser y Bramley 2004;
Bouvier et al. 2005). Tanto ZEP como VDE son una clase de proteinas con
estructura de barril-B que interacciona con pequeias moléculas hidrofobicas. La
actividad enzimatica ZEP es dependiente de FAD y ferrodixina, mientras que VDE
requiere ascorbato para su actividad.
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La enzima neoxantina sintasa (NSY) cataliza la conversion de violaxantina
a neoxantina, la Gltima xantofila de la rama B,B- de la ruta de biosintesis de
carotenoides (Figura 7). Se han clonado genes que codifican enzimas con
reducida actividad NSY in vitro de tomate (Bouvier et al. 2000), patata (al Babili
et al. 2000) y Arabidopsis (North et al. 2007).

4.4. Sintesis de apocarotenoides

El mecanismo bioquimico que conduce a la produccién de
apocarotenoides es el corte oxidativo de una molécula carotenoide. La
naturaleza de estas reacciones aun no ha sido elucidada para cada caso
particular, sin embargo, cada vez mas evidencias sugieren que estan catalizadas
por una familia de proteinas denominadas genéricamente dioxigenasas de corte
de carotenoides” (CCDs) (Giuliano et al. 2003; Camara y Bouvier 2004; Lewinsohn
et al. 2005a). Este tipo de enzimas parecen tener alta especificidad en cuanto al
punto de corte en el carotenoide. En Arabidopsis, azafran, tomate, uva y melon
se han caracterizado CCDs especificas del enlace 9-10 (Schwartz et al. 2001;
Bouvier et al. 2003a; Simkin et al. 2004a; Mathieu et al. 2005; Ibdah et al. 2006).
También en azafran se ha caracterizado una CCDs con punto de corte especifico
en los enlaces 7-8 y 7°-8" que utiliza zeaxantina como sustrato (Bouvier et al.
2003a). Una CCD que cataliza el corte del licopeno en las posiciones 5-6 y 5"-6°
se ha aislado de Bixa orellana (Bouvier et al. 2003a).

La subfamilia de CCDs que cataliza el corte, en el doble enlace 11-12, de
C4-9-cis-epoxicarotenoides se denomina NCEDs (del inglés nine-cis-
epoxycarotenoid dioxygenases). En plantas superiores las NCEDs catalizan la
rotura de 9 -cis-neoxantina y/o 9 -cis-violaxantina, produciendo xantoxina,
compuesto Cys precursor directo del ABA. Estudios de sobreexpresion y mutantes
defectivos de NCEDs en tabaco, tomate, guisante y Arabidopsis han puesto de
manifiesto la naturaleza limitante de la reaccion catalizada por estas enzimas en
la biosintesis de ABA (revisado en Taylor et al. 2005).

5. Regulacioén de la sintesis y acumulacion de carotenoides en frutos

En frutos, los carotenoides pueden acumularse en distintos tipos de
plastidios, siendo los mas caracteristicos los cloroplastos y los cromoplastos. Los
cloroplastos son abundantes durante los estadios inmaduros de los frutos,
transformandose durante la maduracion del fruto en cromoplastos. Durante esta
transformacion las membranas tilacoidales se desintegran, las clorofilas y la
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mayor parte de los componentes de los complejos fotosintéticos desaparecen, y
se produce una acumulacion masiva de carotenoides en los cromoplastos. En los
plastidios el contenido de carotenoides puede regularese a cuatro niveles: (1)
mediante la formacion de estructuras capaces de almacenar/estabilizar los
carotenoides, (2) mediante regulacion de la transcripcion de los genes implicados
en la biosintesis de carotenoides, (3) mediante regulacion postranscripcional de
las enzimas implicadas en la biosintesis de carotenoides y, (4) mediante el
catabolismo de carotenoides (Fraser y Bramley 2004; Howitt y Pogson 2006).

5.1. Almacenamiento de carotenoides en frutos

En los cloroplastos practicamente todos los carotenoides se encuentran
asociados a proteinas unidas a las clorofilas, formando parte de los complejos de
captacion y disipacion de la energia luminica, mientras que en los cromoplastos
se encuentran inmersos en estructuras lipoproteicas especificas (Vishnevetsky et
al. 1999). Estas estructuras lipoproteicas pueden clasificarse como globulares,
cristalinas, membranosas, fibrilares o tubulares, y la formacion de una u otra
depende de la composicion de carotenoides (Vishnevetsky et al. 1999). Por
ejemplo, el tratamiento de tejidos cromoplastogénicos con inhibidores de la
sintesis de carotenoides, como la norfluorazona y el CPTA, produce acumulacion
de carotenos lineales en estructuras globulares y, evita la formacion de
estructuras fibrilares que acumulan, fundamentalmente, xantofilas esterificadas
(Vishnevetsky et al. 1999). La acumulacion de carotenoides también parece estar
relacionada con la expresion de genes que influyen en la composicion
lipoproteica de los cromoplastos. De hecho, durante la diferenciacion de los
cromoplastos, el patron de expresion de genes que codifican proteinas asociadas
al almacenamiento de carotenoides es muy similar al de algunos genes de la ruta
de biosintesis de carotenoides, como CCS y GGPS en pimiento y PSY en tomate
(Vishnevetsky et al. 1999). El mutante or de coliflor es un claro ejemplo de la
influencia de las estructuras de almacenamiento de carotenoides en el contenido
total de estos pigmentos. Las inflorescencias de este mutante presentan
coloracion anaranjada, debido a la aparicion en la membrana plastidica de
laminas que acumulan B-caroteno, mientras que el color de las inflorescencias
del parental es blanco debido a la practica ausencia de carotenoides (Li et al.
2001). Sin embargo, entre ambos genotipos, no existen diferencias en el nivel de
expresion de los genes carotenogénicos (Li et al. 2006).
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La esterificacion de los grupos hidroxilo con acidos grasos, via acetil-CoA,
es una forma habitual de almacenamiento de carotenoides en frutos (Gross 1987;
Britton 1998). Esta reaccion, que no afecta las propiedades del cromoforo,
aumenta el grado de hidrofobicidad de las xantofilas, favoreciendo su integracion
en estructuras ricas en lipidos. El grado de esterificacion de las xantofilas
aumenta progresivamente durante la maduracion de los frutos (Gross 1987).
Durante el desarrollo de los frutos de pimiento las xantofilas se acumulan en
forma no esterificada, iniciandose la esterificacion de las mismas con la
maduracion del fruto, de forma que en fruto maduro todas las xantofilas se
encuentran parcial o totalmente esterificadas (Hornero Mendez y Minguez
Mosquera 2000). En naranjas y mandarinas, el contenido de xantofilas
esterificadas también aumenta durante la maduracion, llegando a constituir el
60% y el 86% de las xantofilas totales del flavedo y de la pulpa, respectivamente
(Eilati et al. 1972; Gross 1987). Sin embargo, en limon, caracterizado por su bajo
contenido de carotenoides, Unicamente el 5% de las xantofilas se encuentran
esterificadas (Yokoyama y Vanderco 1967). Durante la maduracién de los frutos
de manzana los carotenoides sintetizados son inmediatamente esterificados con
acidos grasos (Knee 1988). Dado que los acidos grasos suelen encontrarse
formando parte de compuestos mas complejos puede que la sintesis y
disponibilidad de acidos grasos libres determine el grado de esterificacion y
acumulacion de xantofilas (Stalberg et al. 2003). Asimismo, la abundancia y
actividad de enzimas implicadas en las reacciones de esterificacion podrian
también influir en la acumulacion de xantofilas (Stalberg et al. 2003).

5.2. Regulacién transcripcional de la carotenogénesis en frutos

Pese a que la ruta de biosintesis de carotenoides esta bien establecida a
nivel bioquimico la regulacion enzimatica es mucho menos clara. Existen cada
vez mas evidencias que sugieren que su regulacion tiene lugar,
fundamentalmente, a nivel transcripcional. La caracterizacion de la regulacion in
vivo de la carotenogénesis y la clonacion de los principales genes de la biosintesis
se ha realizado, fundamentalmente, en plantas modelo como Arabidopsis
thaliana, maiz, tomate y pimiento, ya que ofrecen importantes ventajas
genéticas y de disponibilidad de mutaciones que facilitan estos estudios, siendo
ademas el tomate y el pimiento cultivos de importancia econdémica.

El tomate es el fruto en el que se ha realizado un mayor nimero de
estudios sobre la composicion de carotenoides y la regulacion de la ruta
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biosintética de estos compuestos. La mayoria de los genes implicados en la
biosintesis de carotenoides se han aislado y su patréon de expresion ha sido
analizado durante el desarrollo y la maduracion del fruto. A partir del estadio
verde-maduro se incrementa el nivel de acumulacion de los mRNAs de PSY-1 y
PDS, que alcanza su maximo en frutos virando de color y disminuye ligeramente
en frutos maduros (Giuliano et al. 1993; Pecker et al. 1996). El nivel de
expresion de PSY-1 parece determinar el contenido de carotenoides totales del
fruto (Giuliano et al. 1993). La acumulacion de transcritos correspondientes a los
genes ZDS, PTOX, CRTISO y ACHX también aumenta durante la maduracion
(Isaacson et al. 2002; Barr et al. 2004; Giovannoni 2004). La acumulacion de
transcritos correspondientes a ALCY y &LCY es maxima en frutos verdes
inmaduros y disminuye durante el desarrollo y la maduracion, siendo
indetectables en frutos maduros (Pecker et al. 1996; Ronen et al. 1999; Ronen et
al. 2000), mientras que la expresion de S-LCY2 se induce de forma transitoria en
el estadio virando (Ronen et al. 2000). Asi pues, los cambios del contenido y
composicion de carotenoides que tienen lugar durante el desarrollo y la
maduracion pueden explicarse por el aumento de la expresion de los genes
implicados en la biosintesis de licopeno (PSY-1, PDS, ZDS, CRTISO) y la
disminucion de la expresion de aquellos implicados en la ciclacion de este
compuesto (#-LCY y &LCY). Esta reduccion de la expresion de los genes que
codifican LCYs, encargados de la ciclacion del licopeno, es la responsable de la
acumulacion de licopeno en tomate (Giuliano et al. 1993; Fraser et al. 1994;
Pecker et al. 1996; Bramley 2002). Por tanto, estos datos apuntan al control
transcripcional de los genes de biosintesis de carotenoides como el principal
mecanismo de regulacion del contenido y composicion de carotenoides en frutos
de tomate. Esta hipodtesis se apoya también en los resultados obtenidos con
diversos mutantes y plantas transgénicas. En los mutantes Beta y Delta de
tomate, el aumento del nivel de expresion de los genes f-LCY2 y &LCY conduce a
una disminucién del contenido de licopeno y a un aumento del contenido de B- y
8-caroteno, respectivamente (Tabla 4). Adicionalmente, la sobreexpresion de s
LCY en plantas transgénicas de tomate también aumenta el contenido de B-
caroteno de los frutos (Rosati et al. 2000; D'Ambrosio et al. 2004). Por otro lado,
el caracter limitante de la reaccion catalizada por PSY se corrobora por la
alteracion del contenido total de carotenoides que se ha conseguido mediante
modificacion de los niveles de expresion de genes PSY en plantas transgénicas de
tomate. La sobreexpresion de una PSY bacteriana produce el aumento del
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contenido total de carotenoides de los frutos de tomate (Fraser et al. 2002),
mientras que la transformacion con una construccion antisentido de PSY-1
mimetiza el fenotipo del mutante yellow flesh (Fraser et al. 1999), que carece
de carotenoides en los frutos maduros debido a una disfuncion de PSY-1 (Tabla 4)
(Lois et al. 2000).

Tabla 4: Relacion de mutantes de tomate afectados en genes carotenogénicos.

Se indican las caracteristicas fenotipicas del fruto, su composicion de

carotenoides y el gen afectado.

Principales
Gen Color del )
Mutante Alteracion carotenoides Referencia
afectado fruto
acumulados
Yellow No . Ausencia de (Fraser et al.
PSY-1 . Amarillo .
flesh funcional carotenoides 1999)
. (Barr et al.
No . 83% fitoeno; 11%
Ghost PTOX . Naranja . 2004; Fu et al.
funcional fitoflueno
2005)
60% (-caroteno; 20%
. No . ] (Isaacson et al.
Tangerine CRTISO . Naranja fitoeno; 20%
funcional . 2002)
prolicopeno
Aumento de . 50% licopeno; 46% B- (Ronen et al.
Beta FLCY2 ., Naranja
expresion caroteno 2000)
Rojo . (Ronen et al.
Oldgold  pLCY2 . . 99% licopeno
funcional intenso 2000)
Aumento de . 65% &-caroteno; 25% (Ronen et al.
Delta &LCY ., Naranja .
expresion licopeno 1999)

Recientemente, también se les ha asignado a las enzimas de la ruta MEP
un papel importante en la regulacion del flujo de biosintesis de carotenoides.
Durante el desarrollo y la maduracion de los frutos de tomate los genes DXS y
HDR aumentan su nivel de expresion paralelamente al aumento del contenido de
carotenoides (Lois et al. 2000; Botella Pavia et al. 2004), mientras que DXR y HDS

26



Introduccion

muestran un patron de expresion constitutivo (Rodriguez Concepcion et al. 2001;
Rodriguez Concepcion et al. 2003). Dado que el contenido total de carotenoides
del fruto se incrementa por sobreexpresion del gen DXS utilizando un promotor
especifico de fruto (Enfissi et al. 2005), y por el tratamiento de frutos con DXP,
mimetizando un aumento especifico de la actividad DXS (Lois et al. 2000), la
enzima DXS se ha sefalado como el primer punto clave en la regulacion de la
biosintesis de precursores de carotenoides. Cuando la concentracién de DXP no es
restrictiva la reaccion catalizada por HDR adquiere naturaleza limitante para la
sintesis de IPP plastidico (Botella Pavia et al. 2004).

En los frutos de pimiento también se ha caracterizado en detalle la
regulacion de la biosintesis de carotenoides a nivel molecular. Durante el
desarrollo y la maduracion de los frutos de las variedades rojas de pimiento, la
expresion de los genes DXS (Bouvier 1998), GGPS, PSY y PDS (Kuntz et al. 1992;
Hugueney et al. 1992; Romer et al. 1993; Bouvier et al. 1994) se incrementa,
desde estadios tempranos del desarrollo para el caso de DXS y, a partir del
momento del viraje de color del fruto el resto de genes, conduciendo a un
aumento del contenido total de carotenoides del fruto. El inicio del cambio de
color del fruto viene, ademas, acompanado por un aumento de la expresion de
los genes CCS, S-CHX y ZEP (Bouvier et al. 1994; Bouvier et al. 1996; Bouvier et
al. 1998) que codifican enzimas que conducen a la acumulacion de violaxantina y
capsantina, principales carotenoides en las variedades rojas de pimiento (Tabla
2). El redireccionamiento del flujo de la ruta de biosintesis de carotenoides de la
rama B,e- hacia la rama B,B- que tiene lugar durante la maduracion de los frutos
rojos de pimiento se atribuye mayoritariamente a la actividad de la enzima CCS,
capaz de ciclar el licopeno a B-caroteno, dado que S-LCY presenta un nivel de
expresion constitutivo durante todo el proceso (Hugueney et al. 1995). Algunas
variedades naranjas de pimiento presentan exactamente los mismos carotenoides
que las variedades rojas, aunque en menor cantidad (Tabla 2). El origen de estas
diferencias radica en la presencia, en las variedades naranjas, de un alelo del
gen PSY con un procesamiento defectuoso que resulta en transcritos aberrantes,
provocando una disminucion del contenido de fitoeno disponible para las
subsiguientes reacciones (Huh et al. 2001). La coloracion amarilla o naranja de
algunas variedades de pimiento (Tabla 2) se debe a la ausencia en el genoma de
las mismas del gen CCS (Hugueney et al. 1995; Lefebvre et al. 1998), de forma
que no se sintetizan capsantina ni capsorrubina, responsables de la coloracion
roja en pimiento (Bouvier et al. 1994; Lefebvre et al. 1998).
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5.3. Otros factores que afectan la carotenogénesis en frutos

Un punto clave de la regulacion de la biosintesis de derivados
isoprenoides parece ser el mecanismo que controla la particion de precursores en
las distintas ramas de esta ruta (carotenoides, giberelinas y clorofilas). La
formacion de complejos multienzimaticos, que conllevan un control del flujo
metabolico hacia las distintas ramas, ha sido propuesta por distintos autores
basandose en la existencia de familias multigénicas y en evidencias de la
existencia de agregados enzimaticos en tomate, pimiento y narciso. En la ruta de
biosintesis de carotenoides se ha propuesto la existencia de dos complejos
multienzimaticos (Figura 8). Un primer complejo enzimatico, aislado de
cromoplastos de tomate y pimiento, estaria formado por las enzimas IPl, GGPS y
PSY (Maudinas et al. 1977; Dogbo y Camara 1987; Camara 1993) y mediaria la
sintesis de fitoeno a partir de IPP. El segundo complejo enzimatico, que
canalizaria la formacion de o- y B-caroteno a partir del fitoeno, estaria incluido
en la membrana tilacoidal e incluiria dos unidades de cada una de las enzimas
implicadas en las reacciones de desaturacion del fitoeno (PDS, ZDS), una unidad
de CRTISO y dos unidades de las enzimas implicadas en la ciclacion del licopeno
(LCYs) (Cunningham 2002; Fraser y Bramley 2004). En estos complejos
multienzimaticos posiblemente también estén asociadas otras enzimas y/o
cofactores que regulen la actividad catalitica o, que permitan la interaccion
entre las subunidades enzimaticas (Cunningham y Gantt 1998). La existencia de
agregados multienzimaticos que median la formacion de a- y B-caroteno a partir
del fitoeno se ha demostrado en hongos carotenogénicos del género Phycomyces
(De la Guardia et al. 1971; Candau et al. 1991). Adicionalmente, el
direccionamiento del flujo a través de la rama B,B- o B,e- de la ruta de
biosintesis de carotenoides parece estar determinado por las cantidades
relativas, las actividades enzimaticas y/o la especificidad de sustrato de las
enzimas -y &-LCY (Cunningham et al. 1996; Bramley 2002).

En los cromoplastos, las proteinas PSY y PDS pueden encontrarse en
forma inactiva, solubilizadas en el estroma, o en forma activa unidas a
membrana. Este hecho sugiere que el control del equilibrio entre las fracciones
de proteina libre/unida a membrana es un mecanismo post-transcripcional capaz
de regular la actividad de estas enzimas (Schledz et al. 1996; al Babili et al.
1996; Bonk et al. 1997; Welsch et al. 2000). En el caso de PDS parece que dicho
mecanismo se encuentra asociado al estado redox de quinonas unidas a la
membrana (Bonk et al. 1997; Breitenbach et al. 2001).
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Figura 8: Esquema ilustrativo de los complejos multienzimaticos implicados en la
biosintesis de carotenoides, segun Cunningham y Gantt (1998).

La luz afecta al contenido y composicion de carotenoides, especialmente
de las xantofilas implicadas en el "ciclo de las xantofilas” (Demmig Adams et al.
1996). El mayor contenido de carotenoides, respecto al genotipo silvestre, de los
mutantes hp de tomate, caracterizados por una elevada fotorespuesta, revelan el
efecto de componentes de la ruta de transduccion de sefales luminicas en la
regulacion de la formacion de carotenoides (Cookson et al. 2003). Esta teoria se
apoya ademas por el estudio de plantas transgénicas de tomate con elevada
expresion de los criptocromos, que también tienen aumentado el contenido de
carotenoides (Liu et al. 2004; Giliberto et al. 2005). Adicionalmente, la
acumulacion de mRNAs correspondientes a las proteinas DXS y PSY, asi como la
actividad catalitica de las mismas aumenta en determinadas condiciones
luminicas. Aunque el mecanismo que conduce a dicho aumento de actividad no
ha sido determinado todavia, parece deberse a modificaciones post-
traduccionales, como fosforilacion de las proteinas (Schofield y Paliyath 2005).
En tejidos fotosintéticos todos los genes de la ruta MEP estan claramente
regulados por la luz (Hsieh y Goodman 2005).

En el mutante cnr de tomate, que carece de la acumulacion
caracteristica de carotenoides que se produce durante la maduracion de estos
frutos, no se detecta expresion de PSY-1 (Fraser et al. 2001). Adicionalmente, los
niveles de GGPP plastidico se encuentran disminuidos respecto al genotipo
silvestre, sin embargo, el contenido de tocoferoles, también sintetizados a partir
de este compuesto, no aparece afectado (Fraser et al. 2001). Recientemente se
ha descrito que el gen cnr pertenece a una familia de factores de transcripcion, y
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gue la mutacion ha originado un patréon de metilacion alterado en la secuencia
promotora de este gen, que conduce a una muy reducida expresion del mismo.
Pese a que la funcion exacta del factor cnr alin no ha sido determinada su papel
en la regulacién de la carotenogénesis parece evidente (Manning et al. 2006).

La ruta de biosintesis de carotenoides también parece estar regulada por
inhibicion por producto final (" feed-back’). En tejidos vegetativos la inhibicion
de la ciclacion del licopeno produce aumento de la expresion de los genes PSY y
PDS (Giuliano et al. 1993; Corona et al. 1996). En frutos, el tratamiento con
inhibidores de la biosintesis de carotenoides produce un aumento del contenido
de carotenoides en los tejidos tratados respecto a los no tratados. La inhibicion
de actividad licopeno ciclasa mediante tratamiento con CPTA y MPTA produce un
aumento del contenido de carotenoides tanto en frutos citricos como en tomate
(Yokoyama et al. 1972; Poling et al. 1976; Hayman et al. 1977; Chang et al.
1977; Poling et al. 1980). Este aumento del contenido de carotenoides es
dependiente de la transcripcion, procesamiento y traduccion de mRNAs (Benedict
et al. 1985) y, podria deberse a la ausencia de B-caroteno, que conduciria a un
aumento de la actividad de enzimas tempranas de la ruta. Este mismo
mecanismo se ha propuesto para explicar el mayor contenido de carotenoides,
comparado con el genotipo silvestre, del mutante old gold de tomate que tiene
menor actividad licopeno ciclasa (Tabla 4). En flores de narciso tratadas con
CPTA (al Babili et al. 1999) y en frutos transgénicos de tomate con elevado
contenido de licopeno (Romer et al. 2000) también se ha descrito un incremento
de los niveles de expresion de BLCY. Por otro lado, la expresion heterdloga en
tomate de crtl de Erwinia uredevora (que codifica una proteina con actividad
PDS, ZDS y CRTISO) produce un aumento de la expresion del gen p-LCY endogeno,
triplicando los niveles de B-caroteno del fruto, y reduce el nivel de expresion de
PSY-1, disminuyendo el contenido total de carotenoides (Romer et al. 2000).
Adicionalmente, las aminas secundarias, que parecen inhibir la actividad CRTISO
induciendo la acumulacion de prolicopeno, también producen un aumento de la
sintesis de carotenoides (Poling et al. 1980). Los genes de la ruta MEP también
parecen estar sujetos a regulacion por sustrato. Durante la maduraciéon de los
frutos de tomate no se detectan variaciones en los niveles de DXR (Rodriguez
Concepcion et al. 2001), aunque el tratamiento de frutos verde-maduro con
fosmidomicina (que inhibe especificamente la actividad DXR) previene la
acumulacion de carotenoides e induce la expresion de DXS y de PSY-1 (Lois et al.
2000; Rodriguez Concepcion y Boronat 2002).
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5.4. Catabolismo de carotenoides

Genes que codifican CCDs han sido recientemente caracterizados en
frutos de tomate (Simkin et al. 2004a), uva (Mathieu et al. 2005), melon (Ibdah
et al. 2006) y algunos citricos (Kato et al. 2006; Agusti et al. 2007). Los genes
CCD1 de tomate, melon y citricos se inducen durante la maduracion de los frutos
y estan implicados en la formacion de apocarotenoides volatiles importantes para
el aroma, como la B-ionona (Simkin et al. 2004a; Mathieu et al. 2005; Ibdah et
al. 2006; Kato et al. 2006). Las enzimas CCD1 catabolizan varios carotenoides,
tanto ciclicos como lineales, sin embargo, parece que su actuacion no determina
el nivel final de carotenoides acumulados en un tejido (Simkin et al. 2004a; Kato
et al. 2006). En crisantemo se ha identificado un gen, CCD4a, cuyos niveles de
expresion correlacionan inversamente con el contenido de carotenoides de los
pétalos (Ohmiya et al. 2006). La expresion de CCD4a en los pétalos conduce a la
degradacion de los carotenoides sintetizados, presentando el tejido color blanco
debido a la practica ausencia de carotenoides. La delecion de CCD4a del genoma
de crisantemo, o la supresion de la expresion de este gen mediante RNAI,
conduce a la acumulacion de carotenoides, presentando los pétalos color
amarillo. En frutos citricos se han identificado dos genes ortélogos de CCD4, sin
embargo, se desconoce la funcion de la proteina que codifican (Agusti et al.
2007).

6. Frutos citricos

6.1. Origen

Los citricos se originaron probablemente en las regiones tropicales y
subtropicales de Asia y el archipiélago malayo. Pertenecen al orden Geraniales,
familia Rutaceas. La clasificacion taxonomica de este grupo es muy compleja
debido a que han sido cultivados desde hace miles de anos, presentan
compatibilidad sexual entre la mayoria de las especies, y los distintos géneros
tienen un alto nivel de poliembrionia y una alta tasa de mutacién somatica.
Ademas, pueden reproducirse apomicticamente. El origen y la evolucion de los
frutos citricos han sido ampliamente estudiados en base a criterios taxondémicos
(Barret y Rhodes 1976), y mas recientemente mediante el uso de marcadores
moleculares (Herrero et al. 1996). Todos los autores coinciden en la existencia
de tres especies "originales : Citrus medica L.(cidros), Citrus reticulata Blanco
(mandarinas) y Citrus grandis Osbeck (pumelos). Una serie de hibridaciones
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sexuales origino el resto de especies conocidas (Figura 9) (revisado en Moore
2001).

Q C.aurantifolia

C reticulata I

C. aurannum Q

tras especies
C.grandis C.medica 9 oS

(microcitrus)
C. sinensis / \‘ l /
.

-

/ :
C.paradisi C.limon

Figura 9: Posibles relaciones filogenéticas entre las distintas especies de frutos citricos
(adaptada de Moore, 2001). Se destacan en negrita las que se consideran especies
verdaderas: mandarina (C.reticulata), pumelo (C. grandis) y cidro (C.medica).

Probablemente las naranjas dulces (Citrus sinensis L.Osbeck) derivan de
hibridaciones sexuales entre pumelos y mandarinas, mientras que los pomelos
(Citrus paradisi Macf) surgieron del retrocruce entre naranja dulce y pumelo
(Moore 2001; Corazza Nunes et al. 2002). La seleccion de mutaciones gemarias
espontaneas, frecuentes en los citricos, ha derivado en la existencia de un gran
numero de cultivares que muestran un amplio rango de caracteristicas
agronomicas, morfoldgicas y organolépticas, incluyendo la coloracion. En
mandarinas y naranjas el color varia del amarillo naranja al naranja rojizo, en los
limones la coloracion es amarilla y en los pomelos es amarilla, rosada o rojiza
(Saunt 2000).

6.2. Desarrollo y maduracion de los frutos citricos
Los frutos citricos son un tipo de bayas modificadas denominadas
hesperidios, formadas por la pulpa, que esta constituida por vesiculas agrupadas
en lobulos que rodean al eje central del fruto, y por una corteza. La corteza a su
32



Introduccion

vez esta formada por dos tejidos, el exocarpo, tejido compacto y coloreado
denominado flavedo, y la parte mas interna, el mesocarpo o albedo, de color
blanco y grosor variable dependiendo de la variedad (Agusti 2000).

El crecimiento de los frutos citricos durante su desarrollo y maduracion
evoluciona siguiendo una curva sigmoidal, caracterizada por la existencia de tres
fases bien diferenciadas. La Fase | abarca desde la antesis hasta el final de la
caida fisiolégica de los frutos, y se caracteriza por un rapido crecimiento del
fruto provocado por la division celular, con el consiguiente aumento del nimero
de células de todos sus tejidos en desarrollo, excepto el eje central. El aumento
en el tamano del fruto es debido, principalmente, al crecimiento de la corteza.
Durante este periodo tiene lugar la iniciacion y crecimiento de las vesiculas de
zumo a partir del endocarpo. En la Fase Il, denominada ‘de alargamiento
celular’, que se prolonga desde el final de la caida fisiologica hasta el inicio del
cambio de color de los frutos, el crecimiento del fruto se debe mayoritariamente
a la acumulacion de zumo en las vesiculas. La Fase lll, denominada ‘de
maduracion”’, se caracteriza por una reducida tasa de crecimiento mientras el
fruto se mantiene en el arbol y comprende todos los cambios fisiologicos
asociados a la maduracion (aparicion de la coloracion tipica de cada variedad,
acumulacion de azlcares y otros sélidos solubles y reduccion de la acidez) (Bain
1958; Agusti 2000).

6.3. Carotenoides en los frutos citricos

El color de la corteza y del zumo de los frutos citricos son atributos de
calidad de gran importancia y constituyen factores decisivos en la adquisicion de
los mismos por los consumidores. En la comercializacion de los frutos para su
consumo en fresco generalmente se relaciona el color externo con su calidad
interna, aunque el color de la corteza es independiente del grado de madurez del
endocarpio. En los frutos citricos la coloracion varia del amarillo de los limones y
pomelos al naranja intenso de algunas variedades de mandarina, y al rojo de
algunos pomelos y pumelos. La coloracion de los frutos citricos ha sido
ampliamente estudiada, determinandose que se debe fundamentalmente a los
carotenoides, cuya distribucion cambia cualitativa y cuantitativamente entre las
diferentes especies y variedades, e incluso entre tejidos de un mismo fruto
(Tabla 5). Los frutos citricos son los frutos en los que se han descrito una mayor
variedad de carotenoides, hasta 115 si consideramos los isomeros (Stewart y
Wheaton 1973; Gross 1987).
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Salvo en el pomelo "Star Ruby” y en el pumelo "Chuzhou red’, en los que
Xu et al. (2006) cuantificaron un contenido similar de carotenoides en el flavedo
(parte externa coloreada de la piel) y la pulpa (= 57 y =5 pg/g PF,
respectivamente, Tabla 5), el resto de citricos estudiados presentan un mayor
contenido de carotenoides en el flavedo. En las mandarinas, entre el 75% y el 93%
de los carotenoides del fruto se localizan en el flavedo, mientras que en naranjas
este porcentaje disminuye al 66%-86% (Tabla 5). El contenido de carotenoides de
la pulpa de las variedades blancas de pomelo ('Marsh’) y pumelo (' Goliat™ y
“Yuhuan'), de los cidros, limas y limones es, en general, muy inferior al
existente en la pulpa de las naranjas y las mandarinas, hasta mas de 1300 veces
si comparamos el pumelo "Yuhuan' y el hibrido de mandarina "Hansen’ (Tabla
5). En el pumelo ‘Chuzhou red’, que presenta coloracion blanca en el flavedo y
roja en la pulpa, la diferencia de la composicion de carotenoides entre ambos
tejidos es importante. En el flavedo se acumulan fundamentalmente
carotenoides incoloros (hasta un 56%) mientras que en la pulpa se acumula
predominantemente licopeno (51%) (Tabla 5). La diferente composicion de
carotenoides del flavedo y la pulpa también se aprecia claramente en las
mandarinas "Dancy” y ‘Satsuma’ y en el hibrido "Murcott” (Tabla 5). Las
diferencias varietales mas importantes en la composicion de carotenoides se
encuentran en los pomelos y los pumelos, donde las variedades blancas presentan
una composicion de carotenoides muy distinta a la de las rojas (Tabla 5). En
estas ultimas predominan licopeno y B-caroteno, carotenoides normalmente
ausentes en las variedades blancas.

En los citricos se encuentran apocarotenoides Csp, algunos de ellos
especificos de este género, como por ejemplo la B-citraurina (3-hidroxi-B-apo-8 -
carotenal), de un intenso color rojizo-anaranjado, aislada e identificada por vez
primera en 1937, el B-apo-8 -carotenal, determinado por primera vez en 1960, el
B-citraurineno (8 -apo-B-caroteno-3-ol) y el B-citraurol (8 -apo-B-caroteno-3,8" -
ol) (Stewart y Wheaton 1973; Gross 1987). También son especificos de este
género algunos apocarotenoides como B-apo-2”-carotenal y B-apo-10"-carotenal,
determinados originalmente en piel de mandarina. En el flavedo de naranjas
"Washington Navel” se ha descrito la presencia de hidroxi-B-apo-10"-carotenal y
B-apo-14"-carotenal. Apo-10’-violaxantal y apo-12°-violaxantal se han
encontrado en la corteza de naranjas "Valencia® y mandarinas, respectivamente.

La diversidad de coloraciones en los frutos citricos es consecuencia de las
complejas mezclas que se pueden formar con los carotenoides normalmente
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presentes en estos frutos, asi como de la concentracion de estos. Las diferencias
de color son también debidas a una distinta disposicion de los plastidios, que
contienen los carotenoides, en los tejidos del fruto. Pese a que son humerosos los
estudios sobre el contenido y la composicion de carotenoides de diversos frutos
citricos maduros (Tabla 5), los estudios relativos a la variacion de estos
compuestos durante el desarrollo y la maduracion de los frutos son escasos y
conciernen Unicamente a pomelo blanco "Marsh’ (Banet et al. 1981), pumelo
“Goliath” (Gross y Timberg 1983), limén "Lisbon” (Kato et al. 2004), las naranjas
“Navel’, "Navelina’, "Valencia’ y "Shamouti” (Eilati et al. 1975; Pascual et al.
1993; Kato et al. 2004; Rodrigo et al. 2004) y las mandarinas “Michal™ vy
“Satsuma’ (Sonnen 1977; Farin et al. 1983; Kato et al. 2004). Recientemente,
Matsumoto et al. (2007) han caracterizado la evolucion de la composicion de
carotenoides del flavedo y la pulpa de 39 variedades de frutos citricos y las han
clasificado en funcion de su perfil de carotenoides. Segun los carotenoides del
flavedo estos autores establecen 5 grupos de variedades: con bajo contenido
total de carotenoides; ricas en fitoeno; ricas en violaxantina; ricas en
violaxantina y B-criptoxantina; y ricas en violaxantina, pB-criptoxantina y fitoeno.
Segun los carotenoides de la pulpa se clasifican las variedades en cuatro grupos,
idénticos a los establecidos en flavedo salvo el grupo de variedades ricas en
fitoeno’, que no se detecta en la pulpa. En general, las variedades analizadas
pertenecieron al mismo grupo de clasificacion en el flavedo y la pulpa, es decir,
presentaron patrones de acumulacion de carotenoides similares en ambos tejidos
(Matsumoto et al. 2007). A continuacion se resumen de estos trabajos los
aspectos mas revelantes en relacion con las tres especies de citricos estudiadas
en esta Tesis Doctoral.

a) Pomelos (Citrus paradisi)

Las variedades de pomelo son altamente poliembrionicas, y todas ellas se
originaron a partir de clones nucleares, debiéndose la variabilidad intravarietal
existente a mutaciones naturales (Corazza Nunes et al. 2002). Existen tres grupos
varietales de pomelo con importancia econdémica: 1.- frutos con semilla y con
pulpa de color amarillo palido ('Duncan’, "Walters’, "MacCarty”, ‘Imperial” y
"Walters”), 2.-frutos con pulpa de color amarillo palido, pero sin semilla
("Marsh”), y 3.-frutos de pulpa pigmentada, con o sin semilla (' Thompson’,
"Redblush” y “Star Ruby’). La variedad mas cultivada en todo el mundo es el
pomelo blanco "Marsh”, a partir del cual, mediante mutaciones espontaneas e
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inducidas mediante diversos agentes mutagenos se han originado los cultivares de
pigmentacion rosada y rojiza. Los estudios relativos a la coloracion y el perfil de
carotenoides en pomelos son escasos y, en general, se refieren a frutos maduros,
sin el estudio de la evolucion a lo largo del proceso de desarrollo y maduracion
del fruto. Durante la maduracién del pomelo blanco "Marsh” el contenido de
carotenoides totales del flavedo disminuye, desapareciendo aquellos
carotenoides coloreados y acumulandose fitoeno y fitoflueno, que llegan a
constituir en conjunto el 50% de los carotenoides totales de este tejido
(Yokoyama y White 1967; Banet et al. 1981). En la pulpa del pomelo blanco
"Marsh” el contenido de carotenoides aumenta ligeramente durante la
maduracion, predominando fitoeno y fitoflueno pero acumulandose también
carotenoides coloreados (Banet et al. 1981). Estudios recientes (Xu et al. 2006)
indican que, ademas de carotenos incoloros, tanto en el flavedo como en la
pulpa de pomelo "Marsh” se acumulan predominantemente xantofilas.

Los pomelos (C. paradisi) son los frutos citricos con un mayor nimero de
variedades (mas de 10) que acumulan licopeno (Xu et al. 2006). Los pomelos que
acumulan licopeno pueden mostrar coloracion de rosada a rojo intenso, en la
piel, la pulpa o en ambos tejidos. Los trabajos relativos al perfil de carotenoides
en los pomelos pigmentados son escasos, aunque mas abundantes que los
relativos a los pomelos blancos, refiriéndose gran parte de ellos a la composicion
de carotenoides en la pulpa o en el zumo de frutos maduros (Khan y Mackinney
1953; Ting y Deszyck 1958; Gross 1987; Rouseff et al. 1992; Lee 2000; Xu et al.
2006). En la pulpa de los pomelos rosados y rojizos los pigmentos mas abundantes
son los carotenos (74%-94% del total), variando las proporciones de fitoeno,
fitoflueno, licopeno y B-caroteno entre las diferentes variedades (Tabla 5),
aunque la existencia de pequenas cantidades de xantofilas se ha descrito en
algunas variedades (Gross 1987; Xu et al. 2006). La coloracion de la pulpa de los
cultivares rosados y rojizos de pomelos se debe fundamentalmente a la presencia
de licopeno y/o B-caroteno, habiéndose relacionado la intensidad de la
coloracion de la pulpa con el contenido de licopeno (Ting y Deszyck 1958). El
perfil de carotenoides en el flavedo Unicamente ha sido investigado en dos
cultivares de pomelo rojo: "Ruby Red” (Curl y Bailey 1957; Gross 1987; Xu et al.
2006) y "Star Ruby” (Xu et al. 2006). Al igual que en la pulpa, en el flavedo de
frutos maduros de pomelo rojo predominan los carotenos (64%-95% del total),
siendo mayoritarios aquellos incoloros.
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b) Naranjas (Citrus sinensis)

La evolucion, cuantitativa y cualitativa, durante el proceso de desarrollo
y maduracion del fruto, de los carotenoides del flavedo de las naranjas ha sido
estudiada en cuatro variedades: "Navel’, "Navelina”, "Shamouti” y "Valencia.
El flavedo de las naranjas se mantiene verde durante el periodo de crecimiento
del fruto, iniciandose su cambio de color una vez el fruto alcanza su tamaio
final. Paralelamente al aumento de tamano del fruto el contenido en clorofilas
disminuye. La evolucion del contenido de carotenoides tiene dos fases: primero,
sufre una disminucion durante el periodo de crecimiento del fruto, seguida tras
el viraje de color del flavedo, de un breve y ligero aumento. Seguidamente se
inicia una acumulacion masiva de estos pigmentos, alcanzandose la
concentracion maxima en frutos maduros (Eilati et al. 1975; Pascual et al. 1993;
Kato et al. 2004; Rodrigo et al. 2004). La composicion en carotenoides también
varia a lo largo de la maduracion del fruto; mientras éste es verde los
carotenoides mayoritarios son caracteristicos de tejido cloroplastico (luteina,
trans-violaxantina, p-caroteno). Durante la maduracion del fruto la
concentracion de carotenoides cloroplasticos disminuye y se produce una
acumulacion masiva de B,B-xantofilas, siendo la 9-cis-violaxantina el carotenoide
mayoritario en el flavedo de los frutos maduros (Kato et al. 2004; Rodrigo et al.
2004). En la pulpa de las naranjas "Valencia” y "Navelina’ el contenido de
carotenoides aumenta durante la maduracion, alcanzandose la maxima
concentracion de carotenoides en el estadio maduro (Pascual et al. 1993; Kato et
al. 2004). En todo momento el contenido de carotenoides de la pulpa es inferior
al del flavedo. En la pulpa de naranja Valencia” se acumulan
predominantemente f,B-xantofilas, siendo nuevamente la violaxantina el
carotenoide mayoritario en estados finales de la maduracion (Kato et al. 2004).

En el caso de las naranjas (C. sinensis) Unicamente se han descrito dos
cultivares cuya pulpa presenta coloracion rojiza debida a la acumulacion de
licopeno. En 1961 Monselise y Halevy identificaron licopeno en naranja "Sarah’,
un mutante de naranja ‘Shamouti’. La naranja "Cara Cara’, originaria de
Venezuela, es una mutacion gemaria de “Washington Navel’, de la que se
diferencia claramente por la coloracion roja de su pulpa, debida a la
acumulacion de licopeno (Lee 2001; Xu et al. 2006). En 1988 la variedad "Cara
Cara’ fue introducida en el "California Citrus Clonal Protection Program’ para su
limpieza y evaluacion y fue liberada para la propagacion en viveros en 1991,
convirtiéndose en la primera naranja "Navel  pigmentada disponible para la
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citricultura comercial. La pulpa de frutos maduros de "Cara Cara” acumula,
ademas de licopeno, importantes cantidades de fitoeno, fitoflueno y B-caroteno
(Lee 2001; Xu et al. 2006). Tanto el licopeno como el B-caroteno proporcionan
importantes beneficios para la salud (Fraser y Bramley 2004), por lo que las
propiedades nutritivas y funcionales de la naranja "Cara Cara’ se han mejorado
respecto a la variedad parental.

¢) Mandarinas e hibridos de mandarina

Las mandarinas son los frutos citricos que presentan las tonalidades
naranjas-rojizas mas intensas. Esta mayor coloracion se debe, principalmente, a
la acumulacion de B-criptoxantina, una xantofila de coloracién naranja intenso
abundante tanto en el flavedo como en la pulpa de las mandarinas (Gross 1987;
Kato et al. 2004).

Hasta la fecha la evolucion del contenido y la composicion de
carotenoides durante la maduracion del fruto Unicamente habia sido estudiada
en la mandarina “Satsuma’ y en el hibrido “Michal’. En la mandarina "Satsuma’
el contenido de carotenoides del flavedo aumenta de forma continuada durante
el desarrollo y la maduracion del fruto (Kato et al. 2004), mientras que en el
hibrido “Michal” se produce un descenso transitorio en el momento del viraje del
color (Farin et al. 1983). En la pulpa de ambas mandarinas el contenido de
carotenoides aumenta de forma continuada durante el desarrollo y la maduracion
del fruto, siendo el contenido de carotenoides en este tejido inferior al existente
en el flavedo (Farin et al. 1983; Kato et al. 2004). La evolucion del perfil de
carotenoides en las mandarinas es muy similar al descrito para las naranjas.
Durante los estadios verdes del flavedo se acumulan carotenoides cloroplasticos,
cuya concentracion disminuye durante la desverdizacion del fruto, iniciandose
paralelamente la acumulacion de B,B-xantofilas. En la pulpa de ambas
mandarinas se acumulan fundamentalmente j,B3-xantofilas durante el desarrollo
y la maduracion. Tanto en el flavedo como en la pulpa de los frutos maduros de
la mandarina “Michal” la violaxantina es uno de los carotenoides mas abundantes
(Farin et al. 1983). La mandarina “Michal” acumula ademas importantes
cantidades de B-citraurina y B-criptoxantina en el flavedo y la pulpa,
respectivamente (Farin et al. 1983). Ademas de la violaxantina, en el flavedo de
la mandarina ‘Satsuma’ son carotenoides mayoritarios el fitoeno y la B-
criptoxantina, mientras que en la pulpa el contenido de B-criptoxantina es muy
superior al de violaxantina (Kato et al. 2004).
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Tabla 5: Contenido y principales carotenoides en frutos citricos maduros.

Cultivo (Especie)

/g PF
Variedad Kg’g

Principales carotenoides

Referencia

Citron (C.medica)

Diamante  Pulpa 0.17 +0.02

Etrog Pulpa 0.22 £0.19

68% p-caroteno; 32% pB-

criptoxantina

59% B-caroteno; 41% B-

criptoxantina

(Fanciullino et al.
2006)

(Fanciullino et al.
2006)

Lima (C. aurantifolia)

Mejicana  Pulpa 0.34 +0.04

Rangpur Pulpa 8.40 £ 0.15

Palestina  Pulpa 0.28 + 0.01

68% B-caroteno; 14% a-

caroteno

47% B-criptoxantina; 10% B-

caroteno

100% B-criptoxantina

(Fanciullino et al.
2006)

(Fanciullino et al.
2006)

(Fanciullino et al.
2006)

Limén (C. limon)

Piel 1.40

Eureka
Pulpa 0.60

Eureka Fr.  Pulpa 0.29 +0.02

Piel 90.00
Lisbon

Pulpa trazas

Meyer Pulpa 1.26 £ 0.06

Volkamer  Pulpa 6.51 +0.18

18% fitoflueno; 17% (-caroteno

30% B-criptoxantina; 22%

fitoflueno

56% B-criptoxantina; 43% -

caroteno

86% fitoeno

68% p-criptoxantina; 15% -

caroteno

38% B-criptoxantina; 15%

violaxantina

(Gross 1987)
(Gross 1987)
(Fanciullino et al.
2006)

(Kato et al. 2004)

(Kato et al. 2004)

(Fanciullino et al.
2006)

(Fanciullino et al.
2006)
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Cultivo (Especie)

/q PF
Variedad Kg’g

Principales carotenoides

Referencia

Mandarina (C.reticulata)

Piel 74.60
Clementina

Pulpa 24.96 + 1.16

Piel 295.00

Dancy

Pulpa 18.50

piel 250.00-

300.00

Satsuma

Pulpa 21.00-34.00

32% B-citraurina; 16% B-

citraurineno

36% B-criptoxantina; 35%

violaxantina

51% violaxantina; 8% p-

citraurina

32% anteraxantina; 23% j-

criptoxantina

44% fitoeno; 19% B-

criptoxantina; 19% violaxantina

55% B-criptoxantina; 13%

zeaxantina

(Gross 1987)

(Fanciullino et al.
2006)

(Gross 1987)

(Stewart 1977)

(Ikoma et al. 2001;
Kato et al. 2004)

(Ikoma et al. 2001;

Kato et al. 2004;

Fanciullino et al. 2006)

Hibridos de mandarina

29% B-criptoxantina; 19%

zeaxantina

26% B-citraurineno; 30%

violaxantina

41% B-criptoxantina; 9%

zeaxantina

(Fanciullino et al.
2006)

(Farin et al. 1983)

(Farin et al. 1983)

Hansen Pulpa 39.39 +5.37
Piel 174.10
Michal
Pulpa 13.70
Murcott Pulpa 44.90
Orlando Pulpa 12.10
Robinson
Pulpa 20.27

33% B-criptoxantina; 24%
anteraxantina; 22%

violaxantina

47% anteraxantina; 20% (-

criptoxantina

35% violaxantina; 28% j3-

criptoxantina

(Stewart 1977)

(Stewart 1977)

(Stewart 1977)
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Cultivo (Especie)

. pa/g PF Principales carotenoides Referencia
Variedad
Naranja (C. sinensis)
31% auroxantina; 23% f3-
Piel 43.30 . . (Xu et al. 2006)
citraurina
Bonanza
33% violaxantina; 12% pB-
Pulpa 6.66 . ) (Xu et al. 2006)
criptoxantina
Piel 62.30 36% fitoeno; 21% auroxantina (Xu et al. 2006)
Cara Cara 34-40% fitoeno; 8-14% (Fanciullino et al.
Pulpa 24.00-38.00
violaxantina; 5-16% licopeno 2006; Xu et al. 2006)
(Stewart 1977;
36-57% violaxantina; 8-13% B-
Hamlin Pulpa  4.00-10.00 ) ) Dhuique Mayer et al.
criptoxantina
2005)
53% violaxantina; 16% j3- (Dhuique Mayer et
Maltaise Pulpa 11.04
criptoxantina al. 2005)
Curl y Bayley 1961;
26-52% violaxantina, 12% ( yRayey
Piel  60.00-75.00 ) Malachi et al. 1974;
fitoeno
Navel Gross 1987)
48% violaxantina, 11% (Curl y Bayley 1961;
Pulpa  4.00-23.00
anteraxantina Gross et al. 1972)
Navelate Piel 59.00 80% violaxantina (Rodrigo et al. 2004)
Piel 94.20 31% violaxantina; 18% fitoeno (Pascual et al. 1993)
Navelina
Pulpa 16.90 (Pascual et al. 1993)
34% violaxantina; 27% j3- (Dhuique Mayer et
Pera Pulpa 13.39
criptoxantina al. 2005)
36% violaxantina; 40%
Pinneaple  Pulpa 8.06 . (Stewart 1977)
anteraxantina
55% violaxantina; 17% j- (Dhuique Mayer et
Salustiana  Pulpa 8.62

criptoxantina

al. 2005)
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Cultivo (Especie)
Variedad

ug/g PF

Principales carotenoides

Referencia

Sanguinelli  Pulpa
Shamouti Pulpa
Piel
Valencia
Pulpa

18.00-36.70

5.99-27.77

90.00-
120.00

6.00-19.00

36-38% violaxantina; 11-21% j-

criptoxantina

38-47% violaxantina; 10-22% j-

criptoxantina

44-55% violaxantina

2-65% violaxantina; 4-15% (-
criptoxantina; 6-40%

anteraxantina

(Dhuique Mayer et
al. 2005; Fanciullino
et al. 2006)

(Gross et al. 1972;
Dhuique Mayer et al.
2005; Fanciullino et

al. 2006)

(Gross 1987; Kato et
al. 2004)

(Gross et al. 1972;
Stewart 1977; Gross
1987; Kato et al.
2004 ; Dhuique
Mayer et al. 2005)

Pomelo (C.paradisi)

Piel
Marsh
Pulpa
Ray Ruby  Pulpa
Piel
Ruby Red
Pulpa
Piel
Star Ruby
Pulpa

0.94-1.50

trazas-2.00

9.38 £ 3.44

7.46

1.11

62.30

17.00-53.00

30-50% fitoeno; 5-24%

fitoflueno; 5-16% violaxantina

17-63% fitoeno; 0-15%

fitoflueno; 0-18% zeaxantina

73% licopeno; 12% B-caroteno

40% fitoeno; 24% violaxantina
43% B-caroteno; 22% fitoeno
47% fitoeno; 19% licopeno

48-57% licopeno; 13-16% B-

caroteno; 20% fitoeno

(Yokoyama y White
1967; Xu et al. 2006)

(Banet et al. 1981;
Fanciullino et al.
2006; Xu et al. 2006)

(Fanciullino et al.
2006)

(Xu et al. 2006)
(Xu et al. 2006)
(Xu et al. 2006)

(Fanciullino et al.
2006; Xu et al. 2006)
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Cultivo (Especie)

. ng/g PF Principales carotenoides Referencia
Variedad
Pumelo (C. grandis)
Piel 19.30 32% luteina; 22% violaxantina (Gross 1987)
Gross 1987;
Chandler 1-37% violaxantina; 23-90% (
Pulpa  2.16-13.20 . Fanciullino et al.
licopeno
2006)
Chuzhou Piel 4.80 31% fitoeno; 25% fitoflueno (Xu et al. 2006)
Red Pulpa 5.28 51% licopeno; 20% B-caroteno (Xu et al. 2006)
Early Red Piel 31% fitoeno; 25% fitoflueno (Xu et al. 2006)
(Gross y Timberg
Piel 5.00 67% fitoflueno
1983)
Goliath
23% luteina; 19% fitoflueno; (Gross y Timberg
Pulpa 0.4
12% P-caroteno 1983)
. (Fanciullino et al.
Deepred Pulpa 2.69 +0.09 57% licopeno; 35% B-caroteno
2006)
) (Fanciullino et al.
Seedless Pulpa 0.91 £0.18 36% p-caroteno; 32% licopeno
2006)
Piel 15.50 55% fitoeno; 13% fitoflueno (Xu et al. 2006)
Yuhuan
Pulpa 0.03 35% fitoeno; 35% luteina (Xu et al. 2006)

6.4. Regulacion de la biosintesis de carotenoides en frutos citricos

Los trabajos relativos a la regulacion de la biosintesis de carotenoides en
citricos son muy escasos, se han abordado recientemente y, se refieren
Unicamente a las naranjas "'Navel  y "Valencia“, a la mandarina "Satsuma” y al
limon “Lisbon” (Ilkoma et al. 2001; Kita et al. 2001; Kato et al. 2004; Rodrigo et
al. 2004). En el flavedo de mandarinas y naranjas el cambio de coloracion, de
verde a naranja, que tiene lugar durante la maduracion del fruto responde a un
aumento del contenido de carotenoides y a una variacion de los carotenoides
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acumulados, disminuyendo la concentracion de carotenoides caracteristicos de
tejido cloroplastico (B,e-carotenoides) y aumentando la concentracion de B,B-
xantofilas, principalmente la de violaxantina. El incremento del contenido de
carotenoides parece ser el resultado de un aumento de la trascripcion de los
genes PSY y PDS, cuyos niveles de expresion correlacionan con el contenido de
carotenoides en citricos (Kato et al. 2004; Rodrigo et al. 2004). Ademas, la
acumulacion de mRNAs correspondientes a ZDS y PTOX también se incrementa,
contribuyendo a aumentar la sintesis de carotenoides lineales y el flujo hacia
esta ruta (Kato et al. 2004; Rodrigo et al. 2004). El cambio del perfil cualitativo
de carotenoides que ocurre durante la maduracion se explica por una
disminucion de la expresion del gen &LCY (implicado en la biosintesis de B,e-
carotenoides) y aumento de la expresion del gen S-CHX, desviandose el flujo de
la ruta de biosintesis de carotenoides hacia la acumulacion de B,B-xantofilas
(Kato et al. 2004; Rodrigo et al. 2004). En el flavedo de la mandarina "Satsuma’
el nivel de expresion de ALCY también aumenta durante la maduracion del
fruto, mientras que en las naranjas "Valencia’ y "Navel  es constitutivo (Kato et
al. 2004). En la pulpa de mandarinas y naranjas, donde el contenido de
carotenoides aumenta de forma continuada durante la maduracion del fruto, el
patron de expresion génica es, en general, muy similar al observado en flavedo,
aunque su nivel de expresion es mucho menor, lo que explicaria la menor
acumulacion de carotenoides en este tejido (Kato et al. 2004). La ausencia
de B,e-carotenoides en la pulpa de mandarina “Satsuma’ y naranja ‘Valencia“ se
explica por la nula o baja expresion del gen &LCY en este tejido de (Kato et al.
2004). Adicionalmente, existen evidencias que sugieren que el balance entre la
expresion de los genes PSY, PDS, ZDS y S-LCY y el responsable de la hidroxilacion
del B-caroteno (BCHX) puede originar la mayor o menor acumulacion de B-
criptoxantina que se observa en las distintas variedades de frutos citricos (Kato
et al. 2004). La acumulacion de fitoeno en el flavedo del limon correlaciona con
los bajos niveles de expresion de PDS (Kato et al. 2004).
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo ha sido la Caracterizacion, fisioldgica
y molecular, de la biosintesis y acumulacion de carotenoides durante la
maduracion de frutos citricos de variedades con distinto grado de pigmentacion.
Este objetivo general se ha desarrollado en los siguientes objetivos especificos:

1.- Aislamiento y caracterizacion molecular y funcional de licopeno
ciclasas de frutos citricos.

2.- Andlisis de la evolucion del contenido y la composicion de
carotenoides y de la expresion de genes implicados en la biosintesis de
carotenoides en frutos citricos que acumulan licopeno.

Para llevar a cabo este objetivo se seleccionaron dos mutantes que
acumulan licopeno: la naranja "Cara Cara” y el pomelo “Star Ruby’.

3.- Anadlisis de la evolucion del contenido y la composicion de
carotenoides y de la expresion de genes implicados en la biosintesis de
carotenoides en frutos citricos de variedades con distinto grado de pigmentacion.

Para llevar a cabo este objetivo se seleccionaron citricos de diferentes
especies cuyos frutos presentan distinto grado de pigmentacion, y que, por lo
tanto, pueden tener diferencias importantes en la biosintesis y acumulacion de
carotenoides. Los frutos seleccionados fueron mandarina ( Clemenules’) e
hibridos de mandarina ("Fortune” y "Nova’), que muestran alta pigmentacion en
la piel y la pulpa, naranja (" Navel’) de pigmentacion media, y pomelo ( Marsh "),
que se caracteriza por su baja coloracion.
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MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal

1.1. Frutos citricos

Para llevar a cabo las distintas experiencias de esta Tesis Doctoral se han
seleccionado mandarinas, naranjas y pomelos, que se caracterizan por un alto,
medio y bajo contenido de carotenoides, respectivamente. Ademas, dentro de
cada especie se han seleccionado variedades con diferencias significativas en el
contenido y composicion de carotenoides en el flavedo y la pulpa:

a) Naranjas (Citrus sinensis, L. Osbeck)

“Washington Navel”: Variedad de origen incierto, se cree que procede
de Brasil a partir de una mutacion gemaria de una de las variedades "Selecta’
(Agusti 2000). Produce frutos de tamafo medio a grande, ligeramente ovalados,
de corteza gruesa, un poco rugosa y relativamente facil de pelar. En condiciones
climaticas mediterraneas posee un color naranja medio.

“Cara Cara”: Originaria de Venezuela, es una mutacion espontanea de la
naranja ~Washington Navel . Fruto muy similar al de la variedad de la que
procede, aunque la coloracion de su pulpa es roja (Saunt 2000; Lee 2001).

b) Pomelos (Citrus paradisi, Macf.)

“Marsh”: Pomelo blanco procedente de Florida (EE.UU.) (Agusti 2000).
Produce frutos de tamano grande, de corteza amarilla, muy fina y brillante. Su
pulpa, también amarilla, es muy jugosa y sin apenas semillas.

“Star Ruby”: Pomelo rojo originado por radiacion en 1959 a partir de
semillas de pomelo blanco (Agusti 2000). Fruto de tamafo similar al de "Marsh’,
con areas de color rojo, y pulpa roja intensa y sin semillas.

¢) Mandarinas e hibridos de mandarinas

“Clemenules”: (C.clementina) Procedente de mutacion espontanea de la
Clementina "Fina“ originada en Nules, Castellon (Espafa), en 1953. Corteza algo
rugosa, facil de pelar, elevado contenido en zumo y sin semillas. Excelente
calidad organoléptica. Es una variedad de media temporada, recolectandose
entre los meses de noviembre y enero.

Fortune: Hibrido de mandarina "Clementina” (C.clementina Hort. x
C.reticulata) obtenido por Furr (1964) en Indio, California (EE.UU.) (Agusti 2000).
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Fruto de tamafno pequeno, de color naranja intenso y corteza fina y adherida.
Pueden encontrarse algunas semillas. Su recoleccion se inicia en febrero.

“Nova”™: Es un hibrido de mandarina Clementina (C.clementina Hort.) x
Tangelo "Orlando” (Citrus reticulata x Citrus paradisi Macf.) obtenido en
Orlando, Florida (EE.UU.), en 1942 (Agusti 2000). Fruto de tamafo superior al de
“Clemenules’, aplanado, de color naranja intenso, y con una corteza fina,
compacta, y fuertemente adherida. En ocasiones presenta semillas. Su
recoleccion se inicia en diciembre.

1.2. Toma de muestra de material vegetal

a) Frutos

Con el fin de tener una buena representacion del desarrollo y la
maduracion del fruto, de cada una de las especies y variedades descritas en el
apartado 1.1, se cosecharon frutos a partir del mes de junio, en estadio verde-
inmaduro, a intervalos de 3-4 semanas hasta el momento del cambio de color, a
partir del cual se recolectaron frutos a intervalos mas cortos de tiempo hasta la
fecha de maduracion comercial de cada una de las variedades.

En cada fecha de muestreo se cosecharon al menos 10 frutos. Para cada
variedad se utilizaron un minimo de 3 arboles, efectuandose la recoleccion al
azar, alrededor de todo el arbol.

En todos los casos, los frutos se recolectaron de arboles adultos,
injertados sobre patron citrange “Troyer’, en plena produccion y con unas
condiciones de cultivo adecuadas. Las naranjas y los pomelos se recolectaron del
banco de germoplasma del IVIA (Moncada, Valencia), mientras que las
mandarinas y los pomelos “Star Ruby’ utilizados para el estudio de la influencia
de la luz en la coloracion se recolectaron de una parcela comercial localizada en
Lliria (Valencia).

Todas las muestras se recolectaron durante la campana 2003-2004. En el
caso de las variedades de naranja y pomelo se realizd una réplica biologica
durante la campana 2004-2005.

El flavedo y la pulpa de los frutos recolectados se separaron con un
bisturi, se congelaron inmediatamente en N, liquido, se homogeneizaron
utilizando un molinillo sin que se descongelaran las muestras y se almacenaron a
-80 °C para su posterior analisis.
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b) Hojas, tallos, raices y petalos.

Hojas adultas de C. sinensis v. "Navel  y v. "Cara Cara’ y de C.paradisi
v. "Marsh” y v. “Star Ruby’ fueron separadas del arbol e inmediatamente
congeladas en N, liquido. Posteriormente, sin que se descongelaran, las muestras
fueron homogeneizadas en mortero de porcelana y almacenadas a -80 °C para su
posterior analisis.

Del genotipo C. sinensis v. "Navel’ se muestrearon ademas hojas
jovenes, tallos, raices y pétalos de flores en dos estadios de desarrollo
(preantesis y postantesis). Los tejidos fueron recogidos e inmediatamente
congelados en N, liquido y posteriormente procesados de la misma forma que las
hojas adultas.

2. Estimacién del indice de color

El color del flavedo y de la pulpa se determiné usando un colorimetro
Minolta CR-330 y midiendo las coordenadas Hunter "a” y "b’. La coordenada
denominada "a” (croma) representa los cambios en el color desde verde (valores
negativos) a rojo (valores positivos), y la coordenada denominada 'b” (tono)
representa los cambios en el color desde azul (valores negativos) a amarillo
(valores positivos). El color se expres6 como la relacion de las coordenadas
Hunter a y b, donde valores negativos corresponden a coloracion verde, proximos
a cero a amarillo, y positivos a naranja (Stewart y Wheaton 1972). En el caso del
flavedo se realizaron medidas en tres zonas de la region ecuatorial de cada fruto.
En el caso de la pulpa los frutos se seccionaron transversalmente y se realizaron
tres medidas sobre la misma mitad de cada fruto.

3. Cepas bacterianas, plasmidos y medios de cultivo

Se han utilizado las cepas de Escherichia coli y vectores cuyas principales
caracteristicas y utilidades se describen a continuacion:

3.1. Cepas bacterianas

XL1-blue (Stratagene). recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17, supE44,
relAl, lac, F* proAB, lacl® Z AM15, Tnl0 (tet"). Cepa bacteriana con resistencia a
tetraciclina. Presenta la mutacion AM15 del gen lacZ que permite la a-
complementacion con el extremo amino-terminal de la B-galactosidasa.

DH5a. (Hanahan 1983). supE44 -lacU1694 (phi-80 lacZ-A-M15) hsdR17
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl. Cepa bacteriana que se caracteriza por una alta
frecuencia de transformacion de plasmidos. Presenta la mutacion AM15 del gen
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lacZ que permite la a-complementacion con el extremo amino-terminal del gen
lacZ.

3.2. Plasmidos

pBluescript SK (+/-) (Stratagene). Fagémido de 2.95 kb que deriva de
pUC19, utilizado en este trabajo como vector de clonacion. La region ColE1 es el
origen de replicacion en ausencia del fago auxiliar. Confiere resistencia a
ampicilina y permite identificacion por color de recombinantes dado que expresa
el extremo amino-terminal del gen lacZ.

pGem-T Easy (Promega). Plasmido de 3.01 kb linearizado con EcoRV,
utilizado en este trabajo para la clonacion de productos de PCR. Presenta una
timidina protuberante en los extremos 3" que mejora la eficacia de ligacion, ya
que evita la recircularizacion del vector, y proporciona un extremo compatible
para productos de PCR generados por algunas polimerasas termoestables que
anaden una adenina a los extremos 3’ de los fragmentos amplificados. Confiere
resistencia a ampicilina a los recombinantes y permite su seleccion por color. El
sitio de clonacion multiple posee a ambos lados dianas para las enzimas de
restriccion EcoRl, BstZl y Notl, lo que permite liberar el inserto mediante una
digestion simple.

pCR®2.1 (Invitrogen). Plasmido de 3.90 kb diseflado para clonar
directamente productos de PCR, por el mismo procedimiento de la timidina
protuberante que el pGem-T. Contiene el fragmento del gen lacZ de a-
complementacion para seleccion de transformantes por color, y confiere
resistencia a ampicilina y a kanamicina.

pPACCRT-EIB (Misawa y Shimada 1998). Plasmido de 7.89 kb resultante de
la insercion, en el sitio EcoRV del vector pACYC184, de un fragmento de 3.75 kb
conteniendo los genes crtE (GGPP sintasa), crtB (fitoeno sintasa) y crtl (fitoeno
desaturasa) de Erwinia uredovora. Los enzimas codificados por estos genes dotan
a E.coli de la capacidad de producir licopeno a partir de su contenido enddgeno
de isopentil pirofosfato. Confiere resistencia a cloranfenicol y coloracion rojiza a
los transformantes.

Este plasmido fue amablemente cedido por el Prof. Misawa (Instituto de
Biotecnologia Marina de lwate, Japon) para la realizacion de este trabajo.

3.3. Medios de cultivo

Para el crecimiento bacteriano se utilizaron los siguientes medios:
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LB (Luria-Bertani): bactotriptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NacCl
1%.

LB- agarosa: de igual composicion a LB mas 1.5% de agarosa.

SOC: bactotriptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10mM, KCl
2.5mM, MgCl, 10mM, MgSO, 10mM, glucosa 20mM.

Los medios de cultivo bacteriano se esterilizaron mediante autoclavado a
121 °C y 1 atm durante 20 min.

En el caso de ser necesario los medios de cultivo se suplementaron con
los siguientes antibidticos: ampicilina (100 pg/mL, para seleccion y/o
mantenimiento de colonias/cultivos portadoras de los plasmido pGem-T 6
pCR®2.1), tetraciclina (20 pg/mL, para siembras en triple estria de la cepa XL1-
Blue), cloranfenicol (50 pg/mL, para seleccion y/o mantenimiento de
colonias/cultivos portadoras del plasmido pACCRT-EIB).

4. Reacciones de ligacién

Se llevaron a cabo para unir moléculas de DNA a un vector de clonacion.

4.1. Ligacién de productos de PCR

Las reacciones de ligacion en los plasmidos pGem-T y pCR®2.1 se llevaron
a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante utilizando productos de PCR
previamente purificados con el kit "High Pure PCR Product Purification Kit’
(Roche Applied Sciences). La cantidad de inserto se calculd en funcion de su
tamafo y de la relacion molar deseada (generalmente 3:1 inserto:plasmido,
recomendada por ambas casas comerciales). La mezcla de reaccion se preparo en
frio en un tubo de 0.5 mL y su composicion fue 1 pL de tampoén de reaccion 10X
(suministrado por las casas comerciales), 1 pL de T4-DNA ligasa (Fermentas,
5U/pL), 0.5-1 pL de vector de ligacion (50 ng/pL), X pL de inserto y agua hasta
un volumen final de 10 pL. La reaccion se incubd durante la nochea 4 °C (pGem-
T) 6 14 °C (pCR®2.1).

4.2. Ligacion de productos de digestion

Tanto el plasmido (pBluescript SK) como el DNA a insertar se digirieron
con la/las enzimas de restriccion adecuados y se purificaron en gel de agarosa
con el kit "High Pure PCR Product Purification Kit" (Roche Applied Sciences). Las
condiciones utilizadas para cada enzima de restriccion fueron las recomendadas
por las distintas casas comerciales. En general las reacciones se llevaron a cabo
utilizando 100 ng de plasmido, una cantidad equimolar del DNA a ligar, 1 pL de
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tampon de ligacion (Tris-HCl 200 mM pH 7.6, MgCl, 50 mM, DTT 50 mM), 1 pL de
T4-DNA ligasa (Fermentas, 5U/pL) y agua hasta un volumen final de 10 pL. La
reaccion se incubo a 16 °C durante la noche.

5. Transformacién de E.coli

5.1. Electroporacién

A partir de un glicerinado de la cepa de E.coli DH5a. se sembré mediante
triple estria una placa con medio LB-agar y se incubd a 37 °C durante la noche.
Una colonia aislada procedente de la placa se inoculo en 20 mL de medio LB y se
cultivé durante la noche a 37 °C en agitacion. Al dia siguiente 5 mL del
preinoculo se afadié a un matraz de 1 L que contenia 500 mL de medio LB y se
incubod a 37 °C en agitacion hasta que alcanzo una absorbancia entre 0.5y 0.6 a
600 nm. A partir de este punto todas las manipulaciones se realizaron en frio. Las
células se centrifugaron 10 min a 1100 g, se descarto el sobrenadante y las
células se lavaron 2 veces con 400 mL de agua a 4 °C, centrifugando cada vez 10
min a 1100 g. A continuacion se resuspendieron en 10 mL de glicerol 10% (a 4 °C)
y se centrifugaron 10 min a 1100 g. Finalmente las células se resuspendieron en 1
mL de glicerol 10% (a 4 °C) y se distribuyeron en alicuotas de 40 uL en tubos
Eppendorf estériles, que se congelaron inmediatamente en N, liquido y se
almacenaron a -80 °C hasta el momento de su transformacion.

A una alicuota de 40 pL de células electrocompetentes descongelada en
hielo se anadi6 el vector transformante (2 uL de la ligacion 6 entre 50 y 100 ng
de DNA plasmidico purificado, en un volumen maximo de 10 uL). Esta mezcla se
introdujo en cubetas de 2 mm de separacion de electrodos (BioRad) preenfriadas
en hielo, y se introdujeron en un aparato 'Gene Pulser™’ (BioRad). Las
condiciones de electroporacion utilizadas fueron 125 uF de conductancia, 200 Q
de resistencia y un voltaje de 2.5 V. Tras el pulso eléctrico se anadio
inmediatamente a la cubeta 1 mL de medio SOC a temperatura ambiente, se
resuspendieron las células transformadas y se transfirieron a un tubo Eppendorf
estéril, donde se incubaron a 37 °C con agitacion durante 1 h. Finalmente, las
células se sembraron en placas Petri con medio LB-agar conteniendo X-Gal
(1uL/mL de una solucion de 20 mg/mL en formamida) suplementado con los
antibioticos adecuados.
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5.2. Quimioporacidn con CacCl,

A partir de un glicerinado de la cepa de E. coli a transformar se sembro
en triple estria en medio LB agar y se dejo incubar a 37 °C durante la noche. Al
dia siguiente 5 mL de LB se inocularon con una colonia aislada y se incubaron a
37 °C con agitacion durante la noche. Al dia siguiente un matraz con 50 mL de
medio LB se inoculé con 2 mL del precultivo, dejandose a 37 °C en agitacion
durante 3 h aproximadamente, hasta alcanzar una absorbancia de 0.5-0.6 a 600
nm. Las células se centrifugaron durante 5 min a 3600 g a 4 °C y el sedimento se
resuspendié con 1 mL de CaCl,0.1M frio (4 °C). Tras centrifugar de nuevo en las
mismas condiciones el sedimento se resuspendié en 7 mL de CaCl,0.1TM a 4 °Cy
se incub6 20 min en hielo. Finalmente las células se centrifugaron durante 5 min
a 3600 g a 4 °C y se resuspendieron en 1.8 mL de CaCl, 0.08 M y glicerina 15%. Las
células se alicuotaron en cantidades de 200 uL en tubos Eppendorf estériles y se
almacenaron a -80 °C.

La transformacion se llevo a cabo diluyendo en 100 uL de CacCl, 0.1M frio
(4 °C) la mezcla de la ligacion (10 pL) o el plasmido recombinante (100 ng en un
volumen maximo de 10 pl), y ahadiendo esta mezcla a 200 uL de las células
competentes obtenidas e incubando la mezcla durante 1 h en hielo. Después se
dio un choque de calor a 42 °C durante 2 min, se afadieron 500 uL de medio LB,
y se incub6 durante 1 h a 37 °C en agitacion. Finalmente las células se sembraron
en placas Petri con medio LB-agar, X-Gal (1uL/mL de una soluciéon de 20 mg/mL
en formamida) y los antibioticos adecuados.

6. Extraccion y purificacion de acidos nucleicos

6.1. Aislamiento y purificacion de DNA plasmidico de E.coli

La purificacion de DNA plasmidico se realizé a partir de 3 mL de cultivo
bacteriano con el kit “Gen Elute™ Plasmid Miniprep Kit” (Sigma). Se inocularon 5
mL de LB suplementado con antibi6tico con una colonia aislada y se incubaron a
37 °C con agitacion (200 rpm) durante la noche. Al dia siguiente se recuperaron
las células centrifugando el cultivo 1 min a 11388 g. Después de eliminar el
medio de cultivo se siguié el protocolo descrito por el fabricante hasta la
obtencion del DNA plasmidico, recuperandose el plasmido con 50 pL de agua
bidestilada (MilliQ) estéril.
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6.2. Extraccion de DNA gendmico

a) Para analisis Southern

Para la extraccion de DNA genomico de hojas jovenes se homogenizo el
tejido en N, liquido, y se procedid seglin el método descrito por Dellaporta et al.
(1983), con ligeras modificaciones. El tejido homogenizado (1 g) se transfirié a un
tubo conteniendo 15 mL de tampon de extraccion (Tris 100 mM pH 8.0, EDTA 50
mM pH 8.0, NaCl 500 mM). A continuacion se afadieron 0.5 mL de SDS 20%, se
agitd y se incubo 10 min a 65 °C. Tras la incubacion se anadieron 5 mL de KAc
5M, se agitd y se incubd en hielo durante 20 min. Tras centrifugar el extracto a
17000 g durante 20 min el sobrenadante se filtrd, a través de una capa de
Miracloth, a un nuevo tubo de 50 mL donde el DNA se precipitdo con 0.8 V de
isopropanol e incubacion a -20 °C durante al menos 20 min. Seguidamente, se
centrifugd 20 min a 10000 g y se elimin6 el sobrenandante. El precipitado se
resuspendié en 0.7 mL de TE (Tris 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0) sin agitar,
manteniéndolo en hielo durante 30 min. Una vez disuelto se transfirio a un
Eppendorf y se centrifugd 10 min a 12000 g. El sobrenadante se recuperd en un
nuevo tubo Eppendorf al que se anadieron 75 pL de NaAc 3 M y 500 pL de
isopropanol. Tras incubar en hielo durante 30 min la muestra se centrifugd 1 min
a 12000 g. El precipitado se lavo con etanol 80% y tras 10 min de centrifugacion a
10000 g fue resuspendido en 30 pL de agua bidestilada estéril. A continuacion, se
extrajo dos veces con 1 V fenol: cloroformo, y se centrifugd 1 min a 12000 g,
recuperandose la fase superior acuosa. Posteriormente, se ahadieron 2.5 V de
etanol y 0.1 V de NaAc 3 M y se incub6 en hielo durante 30 min. Tras centrifugar
a 12000 g 10 min el precipitado se dejo secar y finalmente se resuspendio en 100-
500 pL de agua bidestilada estéril. La cantidad de DNA gendémico obtenido se
determin6 midiendo la absorbancia a 260 nm.

b) Para analisis de SNPs ("single nucleotide polymorphism™)

Tejido de hojas (200 mg) previamente homogenizado en N, liquido se
transfirio a un tubo Eppendorf conteniendo 400 uL de tampén de extraccidn
(Tris-HCl 200 mM pH 7.5; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM pH 8.0; SDS 0.5%). El
extracto se incubdé durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion vy
posteriormente se centrifugd a 11400 g durante 1 min. El sobrenadante se
transfirio a un nuevo tubo Eppendorf y se afadieron 400 uL de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1). Después de centrifugar 10 min a 3100 g se
recupero la fase superior y se afadieron 400 uL de cloroformo:isoamilico (24:1).
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Se centrifugd nuevamente 10 min a 3100 g y el DNA se precipité afiadiendo al
sobrenadante 0.1 V de NaAc pH 5.2 y 2 V de isopropanol, mezclando suavemente
por inversion. Se centrifugd durante 10 min a 11400 g y el DNA precipitado se
lavo con etanol 70% y etanol absoluto. Finalmente, el DNA se resuspendio en 50
uL de agua bidestilada estéril. Para determinar la concentracion del DNA se
midi6 su absorbancia a 260 nm.

6.3. Extraccion y purificacion de RNA total

En un tubo de 50 mL, 2 g de tejido previamente congelado y
homogeneizado en N, se mezclo con 5 V (mL/g PF) de tampon de extraccion
(Tris-HCLl 200 mM pH 8.0, NaCl 400 mM, EDTA 50 mM pH 8.8, Sarkosyl 2%, polivinil
pirrolidona 40 (PVP-40) 1%, B-mercaptoetanol 1%) y 2.5V de fenol equilibrado a
pH 8.0 con Tris-HCl (USB). Tras incubar durante 15 min a 65 °C, se dejo enfriar
en hielo y se anadieron 2.5 V de cloroformo:isoamilico (24:1). Los restos
vegetales se eliminaron por centrifugacion a 4000 g durante 20 min y el
sobrenadante se reextrajo con 1 V de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1). Tras
centrifugar 20 min a 4000 g se recuper6 la fase superior y se precipitaron los
acidos nucleicos con 1.5 V de etanol absoluto frio. Inmediatamente se centrifugo
20 min a 26900 g, y se lavo el precipitado con 5 mL de etanol 70%. El sedimento
se resuspendio en 7.5 mL de TESa (Tris-HCL 10 mM pH 8.0; NaEDTA 5 mM;
Sarkosyl 0.1%) calentando a 65 °C durante 15 min, y se afadieron 7.5 mL de agua
bidestilada estéril y 5 mL de CILi 12 M. Después de incubar durante la noche a 4
°C se centrifugd a 26900 g durante 1 h. El RNA precipitado se lavd con 1.5 mL de
etanol 70% frio y se resuspendio en 1 mL de AcNa 3M (pH 6.0). Tras centrifugar a
11400 g durante 5 min se realizd un lavado con etanol 70% frio. EL RNA total se
resuspendié en agua bidestilada estéril y su concentracion y calidad fueron
determinados midiendo su absorbancia a 230, 260, 280 y 320 nm.

7. Andlisis Northern

Cada muestra de RNA total (8-12 pg) se llevo a un volumen de 10 pL con
agua bidestilada estéril y se le anadieron 25 uL de una mezcla que contenia
16.43 uL de formamida desionizada, 5.26 pL de formaldehido 37%, 3.29 uL de
MOPS 10X y 0.032 uL de BrEt (10 mg/mL). La mezcla se incub6 10 min a 65 °C y
tras enfriarla 5 min en hielo se anadieron 3.5 uL de tampon de carga (glicerol
50%, EDTA 1mM, azul de bromofenol 0.25%, xilene cianol FF 0.25%). Las muestras
se cargaron en gel desnaturalizante de agarosa 1.5% conteniendo formaldehido
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6.7% y tampon MOPS 1X pH 7.0 (MOPS 100mM, NaAc 40mM, EDTA 5mM) y se
desarrollo la electroforesis en tampon MOPS 1X a 70-80V.

Tras la electroforesis el RNA fue transferido por capilaridad a membranas
de Nylon Hybond-N* (Amersham International, UK) empleando tampdn 20xSSC
(NaCl 3M, citrato sédico 300 mM pH 7.0) segin el método de transferencia
Northern descrito por Sambrook et al. (1989). Los RNAs se fijaron
covalentemente a la membrana mediante irradiacion UV 12:10* uJ/ cm? en un
Crosslinker UVC 500 (Hoefer Inc.).

8. Analisis Southern

Una alicuota de DNA gendmico (10 pg) de naranja “Navelate” (Citrus
sinensis) se incubd con distintas enzimas de restriccion (Hindlll, Kpnl y EcoRl;
Boehringer-Roche) en las condiciones adecuadas para conseguir digestiones
completas de DNA. Las muestras se sometieron posteriormente a separacion
electroforética en geles de agarosa al 2%. El DNA se visualizé mediante tincion
con BrEt. Finalizada la electroforésis se incubd el gel en una solucién HCL 0.2M
con agitacion durante 15 min a temperatura ambiente para favorecer la
fragmentacion de moléculas de DNA de alto peso molecular. A continuacion se
realizé una incubacion de 30 min en una solucion NaCl 1.5 M, Tris-HCl 0.5M pH
7.4. Finalmente, se lavd en una solucion 20X SSC unos minutos. La transferencia
a membrana de nylon Hybond-N* (Amersham International, UK) y la fijacion del
DNA a la membrana se realizé de forma idéntica a lo descrito para el analisis
Northern (apartado 7).

9. Marcaje de las sondas

Como moldes para las reacciones de marcaje se utilizaron cDNAs de C.
sinensis, parciales o de longitud completa, aislados previamente en el laboratorio
(Rodrigo et al. 2004) correspondientes a los genes PSY (N° Acc. AY204550), PDS
(N° Acc. AJ319761), ZDS (N° Acc. AJ319762), PTOX (N° Acc. AY533825), B-LCY (N°
Acc. AY533826), &LCY (N° Acc. AY533827), S-CHX (N° Acc. AY533828) y ZEP (N°
Acc. AY533829).

En la base de datos del NCBI se identifico un EST de C. sinensis (N° Acc.
CF504139) con elevada homologia (77% de identidad a nivel de aminoacidos) con
el gen &CHX de Arabidopsis thaliana (LUT1). En base a la secuencia nucleotidica
de CF504139 se disefaron cebadores especificos (MJ89 y MJ90; ver Tabla 6), y

60



Material y Métodos

mediante RT-PCR se amplificd un fragmento de 221 nct a partir de cDNA de
flavedo de frutos verde-inmaduro de naranja "Navel".

Como molde para la reaccion de marcaje correspondiente a la sonda de
DXS se utilizoé un EST de C. sinensis disponible en nuestro grupo de trabajo, 77%
idéntico a nivel de aminoacidos a DXS de Catharanthus roseus (N° Acc. AJ011840)
(Gonzalez-Candelas et al. resultados no publicados). Como molde para la
reaccion de marcaje correspondiente a la sonda HDS se us6 un fragmento de 191
nct de la secuencia nucleotidica de CX293560, obtenida a partir de una genoteca
de Citrus clementina, 94% de idéntica a nivel de aminoacidos a GcpE de
Lycopersicon esculentum (N° Acc. AAO15447). Como molde para la reaccion de
marcaje correspondiente al gen HDR se empled un clon de Citrus clementina de
463 nct (N° Acc. CX298449) 84% idéntico a nivel de aminoacidos al gen HDR de
Arabidopsis thaliana (N° Acc. AAW82381).

A partir de los distintos cDNAs mencionados anteriormente, clonados en
pBluescript o pGem-T, se realizd una primera amplificacion por PCR utilizando
como molde 10 ng de DNA plasmidico, y el par de cebadores especifico de cada
gen indicado en la Tabla 6. Las condiciones de PCR fueron 94 °C durante 3 min,
seguido de 35 ciclos 94 /55 /72 °C durante 30 /30 /90 s, respectivamente, y 72
°C durante 10 min. Los fragmentos de DNA amplificados se purificaron con el kit
“High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche Applied Sciences) y se determiné
su concentracion espectrofotométricamente.

Las sondas se marcaron con o(*?P)-dATP (10 pCi/ul) mediante
amplificacion lineal del DNA utilizando el kit "Strip-EZ™ PCR’ (Ambion). Para la
sintesis de las sondas se utilizaron 200 ng de DNA purificado y el cebador
antisentido, de modo que el DNA amplificado es complementario al mRNA de
cada uno de los genes. Las condiciones de PCR fueron 94 °C durante 3 min,
seguido de 35 ciclos 94 /55 /72 °C durante 30 /30 /90 s, respectivamente, y 72
°C durante 10 min.

El is6topo no incorporado se elimind utilizando columnas *MicroSpin™ S-
300 HR" (Amersham-Pharmacia Biotech). La radiactividad incorporada a la sonda
se determind con un contador de centelleo liquido 1409 Rackbeta (LKB Wallac).
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Tabla 6: Combinaciones de cebadores utilizados en la amplificacion por PCR de
los fragmentos utilizados como sondas. Todas las secuencias nucleotidicas se
indican en orientacion 5" 3’. Las secuencias subrayadas corresponden a sitios
de restriccion introducidos en los cebadores con el fin de clonarlos. W, A/T; Y,
C/T; S, G/C; R, A/G; K, T/G. S, sentido; AS, reverso.

Gen Cebador Longitud
amplificado Nombre Secuencia Orientaciéon amplicén
(nct)
1R TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT S 246
DX 2R AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT AS
1R TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT S 191
HDS 2R AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT AS
M13F CGTTGTAAAACGACGGCCAG AS 463
HDR M13R CACACAGGAAACAGCTATGAC S
MJ9PS GGACAGATGAGCTCGTTGATGG S 330
PSY MJ10PS GCTGCATTGTAGACGCTCTCTG AS
PDSF1  GTGGATCCGGTTTGAYMGRAAACTGAA S 418
PDS PDSR1 CTAAGCTTGCRCCTTCCATNGAAGC AS
ZDSF1 CAGAAGCTTCTCTGTTTGCG S 766
ZDs ZDSR1  ATTGGATCCATACTNTCNATGTAATC AS
MJ21 GCTCTAGARASCTTTGGYTGGTGGAG S 200
PTOX MJ22  CGGAATTCMGARAARTGRTATGCCATTCT AS
MJ33  GCGAATTCGCAGCATCAGGGAAGCTA S 400
eLCY MJ34 CATCTAGACAGCACCATATGCGAGG AS
MJ89 CGGCACCAAGTATGCTAAAGG S 221
&-CHX MJ90 CAGCAGTTCCATTTAGAGGG AS
MJ29 GCTCTAAGACAAGTTTCAGAGGCG S 517
ALCYL MJ30 CCGAATTCTTGTTCAGATGCG AS
MJ35  ACTCTAGACCTATTTCCATTAGGCCGC S 250
BLCY2 MJ36  GCCTCGAGCCTTGACACTATGACGCG AS
MJ25 TGGAATTCTTGGGCACGATGGGCTC S 414
B-CHX MJ26 TCTCTAGACTGATCTCCTTCTCC AS
MJ15 CAAGGTGGATGCATGGCCATWGAGG S 272
ZEP MJ16 CCACCAACTCTTCCWGGATGGG AS
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10. Hibridaciones, lavados y exposiciones

Las membranas se prehibridaron durante al menos 2 h a 65 °C en tampén
Church (SDS 0.1 %, NasPO, 0.7 M y EDTA 2.5 mM). Una vez finalizada la
prehibridacion se aiadieron entre 8 y 10 mL de "ULTRAhyb hybridisation buffer’
(Ambion) y se prehibridaron un minimo de 30 min a 42 °C. A continuacion se
afiadieron 2+10° cpm mL" de sonda marcada y las membranas se incubaron a 42
°C durante 16 h. Tras la hibridacion, los filtros se lavaron dos veces con 2 X SSC y
0.1% SDS pH 7.0 durante 10 minutos a 42 °C, una vez con 0.1 X SSC y 0.1% SDS pH
7 durante 10 min a 42 °C y, una vez con 0.1 X SSC y 0.1% SDS pH 7.0 durante 15
min a 47 °C.

Las membranas se expusieron, durante periodos de tiempo variables, en
pantallas "BAS MP 2040 Imaging Plate” (Fuji Photo Film Co., LTD). Tras la
exposicion las pantallas se densitometraron con un sistema de adquisicion de
imagenes FLA 3000 V1.12 (Fuji Photo Film Co., LTD) y la intensidad de las sefales
de hibridaciéon se cuantificé con el programa Image Gauge V4.0. (Science Lab 98,
Fuji Photo Film Co., LTD).

Con el fin de normalizar los resultados las membranas se hibridaron con
un fragmento del gen 26S rRNA de Citrus sinensis (N° Acc. AJ969115)
previamente disponible en el laboratorio (Ballester et al. 2006). En cada una de
las hibridaciones se cuantifico la intensidad de la sefal de hibridacion en cada
una de las carreras, y dicho valor se normalizd respecto al de la hibridacion
correspondiente al gen 26S rRNA.

Las sondas se eliminaron de las membranas siguiendo el procedimiento y
con los reactivos incluidos en el kit de marcaje 'Strip-EZ™ PCR" (Ambion).

11. Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNAs se realizo a partir de 1ug de RNA total extraido
segln se indica en el apartado 6.3 de este capitulo. Con el fin de evitar la
presencia de DNA gendmico el RNA total se tratd previamente con DNasa | libre
de RNAsa (Boehringer Mannheim). Al RNA total (1-5 pg en un volumen de 11 pL de
agua bidestilada estéril) se le anadi6 1uL (500 ng/puL) de oligo(dT)s (Invitrogen),
se calenté 5 min a 65 °C y se enfrio rapidamente en hielo. A continuacién se
anadieron 4 pL de '5X First Strand Buffer’ (Tris-HCl 250 mM pH 8.3; KCl 375 mM;
MgCl, 15mM), 1uL de DTT (solucion acuosa 200 mM) y 1 uL de dNTPs 10 mM. La
mezcla se incubé 2 min a 42 °C, se afadieron 200 unidades de SuperScript™ Il RT
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(Invitrogen) y se incubd 50 min a 42 °C. La reaccion se inactivo calentando 15 min
a 70 °C.

12. Reacciones de amplificacion de DNA (PCR)

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron en un
volumen final de 25 6 50 pL, y la composicion de la mezcla fue: 1X tampon de
reaccion [(NH,) 250,160 mM; Tris-HCl 670 mM pH 8.8; Tween-20 0.1%], MgCl, 1.5
mM, dNTPs 0.1 mM, cebador sentido 0.1 uM, cebador antisentido 0.1 uM 'y EcoTaq
DNA polimerasa 0.04 U/uL (Ecogen, 5 U/pL).

Las condiciones de PCR fueron, en general, 94 °C durante 3 min, seguido
de 35 ciclos 94 /56 /72 °C durante 30 /60 /90 s, respectivamente, y 72 °C
durante 10 min. Habitualmente se llevaron a cabo utilizando termocicladores
Techne (modelos FPROGO5D y FGENFLPD).

En el caso de ser necesaria la purificacion del producto de la reaccion de
amplificacion se utilizo el kit "High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche
Applied Sciences), siguiendo las instrucciones del fabricante.

13. Aislamiento de genes que codifican licopeno ciclasas (LCYs) en citricos

13.1. Aislamiento y clonacidn de cDNAs correspondientes a f-LCYs

Para la amplificacion de los cDNAs que contienen las regiones
codificantes correspondientes a las enzimas B-licopeno ciclasas (B-LCYs) se
disefaron cebadores en los extremos 5"y 3 de cada gen, conteniendo, en el caso
del cebador sentido el coddn de inicio, y en el cebador antisentido el codon de
parada. Ademas, en el caso del cebador sentido, se introdujo el nimero de
nucledtidos adecuado para que, al clonar el fragmento en el vector pGem-T, el
codon de inicio del gen estuviera en pauta de lectura con el del gen lacZ del
plasmido pGem-T (Promega).

Los cebadores para la amplificacion de f#LCY1 (MJ56 y MJ57; Tabla 7) y
FLCY2 (MJ69 y MJ66; Tabla 7) se diseharon sobre secuencias de DNA genomico
de Citrus sinensis anotadas en la base de datos del NCBI como B-licopeno ciclasa
(N° Acc. AY094582) y capsantina-capsorrubina sintasa (N° Acc. AF169241),
respectivamente.

Las reacciones de amplificacion de los cDNAs se realizaron segun el
procedimiento descrito en el apartado 12. Las condiciones de la reaccion fueron:
94 °C durante 3 min, seguido de 35 ciclos de 94 /58 /72 °C durante 30 /30 /90 s,
respectivamente, y 72 °C durante 10 min. Se realizaron un minimo de dos
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amplificaciones independientes a partir de cada cDNA. Los productos purificados
de estas reacciones se ligaron en el vector pGem-T (Promega) siguiendo las
instrucciones del fabricante y las construcciones resultantes se utilizaron para
transformar E.coli (cepa XL1-Blue) (apartado 5.1). La presencia y orientacion del
inserto se comprobd6 mediante amplificacion por PCR de DNA plasmidico
utilizando como cebadores M13F (especifico de pGem-T) y el cebador sentido
especifico de cada una de las secuencias. Posteriormente, la identidad y
orientacion del inserto se verific6 mediante secuenciacion (apartado 18). Los
plasmidos recombinantes portadores de los cDNAs que contienen las secuencias
codificantes de fS-LCY1 y pB-LCY2 se denominaron pGem-lcyl y pGem-lcy2,
respectivamente.

Tabla 7: Cebadores utilizados para la amplificacion de p-LCYs de frutos citricos.
Se subrayan los codones de inicio (ATG) y de parada (TTA, TCA). Las secuencias
nucleotidicas se indican en orientacion 5> 3°.

Gen Cebador
amplificado Nombre Secuencia Orientacion
pLCYL MJ56 GCTCTAGCCTTGTAGGAAAGCCATGG S
MJ57 GCGAATTCCGTGTGCACCTTAATCTGTATC AS
pLCY2 MJ69 GCATGGCAACTCTTCTTAGCCCG S
MJ66 GCCTCGAGATCTTCAAATGGTTTCAAG AS

Para cada una de las especies y variedades de citricos en las que se tenia
interés en estudiar las ALCYs se sintetizaron, segin el procedimiento descrito en
el apartado 11, un minimo de dos cDNAs independientes a partir de distintas
muestras de RNA total. Las especies y variedades, asi como los tejidos y el
estadio de maduracion de los frutos utilizados para la sintesis de los distintos
cDNAs se indican en la Tabla 8.
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Tabla 8: Material vegetal utilizado para la obtencion de cDNAs de los genes #
LCY1ly BLCY2.

Especie Variedad Estadio Tejido Gen amplificado
fruto
Inmaduro Flavedo a/b +0.24 CsALCYL
Navel Maduro Pulpa a/b -0.23
Naranja CspALCY1y CspALCY2
Maduro Flavedo a/b +0.54 CsALCY2
C. sinensis
Maduro Flavedo a/b +0.51
Cara Cara CspALCY1ly CspLCY2
Maduro Pulpa a/b -0.02 CsALCY1y CsALCY2
Maduro Flavedo a/b -0.19
Marsh CppALCYly CppLCY2
Pomelo Maduro Pulpa a/b -0.40 CpALCY1y CpACY2
C.paradisi Maduro Flavedo a/b -0.19
Star Ruby CppALCYly CppLCY2
Maduro Pulpa a/b -0.02 CpALCY1 y CpACY2

13.2. Aislamiento y clonacion de cDNAs correspondientes a &LCY

a) Obtencién de un clon parcial de &LCY

Para la amplificacion del cDNA de e&licopeno ciclasa (&LCY) de C.
sinensis se disefd una pareja de cebadores especificos a partir de una secuencia
nucleotidica de &LCY de C.paradisi anotada en la base de datos (AF486650). El
cebador sentido MJ58 (5 -AATGGACATGTTTATACTACCGCC-3") se diseii6 en el
extremo 5, y el cebador antisentido MJ70 (5" -CTATAAAGTCAGGTATGTTCTTACC-
37) se disefd en el extremo 3" conteniendo el codon de parada. La reaccion de
amplificaciéon por PCR se realizd como se describe en el apartado 12 utilizando
como molde 1 pL de cDNA sintetizado, como se ha descrito anteriormente
(apartado 11), a partir del flavedo de naranja "Navel  (a/b -0.78 + 0.01). Una
dilucion 1:10 del producto de PCR purificado se utilizd como molde en una
segunda amplificacion, en idénticas condiciones que la primera. El producto de la
reaccion se purifico, se clond en el vector pGem-T, y se usé para transformar la
cepa de E. coli DH5a. La identidad del fragmento clonado se verifico mediante
secuenciacion.
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b) Amplificacion del extremo 5" de &LCY mediante RACE 5~

Para la amplificacion del extremo 5 de Cse&LCY se utilizd la técnica
RACE (amplificacion rapida de extremos) empleando el kit comercial 5 /3" RACE
Kit (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema permite la
amplificacion de los extremos 5" y 3" de un cDNA si se dispone de un fragmento
del mismo de secuencia conocida. Basicamente consiste en la sintesis de cDNA y
adicion a sus extremos de una secuencia conocida (adaptador), obteniéndose asi
fragmentos de cDNAs de extremos conocidos. La amplificacion de los extremos se
realiza utilizando cebadores especificos del fragmento de interés y un cebador de
secuencia complementaria al adaptador (Figura 10).

Los cebadores especificos necesarios para llevar a cabo la amplificacion
del extremo 5° del gen se disefiaron sobre la secuencia del clon parcial obtenido
anteriormente. La secuencia y posicion de los mencionados cebadores se indica
en la Figura 11.

mRNA 5. A),-3 Sintesis de cDNA
-« usando AMV
MJBOSP1
l Degradacion del

(A) -3 mRNA molde
" por la actividad

B -
S RNAsa del AMY

Adicién de cola poli-A

3'-(A) AAA
al cDNA sintetizado

OligodT l
‘_

Anchor primer
— » (MTTT

3-(A)AMA 1ra amplificacion por PCR
MJ81SP2
Oligo dT
Anchor primer
2da amplificacion por PCR
—
MJB25P3

Figura 10: Esquema general de la estrategia RACE 5 usada para aislar el extremo 5" del
gen Cse-LCY. Los cebadores especificos disefiados en el fragmento de secuencia conocido
de Cse-LCY se indican con flechas moradas.
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1 ATGGACATGT TTATﬁﬁ;é%%3GCCAATATCA ATTGGTAATA GTATTTTGGA TTTGGTGGTC

61 ATTGGTTGTG GCCCAGCTGG TCTTGTTTTG GCTGCAGAAT CAGCGAAGTT GGGATTAAAT
MJ81SP2
121 GTTGGACTTA TTEGCCCGGA TCTCCCTTTC ACAAACAATT ATGGTGTGTG GGAAGATGAA
MJ80SP1

181 TTTAGAGATC TTGGACTTGA Al ACAC AGTTGTATAT
241 ATTGATGAAG ATGAACCCAT CTTGATTGGT CGTGCTTATG GACGAGTTAG TCGACATTTC
301 CTTCATGAAG AATTATTAAG AAGGTGTGTC GAGTCAGGTG TTTCATATCT TAGCTCAAAA
361 GTGGAAAGCA TTACGGAATC TACCAGTGGT CATCGTCCTG TAGCTTGTGA ACATGATATC
421 ATTGTCCCCT GCAGGCTTGC TACTGTTGCT TCTGGAGCAG CATCAGGGAA GCTATTGGAA
481 TATGAGGTGG GGGGTCCCAA AGTTTCTGTC CAAACAGCTT ATGGTGTGGA GGTTGAGGTC
541 GAAAATAATC CATATGATCC AAGCCTTATG GTTTTCATGG ACTACAGAGA CTGTACTAAC
601 CAAGAAGTTC CATCTTTTGA ATCTGACAAT CCAACATTTC TTTATGTCAT GCCCATGTCT
661 TCAACAAGAG TTTTCTTTGA GGAAACTTGT TTGGCATCGA AAGATGGTTT ACCTTTTGAC
721 ATATTGAAGA AAAAGCTCAT GGCAAGGTTA GAGAGATTGG GAATCCAGGT TTTGAAAACT
781 TATGAAGAGG AATGGTCATA TATTCCAGTT GGTGGTTCCT TACCGAATAC AGAACAAAGA
841 AACCTCGCAT TTGGTGCTGC TGCTAGCATG GTGCATCCAG CCACTGGCTA CTCAGTAGTC
901 AGATCACTGT CAGAGGCTCC AAACTATGCT TCTGCAATTG CATATATATT GAAACACGAT
961 CATTCCAGAG GTAGACTTAC ACATGAACAA AGTAATGAGA ATATCTCAAT GCAAGCTTGC
1021 AATACTCTCT GGCCACAGGA AAGGAAGCGC CAAAGAGCTT TTTTCCTCTT TGGACTAGCA
1081 CTCATTTTGC AACTGGATAT TGAGGGCATC AGGACATTCT TTCGCACTTT CTTCCGATTA
1141 CCCAAGTGGA TGTGGCACGG TTTCCTTGGT TCTAGTCTCT CATCAGCCGA TCTCATTCTA
1201 TTTGCCTTCT ATATGTTTAT TATAGCACCA AATGATCTGA GAAAGTGCCT TATCAGACAT
1261 CTAGTTTCAG ATCCAACGGG AGCAACTATG GTAAGAACAT ACCTGACT

Figura 11: Posicion y secuencia de los cebadores especificos, disefiados sobre un clon
parcial de cDNA de Cse-LCY, utilizados para la amplificacion del extremo 5° de Cse-LCY.

En este sistema se us6 la transcriptasa reversa (RT) AMV (Avian
Myeloblastosis Virus). Para la sintesis de cDNA se utilizé un cebador especifico de
Cse-LCY (MJ8OSP1) y 10 pg de RNA total de flavedo de "Navel™ (a/b =-0.78 +
(Boehringer). El cDNA
obtenido se purifico utilizando el kit "High Pure PCR Product Purification Kit”

0.01) previamente tratado con DNasal libre de RNAsa

(Roche Applied Sciences), siguiendo las instrucciones del fabricante. Con el fin de
anadir una secuencia conocida al extremo 3 "del cDNA purificado, éste se incubo
en presencia de dATP con una transferasa terminal que afadid una cola
homopolimérica en dicho extremo (dA-cDNA). Usando como molde 5 pL de dA-
cDNA y los cebadores “oligo dT-Anchor primer’ (complementario a la cola poli-A
anadida) y SP2MJ81 se realiz6 una amplificacion por PCR en un volumen final de
50 pL segin se describe en el apartado 12 de este capitulo. En este caso las
condiciones utilizadas fueron 94 °C durante 2 min, seguido de 10 ciclos 94/58/72
°C durante 15/30/40 s, respectivamente, seguido de 25 ciclos 94/58/72 °C
durante 15/30/40 s, incrementandose el tiempo de extension 20 s en cada ciclo.
Por ultimo, la reaccion permanecié a 72 °C durante 7 min. El producto de la
reaccion fue purificado utilizando el kit "High Pure PCR Product Purification Kit’
(Roche Applied Sciences), y una dilucion 1:10 del DNA resultante se empleé como
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molde para una segunda reaccion de amplificacion por PCR. En esta segunda PCR,
realizada en idénticas condiciones a las de la primera PCR, los cebadores
utilizados fueron “oligo dT-Anchor primer” y MJ82SP3. El producto de la reaccion
fue purificado, clonado en el vector pGem-T y utilizado para transformar E.coli
XL1-Blue.

¢) Amplificacion y clonacion del cDNA que contiene la region codificante
correspondiente a ¢-LCY

Sobre la secuencia nucleotidica del fragmento obtenido del RACE 5 -Cse-
LCY se diseiid un cebador especifico incluyendo el codén de inicio (MJ92, 5°-
AAATGGAATACTACTGTCTTGGAGCTC-3") con el niumero de nucleotidos adecuado
para que, al clonar el fragmento en el vector pGem-T, el codon de inicio del gen
estuviera en pauta de lectura con el del gen lacz del plasmido pGem-T
(Promega).

Los cebadores especificos MJ92 y MJ70 (ver apartado 13.2.a) se utilizaron
para amplificar un fragmento de DNA de 1705 nct que corresponde a la secuencia
codificante de Cs&LCY. Se realizaron dos reacciones independientes de PCR
utilizando como molde cDNA sintetizado a partir de RNA total de flavedo verde
de naranja "Navel  (a/b =-0.78+0.01). Las condiciones de PCR fueron las
descritas en el apartado 12 de este capitulo. El producto purificado de cada
reaccion fue ligado en el vector pGem-T (Promega) siguiendo las instrucciones
del fabricante y utilizado para transformar E.coli (cepa XL1-Blue) (apartado 5.1).
De cada transformacion se seleccionaron dos colonias positivas, en las que la
presencia y orientacion del inserto se comprobé mediante amplificacion por PCR
de DNA plasmidico utilizando como cebadores M13F (especifico de pGem-T) y el
cebador sentido MJ92. La identidad y la orientacion de los insertos fueron
verificados posteriormente mediante secuenciacion del DNA plasmidico (apartado
18). Los plasmidos portadores del cDNA de longitud completa correspondientes a
Cse-LCY se denominaron pGem-elcy.

14. Aislamiento del promotor de Csf-LCY2

Con el fin de amplificar un fragmento del promotor del gen f-LCY2 se
utilizaron el cebador sentido MJ77 (5 -CAGGAAAGTTCGAGAAAGC-3"), disefiado
sobre el clon gendmico de CsCCS (N° Acc. AF169241), y el cebador reverso MJ36
(Tabla 6), localizados a -1152 y 323 nucledtidos del codon de inicio de la pauta
de lectura, respectivamente. Las condiciones de PCR utilizadas fueron las
descritas en el apartado 6.4 de este Capitulo. Las reacciones de amplificacion se
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llevaron a cabo en un volumen final de 50 pL, utilizando como molde ~100 ng de
DNA gendmico extraido de hojas de naranja "Navel’, de pomelo "Marsh’ y de
pomelo "Star Ruby’, segln se describe en el apartado 5.2.2 de este Capitulo. A
partir de DNA genomico de cada uno de los genotipos se realizaron dos
reacciones independientes de amplificacion. Los productos de amplificacion se
purificaron utilizando el kit "High Pure PCR Product Purification Kit" (Roche
Applied Sciences), siguiendo las instrucciones del fabricante, se clonaron en el
vector pGem-T (Promega) y se utilizaron para transformar E.coli. El DNA
plasmidico de dos colonias de cada transformacion se purifico, obteniéndose un
total de 12 clones, cuya identidad se confirmé mediante secuenciacion.

15. Determinacion de actividad licopeno ciclasa

Para analizar la actividad licopeno ciclasa de las proteinas B-LCY1, B-
LCY2 y &-LCY se realizaron “ensayos de complementacion de color’. Este tipo de
ensayos, utilizados con éxito en otros trabajos (Cunningham et al. 1993;
Hugueney et al. 1995; Pecker et al. 1996), se basa en las diferencias de
coloracion entre los distintos carotenoides, asi el licopeno (sustrato de las LCYs)
es rojo mientras que el B-caroteno (producto de la B-LCY) es naranja y el &-
caroteno (producto de la &-LCY) es amarillo. Para llevar a cabo estos ensayos se
transformo la cepa XL1-Blue de E. coli con el plasmido pACCRT-EIB (ver apartado
3.2; Misawa y Shimada 1998), generando una cepa productora de licopeno a la
que denominamos XB-pACC. Los cultivos en placa de esta cepa se realizaron en
medio LB suplementado con cloranfenicol (50 ug/mL) y ampicilina (100 ug/mL) y
se incubaron en oscuridad 48 h a 30 °C. Las colonias de la cepa de E. coli XB-
pACC presentaron, tras la incubacion, coloracion rojiza debido a la acumulacion
de licopeno. La expresion de genes que codifiquen proteinas funcionales capaces
de ciclar el licopeno en esta cepa generara un cambio de coloracion de las
colonias.

Los plasmidos pGem-lcy1, pGem-lcy2 y pGem-elcy, portadores de los
cDNAs de longitud completa correspondientes a los genes S-LCYLl, f-LCY2 y &
LCY, respectivamente, se utilizaron para transformar la cepa de E. coli
productora de licopeno (XB-pACC). Como control negativo se genero un plasmido
(pGem-Td) portador de una secuencia de 272 nct que no codifica ninguna
proteina, que también se utilizé6 para transformar XB-pACC. El producto de la
transformacion se sembré en medio LB-agarosa suplementado con cloranfenicol
(50 pg/mL) y se incubd en oscuridad 48 h a 30 °C. Transcurrido el periodo de
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incubacion la coloracion de las colonias transformantes indico la
presencia/ausencia (naranja o amarillo/ rojo) de actividad ciclasa sobre la
molécula de licopeno, permitiendo un rapido escrutinio visual de las colonias
portadoras de genes que codifiquen proteinas funcionales.

16. Extraccién y cuantificacion de pigmentos

16.1. Extraccion y cuantificaciéon de clorofilas y carotenoides totales de
material vegetal.

La extraccion y cuantificacion de clorofilas y carotenoides se llevo a
cabo, a partir de 0.5 g de flavedo, 1.5 g de pulpa 6 0.25 g de hojas, siguiendo el
método descrito por Rodrigo et al. (2003 y 2004). El material vegetal,
previamente triturado, se introdujo en tubos de cristal Pyrex con tapon de rosca
y se mantuvieron en hielo hasta la adicion de 2 mL de metanol (pureza HPLC,
Carlo Erba), homogeneizandose la mezcla en vortex durante 1 min y en agitacion
magnética a 4 °C durante 5 min. Seguidamente se afadieron 1.5 mL de Tris-HCl
(50 mM, pH 7.5) y NaCl 1M, volviendo a agitar a 4 °C durante 5 min y afadiendo a
continuacion 3 mL de cloroformo. Tras homogeneizar en el vortex se agito a 4 °C
durante 5 min, dejando reposar después las muestras 5 min en hielo.
Posteriormente, se centrifugéd a 4000 g durante 5 min a 4 °C y se recupero la fase
inferior en un matraz de fondo redondo. Se anadieron de nuevo 3 mL de
cloroformo y se repitid el proceso de extraccion hasta que la fase inferior fue
incolora. El combinado de las fases organicas recuperadas se evapor6 a 40 °C en
evaporador rotatorio (Buchi) hasta la sequedad total. El residuo seco se
resuspendié en 200 pL de acetona (pureza HPLC) y se anadieron 2.8 mL de
Solucion A (éter de petroleo: éter etilico, 9:1, v/v). La concentracion de clorofila
a y b se determiné midiendo la absorbancia de este extracto a 644 y 662 nm y
aplicando las formulas de Smith y Benitez (1955):

Clorofila a = 10.050 ¢Ag; - 0.766 eAguy
Clorofila b = 16.370 eAg4s- 3.140 ¢Ag,

Las muestras se secaron completamente a 40 °C en evaporador rotatorio
y se saponificaron mediante adicion de 1.8 mL de metanol (pureza HPLC, Carlo
Erba) y 200 uL de KOH al 60%, manteniendo la muestra durante la noche a
temperatura ambiente y en atmosfera de nitrogeno. Los carotenoides se
recuperaron mediante lavados sucesivos con 2 mL de agua bidestilada, 2 mL de
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Solucion A, 1 mL de cloroformo, y dos Ultimos lavados con 2 mL de Solucion A.
Tras mezclar las fases la muestra se dejoé reposar durante 5 min a temperatura
ambiente, y se recupero la fase etérea pasandola a un tubo de 15 mL con tapon
de rosca. Se afadieron de nuevo 2 mL de Solucién A y se repiti6 el proceso hasta
que la fase superior resulté incolora. El conjunto de las fases etéreas se llevaron
a un volumen conocido en un matraz y la concentracion de carotenoides se
determin6 midiendo la absorbancia entre 270 y 600 nm en un espectrofotémetro
y registrando la absorbancia a 450 nm y a todos los maximos del espectro. La
concentracion de carotenoides se calculé aplicando la formula de Davies (1976) y
expresando el resultado como pg de B-caroteno por g de PF de tejido:

g de carotenoides (B-caroteno) = (Esy)/ (E'*; ce1000)

donde: E, absorbancia a 450 nm; y, mL de disolucién; E'™; ., 2500
(coeficiente de extincion del B-caroteno de una solucion al 1%, medida en una
cubeta de 1 cm de paso de luz)

Los extractos se llevaron a sequedad mediante corriente de N,. Con el fin
de precipitar los esteroles, los extractos secos se resuspendieron en 1 mL de
acetona, se transfirieron a un tubo Eppendorf, y se incubaron durante la noche a
-20 °C. Tras centrifugar a 11400 g durante 15 min a 4 °C el sobrenadante se
transfirio a un nuevo tubo Eppendorf y se seco en corriente de N,. Las muestras
se almacenaron a -20 °C en oscuridad y atmdsfera de N, hasta el momento de su
analisis.

Durante todo el procedimiento se tuvo especial atencion en evitar la
exposicion a la luz de las muestras trabajando en condiciones de baja
luminosidad, con el fin de evitar la fotodegradacion, la isomerizacion y los
posibles cambios estructurales de los carotenoides. Todas las muestras se
extrajeron al menos por duplicado.

16.2. Extraccion de carotenoides de cultivos bacterianos

Las colonias aisladas de E. coli XB-pACC cotransformadas con los
plasmidos pGem-lcyl, pGem-lcy2, pGem-elcy o pGem-T® (ver Material y
Métodos, apartado 15) se sembraron en triple estria en medio LB-agar
suplementado con ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (50 pg/mL) y se
incubaron a 30 °C en oscuridad durante 48 h. Dos colonias aisladas de cada
siembra fueron inoculadas en 2 mL de LB suplementado con ampicilina y
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cloranfenicol (LBAocCMsp) e incubadas durante 12 h a 37 °C con agitacion (200
rpm). Diez pL de este precultivo se utilizaron para inocular 20 mL de LBA5CMsg
que se incubaron a 30 °C en oscuridad y con agitacion (200 rpm) durante 48 h.
Una alicuota de 15 mL de este cultivo se centrifugd 5 min a 4000 g vy el
sedimento bacteriano se lavo dos veces con agua bidestilada. A continuacion, el
sedimento se resuspendié en 1 mL de acetona, se homogenizd con el vortex
durante 30 s y se centrifugd a 13000 g durante 2 min. El sobrenadante se
recuper6 en un Eppendorf, se sec6 en corriente de N, y se almaceno a -20 °C
hasta el momento de su analisis por HPLC.

17. Identificacidn y cuantificacion de carotenoides mediante HPLC-PDA

La identificacion y cuantificacion de los carotenoides individuales se
realizd por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a detector de
fotodiodos (HPLC-PDA). La cromatografia se llevo a cabo en un sistema de
cromatografia liquida Waters, equipado con una bomba 600E y un detector de
fotodiodos modelo 996, utilizando una precolumna Csp (20mm x 4.0 mm, 5 um) y
una columna Cs (250 mm x 4,6 mm , 5 um) (YMC Europa GMBH). Los datos se
adquirieron y procesaron con el paquete informatico Empower (Waters). La
separacion de los carotenoides se realizd utilizando el gradiente terniario de
elucion de metanol (MeOH), agua y metil tert-butil éter (MTBE) que se detalla en
la Tabla 9.

Tabla 9: Gradiente de elucion utilizado para la separacion de carotenoides
mediante HPLC. Los cambios de gradiente se realizaron de forma lineal.

Tiempo (min) 0 12 20 30 50 70 75
MTBE 5 5 14 25 50 75 5
H,0 5 0 0 0 0 0 5

MeOH 90 95 86 75 50 25 90

El detector de fotodiodos se programé para registrar las absorbancias
cada 1 nm desde 250 nm hasta 540 nm a lo largo de toda la elucion. Para cada
muestra se obtuvo un cromatograma MaxPlot, en el que se representa el tiempo
frente a la absorbancia maxima en el rango de longitudes de onda registradas.
Las muestras a analizar se prepararon mediante disolucion del extracto seco de
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carotenoides obtenido anteriormente (apartado 16) en un volumen variable de
cloroformo:metanol:acetona (pureza HPLC, Carlo Erba) en una proporcion 3:2:1.
El volumen de muestra inyectada fue de 20 pL, el flujo de inyeccion en la
columna fue de 1 mL min” y la temperatura de la columna se fijé a 25 °C.

Los carotenoides se identificaron por comparacion del espectro y del
tiempo de retencion con los estandares disponibles o con los datos de espectros y
tiempos de retencion obtenidos en condiciones cromatograficas similares
disponibles en la literatura (Rouseff et al. 1996; Melendez Martinez et al. 2003;
Rodrigo et al. 2003; Rodrigo et al. 2004). En los cromatogramas MaxPlot los picos
cromatograficos correspondientes a cada carotenoide se integraron en su
longitud de onda maxima y su contenido se calculd utilizando diferentes curvas
de calibrado. Se prepararon curvas de calibrado para la luteina (Sigma), el B-
caroteno (Sigma), la pB-criptoxantina (Extrasynthese), el [-apo-8’-carotenal
(Hoffman-LaRoche), el fitoeno y el fitoflueno (ambos purificados previamente en
nuestro laboratorio como se describe en Pascual et al. 1993), la zeaxantina
(Extrasynthese) y el licopeno (Sigma). La cuantificacion de trans- y 9-cis-
violaxantina y de neoxantina se llevo a cabo utilizando la curva de calibrado de
la luteina, ya que presentan un coeficiente de absorcion muy similar (Britton
1998; Rodrigo et al. 2006). De la misma forma se uso la curva de calibrado de B-
caroteno para cuantificar a-caroteno, la curva de calibrado de la zeaxantina para
cuantificar la anteraxantina y la curva de B-apo-8’-carotenal para cuantificar el
apocarotenoide Cjp B-citraurina. En la Tabla 10 se indican las ecuaciones de las
rectas de calibrado obtenidas para cada compuesto y el limite de deteccion en el
sistema cromatografico utilizado.

18. Secuenciacion de DNA y analisis de secuencias

La secuenciacion de DNA se llevo a cabo en el Servicio de Secuenciacion
del IBMCP (Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas, UPV-CSIC)
utilizando un secuenciador automatico modelo ABI PRISM 377 (Perkin-Elmer,
Applied Biosystem).

La homologia de las secuencias se obtuvo comparando las secuencias
frente a distintas bases de datos no redundantes (ver apartado 19) utilizando el
paquete informatico Blast (Altschul et al. 1990).
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Tabla 10: Limite de deteccion y ecuaciones de las rectas obtenidas para la
cuantificacion de distintos carotenoides.

Carotenoide Limite de deteccion Recta de calibrado
Fitoeno 20 ng pg= 3.73158 107 Area r’=0.9944
Fitoflueno 8 ng pg=1.79116 107 Area r?=0.9944
Licopeno 5 ng pg= 8.99645 108 Area r’=0.9963
B-caroteno 9 ng pg= 8.34097 108 Area r?=0.9922
B-criptoxantina 11 ng pg=1.21613 107 Area r’=0.9866
-apo-8 -carotenal 32 ng ug= 3.24695 10 Area r’=0.9370
Luteina 7 ng pg= 8.24810 108 Area r?=0.9900
Zeaxantina 10 ng pg=1.13798 107 Area r2=0.9811

19. Programas informaticos

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

-Adobe Photoshop: Procesado de imagenes.

-HP Desk Scan: Digitalizacién de imagenes.

-Chromas: Analisis del cromatograma de las secuencias (Technelysium
Pty. Ltd).

-DNAMAN: Analisis de secuencias (Lynnon Biosoft).

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

-Fuji Photo Film Co.: Lectura de placas de imagenes Bas MP 2040 Imaging
Plate.

-Image Gauge V4.0. (Science Lab 98, Fuji Photo Film Co., LTD):
Cuantificacion de la intensidad de las senales de hibridacion.

-Microsoft Excel: Calculos matematicos.

-StatGraphics: Analisis estadistico de datos.

-Sigma Plot: Elaboracién de graficos.

-Microsoft Word: Procesado de textos.

-Reference Manager: Manejo de bases bibliograficas.

75



Material y Métodos

-Microsoft Power Point: Realizacion de figuras e imagenes.
-Tree View: Visualizacion de arboles filogenéticos.

También se utilizaron las aplicaciones on line:

-ChloroP 1.1 Prediction Server: Prediccidén de secuencias de localizacion
en cloroplasto y punto de corte. http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/
(Emanuelsson et al. 1999).

-PSORT: Reconocimiento de proteinas de cloroplastos.
http://psort.hgc.jp/ (Nakai y Horton 1999).
-PSlpred: Prediccion del perfil de hidrofobicidad y de la estructura

secundaria de secuencias proteicas. http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ (Jones
1999).

-ProDom: Reconocimiento de motivos en secuencias proteicas.
http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/home.php (Bru et al. 2005).

-TMHMM: Prediccion de hélices transmenbrana en proteinas.
http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/
-Clustalw: Realizacion de alineamientos.

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ (Thompson et al. 1994).

-PLACE: Busqueda de elementos cis reguladores en secuencias
nucleotidicas. http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/index.html (Higo et al. 1999).
-del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information):

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

-Programas de comparacion de secuencias con aquellas depositadas en la
base de datos. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ (Altschul et al. 1990).
-CFGP (Citrus Functional Genomic Project): BlUsqueda de secuencias

publicadas en su base de datos. http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/

-HavEST:Citrus: Busqueda de secuencias publicadas en su base de datos.
http://harvest.ucr.edu/
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CAPITULO | ~AISLAMIENTO, EXPRESION Y CARACTERIZACION FUNCIONAL DE
LICOPENO CICLASAS (LCYs) DE FRUTOS CITRICOS”

La ciclacion del licopeno es un paso clave en la sintesis y regulacion de la
composicion de carotenoides en plantas (Cunningham 2002; Bouvier et al. 2005).
En el momento de iniciarse este trabajo se habian descrito en citricos dos genes
que codifican proteinas implicadas en la ciclacion del licopeno: &LCY y BLCY
(Kato et al. 2004; Rodrigo et al. 2004). La enzima B-LCY cataliza la introduccion
de anillos B-, mientras que ¢-LCY cataliza la introduccion de un anillo ¢- en la
molécula de licopeno. La enzima &-LCY Unicamente puede actuar sobre uno de
los extremos de la molécula de licopeno, generando §-caroteno, mientras que -
LCY puede actuar sobre los dos extremos de la molécula de licopeno o sobre el
extremo lineal del 5-caroteno, produciendo B- y a-caroteno, respectivamente. En
otros frutos existen dos genes que codifican B-LCYs funcionales: #-LCY y B en
tomate y f-LCY y CCS en pimiento (Hugueney et al. 1995; Bouvier et al. 1997;
Ronen et al. 2000). Tanto en tomate como en pimiento uno de los genes #-LCY se
expresa en gran variedad de tejidos (#-LCY), mientras que el otro (B y CCS)
presenta una expresion especifica de tejido cromoplastico (Deruere et al. 1994;
Hugueney et al. 1995; Ronen et al. 2000). Anteriormente en nuestro laboratorio
se habia identificado en C. sinensis un gen LCY cuya expresion es constitutiva
durante el desarrollo y la maduracion de los frutos y que también se expresa en
hojas (Rodrigo et al. 2004). Sin embargo, hasta la fecha, no se habia identificado
en frutos citricos ningin gen A-LCY cuya expresion fuera especifica de tejido
cromoplastico.

Mediante bisqueda de homologias con el gen B de tomate en las bases de
datos del NCBI, se identifico una secuencia de C. sinensis con elevada similitud,
anotada como " capsantina-capsorubina sintasa” (CsCCS, N° Acc. AAF18389). Dado
que la capsantina y la capsorubina son carotenoides especificos de pimiento, y
que no se han identificado en frutos citricos, parece improbable que en frutos
citricos este gen codifique una capsantina-capsorubina sintasa. Adicionalmente,
el gen CCS de pimiento, cuya expresion es especifica de tejido cromoplastico
codifica una proteina con actividad bifuncional, tanto CCS como B-LCY (Hugueney
et al. 1995). Colectivamente, estos datos sugerian que el gen de C. sinensis
anotado en la base de datos como CCS podria codificar una segunda B-LCY (B-
LCY2) en frutos citricos. El estudio de esta hipotesis constituyo parte del trabajo
experimental que se describe en esta seccion.
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1. Aislamiento y caracterizacion funcional de genes B-licopeno ciclasa (&
LCYs) de frutos de naranja ~Navel™ (C. sinensis)

1.1. Aislamiento de cDNAs correspondientes a fLCYs de naranja ~Navel™ y
andlisis de las secuencias

Para aislar y clonar cDNAs que contienen las regiones codificantes
completas de los genes FLCY1y FLCY2 de frutos de naranja “Navel  se empleo
la técnica de RT-PCR. Se diseharon cebadores en los extremos 5°y 3° (Tabla 7)
sobre las regiones codificantes de secuencias de DNA genomico de Citrus sinensis
anotadas en la base de datos del NCBI (ver Material y Métodos apartado 13.1). La
amplificacion del gen BLCY1 se realizo a partir de material vegetal procedente
tanto de frutos inmaduros como de frutos maduros, dado que este gen muestra el
mismo nivel de expresion independientemente del estadio de desarrollo y
maduracion del fruto (Rodrigo et al. 2004). En el caso de #LCY2 la amplificacion
se realizd a partir de frutos maduros, ya que los genes con los que presenta
mayor homologia, CCS de pimiento y ALCY2 de tomate, se expresan
exclusivamente en tejido cromoplastico. Como molde para las reacciones de
amplificacion se utilizaron, para cada gen, dos cDNAs sintetizados a partir de
RNA total de distintos tejidos: flavedo y pulpa (Tabla 8). Los dos amplificados
independientes obtenidos para cada gen fueron clonados en el vector pGem-T y
utilizados para transformar E.coli. De cada transformacion se seleccionaron dos
colonias positivas y la identidad de sus insertos se confirmé mediante
secuenciacion. Los cuatro plasmidos recombinantes portadores de los cDNAs que
contienen la region codificante correspondiente a #LCY1 se denominaron pGem-
lcyl, y aquellos cuatro portadores de los cDNAs que contienen la region
codificante correspondiente a #-LCY2 se designaron como pGem-Icy2.

Los cuatro clones correspondientes a S-LCY1l (pGem-lcy1) presentaron
una pauta de lectura abierta de 1512 nct que codifica un polipéptido de 504
aminoacidos con una masa molecular de 56.33 kDa. En el caso de LCY2, los 4
clones independientes (pGem-lcy2) presentaron una pauta de lectura abierta de
1509 nct que codifica una proteina de 503 aminoacidos con una masa molecular
de 56.59 KDa.
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Las secuencias proteicas de CsB-LCY1 y CsB-LCY2 presentaron un
porcentaje de identidad y homologia entre ellas del 52.85% y 55.00%,
respectivamente, localizandose la mayor parte de la variabilidad en el extremo
amino-terminal (Figura 12). En esta region, el programa ChloroP v1.1
(Emanuelsson et al. 1999) predijo para ambas proteinas la existencia de un
péptido sefal de importacion a plastidios, con un sitio de corte entre Lisina-86 y
Glicina-87 en el caso de CsB-LCY1, y entre Arginina-85 y Tirosina-86 en el caso
de CsB-LCY2 (Figura 12). Localizado en este extremo amino-terminal se
identifico un dominio, marcado en la Figura 12 como "region conservada en -
LCYs", que se encuentra conservado en todas las B-LCY de plantas y que parece
determinante para la asociacion de estas proteinas a membrana (Hugueney et al.
1995). En las dos Csp-LCYs se identifico un sitio de union a NADH/NADPH
(marcado en la Figura 12 como ‘sitio de union a dinucleotido”). Este motivo,
definido por una estructura secundaria caracteristica (lamina B/ hélice o/
lamina B, ver Figura 13) y presente en todas las B-LCY de plantas, se encuentra
total y parcialmente conservado en Csp-LCY1 y CsB-LCY2, respectivamente. En
esta region, el grado de identidad entre Csp-LCY2, CaCCS y LeB-LCY2 (codificada
por el gen B) es muy elevado (81.8%-95.5%, Anexo I).

La similitud entre CsB-LCY1 y CsB-LCY2 en motivos caracteristicos de
LCYs de plantas (Hugueney et al. 1995; Cunningham et al. 1996) es muy elevada
(Figura 12). En la busqueda en bases de datos de la secuencia proteica anotada
en la Figura 12 como "motivo B-ciclasa’” Unicamente se encontraron homologias
significativas con B-LCYs de plantas. Los dominios identificados por Bouvier et al.
(1997) como esenciales para la actividad catalitica de las B-LCY (subrayados en
naranja en la Figura 12) se encuentran totalmente conservados en Csp-LCY1 y
Csp-LCY2.

El perfil de hidrofobicidad (datos no mostrados) y la estructura
secundaria inferida de Csp-LCY1 y CsB-LCY2 fueron practicamente idénticos
(Figura 13). En la estructura secundaria de ambas proteinas se aprecia la
estructura lamina B /hélice o /lamina B que daria lugar al dominio de union a
dinucledtido (NADP/NADPH), asi como tres hélices, localizadas en el extremo
carboxi-terminal, con una posible localizacion transmembrana (Hugueney et al.
1995; Cunningham et al. 1996).
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Figura 12: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de CsB-LCY1 y CsB-LCY2. Se indica con una
flecha el punto de corte mas probable del péptido sefal para la importacion a plastidios. Los
aminoacidos con fondo negro corresponden a residuos conservados en las dos secuencias, en fondo
gris se representan los aminoacidos equivalentes. Aquellos aminoacidos conservados en todas las
secuencias de B-LCYs de plantas anotadas hasta el momento en las bases de datos (incluyendo Lef-
LCY2 y CaCCS) se representan con una letra mayUscula en la secuencia proteica de CsB-LCY1. Las
distintas regiones de interés, descritas como caracteristicas de LCYs vegetales, se senalan en la
secuencia de CsB-LCY1 como MCI, MCll y “region cargada” (Hugueney et al. 1995; Cunningham et al.
1996), sitio de union a dinucledtido” y "motivo B-ciclasa’. Los asteriscos indican aquellos residuos
conservados en todas las B- y ¢-LCYs de plantas. Se destacan en naranja dominios sefalados como
esenciales para la actividad catalitica B-LCY, segin Bouvier et al. (1997). Los aminoacidos en rosa
corresponden a un motivo especifico de LCYs.
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Figura 13: Prediccion de la estructura secundaria de Csp-LCY1 y CsB-LCY2 realizada por el
programa PSIPRED (Jones 1999). Conf: Nivel de confianza de la prediccion; Pred:
Estructura secundaria inferida. Los nimeros a la derecha indican las posiciones de los
aminoacidos. Las lineas negras representan estructura de bobina, los cilindros verdes las
hélices a v, las flechas las laminas B. Se encuadra en rojo la estructura lamina B / hélice
o/ lamina B caracteristica del "bolsillo’de union a NADP/NADPH. En cuadrados azules se
enmarcan hélices a con posible localizacion transmembrana (Hugueney et al. 1995;
Cunningham et al. 1996).

La relacion de CsB-LCY1 y CsB-LCY2 con otras 14 B-LCYs de plantas se
investigd mediante la generacion de un arbol filogenético (Figura 14). Dado que
el mecanismo de accion de las B-LCYs es muy similar al de CCS (Bouvier et al.
1997) y NSY (Bouvier et al. 2000), y considerando que estudios previos sugieren
un origen comun de los genes que codifican estas enzimas (al Babili et al. 2000;
Krubasik y Sandmann 2000), se incluyeron en el analisis filogenético las
secuencias correspondientes a una NSY de tomate y otra de patata y CCS de
pimiento.
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Figura 14: Arbol filogenético de distintas proteinas B-LCY, NSY y CCS de plantas, generado
mediante el método de Neighbor-Joining incluido en el programa DNAMAN vy el test de
bootstrap (1000 repeticiones). Los numeros en los nodos de las ramas indican el
porcentaje del valor de bootstrap. Se especifican entre paréntesis los nUmeros de acceso
en la base de datos del NCBI. En negrita se resaltan las secuencias proteicas
correspondientes a los cDNAs de CsB-LCY1 y Csp-LCY2 aislados en este trabajo.
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El arbol filogenético mostro la existencia de dos grupos claramente
diferenciados (Figura 14). Un primer grupo, en el que se engloba Csp-LCY1, esta
formado por todas aquellas proteinas que codifican B-LCYs en plantas superiores,
presentando todas ellas un porcentaje de identidad de 78%-87% (86%-93% de
similitud), y localizandose la mayor parte de la variabilidad en los 40-80 primeros
aminoacidos del extremo amino-terminal (Anexo 1). El segundo grupo esta
formado por CsB-LCY2, una B-LCY de tomate cuya expresion es especifica de
tejido cromoplastico (SIB-LCY2), NSY de tomate y patata (SINSY, StNSY) y CCS de
pimiento (CaCCS), siendo el porcentaje de identidad entre todas ellas del 69%-
75% (80%-86% similitud).

1.2. Estudio de la expresion de los genes CsfLCY1 y CsBLCY2 en el flavedo y
la pulpa de la naranja ~“Navel”, durante el desarrollo y la maduracién de los
frutos, y en otros tejidos

El patron de expresion de los genes Cs#LCY1 y Csp-LCY2 en el flavedo y
la pulpa de naranja "Navel  se estudi6é durante el desarrollo y la maduracién de
los frutos (Figura 15). Como sonda para el gen CspLCY1 se empled un clon
parcial previamente disponible en el laboratorio (Rodrigo et al. 2004) (ver
apartado 9 del Capitulo Material y Métodos). Dicho clon corresponde a un
fragmento de 517 nct localizado en el extremo 5  de la region codificante de
CsALCY1, y presentd un porcentaje de identidad del 64% con Csp-LCY2. Como

Flavedo Pulpa
12 345 6 78910 1 2 345 67 8910

2 TLiETTL . | BLCY1

—‘_ SRNRREN sicy2

Figura 15: Patron de expresion de CsLCY1 y Csp-LCY2 en el flavedo y la pulpa de la
naranja "Navel  (C. sinensis L. Osbeck) durante el desarrollo y la maduracion del fruto. Se
utilizaron para cada carrera 8 ug de RNA total de frutos recolectados en diferentes fechas:
1, 2y 3 corresponden a frutos en estadio verde-inmaduro, recolectados a mediados del
mes de junio, a mediados de julio y a principios de septiembre, respectivamente; 4, fruto
en estadio verde-maduro, recolectado a principios de octubre; 5, fruto virando,
recolectado la primera semana de noviembre; 6, 7 y 8, frutos cambiando de color
recolectados la segunda, tercera y cuarta semana de noviembre; 9, fruto coloreado de la
primera semana de diciembre; 10, fruto totalmente coloreado de finales de diciembre. En
la parte inferior se muestra la hibridacion con la sonda 265 rRNA.
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sonda para el gen Csp-LCY2 se utilizé un fragmento de 250 nct en una zona de
baja homologia con Csp-LCY1 (46.6%).

Durante el desarrollo y la maduracion de la naranja "Navel el gen Csp-
LCY1 presento en el flavedo un nivel de expresion bajo y constitutivo, en
concordancia con resultados previos descritos en nuestro laboratorio (Rodrigo et
al. 2004). En la pulpa, el patron de expresion fue idéntico al observado en el
flavedo, pero la acumulacion de transcritos fue todavia menor (Figura 15).

En el caso del gen Csp-LCY2 apenas se detectd sefal de hibridacion en el
flavedo durante los estadios verde-inmaduro del fruto (estadios 1 a 3). En el
flavedo de frutos verde-maduro (estadio 4), inmediatamente antes de que se
produjeran los primeros sintomas de desverdizacion, se detecto una sefnal débil.
En el estadio 5, el nivel de expresion aumentd bruscamente y permanecio
elevado durante el resto de la maduracion (Figura 15). En la pulpa, donde la
acumulacion de transcritos aument6 de forma considerable y progresiva durante
el desarrollo y la maduracion del fruto, el nivel de expresion de CsBLCY2 fue
menor que en el flavedo.

Para analizar la especificidad de la expresion de CsLCY1 y Csp-LCY2 se
estudiaron también sus niveles de expresion en otros tejidos, como hojas, tallos,
raices y flores (Figura 16). La sefal de hibridacion correspondiente al gen Csf
LCY1 se detecto en hojas jovenes y adultas, asi como en los pétalos de flores en
pre- y postantesis y, en menor medida, en tallos y raices. En cuanto al gen Csfp
LCY2, no se detectdé acumulacion de transcritos en hojas, tallos, ni raices. Sin
embargo, se detecto expresion en los pétalos. Estos resultados indican que Csp-
LCY1 se expresa en todos los tejidos analizados, mientras que Csg-LCY2 muestra
una expresion especifica de tejido cromoplastico.

Hojas Pétalos

J A T R Pre Post
ACY1
ACY2
26S rRNA

Figura 16: Expresion de los genes Cs#-LCY1 y CsBLCY2 en distintos tejidos de C. sinensis.
Hojas jovenes (J) y adultas (A), tallos (T), raices (R) y pétalos de flores en pre y post-
antesis. Se utilizaron para cada carrera 10 ug de RNA total. En la parte inferior se muestra
la hibridacion de la membrana con la sonda 26S rRNA.
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Los tiempos de exposicion de las membranas hibridadas con la sonda de
Csp-LCY1 fueron entre 9 (Figura 15) y 4 (Figura 16) veces superiores a los
tiempos de exposicion de los filtros hibridados con la sonda Csp-LCY2. Dado que
el tamafo y la actividad especifica de las sondas son similares estos resultados
sugieren un mayor nivel de expresion del gen fLCY2 respecto de f-LCY1.

1.3. Andlisis Southern de Csf#LCY1y Csf-LCY2

Para evaluar el nimero de copias de Csp-LCYL y CsLCY2 en el genoma
de C. sinensis se realizo un analisis Southern en condiciones de hibridacion de
alta restrictividad (ver Material y Métodos, apartado 8). La hibridacion
correspondiente a Csp-LCY1 mostro bandas Unicas en las tres digestiones de
genomico, sugiriendo que este gen se encuentra en copia Unica en el genoma de
C. sinensis. La hibridacion correspondiente a Csf-LCY2 mostré una banda Unica
en la digestion con Sacl, y dos bandas en las correspondientes a EcoRIl y HindllIl.
La sonda de CsLCY2 posee un sitio de corte para EcoRl, lo que explicaria que en
la carrera cargada con DNA digerido con este enzima hibriden dos fragmentos,
observandose dos bandas (Figura 17). Los resultados correspondientes a las
digestiones con Sacl y EcoRI sugieren que S-LCY2 se encuentra en copia Unica en
el genoma de C. sinensis. Sin embargo, en la digestion Hindlll se observan dos
bandas, de muy diferente intensidad, que podrian indicar la existencia de mas de
una copia de este gen en el genoma de C. sinensis.

ALCY1 BLCY2
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Figura 17: Analisis Southern de DNA gendmico de C. sinensis. En cada carrera
se cargaron 10 pug de DNA digerido con EcoRlI, Hindlll y Sacl. La membrana se
hibridé con las sondas correspondientes a Csp-LCY1y CsBLCY2.
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1.4. Caracterizacion funcional de B-LCY1 y B-LCY2 de naranja ~Navel”

Con objeto de conocer si los genes Csf-LCY1l y Csp-LCY2 aislados
codifican enzimas con actividad licopeno ciclasa se realizaron ensayos de
expresion heterologa en E.coli (ver Material y Métodos, apartado 15). Para llevar
a cabo estos ensayos se generd una cepa de E.coli productora de licopeno, a la
gue denominamos XB-pACC. La expresion, en esta cepa, de genes que codifiquen
proteinas capaces de ciclar el licopeno generara un cambio de coloracion de las
colonias. En este trabajo, los plasmidos pGem-lcy1 y pGem-lcy2 (apartado 1.1 de
este capitulo), portadores de las regiones codificantes correspondientes a los
genes Csp-LCYL1 y Csp-LCY2, respectivamente, se utilizaron para transformar la
cepa de E.coli productora de licopeno. Como control negativo se utilizd un
plasmido (pGem-T®) portador de una secuencia de 272 nct que no codifica
ninguna proteina.

La transformacion de la cepa de E.coli XB-pACC con pGem-T® no produjo
cambio de coloracion en las colonias transformadas, que presentaron coloracion
rosada debido a la acumulacion de licopeno (Figura 18A). La cepa XB-pACC
transformada con el plasmido pGem-lcyl presentd colonias de coloracion
amarillo-anaranjada (Figura 18B), y cuando la transformacion se realizd con
pGem-lcy2 se generaron colonias de color naranja intenso (Figura 18C). El
cambio de color de las colonias de E.coli XB-pACC portadoras de los plasmidos
pGem-lcy1 o pGem-lcy2 indicé conversion de licopeno a otros carotenoides.

Figura 18: Coloracion de colonias de E.coli cepa XB-pACC expresando
distintos plasmidos. A, pGem-T®; B, pGem-lcy1; C, pGem-lcy2.
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La identificacion de los carotenoides que se acumulan en las cepas de
E.coli XB-pACC transformadas con los plasmidos pGem-T®, pGem-lcy1 y pGem-
lcy2 se realizo mediante HPLC-PDA. Para ello se prepararon cultivos bacterianos
liquidos de los que se extrajeron los carotenoides segln la metodologia detallada
en el apartado 9.2 del capitulo Material y Métodos.

El analisis de los carotenoides presentes en los cultivos de E.coli XB-pACC
con el plasmido pGem-T®d mostro la existencia de un Unico carotenoide, cuyo
espectro de absorcion y tiempo de retencion coincidieron con los del estandar
del licopeno (pico 1, Figura 19A). En el caso de los cultivos XB-pACC portadores
del plasmido pGem-lcy1, el analisis de la composicion de carotenoides revelo la
existencia de un carotenoide Unico, cuyo espectro de absorcion y tiempo de
retencion coincidieron con los del estandar del B-caroteno (pico 2, Figura 19B).
El cromatograma correspondiente a los cultivos bacterianos XB-pACC portadores
del plasmido pGem-lcy2 indicé la presencia de dos carotenoides,
correspondientes, por orden de elucion, al B-caroteno y al licopeno (Figura 19C).

Los resultados indican que tanto CsB-LCY1 como CsB-LCY2 actuan sobre el
licopeno, ciclando ambos extremos de la molécula en anillos B- y dando lugar al
B-caroteno. Es interesante destacar que en ninguno de los cultivos analizados se
detecto la presencia de y-caroteno, que resultaria de la B-ciclacion de un Unico
extremo de la molécula de licopeno.

La capacidad B-ciclasa de CspB-LCY1 y CsB-LCY2 se evalué como el
porcentaje de conversion de licopeno a B-caroteno, realizandose en las mismas
condiciones experimentales un minimo de 8 ensayos independientes para cada -
LCY ensayada. Los porcentajes medios de conversion fueron 95.45 + 1.20 para
Csp-LCY1, y 38.33 + 11.40 para Csp-LCY2. Estos resultados indican que la eficacia
de la conversion de licopeno a B-caroteno es diferente para cada uno de los
genes analizados.
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Figura 19: Cromatogramas MaxPlot de los extractos de carotenoides presentes en cultivos
de la cepa de E.coli XB-pACC portadora de los plasmidos pGem-T® (A), pGem-lcy1 (B) y
pGem-lcy2 (C). En la parte inferior se muestran fotografias representativas de la
coloracion de los cultivos bacterianos utilizados en cada ensayo. Se muestran, igualmente,
los espectros con las longitudes de onda de los maximos de absorcion de los picos
marcados en la Figura como 1 y 2, correspondientes al licopeno y el B-caroteno,
respectivamente.

2. Aislamiento y caracterizacion funcional de una g-licopeno ciclasa (&-LCY)
de naranja ~Navel”

2.1. Aislamiento del cDNA correspondiente al gen &LCY de naranja “Navel”™ y
andlisis de su secuencia

Con objeto de obtener un cDNA de la secuencia codificante de Cs&-LCY se
realizo una busqueda en la base de datos del NCBI, localizandose una secuencia
de Citrus paradisi anotada como un clon de longitud completa de &LCY (N° Acc.
AF486650). A partir de dicha secuencia se disefiaron cebadores especificos en los
extremos 5’y 3 que se utilizaron para amplificar la correspondiente secuencia a
partir de cDNA de flavedo de frutos en estadio verde-inmaduro de la naranja
"Navel” (ver Material y Métodos, apartado 13.2.a). La separacion electroforética
de los productos de PCR mostro la amplificacion de una banda Unica del tamaiio
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esperado (aproximadamente 1300 nct, Figura 20A). Este fragmento fue
reamplificado (Figura 20A), purificado, clonado en el vector pGem-T, y su
identidad confirmada mediante secuenciacion.

A. Amplificacion 3’ B. Amplificacion RACE 5 C. Amplificacion cDNA codificante

M 1 2 M 3 M 4 M 5 M 6
2000
1650
100
850
650
500
400
300
200
100

Figura 20: Obtencién del cDNA de longitud completa correspondiente a Cse-LCY. A:
Obtencion de un fragmento de 1300 nct correspondiente al extremo 3° del gen. 1.
Amplificacion del cDNA de flavedo verde-inmaduro de frutos de la naranja "Navel con los
cebadores MJ58 y MJ70. 2. Reamplificacion, con los cebadores MJ58 y MJ70, de una
dilucion 1:10 del producto de la primera amplificacion. B: Amplificacion mediante RACE 5°
del extremo 5  del gen. 3. Obtencion, con los cebadores “oligo dT anchor primer’ y
SP2MJ81 de un fragmento de 700 nct del extremo 5" del gen. 4. Reamplificacion, con los
cebadores “oligo dT anchor primer’ y SP3MJ82 de una dilucion 1:10 del producto de la
primera amplificacion (carrera 3), obteniendose un fragmento de 500 nct correspondiente
al extremo 5° del gen. C: 5. Amplificacion del cDNA correspondiente a la region
codificante completa de Cse-LCY mediante amplificacion con los cebadores MJ92 y MJ70.
6. Reamplificacion con los cebadores MJ92 y MJ70 de una dilucion 1:10 del producto
amplificado en la carrera 5. M: Marcador de peso molecular “1Kb Plus DNA ladder”.

La comparacion de la secuencia nucleotidica de Cs&-LCY, 99.5% idéntica a
la de Citrus paradisi (AF486650), con las de otras &LCYs de plantas disponibles
en las bases de datos mostré una elevada homologia de secuencia, y puso de
manifiesto que se trataba de una secuencia parcial del gen Cs&LCY, ya que
faltaba en el extremo 5 una region altamente conservada en todas las &LCYs de
plantas.

Para obtener el extremo 5  del gen Css-LCY se empled la técnica 5°-
RACE, utilizando el kit comercial 5° /3 RACE kit (Roche). El fundamento de esta
técnica y el detalle de las distintas reacciones llevadas a cabo para el
aislamiento del extremo 5° del gen se explican en el apartado 13.2.b del
Capitulo de Material y Métodos de esta memoria.
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Brevemente, se disefiaron los cebadores especificos MJ8OSP1, MJ81SP2 y
MJ82SP3 a partir del extremo 5 de la secuencia del clon parcial obtenido
anteriormente. A partir de RNA total de flavedo de frutos verdes de "Navel’,
donde Css-LCY muestra su mayor nivel de expresion (Rodrigo et al. 2004), se
sintetizd cDNA utilizando el cebador especifico MJ80SP1. A continuacion se
realizd una primera amplificacion del cDNA utilizando los cebadores “oligo dT
anchor primer” (suministrado con el kit) y MJ81SP2, obteniéndose un fragmento
de aproximadamente 750 nct (Figura 20B). Una dilucion 1:10 del producto de
esta amplificacion se utilizd como molde en una segunda reaccion de PCR con los
cebadores “oligo dT anchor primer” y MJ82SP3, obteniéndose un fragmento de
aproximadamente 700 nct (Figura 20B).

El fragmento de DNA de 700 nct resultante de la amplificacion del
extremo 5° de Cse&LCY fue purificado, clonado en el vector pGem-T vy
secuenciado. El extremo 3" de dicha secuencia coincididé con el extremo 5" del
clon parcial aislado previamente, indicando que el extremo 5° aislado mediante
la técnica 5" -RACE efectivamente constituye parte del gen Cse-LCY. La secuencia
correspondiente al extremo 5° de Cse-LCY presento una region no codificante de
324 nct, y una pauta de lectura abierta, desde la primera metionina, de 371 nct.

A partir de las secuencias de los clones parciales de Cse-LCY obtenidos
previamente se disefaron cebadores especificos para amplificar la secuencia
codificante completa de CssLCY de naranja "Navel  (ver Material y Métodos,
apartado 13.2.c). Los resultados de esta amplificacion se muestran en la Figura
20C. El fragmento de DNA obtenido fue reamplificado, purificado, ligado en el
vector pGem-T (pGem-elcy) y utilizado para transformar E.coli. Se seleccionaron
dos colonias transformadas con pGem-elcy, que poseian un inserto del tamafo
adecuado, para extraer el DNA plasmidico y secuenciar el inserto. La secuencia
nucleotidica de ambos clones fue idéntica. La secuencia codificante completa y
su correspondiente secuencia de aminoacidos se muestran en la Figura 21. Cse-
LCY codifica una proteina de 529 aminoacidos con un peso molecular de 58.92
kDa.

La secuencia proteica de Cse-LCY mostro un porcentaje de identidad
entre el 66.30% y el 73.98% con el resto de ¢-LCY de plantas, localizandose la
mayor parte de la variabilidad en el extremo amino-terminal (Anexo Il). Sin
considerar este extremo, la identidad a nivel de aminoacidos entre todas las &-
LCY vegetales analizadas fue proxima al 85%. Al igual que en el caso de las -
LCYs, el programa ChloroP predijo la localizacion de e-LCY en el cloroplasto,
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identificandose el punto de corte mas probable del péptido sefal entre Arginina-
30y Lisina-31 (Figura 21).
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Figura 21: Secuencia codificante completa de Cs&LCY y su correspondiente secuencia
de aminoacidos. Se indica con una flecha el punto de corte mas probable del péptido
tras su importacion a plastidios. Se recuadran en azul aquellas zonas que forman hélices
a, Y en rojo las hélices o con posible localizacion transmembrana, segin el programa
TMHMM. Los aminoacidos en rosa corresponden a un motivo especifico de LCYs.
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El extremo carboxi-terminal de las &-LCYs es indispensable para su
actividad catalitica (Cunningham y Gantt 2001). En esta region se localizan 6
aminoacidos (marcados en negrita en la Figura 21) que determinan el nimero de
anillos &- que son introducidos en la molécula de licopeno. En concreto, la
secuencia ALILQL, que fue la identificada en Cs&LCY, determina actividad e-
monociclasa, mientras que la secuencia SHIVLM determina actividad ¢-biciclasa
(Cunningham y Gantt 2001). Por tanto, la &-LCY aislada de naranja "Navel  seria
capaz de ciclar un Unico extremo de la molécula de licopeno.

En la estructura secundaria de Cse-LCY se predice la existencia de varias
hélices o (recuadradas en azul en la Figura 21) y ademas, una de ellas
(recuadrada en rojo en la Figura 21) posee localizacion transmembrana, segln el
paquete informatico TMHMM.

La secuencia de Cse-LCY presentd unos porcentajes de
identidad/homologia del 30.04%/32.40% y 28.47%/32.20% con las de Csp-LCY1 y
CsB-LCY2, respectivamente.

2.2. Caracterizacion funcional de e-LCY de naranja ~Navel”

Con objeto de caracterizar funcionalmente la e-LCY aislada de naranja
"Navel ™ se realizaron ensayos de expresion heterologa en la cepa de E.coli
productora de licopeno XB-pACC. La transformacion de E.coli XB-pACC con
pGem-elcy resultdé en un cambio de la coloracion de las colonias, de rojo a
naranja palido, indicando la conversion del licopeno en otro compuesto (Figura
22).

El analisis de los extractos de carotenoides de los cultivos XB-pACC
pGem-elcy indico la presencia de dos carotenoides, cuyos espectros y tiempos de
retencion coincidieron con los del 5-caroteno y los del licopeno, confirmando la
capacidad de Cse-LCY de ciclar un extremo de la molécula de licopeno (Figura
22B). En ninguno de los extractos de carotenoides de XB-pACC pGem-elcy se
detectd e-caroteno, resultante de la e-ciclacion de los dos extremos de la
molécula de licopeno, confirmandose la actividad e-monociclasa de Cse-LCY.

La actividad funcional de Cse-LCY se evalué como el porcentaje de
conversion de licopeno a §-caroteno. La actividad se evallo en 8 ensayos
independientes, y el porcentaje medio resulto del 56.46 + 5.96.
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Figura 22: Cromatogramas MaxPlot de los extractos de carotenoides presentes en cultivos
de la cepa de E.coli XB-pACC expresando pGem-T® (A) y pGem-elcy (B). A la izquierda de
cada cromatograma se muestran fotografias representativas de la coloracion de los
cultivos bacterianos utilizados en cada ensayo. A la derecha de los cromatogramas se
muestran los espectros con las longitudes de onda de los maximos de absorcion de los
picos marcados en la Figura como 1y 2, correspondientes al licopeno y el §-caroteno,
respectivamente.

3. Aislamiento y caracterizacién funcional de genes F-LCYs de la naranja
“Cara Cara” y de los pomelos “Marsh™ y ~Star Ruby™ [0

Con objeto de investigar si posibles alteraciones en la secuencia de los
genes ALCYs o de las correspondientes proteinas, pueden ser las responsables de
la anormal acumulacion de licopeno en algunos frutos citricos, se seleccionaron
una naranja y un pomelo en los que previamente se habia descrito la
acumulacion de este carotenoide. La naranja "Cara Cara’ es un mutante de
naranja "Navel  que acumula licopeno en la pulpa (Lee 2001; Alquézar et al.
2005; Xu et al. 2006). Entre las variedades de pomelo rojo disponibles se
selecciond el pomelo “Star Ruby’, que acumula licopeno tanto en el flavedo
como en la pulpa y que se ha sido descrito como una de las variedades con mayor
coloracion rojiza (Rouseff et al. 1992). Ademas, se selecciondé una variedad de
pomelo blanco (*Marsh’) originada, al igual que el pomelo rojo “Star Ruby’, a
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partir de pomelo "Duncan’ (Gmitter 1993), y que sirvié de control para todos los
analisis.

3.1. Aislamiento de cDNAs correspondientes a BLCY1l y caracterizacion
funcional de los mismos

Para aislar y clonar la region codificante correspondiente al gen #LCY1
de frutos de naranja "Cara Cara’, pomelo "Marsh” y pomelo ‘Star Ruby’, se
empled la técnica de RT-PCR. Para ello, se extrajo RNA total del flavedo y la
pulpa de frutos maduros de cada variedad y se utilizo la misma metodologia que
para el aislamiento de Cs#LCY1 de naranja "Navel (ver Material y Métodos,
apartado 13.1). Brevemente, para cada uno de los genotipos, se sintetizaron a
partir de cada tejido dos cDNAs independientes (Tabla 8), y tras la amplificacion
por PCR, se procedid a la clonacion de los mismos en el plasmido pGem-T,
generandose cuatro plasmidos pGem-lcy1 independientes que se utilizaron para
transformar E.coli. Posteriormente, se seleccionaron dos colonias de cada
transformacion para su secuenciacion. El analisis de las ocho secuencias de cada
genotipo reveld la existencia de una pauta de lectura abierta de 1512 nct, que
codifica un polipéptido de 504 aminoacidos, con una masa molecular de 56.33
kDa. La secuencia de aminoacidos de los 24 clones fue idéntica y presentd una
identidad del 100% con la secuencia de B-LCY1 de naranja "Navel’.

La actividad licopeno ciclasa de las proteinas B-LCY1 codificadas por los
cDNAs clonados se confirm6 mediante expresion heterdloga en la cepa de E. coli
XB-pACC vy, posterior analisis mediante HPLC-PDA de los carotenoides presentes
en los cultivos. La transformacion de la cepa de E. coli XB-pACC, productora de
licopeno, con los plasmidos pGem-lcy1, que contienen las regiones codificantes
de los genes ALCY1 clonados a partir de naranja “Cara Cara’, pomelo "Marsh” y
pomelo “Star Ruby’, produjo, en todos los casos, al igual que en el caso de £
LCY1 de naranja "Navel’, colonias de coloracion amarilla, indicativo de
conversion de licopeno en otro compuesto (ver apartado 15 del Capitulo Material
y Métodos). En todos los ensayos realizados se confirmd, mediante analisis HPLC-
PDA de los carotenoides presentes en los cultivos bacterianos, la conversion de
licopeno a p-caroteno. La actividad B-LCY, evaluada como porcentaje de
conversion de licopeno a B-caroteno presento valores entre el 83.95% y el 91.60%
(Tabla 11), y no se detecto y-caroteno en ninguno de los analisis.
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Tabla 11: Actividad B-licopeno ciclasa de la proteina codificada
por los genes A-LCY1 aislados de naranja "Cara Cara’, pomelo
“Marsh” y pomelo “Star Ruby’. La actividad se estimo, mediante
ensayos de expresion en E.coli XB-pACC, como el porcentaje
medio de conversion de licopeno a B-caroteno. n, indica el
nimero de ensayos independientes realizados.

Genotipo n Actividad B-licopeno ciclasa (%)
Cara Cara 7 91.60 + 3.30

Marsh 7 85.00 + 15.00
Star Ruby 9 83.95 + 10.42

3.2. Aislamiento y caracterizacion funcional de cDNAs correspondientes a
LCY2

El aislamiento de cDNAs que contienen la region codificante
correspondiente al gen #LCY2 de la naranja "Cara Cara’, el pomelo "Marsh” y el
pomelo “Star Ruby’ se realizd a partir del mismo material vegetal utilizado para
el aislamiento del gen #-LCY1 (Tabla 8), y siguiendo el mismo protocolo utilizado
para clonar $-LCY2 de naranja "Navel . Los cDNAs obtenidos se clonaron en el
vector pGem-T (pGem-lcy2) y se utilizaron para transformar E.coli. Por cada
genotipo se seleccionaron para su posterior analisis ocho clones independientes.

Las secuencias nucleotidicas de los ocho clones de S-LCY2 de naranja
“Cara Cara’ presentaron un 100% de identidad con las secuencias de naranja
"Navel . La expresion heterdloga de los clones pGem-lcy2 de "Cara Cara’ en la
cepa de E.coli XB-pACC produjo colonias anaranjadas, y el porcentaje medio de
conversion de licopeno a B-caroteno fue del 38.00 + 14.33, muy similar al
obtenido en los ensayos de ALCY2 de naranja "Navel  (apartado 1.4 de este
Capitulo).

Las secuencias de nucleotidos correspondientes al gen ALCY2 de los
pomelos "Marsh” y “Star Ruby” presentaron un 100% de identidad entre ellas y un
98.01% de identidad con las secuencias de BLCY2 de las naranjas "Navel  y
“Cara Cara’. El analisis detallado de las secuencias permitio identificar 27
cambios de nucledtidos (SNPs) entre la secuencia de f-LCY2 aislada de naranjas
(5-LCY2a) y la secuencia de p-LCY2 aislada de pomelos (#-LCY2b), de los cuales
16 dan lugar a un cambio de aminoacido (Tabla 12).
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Tabla 12: Cambios en las secuencias de nucledtidos y en las
correspondientes secuencias de aminoacidos de los genes ALCY2
aislados de naranjas (5-LCY2a) y pomelos (5-LCY2b). Se numeran del 1 al
27 los cambios en nucleotidos puntuales (SNP) encontrados entre las dos
secuencias, indicandose en cada uno de ellos el niUmero de nucledtido
(n° nct) y el nimero del aminoacido (n° aa) de la secuencia de fLCY2.

BLCY2a/ BLCY b BLCY2a/ BLCY b
SNP n°nct nfaa nct aa SNP n°nct n®aa  nct aa
1 79 26 C/A P/H 15 776 258 C/T D
2 89 29 C/G S 16 953 317 C/A S/R
3202 67 T/A V/E 17 1055 351 A/G P
4 217 72 NT D/V 18 1070 356 T/C A
5 287 95 A/T P 19 1077 359 G/A G/S
6 327 109 A/G S/G 20 1092 364 A/G VA%
7 330 110 G/A V/I 21 1101 367 G/T A/S
8 420 140 G/A V/1 22 1124 374  A/G R
9 553 184 C/T S/L 23 1145 381 C/G
10 560 186 A/C G 24 1166 3838 A/G E
11 565 188 A/G K/R 25 1347 449 T/C Y/H
12 590 196 C/T H 26 1445 481 G/T L/F
13 635 211 G/A G 27 1467 489 G/C V/L

14 695 231 G/C E/D

De los 16 cambios de aminoacido identificados entre las secuencias de B-
LCY2a y B-LCY2b, 6 de ellos, correspondientes a las posiciones 110, 140, 188,
231, 364 y 489, son conservativos segin la matriz Blosum45 de similitud de
aminoacidos (Henikoff y Henikoff 1992). Los aminoacidos 26, 67 y 72 se
encuentran localizados en el péptido sefial de importacion a plastidios. El
aminoacido en la posicion 26 es bastante variable en B-LCYs vegetales. Sin
embargo, en las posiciones 67 y 72 la variabilidad entre 3-LCYs es muy reducida,
ya que se encuentran en una region conservada en B-LCYs (Figura 23).

Los aminoacidos 109 y 110 se localizan en un motivo de union a
dinucleotido (Figura 23). La Glicina-109 de la secuencia de B-LCY2b (aislada de
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C.paradisi) se encuentra totalmente conservada en todas las &- y B-LCYs,
mientras que la Isoleucina-110 de B-LCY2b se encuentra conservada en StNSY,
LeB-LCY2 y CaCCS (Anexo I).

Entre los cambios de aminoacidos observados entre B-LCY2a/B-LCY2b
cabe destacar la sustitucion de Glicina por Serina en la posicion 359, ya que el
residuo de Glicina se encuentra totalmente conservado en todas las B-LCY
vegetales, incluidas LeB-LCY2 y CaCCS (Anexo I) y ademas forma parte de un
motivo caracteristico de ciclasas (MCIl, Figura 23). El resto de cambios de
aminoacidos se encuentran en posiciones poco conservadas.

Secuencia de B-LCY2 100 200 300 400 §00 aa
110 364
26 67 72 109 449 481489
~ Uniéna MC1 Mc 11 Region Motivo
Region dinuclestido cargada B-ciclasa
conservada
B-LCYs

Figura 23: Esquema de los cambios de aminoacido identificados entre las secuencias de B-
LCY2a (C. sinensis) y B-LCY2b (C.paradisi) (Tabla 12). Los cambios de aminoacido se
marcan con una flecha negra. Se representan los motivos previamente descritos en la
Figura 12.

Los 8 clones independientes pGem-lcy2 obtenidos para cada variedad de
pomelo se expresaron en la cepa de E.coli XB-pACC. Tras dos dias de incubacion
a 30 °C todas las colonias transformantes presentaron coloracion rosada. El
analisis de los carotenoides presentes en estos cultivos bacterianos revelo, en
todos ellos, la existencia de un carotenoide mayoritario, cuyo espectro y tiempo
de retencion fueron coincidentes con los del licopeno y, en algunos casos, un
segundo carotenoide, muy minoritario o ausente, cuyo espectro y tiempo de
retencion correspondieron con los del B-caroteno. No se detecto y-caroteno en
ninguno de estos analisis. El porcentaje medio de conversion de licopeno en B-
caroteno de las proteinas B-LCY2 de ambas variedades de pomelo fue del 4.2 =+
3.6. Por tanto, el gen BLCY2 de C.paradisi (#LCY2b) codifica una proteina que,
en los ensayos funcionales realizados, carece de actividad B-LCY o ésta es muy
reducida.
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4. Analisis de la secuencia del gen BLCY2 de naranja (Citrus sinensis) y
pomelo (Citrus paradisi)

Los resultados previos indican la existencia en citricos de dos genes que
codifican B-LCYs: p-LCY1 y pLCY2. Del gen BLCY2 se han identificado dos
secuencias, (-LCY2a y pLCY2b, correspondientes a naranja (C. sinensis) y
pomelo (C.paradisi), respectivamente. Pese a la elevada identidad existente
entre B-LCY2a y B-LCY2b (96.02% a nivel de aminoacidos), B-LCY2a posee
actividad ciclasa mientras que B-LCY2b la tiene reducida cerca de un 90%. El
hecho de que S-LCY2a se haya aislado a partir de C. sinensis y que S-LCY2b se
haya aislado a partir de C.paradisi sugiere que, en citricos pueden existir al
menos dos alelos distintos para el gen S-LCY2.

Con el fin de aislar las secuencias gendémicas correspondientes a f-LCY2a
y LCY2b, DNA genomico de naranja "Navel” y de pomelos "Marsh’™ y “Star
Ruby’ fue amplificado utilizando los cebadores MJ69 y MJ66, que amplifican la
region codificante completa de fLCY2. La longitud de los productos de PCR fue
de aproximadamente 1500 nct, similar a la de los clones correspondientes a S-
LCY2 amplificados a partir de cDNAs, indicando la ausencia de intrones en el gen
B-LCY2 de citricos. Los productos de PCR fueron purificados y directamente
secuenciados. Para llevar a cabo la secuenciacion se disefaron un par cebadores
(MJ67 5 -CTCATCGCGTCATAGTGTCAAGG-3"; MJ68 5-
AGCTCGCAAGTAAGGCTCATTCCC-3") que  amplifican una region  de
aproximadamente 450 nct, en la que se encuentran 8 SNPs previamente
identificados (SNPs del 8 a 15, Tabla 12). Las secuencias genomicas de FLCY2,
tanto de C. sinensis como de C.paradisi, mostraron indeterminaciones en la
secuenciacion en las posiciones de los SNPs. El analisis de los correspondientes
cromatogramas reveld que, en todos los casos, las indeterminaciones en la
lectura se debieron a la existencia de dos nucledtidos en una misma posicion.
Ademas, los nucledtidos identificados en cada una de estas posiciones
coincidieron con los establecidos para cada SNP (Tabla 12). En la Figura 24 se
muestra, a modo de ejemplo, un fragmento de la region secuenciada
correspondiente a un producto de PCR del gen #LCY2 de C. sinensis v. Navel’,
en el que se aprecia claramente la existencia de dobles picos en aquellas
posiciones en las que previamente se habian identificado SNPs.
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Figura 24: Secuencia de un fragmento (nucledtidos 179 a 215) del gen pLCY2 de Citrus
sinensis v. Navel  en el que se localizan 5 SNPs. En la parte superior del cromatograma
aparece la secuencia de nucledtidos correspondiente. Los nucledtidos seiialados con una N
en el cromatograma reflejan el error de lectura ante la existencia de dos picos. Los
numeros indican el n° de SNP asociado a cada posicion, segun la nomenclatura de la Tabla
12.

La existencia de dobles picos en las secuencias de los amplificados de
DNA gendmico de ALCY2 de C. sinensis y C.paradisi indica que en ambas
especies existen los dos alelos del gen (#-LCY2ay f-LCY2b).

4.1. Analisis de los transcritos de f-LCY2 en Citrus sinensis (fLCY2a) y Citrus
paradisi (f-LCY2b)

Los resultados anteriores parecen indicar que tanto en el genoma de las
naranjas (C. sinensis) como en el de los pomelos (C. paradisi) estan presentes los
dos alelos del gen p-LCY2. Sin embargo, todos los cDNAs correspondientes a este
gen aislados hasta el momento a partir de naranjas (apartados 1.1 y 3.2)
correspondieron a A-LCY2a, mientras que todos los cDNAs clonados a partir de
pomelos correspondieron a f-LCY2b (apartado 3.2). Este hecho podria explicarse
bien, por el bajo nimero de clones obtenido a partir de cada genotipo, bien
porqué en cada una de las especies analizadas se estuviera transcribiendo
mayoritariamente un Unico alelo del gen.

Con el fin de determinar que alelos del gen ALCY2 se estaban
transcribiendo en naranja "Navel’, pomelo "Marsh” y pomelo "Star Ruby’, RNA
total de cada uno de estos tres genotipos fue retrotranscrito, amplificado y
secuenciado. Como material de partida se selecciond pulpa de frutos virando,
que es el estadio en el que empieza a detectarse la acumulacion de mRNAs
correspondientes a este gen. Brevemente, cDNA de pulpa de frutos virando de
naranja "Navel’, pomelo "Marsh” y pomelo "Star Ruby’, se us6 como molde en
reacciones de PCR utilizando los cebadores MJ69 y MJ66, que amplifican la region
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codificante completa de $LCY2, y los productos de la reaccion se purificaron y
secuenciaron directamente utilizando los cebadores MJ67 y MJ68, que amplifican
una region del gen en la que se localizan 8 SNPs (SNPs del 8 a 15, Tabla 12).

Tanto en la naranja "Navel” como en los pomelos "Marsh” y “Star Ruby’,
los cromatogramas resultantes de la secuenciacion de los fragmentos
amplificados mostraron la existencia de picos dobles en aquellas posiciones
nucleotidicas en las que previamente se habian determinado la existencia de
SNPs, indicando que, en los tres genotipos se estan transcribiendo los dos alelos
del gen. En la Figura 25 se muestra, a modo de ejemplo, un fragmento de la
region secuenciada, en la que se aprecia claramente la existencia de dobles picos
en las tres variedades analizadas.

9 10 11 9 10 11 9 10 11
|'" I | \!\/I i W/\ Ii ",.".I' | ."'./\,'I:' | /\
UW\ WY \’-’ W WWTTTWVVTA

Marsh Star Ruby Navel

Figura 25: Secuencias parciales correspondientes a la amplificacion de cDNAs del gen £
LCY2 de pomelos "Marsh” y “Star Ruby’ y de naranja "Navel . En la parte superior del
cromatograma aparece la secuencia de nucledtidos correspondiente. Los nucledtidos
sefalados con una N en el cromatograma reflejan el error de lectura ante la existencia de
dos picos. Los nimeros indican el n° de SNP asociado a cada posicion, segin la
nomenclatura de la Tabla 12.

Es interesante destacar que en las dos variedades de pomelo, en aquellas
posiciones en las que existen SNPs, el nucleotido mas abundante (mayor altura
de pico) siempre correspondio al del alelo #LCY2b, mientras que en naranja
"Navel” el nucleotido mas abundante correspondio al del alelo fLCY2a (Figura
25). Por tanto, en pomelos "Marsh” y "Star Ruby’ parece transcribirse en mayor
medida #LCY2b que p-LCY2a, mientras que en naranja "Navel” los transcritos de
S-LCY2a serian mas abundantes que los de #LCY2b.

Para confirmar este resultado se sintetiz6, para cada uno de los
genotipos, a partir de RNA total de pulpa de frutos virando, un nuevo cDNA, que
se utilizd como molde para la amplificacion de cDNAs conteniendo la region
codificante correspondiente al gen S-LCY2. Los productos de amplificacion fueron
purificados, ligados en el vector pGem-T y utilizados para transformar E.coli. De
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cada transformacion se seleccionaron entre 9 y 12 colonias independientes para
la secuenciacion del inserto clonado. Mas del 70% de los clones aislados a partir
de pomelos, tanto "Marsh” como "Star Ruby’, correspondieron al alelo #LCY2b
(Tabla 13), confirmandose la mayor transcripcion de este alelo en C. paradisi. En
el caso de naranja "Navel 10 de los 15 clones secuenciados correspondieron a
CspBLCY2a, confirmandose una mayor transcripcion del alelo A#LCY2a en el tejido
seleccionado (Tabla 13).

Tabla 13: Distribucion de clones de cDNA correspondientes
a los alelos -LCY2a y S-LCY2b obtenidos a partir de pulpa
virando de naranja ‘Navel’, pomelo ‘Marsh” y pomelo
“Star Ruby’. "n” indica el n° total de clones secuenciados.

Genotipo n B-LCY2a B-LCY2b

Navel 15 10 5
Marsh 9 2 7
Star Ruby 12 3 9

4.2. Estudio “in silico” de la expresion de BLCY2 en diferentes tejidos y
especies de frutos citricos

Una forma de estimar la acumulacion de un mRNA en un tejido/drgano es
a partir de la frecuencia relativa con la que se aislan ESTs o clones del mismo en
una genoteca no sesgada obtenida a partir de dicho 6rgano o tejido (expresion
digital o “in silico”).

En la base de datos “HarvEST: Citrus® (http://harvest.ucr.edu/) se
encuentran anotados mas de 130000 ESTs, procedentes de 78 genotecas

generadas a partir de 11 especies de citricos distintas y 19 tejidos diferentes. De
las 78 genotecas, 43 son de tejidos reproductivos (ovarios, flores, frutos), 24 de
tejidos vegetativos (tallos, brotes, hojas, plantulas...), 8 de raices y 3 de
semillas. En la base de datos del "Citrus Functional Genomic Project” (CFGP,
http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/) se encuentran anotados 85695

ESTs de alta calidad, procedentes de 53 genotecas, generadas a partir de
material vegetal de 8 especies de citricos distintas. De las 53 genotecas, 21 son
de tejidos reproductivos (ovarios, flores, frutos), 19 de tejidos vegetativos
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(tallos, brotes, hojas, plantulas...), 10 de raices y 3 de una mezcla compleja de
tejidos.

La bisqueda de secuencias homdlogas al gen A-LCY2 en las bases de datos
CFGP y HarvEST: Citrus, mediante el algoritmo de blUsqueda BLASTn, identifico
ESTs correspondientes a este gen en las 12 genotecas detalladas en la Tabla 14,
generadas todas ellas a partir de tejidos reproductivos. Se detectaron también
algunos ESTS correspondientes a f-LCY2 que no se han incluido en el estudio, ya
que no se especificaba el origen y los tejidos a partir de los que se realizaron las
genotecas.

Es interesante destacar que, coincidiendo con los resultados anteriores
(Figura 16), no se detect6 ningun EST en genotecas de raices o de tejidos
vegetativos. Tampoco se detectd ningln EST correspondiente a ALCY2 en
genotecas generadas a partir de semillas. El 90.47% de los ESTs correspondientes
a -LCY2 se identificaron en tejidos del fruto, fundamentalmente en flavedo y, el
Unico tejido verde en el que se encontraron ESTs correspondientes a fLCY2 fue
el de la genoteca OF1 (Tabla 14).

Los 14 ESTs correspondientes a f-LCY2 localizados en la base de datos
HarvEST: Citrus se agrupan en 4 contigs, denominados 5147, 5190, 5892 y 5893.
Los dos primeros mostraron una identidad a nivel de nucledtidos del 100% con £
LCY2b, correspondiendo el contig 5147 al extremo 5° del gen y el contig 5190 al
extremo 3’ del gen. Los contigs 5892 y 5893 presentaron una identidad a nivel de
nucleotidos del 100% con el extremo 5° y 3 de BLCY2a, respectivamente. Los 7
ESTs correspondientes a f-LCY2 localizados en la base de datos CFGP se agrupan
en 2 contigs, denominados acl611Contig1 y acl611Contig2, correspondientes a
una zona central de 658 nct de la secuencia de $-LCY2a, y a la region codificante
completa de S-LCY2b, respectivamente.

En aquellas genotecas generadas a partir de material vegetal de C.
paradisi Unicamente se detectaron 2 ESTs, pertenecientes a los contigs 5147 y
5190, correspondientes ambos al alelo b de S-LCY2. En las genotecas generadas a
partir de material vegetal de C. sinensis se detectaron 11 ESTs, 6 de ellos
correspondientes a S-LCY2a y 5 de ellos correspondientes a S-LCY2b. En las
genotecas de C.reticulata se detectd 1 Unico EST, perteneciente al contig 5893,
correspondiente al extremo 3" de ALCY2a. En las genotecas de C. clementina se
detectaron 7 ESTs, 5 de ellos correspondientes a S-LCY2a y 2 de ellos
correspondientes a f-LCY2b.

104



Resultados: Capitulo |

Tabla 14: Genotecas de las bases de datos CFGP y HarvEST: Citrus en las que se

encontraron ESTs correspondientes a ALCY2. Se indica el nimero de ESTs

correspondientes a cada uno de los alelos de fLCY2 que se encontraron en

cada una de las genotecas.

Nombre  Base de _ Descripcion de la n° de ESTs
Especie
genoteca  datos genoteca ALCY2a BLCY2b
Flavedo 6 HarvEST Flavedo de frutos maduros 0 1
\% Vi -
C. paradisi tratados con agua caliente.
Flavedo de frutos maduros
Flavedo 5 HarvEST C. paradisi acondicionados a  alta 0 1
temperatura.
UCRCROT  HarvEST . ticulata Albedo de frutos virando. 1 0
Brotes florales en
UCRCS04  HarvEST C. sinensis diferentes  estadios de 2 0
desarrollo.
UCRCS05  HarvEST Pulpa de frutos maduros 0 1
C. sinensis almacenados en frio.
UCDCSO01 HarvEST C. sinensis Flavedo de frutos maduros. 1 0
Flavedo y albedo de frutos
UCRCS11  HarvEST C. sinensis de diferentes estadios de 3 1
desarrollo.
Flavedo y albedo de frutos
UCRCS01 HarvEST C. sinensis maduros acondicionados al 0 3
frio.
Flavedo y albedo de frutos
PostHarvP1 CFGP C. clementina Maduros infectados con 2 0
Penicillium
TF CFGP - (lementina Flavedoy pulpa 0 2
FlavFr1 CFGP Flavedo de frutos maduros 5 0
V -
C. clementina almacenados en frio.
Ovarios  senescentes y
OF1 CFGP frutos de 5 semanas 1 0

C. clementina

tratados con GA3
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4.3.Estudio de la region promotora del gen g-LCY2

Con objeto de identificar posibles elementos reguladores de la expresion
del gen S-LCY2, se obtuvieron, a partir de material vegetal de C. sinensis y C.
paradisi, segiin se describe en al apartado 14 del Capitulo de Material y Métodos,
12 clones de DNA genomico correspondientes a una region del promotor del gen
BLCY2. La identidad de cada uno de los clones se confirmé mediante
secuenciacion.

Los clones aislados presentaron una longitud de 1460 nct, 1154 de los
cuales correspondieron a la region promotora del gen ALCY2. El fragmento
amplificado también contenia los primeros 306 nct de la region codificante de 4
LCY2, que incluye cinco SNPs previamente identificados (SNPs del 1 a 5, Tabla
12). Seis de las secuencias aisladas presentaron, en la zona codificante del gen,
los 5 nucleodtidos correspondientes al alelo p-LCY2a, mientras que las otras seis
secuencias clonadas presentaron en la zona codificante los 5 cambios
nucleotidicos correspondientes al alelo #LCY2b. Las secuencias promotoras de
los alelos p-LCY2a y p-LCY2b difirieron Gnicamente en 20 nct, presentando una
identidad de secuencia del 96% (ver Anexo lll).

Con el objetivo de identificar posibles elementos reguladores cis, las
secuencias del promotor de los alelos p-LCY2a y B-LCY2b se analizaron utilizando
la base de datos PLACE (Higo et al. 1999). Se identificaron diversos motivos en la
secuencia analizada del promotor de f-LCY2a y S-LCY2b (Tabla 15). Entre las
posiciones -957 y -939 se identificd en tandem la secuencia ATCTA, previamente
descrita en el promotor de distintos genes implicados en la biosintesis de
carotenoides (AtDXS, AtPSY, LePDS, ZmPDS), y que parece tener un papel
decisivo en la interaccion con algun factor de transcripcion que asegura una
fuerte actividad génica basal, independiente de factores exogenos (Welsch et al.
2002). Ademas, se identificaron 3 motivos posiblemente implicados en la
respuesta a etileno (Rawat et al. 2005) y un motivo descrito como de respuesta a
auxinas (Ulmasov et al. 1995). Se identifico ademas una region de 6 nucledtidos
(TGTGACA) muy similar a un motivo identificado en el gen cucumisin de melén
que dirige la expresion del mismo especificamente al fruto (Yamagata et al.
2002).

De los 20 cambios nucleotidicos existentes entre las secuencias
promotoras de los alelos #LCY2a y BLCY2b, Unicamente uno estaba localizado
en motivos previamente identificados. El alelo #LCY2a presentd en el motivo de
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respuesta a etileno -752 la secuencia atAcaaac, donde se indica en mayusculas el
cambio de nucledtido respecto a la secuencia promotora de fLCY2b (Tabla 15).

Tabla 15: Posibles elementos reguladores cis localizados en la
secuencia del promotor de Csp-LCY2.

Motivo Posicién Secuencia en #LCY2b

ATCTA en tandem -958 ATCTATCATCAACATCTA
Respuesta a etileno -858 ATTTCAA
-752 ATTCAAAC
-181 AATTCAAA
Especificidad de fruto -715 TGTGACA
Respuesta a auxinas -206 CACGCAAT
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CAPITULO II ~CARACTERIZACION DE LA BIOSINTESIS Y ACUMULACION DE
CAROTENOIDES EN DISTINTAS ESPECIES Y VARIEDADES DE FRUTOS CIiTRICOS”

1. Caracterizacion de la biosintesis y acumulacién de carotenoides durante la
maduracion de frutos de la naranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) “Navel” y del
mutante ~Cara Cara”

La naranja ‘Cara Cara’, originaria de Venezuela, es una mutacion
gemaria de la variedad "Washington Navel . El fruto de esta mutacion es muy
similar al de su variedad parental, excepto en la coloracion roja de su pulpa. A
diferencia de las naranjas sanguinas que presentan coloracion rojiza en la pulpa 'y
la piel debido a la presencia de antocianos, la coloracion caracteristica de la
pulpa de "Cara Cara” se debe a la presencia de licopeno (Lee 2001), un
carotenoide lineal ausente en los frutos de naranjas y mandarinas. La pulpa de
los frutos maduros de "Cara Cara“ acumula, ademas, importantes cantidades de
otros carotenos lineales (fitoeno y fitoflueno) y B-caroteno (Lee 2001; Xu et al.
2006). Con el objeto de estudiar los mecanismos responsables que conducen a la
peculiar composicion de carotenoides en la pulpa de la naranja "Cara Cara’ se
abordd la caracterizacion, tanto fisiologica como molecular, de la biosinteis y
acumulacion de carotenoides en los frutos de la naranja "Navel” y del mutante
“Cara Cara’ a lo largo del proceso de desarrollo y maduracion.

Para llevar a cabo estos objetivos se recolectaron frutos de la naranja
"Navel” y del mutante "Cara Cara’ desde un estadio verde-inmaduro (junio) a
intervalos de 4 semanas hasta que el fruto alcanzo el estadio verde-maduro vy, a
intervalos de tiempo mas proximos, desde que comenzoé el cambio de color hasta
que el fruto alcanzo su coloracion final, sumando un total de diez fechas de
muestreo (Figura 26).

1.1. Evolucién del tamafio, del color y del contenido de clorofilas y
carotenoides en el flavedo y la pulpa de frutos de las naranjas ~Navel™ y
“Cara Cara” durante el desarrollo y la maduracién

La evolucion del desarrollo y la maduracion de los frutos de “Cara Cara’
y "Navel  se estudi6 durante dos campafas consecutivas (2003-2004 y 2004-
2005). En la Figura 27 (A y D) se observa que el crecimiento de los frutos del
mutante, medido como el diametro del fruto, sigui6 la misma evolucion que
aquellos de la variedad "Navel'. Ambas variedades presentaron frutos de un
diametro medio de 3.30 cm en el mes de junio (estadio 1) y un patron de
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Figura 26: Aspecto interno y externo de frutos de las naranjas "Navel  (N)y "Cara Cara’
(CC) en los 10 estadios de desarrollo y maduracion recolectados en este estudio. Los frutos
corresponden a la campana 2003-2004.

crecimiento continuo hasta el mes de octubre (estadio 4), momento en el que los
frutos alcanzaron su tamano maximo, préximo a los 7 cm de diametro.

Mediante la determinacion del indice a/b se estudid la evolucion del
color del flavedo y de la pulpa durante el desarrollo y la maduracion de las
naranjas "Navel  y "Cara Cara’ (Figura 27). Dicha evolucién, en el caso del
flavedo, se ajusto bien a una curva sigmoide con el punto de inflexion préximo a
cero. Al igual que en la variedad parental, el flavedo de "Cara Cara’ mostro
coloracion verde intensa (a/b ~ -0.63) durante todo el periodo de crecimiento
del fruto, desde junio hasta principios de octubre. A partir de este momento, en
ambas variedades se produjo un rapido aumento del cociente a/b que present6
valores en torno a -0.25 a principios de noviembre, en torno a cero a mediados
de mes (correspondiente a fruto virando) y positivos a finales del mismo mes
(+0.35 + 0.11 y +0.29 + 0.08 en "Navel  y ‘Cara Cara’, respectivamente). A
partir de finales de noviembre, el indice a/b del flavedo aumento
progresivamente y de forma paralela en ambas variedades, alcanzando, a finales
de diciembre, un valor de +0.83 + 0.09 en el caso del mutante y de +0.74 + 0.07
en el caso de "Navel ', ambos correspondientes a la tipica coloracion naranja del
flavedo.

Las curvas de la evolucion del color interno (a/b) a la largo de la
maduracion de las dos variedades de naranja estudiadas mostraron un patron
similar, aunque el indice de color correspondiente a la pulpa de la naranja "Cara
Cara’ fue superior al de su parental (Figura 27). La diferencia cuantitativa del
indice a/b entre la pulpa de ambas variedades se debié fundamentalmente a
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valores superiores de la coordenada a [que indica la variacion del color del verde
(-) al rojo (+)] en "Cara Cara’. La coloracion de la pulpa mostré diferencias
importantes entre las dos variedades desde estadios tempranos y durante todo el
proceso de desarrollo y maduracion del fruto (Figura 26). En frutos totalmente
inmaduros del mes de junio (estadio 1) la pulpa de la naranja "Navel  presentd
coloracion verdosa, mientras que la de la naranja "Cara Cara’” mostro
tonalidades anaranjadas. En el mes de julio (estadio 2) las diferencias de
coloracion entre las pulpas de los dos genotipos fueron importantes, siendo la del
mutante de color rojo intenso y la de su parental amarillo-anaranjada. Conforme
el fruto se desarrolld, la intensidad del color rojo de la pulpa de ‘Cara Cara’
disminuyo ligeramente (estadio 3), manteniéndose practicamente invariable a lo
largo de la maduracion (estadios 4 a 7). Entre finales de noviembre y principios
de diciembre (estadios 8 y 9) aparecieron en la pulpa del mutante reflejos
anaranjados. En frutos maduros (estadio 10) la pulpa de "Cara Cara’ volvio a
mostrar una tonalidad roja carente de matices naranjas. La pulpa de la naranja
"Navel ™ presentd coloracion amarilla hasta principios de octubre (estadio 4) y
viro a naranja en el estadio 5, correspondiente a finales del mismo mes,
coincidiendo con el momento del viraje de color del flavedo. Conforme el fruto
de "Navel’ madur6 la pulpa adquirié un tono cada vez mas anaranjado, sin
apreciarse en ella matices rojizos en ninguno de los estadios analizados.

El contenido de clorofilas totales del flavedo y la pulpa de las naranjas
"Navel” y "Cara Cara’ se determino en frutos recolectados en los 10 estadios de
maduracion indicados anteriormente (Figura 27B y E). En el flavedo de frutos
verdes inmaduros del mes de junio (estadio 1) el contenido de clorofilas fue
elevado, presentando la variedad parental una mayor cantidad de estos
pigmentos (197.07 + 5.81 y 153.96 + 1.41 pg/g PF, en "Navel” y "Cara Cara’,
respectivamente). Durante el incremento de tamafo del fruto (estadios 1 a 4) el
contenido de clorofilas aument6 en ambas variedades, y alcanzo valores maximos
de 256.79 + 14.99 y 192.22 + 0.79 pg/g PF, en "Navel’ y 'Cara Cara’,
respectivamente. Durante octubre, coincidiendo con el inicio del cambio de color
del fruto, se produjo un rapido descenso del contenido de clorofilas, que
disminuy6 hasta valores proximos a los 40 pg/g PF a principios de noviembre en
ambas variedades. Durante la maduracion del fruto, la concentracion de
clorofilas se redujo hasta valores inferiores a 5 pg/g PF en el flavedo de ambas
variedades. En la pulpa de ambas variedades de naranja el contenido de
clorofilas fue muy escaso, presentando su maximo en frutos de mediados de junio
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(<5 pg/g PF, estadio 1). El contenido de clorofilas de la pulpa disminuy6 durante
el periodo de crecimiento del fruto, detectandose a principios de octubre
(estadio 4) aproximadamente 0.75 pg/g PF. Durante la maduracion del fruto y en
frutos maduros, la concentracion de clorofilas en la pulpa de ambas variedades
fue inferior 0.50 pg/g PF.

La evolucion del contenido de carotenoides totales del flavedo,
determinado como equivalentes de [-caroteno, durante el desarrollo y
maduracion del fruto no mostré diferencias entre "Navel  y "Cara Cara” (Figura
27B y E). Desde junio (estadio 1) hasta que el flavedo alcanzo el punto de viraje
(noviembre, estadio 6) el contenido de carotenoides totales del flavedo fue bajo
y relativamente invariable (20-35 pg/g PF) en ambas variedades. A partir de este
momento se inicid una rapida acumulacion de carotenoides que continud durante
el resto de la maduracion, alcanzandose en la piel de los frutos maduros
concentraciones en torno a 120 ug/g PF en "Navel’, y ligeramente superiores a
108 pg/g PF en "Cara Cara’. En la pulpa de las naranjas "Navel  y "Cara Cara’ el
contenido de carotenoides fue inferior al determinado en el flavedo en todos los
estadios analizados. Ademas, la concentracion de estos pigmentos fue mayor en
la pulpa de la variedad mutante durante todo el periodo de desarrollo y
maduracion del fruto (Figura 27C y F). El patrén de acumulacion de carotenoides
en este tejido fue marcadamente diferente entre ambas variedades. En la pulpa
de la naranja "Navel el contenido de carotenoides permanecio bajo e invariable
hasta principios del mes de noviembre (0.90-1.15 pg/g PF). Posteriormente, la
concentracion de carotenoides aumentd rapidamente a 6.50 + 0.14 pg/g PF y
sigui6 incrementandose, aunque mas lentamente, hasta el mes de diciembre (*10
pg/g PF), disminuyendo ligeramente durante la GUltima fase de la maduracion. En
el caso del mutante, la acumulacion de carotenoides en la pulpa ocurrié desde
las fases iniciales del desarrollo del fruto, presentando los frutos de "Cara Cara’
de mediados de julio (estadio 2) un contenido de carotenoides seis veces superior
al de "Navel” (2.90 + 0.57 y 0.45 + 0.10 pg /g PF en "Cara Cara” y "Navel’,
respectivamente). El contenido de carotenoides aumentd durante el mes de
agosto y permanecido relativamente invariable durante septiembre,
produciéndose a continuacion una nueva acumulacion y alcanzando a mediados
de noviembre (estadio 6) una concentracion ligeramente superior a la maxima de
"Navel . A finales de noviembre (estadio 7) la concentracion de carotenoides
disminuyo ligeramente, aumentando posteriormente durante el resto del proceso
de maduracion. En la pulpa de frutos maduros (estadio 10) el contenido de
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Figura 27: Evolucién del diametro del fruto (o), del color de la pulpa ) y del flavedo (e)
de frutos de la naranja "Navel” (A) y del mutante "Cara Cara’ (D). Evoluciéon del
contenido de clorofilas (o) y carotenoides (o) en el flavedo y la pulpa de la naranja
"Navel” (B y C, respectivamente) y del mutante "Cara Cara’ (E y F, respectivamente)
durante el desarrollo y la maduracion de los frutos. La numeracion 1-10 corresponde a los
distintos estadios de desarrollo y maduracion presentados en la Figura 26,
correspondientes a la campana 2003-2004.

carotenoides del mutante fue tres veces superior al del parental (25.00 + 0.10 y
7.75 + 0.95 pg/g PF en "Cara Cara’ y "Navel’, respectivemente).

Con el fin de confirmar los resultados anteriores se recolectaron, en una
segunda campana (2004-2005), frutos de las naranjas 'Navel  y "Cara Cara’ en
cuatro estadios fisiologicos representativos del proceso de desarrollo y
maduracion del fruto: fruto verde-inmaduro (VI; equivalente al estadio 2 en la
curva de color de la Figura 27), fruto verde-maduro (VM; estadio 4), fruto
virando (V; estadio 6) y fruto maduro totalmente coloreado (TC; estadio 10). El
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indice de color del flavedo y el contenido de clorofilas y carotenoides del flavedo
y la pulpa de estos frutos se resumen en la Tabla 16.

Tabla 16: Color del flavedo (a/b) y contenido de clorofilas y de carotenoides en
el flavedo y la pulpa de frutos de naranja (C. sinensis L. Osbeck) "Navel” y "Cara
Cara” (CC) recolectados en la campafa 2004-2005, en cuatro estadios
fisiologicos: VI, fruto verde-inmaduro; VM, fruto verde-maduro; V, fruto virando;
TC, fruto totalmente coloreado. Se indica la fecha de recoleccion de cada uno de
los lotes de frutos.

Fecha Flavedo Pulpa
o B
e}
e B B coor (no/g PF) (ng/g PF)
recolec- i g
ci6n a/b Clorofilas  Carotenoides Clorofilas Carotenoides

Navel  -0.82:0.03 200.10+25.42 30.82:1.15 0.50£0.20  0.50+0.14

30-VIl-04 VI
CC -0.82+0.02 181.65+29.06  25.85+0.64 1.30+0.60  3.05:0.64
Navel -0.75+0.01 166.07+14.93  23.65+0.35 0.60+0.25  1.60+0.71

8-X-04 VM
CcC -0.76+0.01  184.95+0.21  25.55%1.63 0.73:0.30  9.40+1.56
Navel +0.09+0.11 13.05+0.57  23.70+0.28 0.42+0.17  4.55+0.70

16-X1-04 V
CcC +0.02+0.16  17.97+0.16 24.80+0.71 1.01+0.17  10.75+0.33
Navel  +0.74+0.07 4.07+3.00 117.25£0.75 0.00+£0.00  5.75+0.95

27-XI1-04 TC

CcC +0.83+0.09  8.20+3.12 105.20+£3.40  0.05+0.02 18.00+0.10

De acuerdo con los resultados anteriores (Figura 27A y D) la evolucion de
la coloracion del flavedo no mostré diferencias entre "Navel” y “Cara Cara’
(Tabla 16) y, ambas variedades alcanzaron un a/b préoximo a 0 a mediados de
noviembre y una coloracion similar en frutos TC. La evolucion del contenido de
clorofilas y carotenoides en el flavedo y la pulpa de las naranjas "Navel” y "Cara
Cara’ en la campana 2004-2005 (Tabla 16) fue muy similar a de la campana
anterior (Figura 27B y E). En ambas variedades, durante los estadios verdes, el
contenido total en carotenoides en el flavedo fue bajo y relativamente invariable
(20-30 pg/g PF), coincidiendo el inicio del cambio de color del flavedo con la
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desaparicion de las clorofilas (estadio V), y el aumento del indice a/b con la
acumulacion de carotenoides. El flavedo de los frutos TC de esta segunda
campafa presentaron un contenido de carotenoides muy parecido al de los frutos
TC de la campana anterior, siendo la concentracién de estos pigmentos
ligeramente superior en la variedad parental (Figura 27 y Tabla 16). En la pulpa
de ambas variedades el contenido de clorofilas fue muy bajo (<1.50 pg/g PF),
disminuyendo su concentracion a lo largo del desarrollo y maduracion del fruto, y
no detectandose al final del proceso (Tabla 16). La acumulacion de carotenoides
en la pulpa fue, de acuerdo con resultados previos (Figura 27C y F), distinta
entre "Navel’ y "Cara Cara’. La pulpa de la variedad parental presentd, durante
los estadios verdes del fruto, un contenido de carotenoides bajo y relativamente
constante, incrementandose a partir del estadio V y alcanzando su maximo en
frutos TC (Tabla 16). En la pulpa de "Cara Cara’ la acumulacién de carotenoides
se produjo desde el estadio VI, presentando en los cuatro estadios analizados
mayores concentraciones de carotenoides que en "Navel” (Tabla 16).

1.2. Composicion de carotenoides en el flavedo y la pulpa de frutos de las
naranjas “Navel” y “Cara Cara” durante el desarrollo y maduracion

La composicion de carotenoides del flavedo y la pulpa de las naranjas
"Navel” y "Cara Cara’ a lo largo del desarrollo y maduracion de los frutos se
investigd mediante HPLC-PDA. Se seleccionaron frutos recolectados en 4 fechas
de la campana 2003-2004, que corresponden a los estadios fisioldgicos: fruto
verde-inmaduro (VI; correspondiente al estadio 2 en la curva de color de la
Figura 27), fruto verde-maduro (VM; estadio 4), fruto virando (V; estadio 6) y
fruto maduro totalmente coloreado (TC; estadio 10).

En frutos verdes, tanto VI como VM, el flavedo de "Cara Cara’ presentd
un perfil de carotenoides caracteristico de tejido cloroplastico, similar al
observado en la variedad parental (Figura 28). En ambas variedades las
xantofilas luteina (>30% del total) y trans-violaxantina (>20% del total) fueron los
carotenoides mayoritarios y, en menor proporcion, aparecieron neoxantina y o- y
B-caroteno. Sin embargo, el contenido de carotenos, tanto lineales como
biciclicos, del flavedo de “Cara Cara’ fue superior al de "Navel . Por ejemplo, el
contenido de fitoeno del mutante fue 14 y 4 veces superior al de su parental en
el estadio VI y VM, respectivamente. Ademas, se detect6 licopeno, ausente en
"Navel . Por otro lado, el contenido de xantofilas (principalmente luteina y
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Figura 28: Composicion y contenido de carotenoides del flavedo de frutos de las naranjas

"Navel” y "Cara Cara’, recolectados en la campana 2003-2004,
VM, Verde-Maduro;

maduracion:

Vi,

Verde-Inmaduro;

en cuatro estadios de
V, Virando y TC, Totalmente

Coloreado. Cuando se detectan dos isomeros del mismo carotenoide, la forma trans se
representa en negro y la forma cis en gris. Los valores son la media + DE de al menos tres
analisis independientes.

neoxantina) fue casi un 50% inferior en el flavedo de fruto verde-inmaduro (VI)
del genotipo mutante. En el flavedo de frutos virando (V) de "Navel’ y "Cara
Cara’ la composicion cualitativa de carotenoides cambid respecto a la de los
estadios anteriores (Figura 28). En ambas variedades, el contenido total de B,e-

carotenoides disminuyo,
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caroteno en cantidades traza y el contenido de luteina se redujo drasticamente.
El contenido de trans-violaxantina, B-caroteno y neoxantina también descendio,
mientras que la concentracion de otras B,B-xantofilas se incremento respecto al
estadio anterior. En ambas variedades, cis-violaxantina y fitoeno fueron los
carotenoides mayoritarios. No obstante, algunos compuestos fueron menos
abundantes en “Cara Cara’ que en "Navel’, como es el caso de la violaxantina
(cis y trans, con reducciones del 36% y del 28%, respectivamente). En el flavedo
del mutante se detectaron trazas de licopeno, ausentes en la variedad parental.
En los frutos maduros totalmente coloreados (TC) de "Cara Cara’ el perfil de
carotenoides del flavedo fue similar al del flavedo de frutos maduros TC de la
variedad "Navel  (Figura 28). En las dos variedades la violaxantina (cis y trans) y
el fitoeno fueron los carotenoides mas abundantes, sin embargo la concentracion
de este ultimo fue 5 veces superior en "Cara Cara’ que en "Navel’.

La composicion cualitativa y cuantitativa de carotenoides de la pulpa de
“Cara Cara’ fue distinta a la de su parental en todos los estadios analizados
(Figura 29). En los frutos VI de la variedad "Navel® practicamente no se
detectaron carotenoides y durante la maduracion se acumularon casi
exclusivamente f3,B-xantofilas, siendo cis-violaxantina el carotenoide mayoritario
en todos los estadios. En la pulpa de frutos VI de "Cara Cara’ se detectaron
11.80 + 1.83 pg/g PF de carotenoides, todos ellos lineales. Durante el desarrollo
y la maduracion del fruto de "Cara Cara’ se acumularon predominantemente
carotenos lineales (mas del 94% del total de carotenoides en todos los estadios
analizados), siendo el fitoeno el carotenoide mas abundante y alcanzando en la
pulpa de frutos TC una concentracion 150 veces mayor a la existente en la pulpa
de frutos TC de “Navel’. Ademas, en la pulpa de "Cara Cara’ se detectaron
fitoflueno y licopeno (hasta 5.21 + 1.15 y 8.29 + 0.01 pg/g PF en pulpa TC,
respectivamente) y pequenas cantidades de B-caroteno (<0.50 pg/g PF), ausentes
en la pulpa del parental. Por otro lado, la acumulacién de B,B-xantofilas en pulpa
de "Cara Cara’ se produjo mas tardiamente que en la variedad parental, aunque
la concentracion de estos carotenoides fue similar en ambas variedades al final
de la maduracién (TC).
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Figura 29: Composicion y contenido de carotenoides en la pulpa de frutos de las naranjas
"Navel” y "Cara Cara’, recolectados en la campana 2003-2004, en cuatro estadios de
maduracion: VI, Verde-lnmaduro; VM, Verde-Maduro; V, Virando y TC, Totalmente
Coloreado. Cuando se detectan dos isomeros del mismo carotenoide, la forma trans se
representa en negro y la forma cis en gris. Los valores son la media + DE de al menos tres
analisis independientes.

Es interesante destacar que, la suma de las concentraciones de los
carotenoides individuales presentes en la pulpa de frutos de "Cara Cara’ fue
mucho mayor que el contenido de carotenoides totales determinado como
equivalentes de B-caroteno (Figura 27). Esta diferencia cuantitativa se explica
por la existencia de grandes cantidades (>80% del total, en todos los estadios) de
fitoeno y fitoflueno, ya que son carotenoides cuyos espectros de absorcion

presentan longitudes de onda maximas a 285 y 375 nm, respectivamente, y que
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por tanto, no se cuantifican al determinar el contenido de carotenoides totales
como equivalentes de B-caroteno. Considerando las importantes cantidades de
fitoeno y fitoflueno detectadas en los tejidos del mutante, el contenido total de
carotenoides volvié a determinarse, en aquellas muestras analizadas por HPLC-
PDA, como la suma de los carotenoides individuales. Con este criterio, el
contenido total de carotenoides del flavedo de frutos coloreados de "Cara Cara’
fue de 139.11 + 11.76 ug/gPF, un 70% superior al existente en los frutos de
"Navel” en el mismo estadio, y la pulpa de "Cara Cara’ presentd, dependiendo
del estadio de desarrollo y maduracion, un contenido que oscilé entre 11.80 +
1.83 y 59.33 + 0.37 pg/g PF, y que fue entre 20 y 168 veces superior al
correspondiente de la naranja "Navel .

Los resultados de la composicion de carotenoides, determinada por HPLC-
PDA, de los tejidos de flavedo y de pulpa de las naranjas "Navel” y "Cara Cara’
recolectadas durante la campana 2004-2005 (Tabla 16) fueron muy similares
(datos no mostrados) a los obtenidos la campafa anterior y descritos
anteriormente (Figura 28 y Figura 29).

1.3. Contenido de clorofilas y carotenoides en hojas de los naranjos ~Navel” y
“Cara Cara”

Con objeto de determinar si la mutacion de “Cara Cara’ es especifica de
fruto o si afecta a otros tejidos con biosintesis activa de carotenoides, se estudio
el contenido y la composicion de carotenoides en hojas adultas del mutante y de
su parental. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 30.

En las hojas adultas de ambas variedades el contenido total de clorofilas
fue mas de 3 veces superior al de carotenoides (Figura 30). El perfil de
carotenoides de las hojas de "Cara Cara’ y de "Navel  fue el caracteristico de
tejido cloroplastico, siendo los carotenoides mayoritarios luteina (=46.02%),
zeaxantina (~13.73%) y B-caroteno (=11.50%). Cuantitativamente, se detectaron
ligeras diferencias entre ambas variedades, cuantificandose un mayor contenido
de carotenoides en las hojas del mutante. Adicionalmente, en hojas de "Cara
Cara’ se cuantificaron 14.34 + 0.58 pg/g PF de fitoeno, ausente en la variedad
parental.
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Figura 30: A, Contenido de clorofilas y carotenoides de hojas adultas de los naranjos
"Navel” y "Cara Cara’ (C. sinensis L. Osb.). B, Composicion y contenido de carotenoides
en hojas de ambas variedades. Los valores son la media + DE de al menos tres medidas
independientes.

1.4. Analisis de la expresién de los genes de la biosintesis de carotenoides en
el flavedo y la pulpa de frutos de la naranja ~Navel” y del mutante ~Cara
Cara” durante el desarrollo y la maduracion

Con el fin de determinar si las diferencias en el contenido y composicion
de carotenoides observadas entre los tejidos de las naranjas "Cara Cara’ vy
"Navel ™ se debian a una expresion diferencial de los genes implicados en la
biosintesis de carotenoides, se realizd un analisis Northern utilizando RNA total
extraido del flavedo y la pulpa de frutos de cada uno de los 10 estadios indicados
en la Figura 27. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 31.
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Figura 31: Evolucion de los niveles de mRNAs correspondientes a genes implicados en la
biosintesis de carotenoides en el flavedo (A) y la pulpa (B) de frutos de las naranjas
"Navel’ y "Cara Cara’ durante el desarrollo y maduracion del fruto. Las distintas muestras
analizadas corresponden a los 10 estadios fisioldgicos indicados en la Figura 27. En la
parte inferior se muestra la tincion con azul de metileno del RNA ribosémico. Se utilizaron
para cada carrera 8 pg de RNA total procedente de frutos recién cosechados.

En el flavedo de "Cara Cara’, al igual que en el de la naranja “Navel’, la
acumulacion de los transcritos de los genes estudiados durante el desarrollo y la
maduracion del fruto se produjo de acuerdo a tres patrones de expresion (Figura
31A). Un primer grupo de genes (PSY, ZDS, PTOX, ALCY2 y BCHX) mostrd un
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aumento en su nivel de expresion durante el desarrollo y la maduracion del fruto.
La acumulacion de transcritos fue baja (PSY, ZDS, BCHX) o practicamente
indetectable (PTOX, $LCY2) hasta el mes de septiembre (estadio 3). Cuando el
fruto alcanzo el estadio verde-maduro (estadio 4), justo antes de que se inicie el
cambio de color del flavedo, aumentdé la acumulacion de sus mRNAs,
manteniéndose al mismo nivel (ZDS, PTOX) o aumentando durante el cambio de
color (PSY, ZDS, S-CHX), alcanzando su maximo nivel de expresion a principios de
Diciembre (estadio 9) y disminuyendo ligeramente su expresion cuando el fruto
alcanzo la completa coloracion. Los genes p-LCY1 y ZEP también mostraron
aumento de su expresion, aunque muy ligera. El gen PDS mostré un segundo
patron de expresion (Figura 31). El transcrito se acumulé de forma moderada en
el estadio verde-inmaduro (estadio 2), y disminuy6 transitoriamente durante el
estadio verde-maduro (estadio 4), acumulandose de nuevo durante la maduracion
del fruto. El tercer patron de expresion lo presentd &-LCY. Su nivel de expresion
fue maximo durante los estadios verdes del flavedo vy, a partir del estadio verde-
maduro la sefal correspondiente a sus transcritos fue practicamente indetectable
(Figura 31A).

Durante el desarrollo y maduracion del fruto el nivel de expresion de
todos los genes estudiados fue menor en la pulpa que en el flavedo (Figura 31B).
El patron de expresion de los genes estudiados fue muy similar en las pulpas de
"Navel” y "Cara Cara’. Los genes ZDS y ALCY1 presentaron en este tejido un
patron de expresion constitutivo, mientras que el resto de genes mostraron
niveles de expresion bajos (PSY, ZDS, PTOX, p-LCY2, p-CHX y ZEP) o
indetectables (PDS) durante los estadios verde-inmaduro (estadio 1 a 3) y que
aumentaron a partir del estadio verde-maduro (estadio 4). Los transcritos del gen
&LCY fueron indetectables en todo momento.

Basandonos en los tiempos de exposicion de las membranas se puede
distinguir la existencia de distintos niveles de expresion: fuerte (de 1 a 3 h de
exposicion), en el caso de PSY, ZDS, p-LCY2 y S-CHX; media (alrededor de 1 dia
de exposicion), correspondiente a los genes PTOX, &LCY y ALCY1; y baja (mas
de 2 dias de exposicion), presentada por PDS, &CHX y ZEP.
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1.5. Comparacion de los niveles de expresion de genes de la biosintesis de IPP
plastidico y de carotenoides en el flavedo y la pulpa de frutos de la naranja
“Navel” y el mutante ~Cara Cara”

Con el objetivo de confirmar los resultados previos (campana 2003-2004,
Figura 31) y de cuantificar las posibles diferencias en la expresion de los genes
implicados en la biosintesis de carotenoides entre el flavedo y la pulpa de
"Navel” y "Cara Cara’, se prepard una nueva membrana en la que se incluyeron
muestras de flavedo y pulpa correspondientes a frutos VI, VM, V y TC de ambas
variedades recolectados en la campana 2004-2005 (Tabla 16). Estas membranas
se hibridaron con las sondas disponibles correspondientes a genes de la ruta MEP
(DXS, HDS y HDR), que participan en la biosintesis de precursores necesarios para
la sintesis de carotenoides. Las sefales de hibridacion fueron cuantificadas y
normalizadas, asignandose, para cada una de las sondas, un valor de 100 a la
senal obtenida en el flavedo TC de la variedad "Navel . La representacion grafica
de estos resultados se muestra en la Figura 32.

Los genes DXS, HDS y HDR mostraron un patrén de expresion muy similar
en ambas variedades, pero cuantitativamente diferente (Figura 32). Los genes
DXS y HDR mostraron un aumento transitorio en el nivel de expresion en el
estadio VM, y un posterior descenso en frutos virando (V), manteniéndose el nivel
de acumulacion de los mRNAs relativamente invariable hasta el final de la
maduracion. La acumulacion de los transcritos correspondientes a HDS se
incrementd durante el cambio de color del flavedo, y alcanzd su maximo en el
estadio TC. Es interesante destacar que al inicio de la maduracion (estadios VI y
VM) el nivel de expresion de los genes DXS, HDS y HDR fue mayor en el flavedo de
la variedad mutante que en el de "Navel’, mientras que en estadios mas
avanzados del proceso (V y TC) no se apreciaron diferencias importantes entre
las dos variedades.
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Figura 32: Evolucion de los niveles de mRNAs correspondientes a genes implicados en la
ruta MEP de biosintesis de IPP plastidico en el flavedo (F) y la pulpa (P) de frutos de
naranjas Navel  (e)y "Cara Cara’ (A) en cuatro estadios representativos del proceso de
desarrollo y maduracion del fruto: VI, VM, V y TC. Se utilizaron para cada carrera 12 ug de
RNA total procedente de frutos recién cosechados. El valor correspondiente a la intensidad
de la senal de hibridacion para cada uno de los genes analizados fue cuantificado y
normalizado respecto al de la sonda 26S rRNA de Citrus sinensis. En el eje de ordenadas se
indican los valores de intensidad relativa.

La acumulacion de transcritos correspondientes a estos genes en la pulpa
fue distinta a la del flavedo (Figura 29). En la pulpa, el nivel de expresion de
DXS, HDS y HDR fue bajo y relativamente invariable durante los estadios verdes
(VI y VM), incrementandose la acumulacién de los transcritos a partir del estadio
VM y alcanzando sus maximos niveles de expresion en fruto V (HDS y HDR) o TC
(DXS). El nivel de expresion de DXS fue el mismo en ambas variedades durante los
estadios verdes del fruto y, superior en la variedad "Cara Cara” en frutos Vy TC.
Los transcritos de HDS y HDR fueron mas abundantes en la pulpa de la variedad
mutante en los cuatro estadios analizados y es interesante destacar que en la
pulpa VI de "Cara Cara’, en la que ya se detecta licopeno (Figura 29), la
expresion de HDS fue 2.6 veces superior a la de "Navel ™ (Figura 32). En resumen,
durante toda la maduracion del fruto la acumulacion de los transcritos
correspondientes a los tres genes de la ruta MEP fue significativamente mas alta
en la pulpa de los frutos de “Cara Cara’ que en la de "Navel  (Figura 32).

Utilizando las mismas membranas se estudié también la expresion de los
genes de la biosintesis de carotenoides (Figura 33). De acuerdo con resultados
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anteriores (apartado 1.4), los genes de la biosintesis de carotenoides analizados
mostraron un patron de expresion similar en el flavedo de ambas variedades. En
el flavedo de "Cara Cara’ se detectaron, en los cuatro estadios analizados,
niveles de expresion de ZDS y S-LCY1 ligeramente superiores a los de "Navel,
mientras que en el flavedo de frutos TC el nivel de expresion de PSY y PDS fue
mayor en la variedad "Navel  que en el mutante.

En las dos variedades de naranja la acumulacion de transcritos de todos
los genes estudiados fue mayor en el flavedo que en la pulpa (Figura 33). En
general, la acumulacion de transcritos de todos los genes analizados fue superior
en la pulpa de "Cara Cara” que en la de "Navel'. En los frutos TC se detectaron,
para casi todos los genes analizados, las mayores diferencias en el nivel de
expresion entre las dos variedades. La acumulacion de mRNAs correspondientes a
PSY y ZEP fue alrededor del 67% superior en el mutante y un 40% y 80% superior
en el caso de PDS y PTOX, respectivamente. El nivel de expresion de ZDS, &LCY,
F-CHX y &-CHX fue, en el estadio TC, alrededor del 50% mayor en el mutante que
en "Navel’. En la pulpa de naranja "Navel’, p-LCY1 presento una expresion baja
y constitutiva, mientras que en la pulpa de "Cara Cara’ la expresion de fLCY1
aumentoé durante la maduracion, alcanzando su maximo en frutos TC, siendo el
nivel de este transcrito, en este estadio, tres veces mas abundantes en "Cara
Cara’ que en "Navel’.
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Figura 33: Evolucion de los niveles de mRNAs correspondientes a los genes implicados en la
biosintesis de carotenoides en el flavedo (F) y la pulpa (P) de frutos de naranjas "Navel (e)y
“Cara Cara’ (A) en cuatro estadios representativos del proceso de desarrollo y maduracion del
fruto: VI, VM, V y TC. Se utilizaron para cada carrera 12 ug de RNA total procedente de frutos
recién cosechados. El valor correspondiente a la intensidad de la sefal de hibridacion para
cada uno de los genes analizados fue cuantificado y normalizado respecto al de la sonda 26S
rRNA de Citrus sinensis. En el eje de ordenadas se indican los valores de intensidad relativa.
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2. Estudio comparativo de la acumulaciéon de carotenoides y de la expresion
de genes de su biosintesis durante el desarrollo y la maduracién de frutos de
pomelo (Citrus paradisi Macf.) blanco “Marsh” y el mutante pigmentado ~Star
Ruby”

La mayor parte de los trabajos de investigacion realizados sobre
carotenoides en pomelo se refieren a frutos maduros (Khan y Mackinney 1953;
Gross 1987; Rouseff et al. 1992; Lee 2000; Xu et al. 2006). Unicamente existe un
trabajo en el que se estudia la evolucion del contenido y composicion de
carotenoides a lo largo del proceso de desarrollo y maduracion del fruto de
pomelo "Marsh” y se refiere a la pulpa (Banet et al. 1981), mientras que la
composicion de carotenoides del flavedo de frutos inmaduros solo ha sido
estudiada por Yokohama y White (1967). Los trabajos referentes a la evolucion
de la coloracion y de la composicion de carotenoides de diversas variedades de
pomelos rosas y rojos son mas abundantes, pero se limitan a la pulpa, y o bien se
refieren al contenido en licopeno y/o B-caroteno, o dan escalas visuales
comparativas de color (Lime et al. 1954; Ting y Deszyck 1958; Stein et al. 1986).
Un estudio detallado de la evolucion del color y del contenido y composicion de
carotenoides en variedades de pomelo de distinta pigmentacion alin no se ha
realizado. Para llevar a cabo este estudio se seleccionaron dos cultivares de
pomelo con distinto grado de pigmentacion: el pomelo blanco "Marsh” y el
pomelo rojo “Star Ruby’, que destaca como uno de los cultivares con mayor
coloracion (Rouseff et al. 1992). Adicionalmente, considerando que la evolucion
del perfil de carotenoides durante el desarrollo y la maduracion de los frutos
citricos parece estar determinada fundamentalmente por la regulacion, a nivel
transcripcional, de la expresion de los genes de biosintesis (Kato et al. 2004;
Rodrigo et al. 2004), se plante6 como objetivo intentar correlacionar los cambios
en la expresion de los genes de biosintesis de carotenoides con la evolucion del
contenido y composicion de carotenoides en las dos variedades de pomelo, con el
fin de establecer las posibles bases moleculares que determinan las diferentes
coloraciones de los frutos de pomelo.

127



Resultados: Capitulo I

2.1. Evoluciéon del tamafio, del color y del contenido de clorofilas y
carotenoides del flavedo y la pulpa de frutos de los pomelos ~Marsh™ y ~Star
Ruby” durante el desarrollo y la maduracion

Con el fin de caracterizar los parametros relacionados con la coloracion
del fruto se recolectaron frutos en 8 estadios de desarrollo y maduracion
diferentes, desde junio hasta diciembre (2003), comprendiendo frutos inmaduros
y todo el proceso de coloracion de los frutos (Figura 34).

Las curvas de crecimiento de los frutos, determinadas como la evolucion
del didametro del fruto, de los pomelos “Marsh” y ‘Star Ruby’ fueron
practicamente idénticas (Figura 35A y D). A finales del mes de junio los frutos
de ambas variedades presentaron un diametro medio ligeramente inferior a 4
cm, y experimentaron un crecimiento continlo hasta el mes de octubre,
momento en el que alcanzaron su tamafo final, en torno a los 8 cm de diametro.

1 2 3 4 5 6 7 8

. oee.O “
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Figura 34: Aspecto interno y externo de frutos de los pomelos "Star Ruby” (SR) y "Marsh’
(M) en los 8 estadios del desarrollo y la maduracion del fruto recolectados en este estudio.
Los frutos corresponden a la campana 2003-2004.

La evolucion del color del flavedo durante el desarrollo y maduracion del
fruto fue muy similar en el pomelo blanco y el pomelo rojo. Desde junio hasta el
mes de octubre (estadios 1 a 4) el flavedo de ambas variedades presento
coloracion verde (Figura 34), con un a/b inferior a -0.50 (Figura 35A y D). A
partir de este momento se inicid, en ambas variedades, el viraje de color del
flavedo, alcanzandose los valores maximos de a/b al final del mes de diciembre.
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La coloracion del flavedo de "Marsh’ alcanzd un a/b maximo préximo a cero
(Figura 35A), correspondiente a una tonalidad amarilla (Figura 34). El flavedo
de Star Ruby’ presento tonalidades amarillas con sombras rosadas en los frutos
coloreados (Figura 34) y en consecuencia, un a/b ligeramente superior al de su
parental, con un valor maximo de +0.14 + 0.02 (Figura 35B). La evolucion del
color de la pulpa durante el desarrollo y la maduracion de los frutos de los
pomelos "Marsh” y “Star Ruby” se ha representado en la Figura 35A y D. El
indice as/b correspondiente a la pulpa del pomelo "Marsh” no presentd
variaciones importantes, con valores en torno a -0.30 durante todo el periodo de
tiempo estudiado (Figura 35D). La pulpa del pomelo "Star Ruby” presentd hasta
el mes de julio la misma coloracion que la variedad de pulpa blanca. En los frutos
recolectados en septiembre el indice a/b de la pulpa fue cercano a cero,
disminuyd en los frutos recolectados en el mes de octubre y aumenté de nuevo
en noviembre, alcanzando un valor de +0.01 + 0.09, que se mantuvo
practicamente constante durante el resto de la maduracion (Figura 35A).
Visualmente, las diferencias de coloraciéon entre la pulpa de ambas variedades
fueron mayores de lo que refleja el indice a/b (Figura 34). Mientras que la pulpa
del pomelo "Marsh’ presentd coloracion amarillenta desde septiembre hasta
diciembre, la pulpa del pomelo ‘Star Ruby’ lucid6 un tono rojo intenso, con
matices anaranjados a principios de octubre (estadio 4) y al final de la
maduracion (estadios 7 y 8).

La evolucion del contenido de clorofilas y carotenoides durante el
desarrollo y la maduracion de los frutos de los pomelos "Marsh” y “Star Ruby’ se
muestra en la Figura 35(B-F). En el flavedo de los frutos verde-inmaduro del mes
de junio de ambas variedades el contenido de clorofilas fue elevado, siendo el
contenido del flavedo de "Marsh” un 80% mayor que el de "Star Ruby’ (Figura
35B y E). En las dos variedades la concentracion de clorofilas del flavedo
disminuyd durante el desarrollo y la maduracion del fruto. En la piel del pomelo
blanco el contenido de clorofilas disminuyéo de forma continua desde junio
(306.97 + 1.85 pg/g PF) hasta noviembre (estadio 5, 13.92 + 3.22 ug/g PF) y
siguio disminuyendo, aunque a menor velocidad, durante el resto de la
maduracion, alcanzandose en el (ltimo estadio recolectado (estadio 8) una
concentracion de 7.19 + 0.05 pg/g PF (Figura 35E). En el flavedo de "Star Ruby’
la degradacion de clorofilas no comenzé hasta el mes de julio, manteniéndose
hasta ese momento la concentracion de estos pigmentos practicamente
constante (172.84 + 5.12 y 181.37 + 21.74 pg/g PF en los estadios 1 y 2,
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Figura 35: Evolucion del diametro del fruto (o), del color de la pulpa (@) y del flavedo (e)
de frutos del pomelo ‘Star Ruby” (A) y del pomelo "Marsh” (D). Evolucion del contenido
de clorofilas (o) y carotenoides (e) en el flavedo y la pulpa del pomelo "Star Ruby” (By C,
respectivamente) y del pomelo “Marsh” (E y F, respectivamente) durante el desarrollo y la
maduracion de frutos. La numeracion 1-8 corresponde a los distintos estadios de desarrollo
y maduracion presentados en la Figura 34, correspondientes a la campana 2003-2004.

respectivamente). La disminucion del contenido de clorofilas se produjo mas
lentamente que en el pomelo blanco, presentando el flavedo de “Star Ruby’ de
frutos de principios de noviembre (estadio 5) una concentracion de 24.78 + 1.76
pg/g PF. Posteriormente, siguio disminuyendo hasta alcanzar en el Gltimo estadio
recolectado (estadio 8) una concentracion de clorofilas proxima a cero (Figura
35B). En la pulpa de ambas variedades el contenido de clorofilas fue muy inferior
al del flavedo, presentando sus valores maximos en frutos inmaduros del mes de

junio (7.13 + 1.11 y 7.99 + 0.01 pg/g PF en ‘Star Ruby  y “Marsh’,
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respectivamente) (Figura 35C y F). Durante el periodo de crecimiento del fruto
(estadios 1 a 4) la concentracion de clorofilas disminuyo en la pulpa de ambas
variedades, detectandose a principios de octubre (estadio 4) alrededor de 0.80
pg/g PF. Esta concentracion se mantuvo baja (<2 pg/g PF) y relativamente
invariable durante el resto de la maduracion.

La concentracion de carotenoides totales del flavedo de ambas
variedades, determinada como equivalentes de B-caroteno, disminuy6 durante el
desarrollo y la maduracion del fruto (Figura 35B y E). En el flavedo del pomelo
blanco esta disminucion fue continuada desde junio (estadio 1) hasta principios
de noviembre (estadio 5), pasando de 26.15 + 1.62 a 4.50 + 0.01 ug/g PF en este
periodo de tiempo (Figura 35E). Durante el mes de noviembre la concentracion
de carotenoides de este tejido se increment6 a 7.10 + 0.70 pg/g PF (estadio 6)
disminuyendo nuevamente a principios de diciembre (estadio 7, 4.75 + 0.07 ug/g
PF) y manteniéndose constante durante el resto de la maduracion (estadio 8,
5.65 + 0.35 pg/g PF). El flavedo del pomelo "Star Ruby” experimento, durante el
primer mes, un ligero aumento de la concentracion de carotenoides (16.95 + 1.90
y 23.89 + 2.86 pg/g PF en los estadios 1y 2, respectivamente), que se redujo de
forma continuada a partir de este momento presentando, a principios de
diciembre (estadio 7), una concentracion de carotenoides de aproximadamente 5
pg/g PF, que se mantuvo relativamente constante hasta el final de la maduracion
(Figura 35B). La evolucion del contenido de carotenoides fue muy distinta entre
las pulpas de ambas variedades (Figura 35C y F). La pulpa de "Marsh” presento
una concentracion de carotenoides baja y practicamente constante (entre 0.55 y
1.50 pg/g PF) durante el desarrollo y la maduracion del fruto (Figura 35F).
Durante los meses de junio y julio la pulpa del pomelo rojo presenté un
contenido de carotenoides constante, alrededor de dos veces superior al
existente en la pulpa de pomelos “Marsh’ del mismo estadio de desarrollo
(Figura 35C y F). En el mes de septiembre, el contenido de carotenoides de la
pulpa de ‘Star Ruby’ se incrementd, alcanzandose una concentracion de
carotenoides de 13.60 + 1.13 pg/g PF, 22 veces superior a la existente en la
pulpa de pomelos "Marsh” del mismo estadio de desarrollo (Figura 35C y F). A
continuacion, el contenido de carotenoides disminuyo bruscamente a 1.00 + 0.56
pg/g PF (estadio 4) y nuevamente aumento progresivamente durante el mes
siguiente (estadios 5 y 6), alcanzandose a finales de noviembre una
concentracion proxima a los 10 pg/g PF, dos veces superior a la existente en el
flavedo de esta variedad. Tras una ligera disminucion transitoria del contenido de
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carotenoides en el estadio 7, en la Ultima fecha de recoleccion el contenido de
carotenoides de la pulpa del pomelo rojo (estadio 8, 14.90 + 0.01 pg/g PF) fue
casi 2 veces superior a la existente en el flavedo de los mismos frutos y, casi 25
veces superior que la existente en la pulpa de frutos del pomelo "Marsh” del
mismo estadio de maduracion.

Con el objetivo de confirmar los resultados anteriores se recolectaron,
durante una segunda campana (2004-2005) frutos de los pomelos "Marsh” y "Star
Ruby” en 4 estadios fenologicos representativos del proceso de desarrollo y
maduracion de los frutos: VI, verde-inmaduro; VM, verde-maduro; V, virando y
TC, totalmente coloreado, equivalentes a los estadios 2, 4, 5y 8 de la Figura 35.
Al igual que en la campana 2003-2004 (Figura 35), el flavedo de los frutos
recolectados durante esta campana (2004-2005) present6 coloracion verde hasta
octubre (a/b <0.5), el viraje del color se produjo a mediados de noviembre y, a
finales de diciembre la coloracion del flavedo del pomelo ‘Star Ruby’ fue
superior a la del pomelo "Marsh” (Tabla 17).

Al igual que en la campana anterior (Figura 35) en el flavedo de ambas
variedades de pomelo se produjo, durante el desarrollo y la maduracion del
fruto, una disminucion del contenido de clorofilas y de carotenoides (Tabla 17).
En la pulpa de los pomelos "Marsh” y “Star Ruby’ la concentracion de clorofilas
fue baja (<5 pg/g PF) y se redujo paulatinamente durante el desarrollo y la
maduracion de los frutos, alcanzando en el estadio TC valores proximos a 0
(Tabla 17). El contenido de carotenoides de la pulpa del pomelo blanco fue
inferior a 1 pg/g PF en los estadios VI, VM y V, incrementandose ligeramente en
el estadio TC (Tabla 17). La pulpa del pomelo "Star Ruby  presentd, en los
cuatro estadios analizados, una mayor concentracion de carotenoides que la del
pomelo "Marsh” (Tabla 17). El contenido de carotenoides de la pulpa del pomelo
rojo experimenté un descenso transitorio en el estadio VM y un incremento
durante el resto del proceso de maduracion del fruto, alcanzandose en el estadio
TC una concentracion de carotenoides mas de 2.5 veces superior a la del flavedo
(Tabla 17).
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Tabla 17: Color del flavedo (a/b) y contenido de clorofilas y de carotenoides en
el flavedo y la pulpa de frutos de pomelo (C. paradisi Mac.) "Marsh’ y “Star
Ruby” (SR) recolectados en la campaiia 2004-2005 en cuatro estadios fisiologicos:
VI, fruto verde-inmaduro; VM, fruto verde-maduro; V, fruto virando; TC, fruto
totalmente coloreado.

Fecha Flavedo Pulpa
o B
e}
e 8§ 8 Color (no/g PF) (no/g PF)
recolec- i g
cién a/b Clorofilas  Carotenoides Clorofilas Carotenoides

30-VIl- Marsh  -0.78:0.03 179.23:12.83 17.85:2.19  4.39:0.73  0.88:0.07
Vi

04 SR -0.51+0.10 165.00+19.14  20.35+0.21 1.87+0.22  3.75+0.07

Marsh ~ -0.66+0.15 95.69:6.00  15.15%1.06 1.01£0.35  0.20+0.01

8-X-04 VM
SR -0.3120.19  105.45+1.34  19.05+0.64 0.82+0.13  2.03+0.85

Marsh ~ -0.09:0.05  5.69+0.59 5.95+0.64 0.40+0.01  0.70+0.28

16-XI1-04 V
SR +0.12+£0.07  8.69+2.41 10.10+0.14 0.80+0.20  6.25+1.91

27-XlI- Marsh ~ +0.06+0.15  5.21+0.03 4.23+0.82 0.36+0.11  3.60+0.14
TC

04 SR +0.20+0.08 6.99+4.30  6.12+0.22 0.22+0.21 16.25+1.12

2.2. Composicion de carotenoides en el flavedo y la pulpa de frutos de los
pomelos “Marsh™ y ~Star Ruby”™ durante el desarrollo y la maduracién

La composicion de carotenoides, del flavedo y la pulpa, de los pomelos
“Marsh” y “Star Ruby” a lo largo del desarrollo y maduracion de los frutos se
investigd mediante HPLC-PDA. Para ello se utilizaron los frutos recolectados en
los cuatro estadios de maduracion descritos en el apartado anterior (VI, VM, Vy
TC) que corresponden a los estadios 2, 4, 5 y 8, respectivamente, de la curva de
color de la Figura 35.

En el flavedo verde de ambas variedades de pomelo predominaron los
carotenoides caracteristicos de tejido cloroplastico (a- y B-caroteno, luteina,
neoxantina y trans-violaxantina), que constituyeron alrededor del 80% y del 60%
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Figura 36: Composicion y contenido de carotenoides en el flavedo de frutos de los pomelos
“Marsh” y “Star Ruby’, recolectados en la campaia 2003-2004, en cuatro estadios de

maduracion: VI,

Verde-Inmaduro; VM, Verde-Maduro; V, Virando y TC, Totalmente
Coloreado. Cuando se detectan dos isomeros del mismo carotenoide,
representa en negro y la forma cis en gris. Los valores son la media *

la forma trans se
DE de al menos tres

medidas independientes.

del total de carotenoides en los estadios VI y VM, respectivamente, siendo la
luteina el mas abundante (Figura 36). Durante estos estadios se acumularon
también carotenos lineales, llegando a suponer el 31.60 + 7.59% y el 40.41 +
3.27% de los carotenoides totales del flavedo VM de “Marsh” y “Star Ruby’,
respectivamente. Durante el cambio de color del flavedo de “Marsh’ la
concentracion de todos los carotenoides disminuyd, detectandose en el flavedo
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de frutos TC Unicamente violaxantina (=60% del total), fitoeno (=40% del total) y
pequenas cantidades (<1 pg/g PF) de B-citraurina (Figura 36). Durante la
maduracion del pomelo “Star Ruby’ la concentracion de carotenoides
caracteristicos de tejido cloroplastico  disminuyo, incrementandose
simultaneamente la concentracion de los carotenos lineales (fitoeno, fitoflueno y
licopeno), que llegaron a constituir el 83.78 + 0.15% del total de carotenoides en
frutos TC (Figura 36). En el estadio TC los carotenoides mas abundantes del
flavedo de "Star Ruby” fueron fitoeno (=75% del total) y violaxantina (=14% del
total).

En la pulpa, la evolucion del perfil de carotenoides fue muy distinta
entre ambas variedades de pomelo (Figura 37). En la pulpa del pomelo blanco la
concentracion de carotenoides se redujo casi un 85% durante la maduracion,
siendo en todo momento inferior a 1 pg/g PF. En la pulpa de frutos TC de pomelo
blanco el fitoeno y la 9-cis-violaxantina fueron los carotenoides mas abundantes,
constituyendo alrededor del 73% vy 27% del total de carotenoides,
respectivamente (Figura 37). Durante el desarrollo y la maduracion de los frutos
de ‘Star Ruby’ el contenido de carotenoides de la pulpa se incremento,
acumulandose casi exclusivamente carotenos (Figura 37). En “Star Ruby’ el
fitoeno fue de los carotenoides mas abundantes (25%-55% del total), llegando a
alcanzar concentraciones alrededor de los 3.50 pg/g PF en el estadio TC. Entre
los carotenos coloreados destaca el licopeno, cuyo contenido aumento casi 70
veces durante el desarrollo y la maduracion del fruto, detectandose en frutos TC
alrededor de 6 pg/g PF de este pigmento. Excepto en el estadio VI, el licopeno
fue el carotenoide mas abundante, contribuyendo al contenido total de
carotenoides entre en 42% y un 53% (Figura 37).

Es interesante destacar que tanto en el flavedo como en la pulpa se
detectaron diferencias en el perfil de carotenos lineales entre ambas variedades
de pomelo. En todos los estadios analizados en “Star Ruby’ se detectaron
fitoeno, fitoflueno y licopeno, mientras que en la variedad de pulpa blanca
Unicamente se detecto el primero (Figura 36 y Figura 37).

A fin de confirmar los resultados anteriores, la evolucion del perfil de
carotenoides de los pomelos "Marsh’ y “Star Ruby’ se analizd en frutos
recolectados durante una segunda campafia (2004-2005). La concentracion vy
composicion de carotenoides en el flavedo y la pulpa de los frutos en los estadios
detallados en la Tabla 17 fueron muy similares a los presentados en la Figura 36
y la Figura 37.
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Figura 37: Composicion y contenido de carotenoides en la pulpa de frutos de los pomelos
"Marsh” y “Star Ruby’, recolectados en la campana 2003-2004, en cuatro estadios de
maduracion: VI, Verde-Inmaduro; VM, Verde-maduro; V, Virando; TC, Totalmente
Coloreado. Cuando se detectan dos isomeros del mismo carotenoide, la forma trans se
representa en negro y la forma cis en gris. Los valores son la media + DE de al menos tres
medidas independientes.

2.3. Contenido de clorofilas y carotenoides en hojas de los pomelos “~Marsh”™ y
~Star Ruby”

Con objeto de determinar si las diferencias en el perfil de carotenoides
entre ambas variedades de pomelo son exclusivas de los frutos o, si por el
contrario, se extienden a otros tejidos con biosintesis activa de carotenoides, se
investigd el perfil de carotenoides de hojas adultas de los pomelos “Marsh”™ y
“Star Ruby ™ (Figura 38).

El contenido de clorofilas y carotenoides totales de las hojas del pomelo
“Marsh” fue sensiblemente mas bajo que el de “Star Ruby” (Figura 38A). En las
hojas de ambas variedades de pomelo se acumularon fundamentalmente luteina
y zeaxantina, que conjuntamente constituyeron, aproximadamente, el 77% de los
carotenoides totales de este tejido (Figura 38B). Ademas, se detectaron otros
carotenoides caracteristicos de tejido cloroplastico, como a- y B-caroteno. El
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Unico caroteno lineal que se detecté en las hojas de ambas variedades fue el
fitoeno. El contenido total de xantofilas de las hojas de los pomelos "Marsh” y
“Star Ruby” fue muy similar (~80 pg/g PF). Sin embargo, en las hojas del pomelo
Star Ruby no se detectaron B-criptoxantina, trans-violaxantina ni neoxantina,
que si se detectaron en las hojas del pomelo "Marsh” (Figura 38).
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Figura 38: A, Contenido de clorofilas y carotenoides de hojas adultas de los pomelos
“Marsh” y “Star Ruby” (C. paradisi Mac.). B, Composicion y contenido de carotenoides en
hojas de ambas variedades. Los valores son la media + DE de al menos tres medidas
independientes.
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2.4. Andlisis de la expresion de genes de la biosintesis de carotenoides en el
flavedo y la pulpa de frutos de los pomelos “Marsh™ y ~Star Ruby” durante el
desarrollo y la maduracién

Con el fin de determinar si las diferencias en el contenido y composicion
de carotenoides observadas entre los tejidos de los pomelos “Marsh™ y “Star
Ruby’ pueden estar relacionadas con una expresion diferencial de los genes
implicados en la biosintesis de carotenoides, se realizd un analisis Northern
utilizando RNA total extraido de flavedo y pulpa de cada uno de los cuatro
estadios indicados en la Tabla 17. Ademas, se incluyeron en la misma membrana,
muestras de flavedo y pulpa de frutos VI, VM, V y TC de naranja "Navel  (Tabla
16), a fin de contrastar los niveles de expresion génica entre estas especies de
citricos. Las sefnales de hibridacion fueron cuantificadas y normalizadas,
asignandoseles, para cada una de las sondas, un valor de 100 a la sefal obtenida
en el flavedo TC de naranja "Navel . Los resultados de las distintas hibridaciones
y sus correspondientes cuantificaciones se muestran en la Figura 39 y la Figura
40.

El patron de expresion de tres genes de la ruta MEP, DXS, HDS y HDR,
implicados en la biosintesis de IPP plastidico, se estudio en el flavedo y la pulpa
de frutos de los pomelos "Marsh’ y “Star Ruby’ a lo largo del desarrollo y la
maduracion de los frutos (Figura 39). En el flavedo de los pomelos "Marsh™ y
“Star Ruby” el gen DXS mostr6 el mismo patrén de expresion previamente
descrito para el flavedo de naranja "Navel  (Figura 32), pero los niveles de
expresion durante los estadios verdes del fruto (VI y VM) fueron hasta 2.42 veces
superiores a los de la naranja (Figura 39). Tanto en el flavedo de "Marsh” como
en el de "Star Ruby’, la acumulacion de transcritos de HDS aument6 durante los
estadios verdes del fruto, alcanzando su maximo en el flavedo de frutos VM, y
manteniéndose relativamente invariable hasta el final del proceso de
maduracion, en contraste con lo que ocurre en el flavedo de “Navel’, donde la
expresion de HDS aument6 de forma continua (Figura 39). En el flavedo de "Star
Ruby” el gen HDR mostrd el mismo patrén de expresion previamente descrito en
el flavedo de la naranja "Navel (Figura 32), presentando su maximo nivel de
expresion en frutos VM. Sin embargo, en el flavedo del pomelo "Marsh’ la
acumulacion de transcritos correspondientes a este gen se redujo de forma
continuada durante el desarrollo y la maduracion del fruto (Figura 39).

En la pulpa de los pomelos "Marsh” y “Star Ruby’ la acumulacion de los
transcritos correspondientes a DXS, HDS y HDR fue muy inferior a la detectada en
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el flavedo (Figura 39). En ambas variedades de pomelo, los tres genes MEP
estudiados presentaron una expresion baja y constitutiva durante los estadios
verdes del fruto, aumentando su expresion a partir del estadio VM y alcanzando,
en general, los niveles maximos de expresion en la pulpa de frutos V. El nivel de
expresion de DXS, HDS y HDR fue, en los 4 estadios analizados, muy similar en la
pulpa de ambas variedades de pomelo. Es interesante destacar que, durante los
estadios coloreados del fruto (V y TC), el nivel de expresion de DXS en la pulpa
de las dos variedades de pomelo fue claramente inferior al detectado en la pulpa
de la naranja "Navel .

Marsh Star Ruby Mavel
Flavedo Pulpa
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Figura 39: Evolucion de los niveles de los mRNAs correspondientes a genes implicados en
la ruta MEP de biosintesis de IPP plastidico en el flavedo (F) y la pulpa (P) de frutos de los
pomelos (C. paradisi) "Marsh” (H) y "Star Ruby’ (/) y de naranja "Navel  (C. sinensis)
() en cuatro estadios representativos del proceso de desarrollo y maduracion del fruto:
VI, VM, V y TC. Se utilizaron para cada carrera 12 ug de RNA total procedente de frutos
recién cosechados. El valor correspondiente a la intensidad de la seial de hibridacion para
cada uno de los genes analizados fue cuantificado y normalizado respecto al de la sonda
26S rRNA de Citrus sinensis. En el eje de ordenadas se indican los valores de intensidad
relativa.

Los resultados correspondientes a la expresion de los genes implicados en
la ruta de biosintesis de carotenoides se muestran en la Figura 40. En el flavedo
de los pomelos “Marsh” y “Star Ruby’ se observd, durante el desarrollo y la
maduracion del fruto, un aumento del nivel de expresion de practicamente todos
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Figura 40: Evolucién de los niveles de mRNAs correspondientes a los genes implicados en la biosintesis
de carotenoides en el flavedo (F) y la pulpa (P) de frutos de los pomelos (C. paradisi) "Marsh’ (H) y
“Star Ruby” (/) y de naranja "Navel  (C. sinensis) () en cuatro estadios representativos del proceso
de desarrollo y maduracion del fruto: VI, VM, V y TC. Se utilizaron para cada carrera 12 ug de RNA total
procedente de frutos recién cosechados. El valor correspondiente a la intensidad de la sefal de
hibridacion para cada uno de los genes analizados fue cuantificado y normalizado respecto al de la
sonda 26S rRNA de Citrus sinensis. En el eje de ordenadas se indican los valores de intensidad relativa.
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los genes, alcanzandose los niveles maximos en el estadio TC en el caso de los
genes PTOX, p-LCY1l, BLCY2 y BCHX o, en el estadio V y manteniéndose
relativamente constantes hasta el final de la maduracion en el caso de los genes
PSY, ZDS y ZEP (Figura 40). En el caso de PDS, el mayor nivel de expresion se
detecto en el flavedo V de pomelo "Marsh” y en el flavedo de frutos TC de
pomelo “Star Ruby . La acumulacion de los mRNAs correspondientes a &-LCY y &
CHX fue, en ambas variedades de pomelo, maxima en el estadio VI y disminuyo
durante el desarrollo y la maduracion de los frutos. En general, los niveles de
expresion de los genes de biosintesis de carotenoides en el flavedo fueron muy
similares entre ambas variedades de pomelo (Figura 40).

En ambas variedades de pomelo el nivel de expresion de todos los genes
de biosintesis de carotenoides estudiados fue menor en la pulpa que en el
flavedo (Figura 40). En la pulpa de ambas variedades el nivel de expresion de los
genes PSY, PDS y ZDS aument6 durante el desarrollo y la maduracion del fruto, la
expresion de PTOX aumento ligeremante y la de S-LCY2 aumentd de forma ligera
y transitoria. El nivel de expresion de los genes &-LCY y &CHX se redujo, y los
genes BLCY1, B-CHX y ZEP presentaron un nivel de expresion practicamente
constante. Salvo en el caso del gen ZDS, ambas variedades de pomelos
presentaron, en general, niveles de expresion similares. Las mayores diferencias
del nivel de expresion entre las dos variedades de pomelo se detectaron en la
pulpa de frutos TC, siendo en este estadio los niveles de expresion de los genes
PSY y PDS en la pulpa de pomelo blanco alrededor del 50% superiores a los
existentes en pomelo rojo y, mas del 70% superior en el caso del gen ZDS.

Basandonos en los tiempos de exposicion de las membranas se pueden
distinguir la existencia de distintos niveles de expresion: fuerte (de 1 a 12 h de
exposicion), en el caso de PSY, ZDS, y ACHX; media (alrededor de 1 dia de
exposicion), correspondiente al gen ZEP; baja (2 dias de exposicion), presentada
por fLCY1ly S-LCY2; y muy baja (de 60 a 70 h de exposicion), en el caso de los
genes PDS, PTOX, &-LCY y &CHX.

En general, los patrones de expresion de los genes de biosintesis de
carotenoides estudiados fueron muy similares entre las dos variedades de pomelo
y la naranja (Figura 40). Sin embargo, destaca el menor aumento de la expresion
de BLCY2 y B-CHX en los pomelos respecto a la naranja. Asimismo, conviene
destacar los distintos niveles de expresion de algunos de estos genes entre los
tejidos de C. paradisi (‘Marsh” y “Star Ruby’) y C. sinensis ('Navel’). En
particular, en el flavedo coloreado (V y TC) de los frutos de ambas variedades de
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pomelo los niveles de expresion de p-LCY2 y g-CHX fueron muy inferiores (hasta 6
y 3.5 veces, respectivamente) a los existentes en el flavedo coloreado de la
naranja "Navel  (Figura 40). En la pulpa se observaron las mayores diferencias
del nivel de expresion, detectandose, en general, mayores niveles en la naranja
"Navel” que en los dos pomelos (Figura 40). En los 4 estadios analizados el nivel
de expresion de BFLCY2, S-CHX y ZEP en la pulpa de la naranja "Navel  fue
superior a la detectada en la pulpa de ambas variedades de pomelo,
cuantificandose en frutos TC hasta 5.72, 3.52 y 1.95 veces mas sefal en "Navel’
que en los pomelos (para el caso de los genes pSLCY2, [-CHX y ZEP,
respectivamente).

2.5. Influencia de la luz en la coloracién del flavedo de frutos de pomelo
~Star Ruby”™

La coloracion externa de los frutos citricos se encuentra influenciada,
fundamentalmente, por determinantes genéticos, como la especie y la variedad,
pero también por multitud de factores externos (revisado en Casas y Mallent
1988a; 1988b; 1989). En el caso del pomelo “Star Ruby’, la influencia de la luz
en la coloracion del fruto es patente desde estadios verdes del fruto. Las
observaciones realizadas en campo indican una mayor coloracion de los frutos del
interior de la copa del arbol respecto de aquellos situados en el exterior, asi
como de aquellas zonas del fruto que, bien por contacto con otros frutos, bien
por la presencia de hojas, se encuentran menos expuestas a la luz (Figura 41).
Incluso, en un mismo fruto, pueden apreciarse notables diferencias de coloracion
entre aquella cara del fruto orientada hacia el exterior del arbol y aquella otra

orientada hacia el interior.

Figura 41: Frutos de pomelo 'Star Ruby” en los que se aprecia claramente la diferente
coloracion de aquellas zonas sombreadas, bien por estar cubiertas por las hojas (A), bien
por contacto con otros frutos (B).
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a) Influencia de la localizacién del fruto en el arbol y del recubrimiento
sobre la coloraciéon externa del pomelo ~Star Ruby”

Durante la campaia 2003-2004 se estudid, desde agosto hasta diciembre,
la evolucion de la coloracion de los frutos del pomelo “Star Ruby” en funcion de
su localizacion en el exterior o en el interior de la copa del arbol.
Adicionalmente, se procedio al recubrimiento con plastico negro opaco de frutos
situados tanto en el interior como en el exterior de la copa. Dicho recubrimiento
se realizd dejando abierta la parte inferior de la bolsa, de forma que se evitara
su calentamiento y la acumulacion de gases en el interior.

Al inicio del experimento los frutos internos y externos tenian una
coloracion similar, con un indice a/b proximo a -0.60 (Figura 42A). Hasta el mes
de octubre, momento en el que los frutos alcanzaron el estadio verde-maduro, la
evolucion del color del flavedo fue muy similar en los frutos internos y externos.
A partir del mes de octubre, se aprecio una mayor velocidad de coloracion de los
frutos internos que de los externos. A finales de diciembre, la coloracion final
alcanzada por cada fruto fue claramente dependiente de su posicion,
presentando los frutos internos un indice a/b mas alto (a/b +0.66 + 0.12) que los
externos (a/b +0.28 + 0.10) (Figura 42A y B).
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Figura 42: A, Efecto de la posicion de los frutos del pomelo "Star Ruby” en el arbol y de su
recubrimiento en la evolucion del color. Los circulos corresponden a frutos internos no
cubiertos (o) y recubiertos (e). Los cuadrados corresponden a frutos externos no cubiertos
(d) y recubiertos (M). Los datos corresponden a la campana 2003-2004. B, Fotografia
representativa de la coloracion final alcanzada por cada uno de los lotes de frutos.
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A su vez, el oscurecimiento de los frutos externos logré modificar la
evolucion de la coloracion del flavedo, mimetizando la observada para los frutos
internos, mientras que el recubrimiento con plastico negro de frutos internos no
produjo ningun efecto sobre la coloracion de los mismos (Figura 42A y B).

b) Efecto de la posicion de los frutos de pomelo ~Star Ruby”™ en el arbol
y de su recubrimiento en la evolucién de la composicion de carotenoides
del flavedo de frutos

Con el objetivo de determinar si la posicion del fruto en el arbol influye
en la composicion de carotenoides del flavedo de pomelo “Star Ruby’ se
recolectaron, durante la campaha 2004-2005, frutos localizados en la zona
externa e interna de la copa del arbol y se analizd su perfil de carotenoides
mediante HPLC-PDA durante el desarrollo y la maduracion (Figura 43). Los frutos
se cosecharon de una parcela comercial de LLiria a partir del mes de septiembre,
momento en el que se empezaron a apreciar las diferencias de coloracion entre
el flavedo de los frutos localizados en el interior y en el exterior de la copa del
arbol. De acuerdo con los resultados correspondientes a la campana 2003-2004
(Figura 42), los frutos localizados en el interior del arbol desverdizaron antes y
presentaron una coloracion superior a la de los frutos localizados en la parte
externa de la copa (Figura 43A). En esta segunda campana, el indice a/b del
flavedo de los frutos internos a finales de diciembre fue ligeramente superior al
de los frutos externos (a/b +0.39 + 0.10 y +0.22 + 0.08, en frutos internos y
externos, respectivamente).

En los 4 estadios analizados el contenido de clorofilas del flavedo fue
inferior en los frutos internos que en los externos (Figura 43A). Sin embargo, el
contenido de carotenoides totales del flavedo no mostrd diferencias importantes
entre los frutos externos e internos en ninguno de los cuatro estadios analizados
(Figura 43A).

La evolucion del perfil de carotenoides del flavedo de los frutos externos
fue muy similar a la descrita anteriormente (Figura 36), observandose, durante
el desarrollo y la maduracion, una disminucion del contenido de carotenoides
caracteristicos de tejido cloroplastico y un incremento del contenido de
carotenoides lineales y 9-cis-violaxantina (Figura 43B). Sin embargo, se
detectaron mayores contenidos de fitoflueno, licopeno y B-caroteno en el flavedo
de los pomelos recolectados en la plantacion de Lliria (Figura 43B) que en el de
los frutos cosechados en la plantacion del I.V.I.A (Figura 36).
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Figura 43: Color (a/b), contenido de clorofilas y de carotenoides (A) y, composicién de
carotenoides del flavedo de frutos del pomelo “Star Ruby’ localizados en el exterior y en
el interior del arbol en los meses de septiembre (S), octubre (O), noviembre (N) y
diciembre (D) (B). Cuando se detectan dos isomeros del mismo carotenoide, la forma
trans se representa en negro y la cis en gris. Los valores son la media + DE de al menos
seis (A) 6 tres (B) medidas independientes.

Durante el desarrollo y la maduracion de los frutos se detectaron
diferencias, cualitativas y cuantitativas, en la composicion de carotenoides del
flavedo de los frutos internos y externos (Figura 43B). El flavedo de los frutos
internos presentd, en general, un mayor contenido de licopeno y un menor
contenido de carotenoides caracteristicos de tejido cloroplastico (a-caroteno,

145



Resultados: Capitulo I

luteina, zeaxantina y neoxantina) que el flavedo de los frutos externos (Figura
43B). En los frutos de diciembre las concentraciones de carotenoides coloreados
fueron similares en el flavedo de los frutos internos y en el de los externos
(Figura 43B).

c) Efecto de la posicion de los frutos en el arbol y de su recubrimiento
sobre la expresién de genes de la biosintesis de carotenoides en el
flavedo de frutos de pomelo ~Star Ruby”

Con objeto de conocer si, las diferencias en la composicion de
carotenoides observadas entre el flavedo de frutos de pomelo Star Ruby’
localizados en la parte externa e interna de la copa, se pueden correlacionar con
cambios en la expresion de los genes de la biosintesis de carotenoides, se analizo
la acumulacion de los transcritos correspondientes mediante analisis Northern
(Figura 44). Tanto en el flavedo de los frutos internos como en el de los externos
el patron de expresion de los genes estudiados fue muy similar al descrito
anteriormente en el flavedo de pomelo "Star Ruby’ durante el desarrollo y la
maduracion del fruto (Figura 40 y Figura 39).

De los tres genes de la ruta MEP estudiados, dos de ellos mostraron
ligeras diferencias de su nivel de expresion en funcion de la localizacion del fruto
en la copa del arbol. La acumulacion de los transcritos correspondientes a HDS
fue, desde octubre hasta diciembre, ligeramente superior en el flavedo de los
frutos internos que en el de los externos, mientras que los niveles de expresion
de HDR fueron ligeramente inferiores en el flavedo de los frutos internos que en
el de los externos durante el mes de noviembre (Figura 44). En general, el nivel
de expresion de los genes de la biosintesis de carotenoides fue similar en el
flavedo de los frutos externos e internos en los cuatro estadios analizados (Figura
44).
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3. Caracterizacioén de la biosintesis y acumulacion de carotenoides durante la
maduracion de tres variedades de mandarina

En general, las mandarinas son los frutos citricos que presentan las
tonalidades naranjas mas intensas. Esta mayor coloracion se debe,
principalmente, a la acumulacion de pB-criptoxantina, un carotenoide de
coloracion naranja intenso abundante en el flavedo y la pulpa de las mandarinas
(Gross 1987; Kato et al. 2004). En las distintas variedades de mandarinas existe
una amplia gama de colores anaranjados, que va desde el amarillo-naranja de las
Satsumas al naranja-rojizo de las mandarinas "Nova’'. El objetivo planteado en
esta parte de la Tesis fue investigar las bases bioquimicas y moleculares que
determinan las diferentes coloraciones de las variedades de mandarina. Para ello
se seleccionaron frutos de la mandarina “Clemenules” y de los hibridos “Fortune’
y "Nova’, que presentan diferencias importantes tanto en la tonalidad final del
fruto como en la velocidad de coloracion (Casas y Mallent 1988b). En cada una de
las variedades seleccionadas se estudio, durante el desarrollo y la maduracion
del fruto, el contenido y la composicion de carotenoides, asi como la expresion
de los genes de biosintesis de carotenoides, a fin de establecer una correlacion
entre ambos parametros.

3.1. Evolucién del color y del contenido de clorofilas y carotenoides en el
flavedo y la pulpa de frutos de la mandarina ~Clemenules” y de los hibridos
“Fortune” y "Nova~ durante el desarrollo y la maduracion

Se recolectaron frutos de las tres variedades de mandarina desde finales
de julio hasta la fecha de maduracion comercial. En el caso de "Clemenules” se
recolectaron hasta finales del mes de diciembre, de forma semanal durante el
mes de noviembre, sumando un total de 7 fechas de muestreo. De la mandarina
"Nova“ se recolectaron frutos en 7 fechas, desde finales de julio hasta principios
del mes de diciembre. De mandarina ‘Fortune’ se recolectaron frutos en 9
fechas de muestreo comprendidas entre los meses de julio y marzo. El aspecto
externo e interno de los frutos recolectados de cada una de las variedades se
muestra en la Figura 45.

La evolucion de la coloracion del flavedo y de la pulpa, determinada
como el cociente a/b, de las tres variedades de mandarina se muestra en la
Figura 46A, D y G. Hasta el mes de octubre (estadios 1y 2) el flavedo de las tres
variedades presentd coloracion verde (a/b ~ -0.60), iniciandose la desverdizacion
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de la mandarina ‘Fortune’ ligeramente retrasada en el tiempo respecto al de las
mandarinas "Nova“ y "Clemenules” (principios de noviembre y mitad de octubre,
respectivamente). En “Clemenules” el punto de viraje (a/b ~ -0.00) se alcanz6 a
principios de noviembre, y en "Nova“  y "Fortune’ se alcanzé a mediados de
noviembre (estadio 4). Posteriormente, el cociente a/b del flavedo de las tres
mandarinas aumentd de forma continuada hasta que el fruto alcanzo la plena
coloracion en el Ultimo estadio recolectado (Figura 46A, D y G). El fruto maduro
de la mandarina "Clemenules” presento una coloracion menos intensa que la de
los dos hibridos (Figura 45 y Figura 46). La mandarina "Nova“ fue, de las tres
variedades, la que presentd una mayor coloracion en el estadio maduro (Figura
45 y Figura 46).

FRT

NOVA

CMN

Figura 45: Aspecto interno y externo de frutos de las mandarinas “Fortune” (FRT), "Nova’
y “Clemenules” (CMN) en los distintos estadios del desarrollo y la maduracion recolectados
en este estudio.

En las tres variedades estudiadas el indice a/b de la pulpa fue, en todo
momento inferior a +0.1 (Figura 46A, D y G) y no reflejo fielmente los cambios
de coloracion que experimentaron las pulpas de las mandarinas durante el
desarrollo y la maduracion del fruto (Figura 45). La pulpa de la mandarina
“Fortune” presentd tonalidades verdosas a finales de julio (estadio 1) vy
amarillentas hasta el mes de noviembre (estadios 2 y 3) (Figura 45). A partir de
noviembre (estadio 4), y coincidiendo con el viraje de color del flavedo, la pulpa
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de "Fortune’ mostro tonalidades anaranjadas. En el mes de marzo (estadio 9) la
pulpa de la mandarina "Fortune’ alcanzé su maxima coloracion, un naranja
intenso carente de matices amarillos (Figura 45). La pulpa de la mandarina
"Nova“ presentd una tonalidad amarillenta en el mes de julio (estadio 1) y
coloracion naranja claro hasta el mes de noviembre (estadios 2 y 3) (Figura 45).
Durante el resto de la maduracion la pulpa de "Nova’ mostré un color naranja
intenso relativamente invariable (Figura 45). La pulpa de la mandarina
“Clemenules” fue amarillenta en el mes de julio (estadio 1) y naranja en el mes
de octubre (estadio 2), intensificandose su coloracion durante los dos estadios
siguientes y disminuyendo durante el resto de la maduracion del fruto (Figura
45).

Clemenules Nova Fortune

B Flavedo E Flavedo H Flavedo

200 1

100 +

Figura 46: Evolucion del color del flavedo (e) y de la pulpa (o) (A, D, G), y del contenido
de clorofilas (o) y carotenoides (o) durante el desarrollo y la maduracion de frutos de las
mandarinas "Clemenules” (B, C), 'Nova’ (E, F) y "Fortune” (H, 1). La numeracion
corresponde a los distintos estadios de desarrollo y maduracion presentados en la Figura
45.
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La evolucion del contenido de clorofilas del flavedo y de la pulpa durante
el desarrollo y la maduracion del fruto fue muy similar en las tres variedades
estudiadas (Figura 46). En el flavedo el contenido de clorofilas fue elevado (160-
212 ug/g PF) durante los estadios verdes del fruto (estadios 1y 2) y disminuyo
durante el desarrollo y la maduracion. A pesar de que la degradacion de
clorofilas comenzé mas tempranamente en "Nova' que en "Clemenules’ y
“Fortune’, en el estadio 6 la concentracion de clorofilas en el flavedo de todas
ellas fue similar. Al final de la maduraciéon comercial no se detectaron clorofilas
en el flavedo de ninguna de las mandarinas (Figura 46B, E y H). En la pulpa de
las tres variedades el contenido de clorofilas fue muy bajo durante todo el
periodo de tiempo estudiado (<4 pg/g PF) y disminuy6 durante el desarrollo y la
maduracion del fruto hasta niveles practicamente indetectables en frutos
maduros (Figura 46C, Fy I).

La concentracion de carotenoides del flavedo, determinada como
equivalentes de B-caroteno, aument6 durante el desarrollo y la maduracion de
los frutos de las mandarinas "Clemenules’, "Nova“ y ‘Fortune” (Figura 46B, E y
H). En mandarinas "Clemenules” y ‘Fortune” la minima concentracion de
carotenoides se detect6 en el flavedo de frutos verde-inmaduro del mes de julio
(~ 16 pg/g PF, estadio 1). Hasta mediados del mes de noviembre el contenido de
carotenoides se increment6 de forma ligera y continuada, presentando el flavedo
de ambas variedades en el estadio 5 una concentracion similar de carotenoides
(40.50 + 6.20 y 39.85 =+ 3.89 pg/g PF en “Clemenules” y Fortune’,
respectivamente). A continuacion se inicié un rapido aumento del contenido de
carotenoides, alcanzandose la maxima concentracion en el flavedo de frutos
totalmente coloreados (estadios 7 y 9, en 'Clemenules” y ‘Fortune’,
respectivamente). En la fecha de maduracion comercial, el contenido de
carotenoides del flavedo de la mandarina "Fortune” (127.25 pg/g PF en el
estadio 9, Figura 46H) fue un 56% superior al existente en el flavedo de
“Clemenules” (81.45 + 1.15 pg/g PF en el estadio 7, Figura 46B). En el flavedo
de la mandarina "Nova“ el contenido de carotenoides en frutos verde-inmaduro
del mes de julio (estadio 1) fue alrededor de dos veces superior al existente en el
flavedo de las mandarinas "Clemenules” y ‘Fortune’, y se mantuvo
relativamente invariable hasta principios del mes de noviembre (estadio 3)
(Figura 46E). Posteriormente, se inici6 una rapida acumulacion de carotenoides,
alcanzandose en el flavedo de frutos de "Nova“ en estadio 7 una concentracion
de 114.80 + 6.90 pg/g PF (Figura 46E).
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La concentracion de carotenoides de la pulpa de las tres variedades de
mandarina fue muy inferior a la existente en el flavedo durante todo el periodo
de tiempo estudiado (Figura 46). Aunque en la pulpa de las tres mandarinas el
contenido total de carotenoides aumentd durante el desarrollo y la maduracion
del fruto, el patron caracteristico de acumulacion de estos pigmentos fue
ligeramente distinto en cada una de las tres variedades (Figura 46C, Fy 1). En la
pulpa de la mandarina ‘Clemenules” del mes de julio (estadio 1) el contenido de
carotenoides fue muy reducido (0.55 + 0.07 pg/g PF) y aumentd de forma
continua hasta el mes de noviembre (estadio 3, 13.60 + 0.71 pg/g PF). En el
estadio 6 el contenido de carotenoides disminuy6 de forma transitoria y aumento
durante la fase final de maduracioén del fruto, alcanzandose en la pulpa de frutos
totalmente coloreados (estadio 7) una concentracion de 12.35 + 1.05 pg/g PF
(Figura 46C). En la pulpa de "Nova“ el contenido de carotenoides aumento de
forma continuada desde julio (0.35 + 0.07 pg/g PF) hasta mediados de diciembre
(estadio 7, 13.35 + 0.35 pg/g PF), experimentando un descenso transitorio a
mediados del mes de noviembre (estadio 5) (Figura 46F). En la pulpa de la
mandarina "Fortune” la concentracion de carotenoides aumentdé de forma
continua desde julio (estadio 1, 0.70 + 0.14 pg/g PF) hasta enero (estadio 8,
11.20 + 2.10 pg/g PF), y se redujo a continuacion, siendo la concentracion de
carotenoides en el mes de marzo (estadio 9, 7.70 + 1.20 pg/g PF) un 37.65% y un
42.32% inferior a la existente en la pulpa de frutos totalmente coloreados de
“Clemenules” y "Nova’, respectivamente.

3.2. Composicion de carotenoides en el flavedo y la pulpa de frutos de la
mandarina ~Clemenules” y de los hibridos ~Fortune” y “Nova“ durante el
desarrollo y la maduracién

La composicion de carotenoides del flavedo y la pulpa de las mandarinas
“Clemenules’, "Nova“ y "Fortune’ se analiz6, mediante HPLC-PDA, en cada uno
de los estadios de desarrollo indicados en la Figura 46.

La evolucion del perfil de carotenoides del flavedo durante el desarrollo
y la maduracion de los frutos de las tres variedades estudiadas fue,
cualitativamente, muy similar (Figura 47). El contenido de a-caroteno, a-
criptoxantina, luteina, B-caroteno y neoxantina, carotenoides abundantes en
tejidos cloroplasticos, disminuyd en el flavedo de las tres mandarinas durante el
desarrollo y la maduracion del fruto. Paralelamente, se acumularon carotenos
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incoloros (fitoeno vy fitoflueno), B,B-xantofilas, fundamentalmente cis-
violaxantina, y el apocarotenoide B-citraurina. En general, el contenido de trans-
violaxantina del flavedo no sufrid variaciones importantes durante el periodo de
tiempo estudiado. En los frutos maduros de las tres variedades la violaxantina
fue el carotenoide mas abundante, constituyendo el 73.10%, 56.24% y 80.42% del
total de carotenoides del flavedo de “Clemenules’, "Nova’ y ‘Fortune’,
respectivamente, siendo el isomero cis alrededor de 4 veces mas abundante que
el trans. Sin embargo, cabe resaltar algunas de las diferencias en la composicion
de carotenoides entre los flavedos de las tres mandarinas. El contenido de
carotenos lineales del flavedo de las mandarinas “Clemenules” y “Nova’
aumentdé de forma continuada durante el desarrollo y la maduracion del fruto, en
mayor medida en la segunda variedad, que alcanzé en los frutos coloreados
(estadio 7) concentraciones de fitoeno y fitoflueno 5 y 6 veces superiores,
respectivamente, a las de "Clemenules” (Figura 47). El contenido de carotenos
lineales del flavedo de la mandarina "Fortune” se mantuvo relativamente
constante desde julio hasta febrero (estadios 1 a 8) y aument6 en el mes de
marzo, presentando el flavedo de frutos maduros de “Fortune  (estadio 9)
concentraciones de fitoeno y fitoflueno 3 y 4 veces superiores, respectivamente,
a las existentes en el flavedo de frutos de "Clemenules’ del mismo estadio de
maduracion (Figura 47). Desde estadios tempranos del desarrollo del fruto se
detectd en el flavedo de las tres mandarinas p-criptoxantina, cuya
concentracion, a partir del momento del viraje de color del flavedo (estadio 4),
fue superior en la mandarina "Nova“ que en el resto (Figura 47). En el flavedo
totalmente coloreado (estadio 7) de "Nova’ la concentracion de B-criptoxantina
fue de 10.30 + 0.32 pg/g PF, mas de dos veces superior a la existente en el
flavedo coloreado de las mandarinas “Clemenules” y "Fortune’. La anteraxantina
presentd un perfil de acumulacion caracteristico en cada una de las variedades
estudiadas (Figura 47). En las mandarinas "Clemenules” y "Fortune” Unicamente
se detectd anteraxantina en los estadios iniciales del desarrollo del fruto,
mientras que la concentracion de este pigmento aumento en el flavedo de la
mandarina "Nova“ durante el desarrollo y la maduracion del fruto. En frutos
totalmente coloreados la concentracion de B-citraurina del flavedo de la
mandarina "Fortune” fue 2.47 y 1.77 veces superior a la existente en el flavedo
de las mandarinas ‘Clemenules” y "Nova’, respectivamente.
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Figura 47: Evolucion de la composicion y del contenido de carotenoides del flavedo de
frutos de las mandarinas "Clemenules” (CMN), "Nova’ y ‘Fortune’ (FRT) durante el
desarrollo y la maduracion. Cuando se detectan dos isomeros del mismo carotenoide la

forma trans se representa en negro y la cis en gris. Los valores son la media + DE de al
menos tres medidas independientes.

En la pulpa de "Clemenules’, "Nova“ y 'Fortune” no se detectaron pB,e-
carotenoides y se observd, durante la maduracion, un incremento de la
concentracion de carotenos y de B,B-xantofilas, siendo estas ultimas los
carotenoides mas abundantes en todas las muestras analizadas (Figura 48). La
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acumulacion de carotenos en la pulpa de la mandarina "Fortune” fue continua
durante todo el desarrollo y la maduracion de los frutos, alcanzandose la maxima
concentracion en la pulpa del estadio 9. En las pulpas de "Clemenules” y "Nova’
la concentracion de carotenos aumenté bruscamente en el estadio 3 y
permanecio relativamente invariable hasta el estadio 6, disminuyendo ligera (en
el caso de "Clemenules’) o bruscamente ('Nova’) en el Gltimo estadio analizado.
El caroteno mas abundante en las tres variedades fue el fitoeno. En la pulpa de
las tres variedades de mandarina la acumulacion de B,B-xantofilas se inicié en el
estadio verde-maduro (estadio 2). A partir de este momento y en todas las
muestras analizadas las B,B-xantofilas mas abundantes fueron cis-violaxantinay
B-criptoxantina, que constituyen, cada una, alrededor del 30% de los
carotenoides totales de la pulpa en las variedades "Clemenules” y "Nova’. En la
pulpa de la mandarina "Fortune” el contenido de B-criptoxantina (=43% del total)
fue ligeramente superior al de cis-violaxantina (=30% del total). En mandarina
"Fortune” se detectaron pequefas cantidades de zeaxantina en todas las
muestras analizadas, salvo en la correspondiente a frutos verde-inmaduro
(estadio 1), mientras que en la pulpa de las mandarinas "Clemenules” y "Nova’
este carotenoide Unicamente se detecto en las fases finales de la maduracion del
fruto (Figura 48). El apocaroteoide B-citraurina no se detectd en la pulpa de la
mandarina "Fortune’ en ninguno de los estadios analizados, mientras que en las
pulpas de "Clemenules” y "Nova“ se detectaron pequefas cantidades (<0.1 pg/g
PF) de este compuesto (Figura 48).

3.3. Andlisis de la expresion de genes de la biosintesis de carotenoides en el
flavedo y la pulpa de frutos de la mandarina ~Clemenules” y de los hibridos
“Fortune” y “Nova~ durante el desarrollo y la maduracion

Con objeto de determinar si las diferencias en el perfil de carotenoides
observadas entre los tejidos de las mandarinas ‘Clemenules’, "Nova“  y
“Fortune” (Figura 47 y Figura 48) se deben una expresion diferencial de los
genes implicados en la biosintesis de carotenoides, se realizd un analisis Northern
utilizando RNA total de flavedo y pulpa de frutos de las tres variedades en cada
uno de los estadios indicados en la Figura 46. Para poder comparar los niveles de
expresion entre las tres variedades de mandarina todas las muestras se
incluyeron en una Unica membrana que se hibridd, al igual que en los apartados
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Figura 48: Evolucion de la composicion y del contenido de carotenoides en la pulpa de
frutos de las mandarinas "Clemenules” (CMN), "Nova® y "Fortune’ (FRT) durante el
desarrollo y la maduraciéon. Cuando se detectan dos isémeros del mismo carotenoide la
forma trans se representa en negro y la cis en gris. Los valores son la media + DE de al
menos tres medidas independientes.

anteriores, con las sondas correspondientes a 13 genes de la biosintesis de
carotenoides.

Se estudiaron los perfiles de expresion de genes de la ruta MEP,
implicados en la biosintesis de IPP plastidico (DXS, HDS y HDR), genes implicados
en la biosintesis de carotenos lineales (PSY, PDS, ZDS y PTOX), genes implicados
en la ciclacion del licopeno (#LCY1, S-LCY2 y &LCY) y genes de la biosintesis de
xantofilas ($-CHX, &CHX y ZEP). Basandonos en los tiempos de exposicion de las
membranas se pueden distinguir la existencia de distintos niveles de expresion:
fuerte (de 1 a 12 h de exposicion), en el caso de PSY, ZDS, FLCY2 y S-CHX;
media (alrededor de 1 dia de exposicion), correspondiente al gen HDR; baja (2
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dias de exposicion), presentada por HDS y f-LCY1; y muy baja (de 60 a 70 h de
exposicion), en el caso de los genes DXS, PDS, PTOX, &LCY, &CHX 'y ZEP.

a) Analisis de la expresion de genes de la ruta MEP

En el flavedo de las tres mandarinas estudiadas los patrones de expresion
de los genes DXS y HDS fueron muy similares (Figura 49). El nivel de expresion de
ambos genes se mantuvo relativamente constante durante los estadios verdes del
fruto (estadios 1 y 2), aumento durante el viraje de color del flavedo (que se
produjo en noviembre, ver Figura 46) y disminuyé a continuacion a niveles
similares a los iniciales, manteniendose relativamente invariable durante el resto
de la maduracion. El patron de expresion del gen HDR también fue similar en los
flavedos de las mandarinas "Clemenules’, "Nova’ y "Fortune  (Figura 49).
Desde finales de agosto hasta principios de noviembre el nivel de expresion de
HDR se redujo ligeramente, incrementandose a continuacion de forma transitoria
y manteniéndose en niveles inferiores a los iniciales durante el resto de la
maduracion del fruto.

En general, el nivel de expresion de los genes DXS, HDS y HDR fue mayor
en el flavedo que en la pulpa en las tres variedades de mandarina (Figura 49). En
la pulpa de "Nova“ la expresion de los tres genes de la ruta MEP aumento, de
forma continuada desde estadios iniciales del desarrollo (HDS y HDR) o, a partir
del estadio verde-maduro (DXS), alcanzandose los niveles maximos de expresion
en frutos totalmente coloreados del mes de diciembre (estadio 7, Figura 49). En
la pulpa de "Clemenules” y "Fortune” la acumulacion del transcrito del gen DXS
aumenté de forma continuada, desde estadios iniciales del desarrollo
("Clemenules’) o a partir del estadio verde-maduro ( Fortune’) y alcanzo su
maximo en el mes de diciembre, manteniéndose relativamente constante (en el
caso de 'Fortune’) o disminuyendo (en el caso de "Clemenules’) al final de la
maduracion. La expresion del gen HDS en la pulpa de “Fortune” fue muy similar a
la descrita en "Nova“, mientras que, en la pulpa de la mandarina ‘Clemenules’
el nivel de expresion fue maximo en el momento del viraje de color del flavedo
(estadio 4) y se redujo durante el resto de la maduracion (Figura 49). El patron
de expresion del gen HDR en la pulpa de las mandarinas “Clemenules’, "Nova“ y
"Fortune” fue muy similar.
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Figura 49: A, Evolucion de la acumulacion de mRNAs correspondientes a tres genes de la ruta
MEP (DXS, HDS y HDR) en el flavedo y la pulpa de frutos de las mandarinas “Clemenules’ (e),
"Nova“ (m) y "Fortune” (A) durante el desarrollo y la maduracion del fruto. Se utilizaron para
cada carrera 12 pg de RNA total procedente de frutos recién cosechados. B, Evolucién del valor
correspondiente a la intensidad de la sefal de hibridacién. Para cada uno de los genes
analizados la intensidad de la sefal de hibridacion fue cuantificada y normalizada respecto al
de la sonda 26S rRNA de Citrus sinensis. En el eje de ordenadas se indican los valores de
intensidad relativa.
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El nivel de expresion del gen DXS fue muy similar en la pulpa de las
mandarinas "Nova“ y "Fortune’, cuantificandose en estas dos variedades hasta 6
veces menos intensidad de sefal de hibridacion que en la pulpa de la mandarina
“Clemenules” (Figura 49B). Los niveles de expresion de los genes HDS y HDR
fueron, hasta el momento del viraje de color del flavedo (estadio 4), muy
similares en la pulpa de las tres variedades de mandarina. Posteriormente, la
acumulacion de los correspondientes transcritos fue superior en “Nova’,
“Fortune’ vy, por Ultimo "Clemenules” (Figura 49B).

b) Anélisis de la expresion de genes implicados en la biosintesis de
carotenos lineales

En el flavedo de las tres variedades de mandarina estudiadas el nivel de
expresion de los genes PSY, PDS, ZDS y PTOX fue similar, manteniendose
relativamente constante durante los estadios verdes y aumentando durante el
desarrollo y la maduracion de los frutos (Figura 50). En el flavedo de la
mandarina “Clemenules” el nivel de expresion de los genes investigados fue
maximo antes de que el flavedo alcanzara la plena coloracion (PSY, ZDS) o, en el
flavedo de frutos totalmente coloreados (PDS, PTOX). En el flavedo de la
mandarina "Nova’ los niveles de expresion de PSY, PDS, ZDS y PTOX alcanzaron
su maximo en el flavedo de frutos coloreados de finales de noviembre (PDS y
ZDS) o en el flavedo de frutos totalmente coloreados (PSY, PTOX) (Figura 50). En
el flavedo de la mandarina “Fortune” la acumulacion de los transcritos
correspondientes a PSY, PDS, ZDS y PTOX, sufri6 un descenso transitorio en el
estadio 5 y aumentd a continuacion, alcanzando su maximo antes de que el fruto
alcanzara la plena coloracion (estadio 7) y disminuyendo posteriormente (Figura
50).

En general, el nivel de expresion de los genes PSY, PDS, ZDS y PTOX, en
la pulpa de las tres mandarinas fue inferior al detectado en el flavedo (Figura
50). Sin embargo, en la pulpa de la mandarina "Nova’, la acumulacion de
transcritos a principios de noviembre (estadios 3 y 4) fue muy similar a la
detectada en el flavedo (Figura 50). En la pulpa de frutos verde-inmaduro
(estadio 1) de las tres variedades de mandarina el nivel de expresion de los genes
PSY, PDS, ZDS y PTOX fue bajo y aumento a partir del estadio verde-maduro
(estadio 2) (Figura 50).
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Figura 50: A, Evolucion de la acumulacion de mRNAs correspondientes a genes implicados en la sintesis
de carotenos lineales (PSY, PDS, ZDS y PTOX) en el flavedo y la pulpa de frutos de las mandarinas
“Clemenules” (o), "'Nova“ (m) y "Fortune’ (A) durante el desarrollo y la maduracion del fruto. Se
utilizaron para cada carrera 12 ug de RNA total procedente de frutos recién cosechados. B, Evolucion
del valor correspondiente a la intensidad de la sefal de hibridaciéon. Para cada uno de los genes
analizados la intensidad de la sefal de hibridacion fue cuantificada y normalizada respecto al de la
sonda 26S rRNA de Citrus sinensis. En el eje de ordenadas se indican los valores de intensidad relativa.
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¢) Andlisis de la expresion de genes implicados en la ciclacién del
licopeno

En el flavedo de las tres variedades de mandarina la expresion de fLCY1
y S-LCY2 aument6 durante el desarrollo y la maduracion del fruto (Figura 51). En
los flavedos de “Clemenules’, "Nova” y ‘Fortune” los transcritos
correspondientes a S-LCY1 se detectaron desde el estadio verde-inmaduro
(estadio 1) y, en general, su acumulacion se mantuvo relativamente constante
hasta el momento de viraje del color del flavedo (estadio 4) (Figura 51). A
continuacion, la acumulacion de mRNAs correspondientes a #LCY1 aumento en
el flavedo de las tres variedades y alcanzé el maximo en el mes de diciembre,
disminuyendo en el flavedo de las variedades "Clemenules” y "Fortune’ durante
el resto de la maduracién (Figura 51). La sefal de hibridacion correspondiente a
B-LCY2 se detectd a partir del estadio verde-maduro (estadio 2) en los flavedos
de "Clemenules’, "Nova“ y "Fortune” (Figura 51) y aumento a partir del viraje
de color del flavedo (estadio 4), alcanzando su maximo en el estadio 7,
correspondiente en las mandarinas "Clemenules” y "Nova“ a frutos totalmente
coloreados. En el flavedo de la mandarina “Fortune” el nivel de expresion de s
LCY2 disminuyd durante el final de la maduracion (Figura 51). Destaca el alto
nivel de expresion de los genes ALCY1l y BLCY2 en el flavedo de frutos
totalmente coloreados de la mandarina "Nova“ (estadio 7). La acumulacion del
mRNA correspondiente al gen &LCY en el flavedo de las tres mandarinas fue
maxima en frutos verde-inmaduro (estadio 1) y disminuy6 durante el desarrollo
del fruto, siendo practicamente indetectable a partir del momento del viraje de
color del flavedo (estadio 4) (Figura 51).

En la pulpa de frutos verde-inmaduro (estadio 1) de las mandarinas
“Clemenules’, "Nova“" y "Fortune’, los niveles de expresion de ALCY1 fueron
muy bajos, aumentaron a partir del estadio verde-maduro (estadio 2) vy
permanecieron relativamente constantes durante el resto de la maduracion
(Figura 51). En el caso de S-LCY2 los transcritos se detectaron en la pulpa a
partir del estadio verde-maduro (estadio 2) y su acumulacion aumento durante la
maduracion de los frutos de ‘Clemenules” y "Nova’, mientras que en la
mandarina “Fortune” se mantuvo relativamente constante. Es interesante
mencionar que el nivel de expresion de S-LCY2 en las pulpas de las mandarinas
"Clemenules” y "Nova“ fue, hasta el estadio 5, superior al existente en el
flavedo (Figura 51). Los transcritos correspondientes a ¢LCY fueron, en la pulpa
de las tres variedades, practicamente indetectables durante todo el proceso de
desarrollo y maduracion de los frutos (Figura 51).
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Figura 51: A, Evolucion de la acumulacion de mRNAs correspondientes a genes implicados
en la ciclacion de licopeno (BLCY1, SLCY2 y &LCY) en el flavedo y la pulpa de frutos de
las mandarinas “Clemenules’ (e), "Nova’ (m) y "Fortune” (A) durante el desarrollo y la
maduracion del fruto. Se utilizaron para cada carrera 12 pg de RNA total procedente de
frutos recién cosechados. B, Evolucion del valor correspondiente a la intensidad de la
sefial de hibridacion. Para cada uno de los genes analizados la intensidad de la sefial de
hibridacion fue cuantificada y normalizada respecto al de la sonda 26S rRNA de Citrus
sinensis. En el eje de ordenadas se indican los valores de intensidad relativa.
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d) Analisis de la expresion de genes implicados en la biosintesis de
xantofilas

Cada uno de los genes estudiados presento durante el desarrollo y la
maduracion de los frutos un patron de expresion caracteristico, aunque similar,
en el flavedo de las tres mandarinas (Figura 52). La acumulacion de los
transcritos de BFCHX aumento, alcanzando su maximo en el flavedo de frutos
totalmente coloreados ('Nova’) o antes de que el flavedo adquiera la plena
coloracion ("Clemenules” y "Fortune’) (Figura 52). El nivel de expresion de &-
CHX disminuyo en el flavedo de las tres variedades a lo largo del desarrollo y la
maduracion de los frutos (Figura 52). A partir del estadio 2 el nivel de expresion
de ZEP se mantuvo practicamente constante en las tres variedades, con un
aumento y un descenso transitorio a mediados de noviembre en los flavedos de
“Clemenules” y "Fortune’, respectivamente (Figura 52).

En la pulpa de las mandarinas "Clemenules’, "Nova’ y ‘Fortune’ la
expresion de p-CHX, &CHX y ZEP fue menor que la detectada en el flavedo
(Figura 52). El nivel de expresién de los genes S-CHX y ZEP aumenté durante el
desarrollo y la maduracion y disminuyo en los Gltimos estadios en la pulpa de las
tres variedades estudiadas (Figura 52). El nivel de expresion de &CHX fue
practicamente constante durante el desarrollo y la maduracion de los frutos de
“Clemenules’, "Nova’ y "Fortune’.

En resumen, los patrones de expresion de los genes MEP fueron, en
general, ligeramente diferentes en el flavedo de cada una de las tres mandarinas,
aunque no se detectaron diferencias importantes del nivel de expresion. Sin
embargo en la pulpa, donde los genes MEP presentaron patrones similares de
expresion, se detectaron diferencias importantes del nivel de expresion entre
variedades. La acumulacion de transcritos correspondientes a DXS en
“Clemenules” fue muy superior a la de "Nova“ y "Fortune’, mientras que el nivel
de expresion de HDS y HDR fue maximo en "Nova“ (Figura 49). En cuanto a los
genes de biosintesis de carotenoides, en lineas generales, no se detectaron
diferencias importantes del nivel ni del patron de expresion entre los tejidos de
“Clemenules’, "Nova“ y "Fortune . Durante el desarrollo y la maduracion de los
frutos de las tres mandarinas se observo aumento del nivel de expresion de los
genes iniciales de la ruta (PSY, PDS, ZDS, PTOX; Figura 50) y de aquellos
implicados en la sintesis de B-caroteno y B,B-xantofilas (#LCY1, f-LCY2, f-CHX y
ZEP; Figura 51 y Figura 52), mientras que la expresion de genes especificos de la
rama B,e- disminuy6 en el flavedo y fue poco o nada detectable en la pulpa (&
LCY y &CHX).
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Figura 52: A, Evolucion de la acumulacion de mRNAs correspondientes a genes implicados en
la sintesis de xantofilas (#CHX, &CHX y ZEP) en el flavedo y la pulpa de frutos de las
mandarinas "Clemenules” (o), 'Nova’ (m) y "Fortune” (A) durante el desarrollo y la
maduracion del fruto. Se utilizaron para cada carrera 12 ug de RNA total procedente de
frutos recién cosechados. B, Evolucion del valor correspondiente a la intensidad de la senal
de hibridacion. Para cada uno de los genes analizados la intensidad de la sefal de
hibridacion fue cuantificada y normalizada respecto al de la sonda 265 rRNA de Citrus

sinensis. En el eje de ordenadas se indican los valores de intensidad relativa.
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1. Aislamiento y caracterizacion funcional de genes correspondientes a
licopeno ciclasas de Citrus sinensis

La ciclacion del licopeno es un paso clave en la sintesis y en la regulacion
de la composicion de carotenoides en plantas (Cunningham 2002; Bouvier et al.
2005). En funcion de la enzima que actue pueden producirse dos tipos de anillos
en los extremos de la molécula de licopeno. La enzima B-LCY cataliza la
introduccion de dos anillos -, mientras que ¢-LCY cataliza la introduccién de un
anillo e-. Generalmente, la enzima &-LCY Unicamente puede actuar sobre uno de
los extremos del licopeno, generando &8-caroteno, mientras que B-LCY puede
actuar sobre los dos extremos de la molécula o sobre el extremo lineal del §-
caroteno, produciendo B- y a-caroteno, respectivamente. Solamente en algunas
especies de lechuga (Lactuca sativa) se ha descrito la existencia de una &-LCY
capaz de introducir dos anillos &- en ambos extremos de la molécula de licopeno,
generandose lactucaxantina (Cunningham y Gantt 2001).

En el momento de iniciarse esta Tesis doctoral se habia descrito en
citricos la existencia de dos genes LCYs que se expresaban tanto en hojas como
en frutos: un gen &LCY, cuya expresion se reduce durante el desarrollo y la
maduracion del fruto y un gen ALCY, cuya expresion es constitutiva en frutos
(Kato et al. 2004; Rodrigo et al. 2004). Sin embargo, Unicamente se disponia de
las secuencias parciales de estos genes y la actividad de las proteinas
correspondientes no habia sido comprobada. En otros frutos existen dos genes
que codifican B-LCYs funcionales: S-LCY y B (SIf-LCY2) en tomate y f-LCY y CCS
en pimiento (Hugueney et al. 1995; Bouvier et al. 1997; Ronen et al. 2000).
Tanto en tomate como en pimiento uno de los genes A-LCY se expresa en tejidos
cloro- y cromoplasticos (#LCY), mientras que el otro (B y CCS) presenta una
expresion especifica de tejido cromoplastico (Deruere et al. 1994; Hugueney et
al. 1995; Ronen et al. 2000). En este trabajo se han aislado las secuencias
codificantes completas de tres licopeno ciclasas, dos correspondientes a f-LCYs
(Csf-LCYL y Csp-LCY2) y una &LCY a partir de material vegetal de C. sinensis
("Navel’) y, mediante ensayos de expresion heterologa en E.coli, se ha
comprobado la funcionalidad de las correspondientes enzimas.

La secuencia proteica de Csp-LCY1 fue entre un 75% y un 90% idéntica a
las de B-LCYs de otras plantas identificadas hasta la fecha (Anexo 1) y presento
en el extremo amino-terminal un péptido sefal de importacién a plastidios
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(Figura 12). Este tipo de sefnales de importacion se encuentran en todas las
enzimas implicadas en la biosintesis de carotenoides en plantas (Fraser y Bramley
2004; Bouvier et al. 2005; Howitt y Pogson 2006; DellaPenna y Pogson 2006;
Sandmann et al. 2006) y, en el caso concreto de las B-LCYs, suele encontrarse en
los primeros 50-100 aminoacidos de la secuencia (Hugueney et al. 1995; Krubasik
y Sandmann 2000). Estos resultados concuerdan con los primeros datos relativos a
la localizacion subcelular de la B-LCY aislada de frutos citricos, en los que se
describe su importacion a cloroplastos (Inoue et al. 2006). Esta senal de
importacion a plastos, que no se encuentra en B-LCYs de bacterias ni de
cianobacterias (Hugueney et al. 1995), no parece esencial para la actividad
catalitica B-LCY (Cunningham et al. 1996). Sin embargo, incluido en esta sefal se
localiza un motivo muy conservado, marcado en la Figura 12 como region
conservada en B-LCYs’, que se ha propuesto como determinante para la
asociacion de estas proteinas a la membrana (Hugueney et al. 1995), que es un
requisito indispensable para la correcta actividad catalitica (Beyer et al. 1991).
En la secuencia de CsB-LCY1 se identificdé un motivo de unién a dinucleétido
(Figura 12), conservado en B-LCYs vegetales y bacterianas. En la secuencia de
CsB-LCY1 se identificaron también diversos motivos (CMI, CMII y region cargada,
en la Figura 12) altamente conservados en B-LCYs de plantas y cianobacterias, y
moderadamente conservados en B-LCYs de bacterias. Ademas, también se
encontré un “motivo B-ciclasa’ altamente conservado en B-LCYs de plantas,
incluso en aquellas cuya actividad en ensayos de expresion heterologa es
reducida, como SIB-LCY2 (B) y CaCCS (Anexo 1). Estas regiones podrian constituir
dominios implicados en la interaccion enzima-sustrato y/o en la catalisis
(Hugueney et al. 1995; Cunningham et al. 1996; Bouvier et al. 1997). Segin
estudios previos, las B-LCYs de plantas poseen hélices o con localizacion
transmembrana (Hugueney et al. 1995; Cunningham et al. 1996). Sin embargo, y
de acuerdo con los resultados de Inoue et al. (2006), el paquete informatico
TMHMM no predice localizacion transmembrana de ninguna de las hélices o del
extremo carboxi-terminal de Csp-LCY1 (Figura 13). Esta ausencia de hélices
transmembrana sugiere que la enzima CsB-LCY1 no se encuentra anclada a la
membrana y concuerda con los datos que indican que la asociacion de B-LCY de
mandarina Satsuma a la membrana es periférica (Inoue et al. 2006).

La secuencia proteica de &-LCY aislada a partir de naranja “Navel’
present6é una identidad del 66-74% con otras &-LCYs (Anexo 1) y proxima al 30%
con B-LCYS de otras plantas. Pese a la baja identidad de secuencia existente
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entre B- y e-LCYs, ambos tipos de enzimas presentan residuos conservados, el
44% de ellos localizados en motivos sefalados como caracteristicos de LCYs
(Figura 12). La similitud entre B-LCYs y &-LCYs en los motivos de union a
dinucleodtido, MCI, MCIl y en la region cargada ya habia sido descrita con
anterioridad (Krubasik y Sandmann 2000). Destacan la serie de aminoacidos
NNYGVW-DE (marcados en rosa en la Figura 12 y la Figura 21), totalmente
conservada en los dos tipos de LCYs, y cuya busqueda de homologias en bases de
datos revela que Unicamente esta presente en B- y ¢-LCYs, sugiriendo que puede
desempeifiar un papel fundamental en la determinacion de la actividad ciclasa. Al
igual que en el caso de las B-LCYs y &-LCYs estudiadas hasta la fecha
(Cunningham et al. 1996; Cunningham y Gantt 2001) se predice la localizacion de
Cse-LCY en plastos (Figura 21), como recientemente ha sido demostrado (Inoue
et al. 2006). De acuerdo con los resultados de Inoue et al. (2006), que describen
una fuerte asociacion de la e-LCY de mandarina Satsuma a la membrana, en el
extremo carboxi-terminal de Cse-LCY se predice la formacion de una estructura
hélice o con localizacion transmembrana (Figura 21). Dado que la ausencia del
extremo carboxi-terminal de ¢-LCY conduce a una carencia de actividad
(Cunningham y Gantt 2001) puede que la union a la membrana de esta enzima
sea un requisito fundamental para su fucionalidad, al igual que sucede en otras
enzimas implicadas en la biosintesis de carotenoides como PSY (Schledz et al.
1996; Welsch et al. 2000), y PDS (al Babili et al. 1996; Bonk et al. 1997).
Adicionalmente, en este extremo se localiza un motivo implicado en la
determinacion del nimero de anillos &- que son introducidos en la molécula de
licopeno (Cunningham y Gantt 2001). En Cse-LCY se identifico el motivo que
determina actividad e-monociclasa (ALILQV, Figura 21). El motivo que determina
actividad e-biciclasa (SHIVLM) Unicamente ha sido identificado en la enzima e-
LCY de lechuga, que es la Unica planta en la que se ha descrito la acumulacion de
g-caroteno, resultante de la e-ciclacion de los dos extremos de la molécula de
licopeno. Dado que las enzimas LCYs parecen encontrarse formando dimeros
(Figura 8) la capacidad mono- o biciclasa de &-LCY podria estar condicionada por
su capacidad para acomplejarse consigo misma.

La actividad licopeno ciclasa de las proteinas B-LCY1 y &-LCY aisladas de
C. sinensis se evalué mediante ensayos de expresion heterdloga en una cepa de
E.coli productora de licopeno. La expresion de Csf-LCY1 y Cse-LCY en esta cepa
de E.coli produjo un cambio en la coloracion de las colonias, de rosado a amarillo
y a amarillo palido, respectivamente, indicando que ambos genes codifican
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enzimas capaces de convertir el licopeno en otro carotenoide (Figura 18 y Figura
22). En el analisis de los carotenoides presentes en los cultivos bacterianos
expresando Csp-LCY1 se detectd B-caroteno y no se detectd y-caroteno, que
resultaria de la B-ciclacion de un dnico extremo del licopeno (Figura 19),
indicando que Csp-LCY1 codifica una enzima con actividad licopeno B-biciclasa.
Sin embargo, en los cultivos bacterianos expresando Css-LCY se detectd §-
caroteno, resultante de la introduccion de un anillo - en un Unico extremo de la
molécula de licopeno y no se detecto e-caroteno, que resultaria de la e-ciclacion
de los dos extremos de la molécula (Figura 22), indicando que Css-LCY codifica
una licopeno e-monociclasa.

Con el fin de determinar si en frutos citricos existe un ortdlogo al gen B
de tomate (SIALCY2), que codifica una B-LCY especifica de tejido cromoplastico,
se realizo una bisqueda de secuencias con homologia en las bases de datos, y se
identific6 un gen de C. sinensis que codifica una proteina (Csp-LCY2) 53%
idéntica a Csp-LCY1 (Figura 12). Los motivos descritos como caracteristicos de B-
LCYs se encuentran altamente conservados en Csp-LCY2 (Figura 12). Mediante
ensayos de expresion heteréloga de CspLCY2 en la cepa de E.coli productora de
licopeno, se confirmé que este gen codifica una enzima capaz de ciclar el
licopeno a B-caroteno, aunque su actividad en estos ensayos fue casi 2.5 veces
menor que la de CsB-LCY1 en las mismas condiciones experimentales (Figura 19).
La diferencia de actividad entre CsB-LCY1 y CsB-LCY2 podria explicarse por
cambios de aminoacidos en algunos de los motivos conservados en las B-LCYs
(Figura 12). Por ejemplo, en la ‘region conservada en B-LCYs", la conservacion
de la secuencia en CsB-LCY2 es parcial, siendo éste un motivo importante para la
asociacion de estas proteinas a la membrana y su correcta funcionalidad (Beyer
et al. 1991; Hugueney et al. 1995). Ademas, la conservacion de este motivo
también es parcial en SIB-LCY2 y CaCCS (Anexo ), que solo son capaces de ciclar
entre el 10 y el 20% del licopeno a B-caroteno en ensayos funcionales (Hugueney
et al. 1995; Ronen et al. 2000). Por otro lado, las sustituciones de aminoacidos
que existen en el motivo de union a dinucledtido en la secuencia de Csp-LCY2
también se encuentran altamente conservadas en SIB-LCY2 y CaCCS (Anexo ).
Pese a que los citados cambios de aminoacidos no parecen alterar la estructura
secundaria caracteristica lamina B/ hélice a/ lamina B del bolsillo de union a
NADH (Figura 13), podrian afectar a la actividad. Por ultimo, los cambios
existentes en el motivo B-ciclasa también podrian explicar las diferencias de
actividad entre ambas B-LCYs si, al igual que sucede en &-LCYs, el extremo
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carboxi-terminal fuera esencial para una correcta actividad -catalitica
(Cunningham y Gantt 2001).

Cabe resaltar que, dado que el citoplasma de E.coli es bioquimicamente
similar a los plastidios (Gallagher et al. 2003), los ensayos de expresion
heterdloga en E.coli son un buen sistema para evaluar la actividad licopeno
ciclasa de proteinas de plantas, como ya se ha comprobado con anterioridad
(Cunningham et al. 1993; Hugueney et al. 1995; Cunningham et al. 1996; Pecker
et al. 1996; Ronen et al. 1999; Ronen et al. 2000; Bouvier et al. 2000;
Cunningham y Gantt 2001; Inoue et al. 2006). Sin embargo, en este sistema
experimental las enzimas no son ensambladas, procesadas ni modificadas
transcripcionalmente del mismo modo en que lo serian en las células vegetales.
Adicionalmente, existen una serie de factores que influyen claramente en los
ensayos funcionales en E.coli, como el plasmido utilizado para la expresion
heterdloga, la temperatura de crecimiento de los cultivos y el tiempo de
incubacion (datos no mostrados), el plasmido utilizado para generar una cepa de
E.coli productora de carotenoides e incluso la cepa de E.coli (Wurtzel et al.
1997). En el caso concreto de B-LCY1 y &-LCY de C. sinensis, nuestros ensayos
indicaron eficacias de conversion de licopeno proximas al 96 y al 57%,
respectivamente (Figura 19 y Figura 22), mientras que las enzimas -LCY1 y -
LCY de mandarina Satsuma, que son 99 y 100% idénticas a las de C. sinensis,
presentaron en los ensayos de expresion heterologa realizados por Inoue et al.
(2006) porcentajes de conversion del licopeno cercanos al 50 y al 100%,
respectivamente. Las Unicas diferencias entre ambos ensayos fueron la cepa de
E.coli utilizada (XL1-Blue o DH5-a) y el plasmido utilizado para dotarla de la
capacidad de producir licopeno (pACCRT-EIB o pAC-LYC).

En resumen, la caracterizacion funcional realizada en este trabajo
demuestra que los genes CsALCY1l, Csp-LCY2 y CseLCY codifican proteinas
capaces de ciclar el licopeno (Figura 19 y Figura 22), aunque la eficiencia de
conversion de licopeno in vivo de cada una de estas enzimas podria variar de la
directamente cuantificada de los ensayos funcionales realizados.

Cada uno de los dos genes $-LCYs de naranja "Navel  caracterizados en
este estudio presento un patrén de expresion caracteristico durante el desarrollo
y la maduracion de los frutos. Mientras que el nivel de expresion de Csp-LCY1 se
mantuvo relativamente invariable, tanto en el flavedo como en la pulpa, la
acumulacion de transcritos de CspLCY2 aumentd en ambos tejidos (Figura 15).
Ademas, la expresion de CspLCY2 se detectdo en pétalos de flores y fue

173



Discusion

practicamente indetectable en el flavedo de frutos verde-inmaduro, en hojas,
tallos y raices, mientras que la expresion de Csp-LCY1 se detecto en todos los
tejidos analizados, incluyendo todos los estadios de desarrollo y maduracion del
fruto (Figura 15 y Figura 16). En otras variedades y especies de citricos, la
expresion del gen S-LCY2 tampoco se detectd en el flavedo verde-inmaduro
(Figura 31, Figura 40 y Figura 51). Estos resultados, que parecen indicar que la
expresion del gen Csf-LCY2 es especifica de tejido cromoplastico, se confirman
por los resultados obtenidos a partir del estudio de la expresion de FLCY2 “in
silico”, utilizando las bases de datos de citricos CFGP y HarvEST:Citrus (Tabla
14). Entre ambas bases de datos suman un total de 131 genotecas, de las que
mas de la mitad se generaron a partir de hojas, tallos y/o raices de citricos. El
resto de las genotecas se generaron a partir de tejido reproductivo de frutos
citricos (ovarios, flores y frutos). En concordancia con los resultados obtenidos
mediante analisis Northern, no se detectaron ESTs correspondientes a S-LCY2 en
ninguna genoteca generada a partir de hojas, tallos o raices y tampoco en
ninguna genoteca generada a partir de semillas. Mas del 90% de los ESTs
correspondientes a S-LCY2 se identificaron en genotecas generadas a partir de
tejidos de fruto maduro, de acuerdo con los mayores niveles de expresion de -
LCY2 al final de la maduracion. La Unica genoteca realizada a partir de tejido
verde en la que se detectaron ESTs correspondientes a f-LCY2 fue la preparada
con mezcla de ovarios senescentes y frutos verdes tratados con GA;. Este
resultado podria explicarse por la elevada produccion de etileno que tiene lugar
en ovarios senescentes (Gomez Cadenas et al. 2000; Katz et al. 2004) que
estimularia la expresion de f#LCY2, tal y como sucede en la mayoria de los genes
de la biosintesis de carotenoides en frutos citricos (Rodrigo y Zacarias 2006).
Igualmente, muchos de los ESTs se detectaron en genotecas en las que en el
tejido de partida se estaba produciendo etileno, como por ejemplo, frutos
maduros almacenados en frio (Lafuente et al. 2003; Zacarias et al. 2003),
infectados con Penicillium (Marcos et al. 2005) o sometidos a altas temperaturas
(L. Zacarias, comunicacion personal), o los pétalos durante su curvatura y la
apertura de la flor (Zacarias et al. 1991).

La expresion especifica de f#LCY2 en tejido cromoplastico y su induccion
por etileno concuerdan con motivos reguladores cis identificados en su secuencia
promotora. La especificidad de expresion podria explicarse por la existencia de
un motivo similar al descrito previamente en melon que dirige la expresion del
gen cucumisin al fruto (Yamagata et al. 2002), mientras que la induccion por
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etileno se deberia a la presencia de varios motivos de respuesta a etileno (Tabla
15). Adicionalmente, se localizd en la secuencia promotora de S-LCY2 un motivo
ATCTA en tandem, que ha sido descrito en las secuencias promotoras de los
genes DXS, HDR y PSY, lo que sugiere un mecanismo de regulacion comdn a todos
ellos (Rodriguez Concepcion 2006).

La existencia de dos genes que codifican B-LCYs, cada uno de ellos con
un patrén de expresion caracteristico, también ha sido descrita en otros frutos
como tomate y pimiento. En tomate, el gen que codifica la B-LCY canédnica (4
LCY1) se expresa en hojas y tejidos verdes del fruto, disminuyendo su expresion
durante la maduracion (Ronen et al. 2000; D'Ambrosio et al. 2004), mientras que
el gen B (que codifica B-LCY2) se expresa de forma transitoria en frutos virando y
no se detecta en hojas (Ronen et al. 2000). Los dos genes fLCYs de tomate se
expresan en las flores en una proporcion similar (Ronen et al. 2000), al igual que
CspLCY1y Csp-LCY2 en pétalos del naranjo "Navel ™ (Figura 16). En pimiento, el
nivel de expresion del gen S-LCY es mayor en hojas que en frutos, en los que
presenta un patron de expresion constitutivo (Hugueney et al. 1995), mientras
que el gen CCS, que codifica una enzima bifuncional (CCS/B-LCY), presenta una
expresion especifica de fruto y se induce durante la maduracion (Bouvier et al.
1994). Las isoformas B-LCY especificas de tejido cromoplastico identificadas
hasta la fecha en frutos, como la B-LCY2 de tomate (Ronen et al. 2000) y la de
naranja caracterizada en esta Tesis y CCS de pimiento (Hugueney et al. 1995)
presentan multitud de similitudes. Los resultados obtenidos en este trabajo y por
otros autores (J.X. Chaparro, Universidad de Florida, comunicacion personal)
parecen indicar que CsALCY2 se encuentra en copia Unica en el genoma de los
citricos (Figura 17) y carece de intrones (apartado 4 del Capitulo | de
Resultados). Los genes f-LCY2 de tomate y CCS de pimiento también carecen de
intrones y, al menos el primero, se encuentra en copia Unica (Deruere et al.
1994; Ronen et al. 2000). Por Ultimo, los tres genes (Csp-LCY2, SIS-LCY2 y CaCCS)
codifican proteinas que tienen, en ensayos de expresion heterologa en E.coli,
menor actividad que la B-LCY canénica (Hugueney et al. 1995; Ronen et al. 2000;
Figura 19). Ademas, las tres proteinas presentaron una relacion filogenética mas
estrecha entre ellas que con las B-LCYs canodnicas correspondientes, y formaron
un grupo separado (Figura 14). En el mismo grupo filogenético de Csp-LCY2, SIp-
LCY2 y CaCCS se engloban también las NSY de tomate y patata indicando un
origen comin de los genes ALCY, CCS y NSY (al Babili et al. 2000; Krubasik y
Sandmann 2000), que codifican enzimas con un mecanismo de reaccion muy
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similar (Bouvier et al. 1997; Bouvier et al. 2000; al Babili et al. 2000). De hecho,
B-LCY cataliza una version simplificada de las reacciones catalizadas por NSY y
CCS, lo que sugiere que estas dos Ultimas enzimas se pudieron originar a partir de
B-LCY durante la evolucion de las plantas superiores para dar lugar a nuevos
carotenoides oxigenados (Bouvier et al. 2000). Otras evidencias que indican que
NSY y CCS se originaron a partir de una duplicacion génica de #LCY es que en las
cianobacterias, los supuestos progenitores de los plastidios, no existen NSY ni
CCS, pero si f-LCY (Bouvier et al. 2000; Krubasik y Sandmann 2000).

Los resultados de esta Tesis indican que en frutos citricos existen dos
alelos del gen f-LCY2: f-LCY2a y f-LCY2b. La presencia de ambos alelos se ha
detectado en las tres especies analizadas: C. sinensis, C. paradisi (Figura 24) y
C.clementina (Tabla 14). Ambos alelos codifican proteinas 96% idénticas (Tabla
12) que, sin embargo, difieren en su actividad en ensayos de expresion
heterologa en E.coli. Mientras que $LCY2a codifica una proteina capaz de ciclar
el licopeno a B-caroteno (Figura 19), el alelo fLCY2b, aislado originalmente a
partir de C. paradisi, codifica una proteina que, en las mismas condiciones
experimentales, practicamente carece de actividad B-LCY (Figura 23). Como se
ha mencionado anteriormente, el nivel de actividad licopeno ciclasa en estos
ensayos no corresponde necesariamente con el nivel de actividad in vivo. Por
tanto, una posibilidad seria que el alelo p-LCY2b codificase una proteina con
actividad B-LCY in vivo y que en E.coli existiese algun factor que imposibilitara
su actividad. Sin embargo, tanto ALCY1l, como fLCY2a y &LCY codifican
enzimas con actividad LCY en los ensayos de expresion heterdloga en E.coli. Por
tanto, dado que todos los ensayos se realizaron en las mismas condiciones
experimentales, lo mas probable es que la ausencia de actividad de B-LCY2b en
E.coli refleje la ausencia de actividad LCY de este enzima in vivo. La presencia
de una isoforma B-LCY2 no funcional ha sido descrita en los mutantes old gold
(og) y old gold crimson (og®) de tomate, en los que practicamente no se detecta
B-caroteno. En la secuencia nucleotidica de ALCY2 de los mutantes se ha
producido una delecion (og) o una insercion (og®) de uno o dos nucledtidos,
respectivamente, que originan cambios en la pauta de lectura del gen y dan
como resultado proteinas no funcionales (Ronen et al. 2000). Este no es el caso
del alelo no funcional A-LCY2b de los citricos, ya que codifica una secuencia
peptidica del mismo tamano que B-LCY2a y 96% idéntica. El alto grado de
similitud existente en motivos conservados entre las secuencias proteicas de j3-
LCYs de plantas monocotileddneas y dicotiledoneas e incluso entre enzimas con

176



Discusion

reducida actividad licopeno ciclasa en ensayos de expresion heterologa en E.coli,
como CCS, SIB-LCY2 y Csp-LCY2a, y con enzimas &-LCY vegetales (Figura 12)
sugiere que, incluso pequefas alteraciones de la secuencia proteica pueden
afectar la actividad catalitica LCY de estas enzimas. Un claro ejemplo es el
descrito por Cunnigham y Gantt (2001), en el que el cambio de un unico
aminoacido de e-LCY determina la actividad mono o biciclasa de esta enzima e
incluso la ausencia de actividad. En consecuencia, algunos de los 16 cambios de
aminoacidos observados en la secuencia de B-LCY2b (Tabla 12) podrian ser los
responsables de la ausencia de actividad B-LCY. De los cambios de aminoacidos
identificados la mayor parte de ellos son conservativos (37.5%) o se localizan en
posiciones de alta variabilidad entre las B-LCYs (43.7%). Sin embargo, destacan
los cambios de las posiciones 67, 72 y 359, localizados en zonas altamente
conservadas en B-LCYs (Figura 23). Los dos primeros (aa 67 y 72) se encuentran
en una region del péptido sefal conservada en todas las B-LCYs vegetales,
mientras que el tercero (aa 359) se localiza en un motivo conservado incluso en
algas fotosintéticas y algunas enterobacterias (CMIl en Figura 12). Los cambios
en las posiciones 67 (V>E) y 72 (D->V) suponen un cambio de polaridad del
aminoacido, mientras que el cambio en la posicion 359 de glicina a serina supone
la introduccion de una cadena alifatica con un grupo alcohol. Por tanto,
cualquiera de estos cambios podria alterar la estructura de la proteina o afectar
directamente al centro activo. De hecho, el programa PSIPRED predice la
formacion de una estructura hélice o entre los aminoacidos 55 y 61 de Csp-LCY2b
(datos no mostrados) que no se predice en Csp-LCY2a (Figura 13). En frutos de
tomate, ademas de B-LCY2, se ha identificado una proteina, 98% idéntica
denominada SINSY (Anexo Il), que carece de actividad B-LCY en ensayos de
expresion heterdloga en E.coli (Bouvier et al. 2000). Los motivos descritos como
caracteristicos de B-LCYS se encuentran totalmente conservados entre las
secuencias de SIB-LCY2 y SINSY, que Unicamente difieren en cinco aminoacidos.

2. Estudio de las licopeno ciclasas en relacion con la acumulaciéon de licopeno
y B.B-xantofilas en frutos citricos.

El licopeno es un intermediario en la sintesis de carotenoides que
conduce a las xantofilas, que son los carotenoides que normalmente se acumulan
en mayor proprocion en los frutos citricos (Figura 2). Sin embargo, la presencia
de licopeno en frutos citricos es un fenomeno bastante inusual, lo que sugiere
que la reaccion de ciclacion de licopeno debe ser muy eficiente y encontrarse
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altamente regulada. La posibilidad mas sencilla para explicar la acumulacion de
licopeno en determinados frutos citricos seria una alteracion en la capacidad de
ciclacion del licopeno, bien por mutaciones de los genes que codifican LCYs,
alteraciones del patron de expresion de los mismos y/o de la actividad de las
enzimas correspondientes. Hasta la fecha, en frutos citricos Unicamente se ha
descrito la acumulacion de licopeno en pumelos (Gross 1987; Fanciullino et al.
2006; Xu et al. 2006), pomelos (Khan y Mackinney 1953; Ting y Deszyck 1958;
Gross 1987; Rouseff et al. 1992; Lee 2000; Xu et al. 2006), dos variedades de
naranja (Monselise y Halevy 1961; Lee 2001; Alquézar et al. 2005; Xu et al. 2006)
y un limén (http://www.citrusvariety.ucr.edu/citrus/lemons.html#pink). Los

escasos estudios en los que se ha analizado el contenido de licopeno en el
flavedo y la pulpa de pumelos rojos (Gross 1987; Xu et al. 2006), pomelos rojos
(Xu et al. 2006; Figura 36 y Figura 37) y naranjas que acumulan licopeno (Xu et
al. 2006; Figura 28 y Figura 29) indican que las mayores concentraciones de
licopeno se detectan en la pulpa. Considerando que la expresion del gen &LCY en
la pulpa de los citricos es muy reducida o indetectable (Kato et al. 2004; Figura
31, Figura 40 y Figura 51) parece improbable que alteraciones de este gen, o de
la enzima que codifica, puedan conducir a la acumulacion de licopeno en este
tejido. Por otro lado, mientras que la actividad B-LCY es esencial para la
biosintesis de B,B- y B,e-xantofilas, la actividad -LCY Unicamente se requiere
para la biosintesis de P,e-xantofilas. En consecuencia, alteraciones de la
actividad e-LCY conducirian a una disminucion del contenido de B,e-xantofilas,
pero probablemente no a un aumento del contenido de licopeno, ya que seria
rapidamente convertido en PB-caroteno. Dicho efecto se observa en patatas
transgénicas en las que la supresion de la actividad &-LCY aumenta el contenido
en fB-caroteno y B,B-xantofilas (Diretto et al. 2006). En base a estas
consideraciones, alteraciones en las enzimas B-LCYs podrian ser las principales
responsables de la inususal acumulacion de licopeno en frutos citricos. Con el fin
de estudiar esta hipdtesis se aislaron y caracterizaron los genes f-LCYs de dos
mutantes: la naranja "Cara Cara’, que acumula licopeno en la pulpa (Lee 2001;
Alquézar et al. 2005; Xu et al. 2006), y el pomelo "Star Ruby’, que acumula
licopeno en el flavedo y la pulpa (Xu et al. 2006; Figura 36 y Figura 37).
Ademas, como control y referencia para todos los ensayos, se seleccioné una
variedad de pomelo blanco (*Marsh ") originada, al igual que el pomelo rojo "Star
Ruby’, a partir de pomelo "Duncan” (Gmitter 1993).
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Los genes S-LCY1 clonados a partir de las naranjas "Navel” y “Cara
Cara’, y de los pomelos "Marsh” y "Star Ruby’ codifican proteinas de secuencia
idéntica, con una capacidad de conversion de licopeno a B-caroteno en ensayos
de expresion heteréloga en E.coli del 88.14 + 9.11% (Figura 19 y Tabla 11). Por
otro lado, en los mutantes que acumulan licopeno el nivel de expresion de #
LCY1 fue superior (*Cara Cara’, Figura 33) o similar (" Star Ruby’, Figura 40) al
de la variedad parental. Por tanto, la acumulacion de licopeno en la naranja
“Cara Cara’ y el pomelo "Star Ruby’ no parece deberse a alteraciones de la
expresion de ALCY1, ni a una actividad defectuosa de la correspondiente
proteina.

En las naranjas 'Navel  y "Cara Cara’ todos los cDNAs clonados de A
LCY2 correspondieron al alelo #LCY2a, que codifica una proteina con actividad
B-LCY en ensayos de expresion heteréloga en E.coli (apartados 1.1, 1.4y 3.2 del
Capitulo | de Resultados), sugiriendo que en C. sinensis Unicamente existe o se
transcribe el alelo fLCY2a. Adicionalmente, dado que la expresion de S-LCY2 en
naranja "Cara Cara’ es similar o superior a la de la variedad parental (Figura
33), podrian descartarse alteraciones de la expresion de p-LCY2 como
responsables de la acumulacion de licopeno en “Cara Cara’. Por otro lado, en los
pomelos “Marsh” y “Star Ruby’ todos los cDNAs de pLCY2 clonados
correspondieron al alelo #LCY2b, que codifica una proteina con muy poca o nula
actividad B-LCY en ensayos de expresion heterdloga (apartado 3.2 del Capitulo |
de Resultados), sugiriendo que en C. paradisi Unicamente existe o se transcribe
mayoritariamente el alelo S-LCY2b. El analisis de DNA gendémico de C. sinensis y
C. paradisi mostro que los dos alelos del gen S-LCY2 se encuentran representados
en el genoma de ambas especies (Figura 24). Sin embargo, al menos en la pulpa
de los frutos virando, el nivel de acumulacion de transcritos de cada uno de los
alelos difiere entre ambas especies (Figura 25 y Tabla 13): en C. sinensis se
transcribe mayoritariamente A-LCY2a mientras que en C. paradisi lo hace -
LCY2b. De acuerdo con lo anterior, en las bases de datos Unicamente se
detectaron ESTs de C. paradisi correspondientes a f-LCY2b, mientras que en C.
sinensis se detectaron ESTs correspondientes a ambos alelos, aproximadamente
en la misma proporcion (Tabla 14). En C. paradisi la baja expresion de fLCY2
(Figura 40) unida a la transcripcion mayoritaria de #LCY2b (alelo no funcional),
podria explicar la acumulaciéon de licopeno en el pomelo “Star Ruby’, cuyo
particular fenotipo y las bases moleculares del mismo se discuten mas adelante
(apartado 5.2 de este Capitulo). En tomate, también se ha descrito la existencia
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de dos alelos para el gen homologo ALCY2 (B/b), que difieren en su patron y
nivel de acumulacion de transcritos (Ronen et al. 2000). Ambos alelos codifican
proteinas con actividad B-LCY in vitro y 98% idénticas a nivel de aminoacidos,
localizandose diferencias en las secuencias promotoras de cada uno de los alelos.
En el caso del gen pB-LCY2 en frutos citricos, el analisis de la region promotora
también reveld una secuencia distinta asociada a cada uno de los dos alelos. Sin
embargo, las secuencias promotoras de ambos alelos fueron 96% idénticas, y no
se encontraron entre ellas diferencias importantes en los elementos cis
identificados (Tabla 15).

Durante la maduracion de las naranjas y las mandarinas la composicion
de carotenoides del flavedo cambia de B,e-carotenoides a ,3-carotenoides (Kato
et al. 2004; Rodrigo et al. 2004; Figura 28 y Figura 47). Dado que en estas
especies el patron de expresion de FLCY1 es bajo y pacticamente constitutivo,
Kato et al. (2004) y Rodrigo et al. (2004) han explicado el cambio en el perfil
cualitativo de carotenoides por una disminucion de la expresion del gen &LCY, de
forma que no se produce a-ciclacion y se limita el flujo a través de la rama B,e-
de la ruta de biosintesis de carotenoides. La importancia de los niveles de
expresion de los genes LCYs en la determinacion de la composicion de
carotenoides también ha sido descrita en otros frutos, como tomate y pimiento.
En el fruto maduro del tomate se acumula licopeno y pequenas cantidades de j3-
caroteno debido a que B-LCY2 (B) se expresa de forma transitoria en el estadio
virando y la expresion de los genes S-LCY1 y &LCY se reprime durante la
maduracion (Giuliano et al. 1993; Fraser et al. 1994; Pecker et al. 1996; Ronen
et al. 1999; Ronen et al. 2000; Bramley 2002). En pimiento, donde el patron de
expresion de &LCY no ha sido estudiado, el redireccionamiento del flujo de la
ruta de biosintesis de carotenoides de la rama B,¢- hacia la rama B,B-, que tiene
lugar durante la maduracion, se atribuye mayoritariamente a un aumento en la
actividad de la enzima CCS, capaz de ciclar el licopeno a B-caroteno (Hugueney
et al. 1995).

El nuevo gen ALCY2 de frutos citricos, caracterizado por primera vez en
este trabajo, podria desempeiar un papel fundamental en el redireccionamiento
del flujo de carotenoides hacia la rama B,B- de la ruta de biosintesis que tiene
lugar durante la maduracion de los frutos citricos. De hecho, el patron de
expresion de S-LCY2 es coincidente en el tiempo con la acumulacion masiva de
B,B-xantofilas que se produce en el flavedo durante la maduracion de naranjas y
mandarinas (Figura 15, Figura 31, Figura 33 y Figura 51). En el flavedo, a partir
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del estadio verde-maduro se produce un aumento de la expresion de BLCY2,
mientras que la acumulacion de los transcritos correspondientes a ¢LCY es cada
vez menor, favoreciéndose la biosintesis de B-caroteno. Los resultados de esta
Tesis, de acuerdo con los presentados por Kato et al. (2004), indican que el gen
&LCY no se expresa o lo hace muy poco en la pulpa y, en consecuencia, no se
detecta acumulacion de B,e-carotenoides en este tejido. En la pulpa, la
induccion de la expresion de BLCY2 es anterior que en el flavedo, en
concordancia con la acumulacion mas temprana de B,B-xantofilas en este tejido.
Estos datos indican que el nivel de expresion de ALCY2 parece regular la
acumulacion de B,B-xantofilas, en la pulpa y en el flavedo de los frutos citricos.

Por otro lado, la acumulacion de licopeno en el pomelo "Star Ruby’,
donde el nivel de expresion de A#LCY2 es mas reducido que en las naranjas y se
transcribe fundamentalmente el alelo que codifica una proteina no funcional (-
LCY2b), sugiere que la contribucion de la actividad B-LCY1 al redireccionamiento
del flujo hacia la sintesis de B-caroteno es minoritaria. En pimiento, dado que 4
LCY presenta un nivel de expresion constitutivo durante todo el proceso de
maduracion, también se le ha atribuido un papel menor al redireccionamiento
del flujo (Hugueney et al. 1995). Asimismo, en frutos maduros de tomate se ha
sugerido que la actividad B-LCY1 no contribuye a la sintesis de B-caroteno que se
produce durante los estadios coloreados (Ronen et al. 2000). Por otro lado, el
estudio de mutantes de tomate y pimiento remarca la importancia de la
regulacion transcripcional de f/-LCY2. En mutantes Beta de tomate, en los que el
gen BLCY2 (B) se induce durante la maduracion, se acumula como carotenoide
mayoritario B-caroteno, mientras que en los mutantes old-gold y old-gold
crimsom, en los que B-LCY2 codifica una proteina no funcional, no se detecta j3-
caroteno y se acumula mas licopeno que en el genotipo silvestre (Ronen et al.
2000). Algunas variedades de pimiento presentan coloracion amarilla, debido a
que carecen en su genoma de CCS (Hugueney et al. 1995; Lefebvre et al. 1998),
de forma que no se sintetizan capsantina ni capsorrubina, principales
responsables del color rojo de los pimientos (Bouvier et al. 1994; Lefebvre et al.
1998). Estas variedades tambien tienen alterado el redireccionamiento del flujo
hacia la rama B,B- mediado por induccion de la expresion de CCS, ya que
presentan un contenido de J,B-carotenoides muy reducido y una mayor
concentracion de a-caroteno y sus derivados (Hugueney et al. 1995; Lefebvre et
al. 1998).
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3. Origen de F-LCY2 en frutos citricos

Ademas de los genes B-LCYs, en tomate existen otros genes de la
biosintesis de carotenoides con mas de una isoforma, como GGPS (Galpaz et al.
2006), PSY (Fraser et al. 1999) y p-CHX (Galpaz et al. 2006); presentando una de
las isoformas una expresion especifica de tejido cromoplastico, y la otra
caracteristica de tejido vegetativo. Se ha sugerido que esta duplicacion génica
puede ser un mecanismo evolutivo dirigido a aumentar la acumulacion de
carotenoides en las flores y que, posteriormente, fue adoptado por los frutos
(Ronen et al. 2000; Galpaz et al. 2006). En el caso de las solanaceas, se ha
propuesto que dicha duplicacion génica se produjo antes de que los géneros
Lycopersicon y Capsicum se separaran y mientras que en Lycopersicon el gen
LCY mantuvo su funcion original (gen B), durante la evolucion del pimiento este
gen adquirid una nueva funcion (gen CCS) y dio lugar a nuevos carotenoides
oxigenados: capsantina y capsorrubina (Ronen et al. 2000). De forma analoga,
podria suponerse que en los frutos citricos el gen SLCY2 se origind a partir de
una duplicacion del gen ALCY1 y que esta duplicacion tuvo lugar en la especie
ancestral que origino el género Citrus. Posteriormente, esta especie divergio en
lo que hoy se consideran las tres verdaderas especies de citricos: Citrus medica
L. (cidros), Citrus reticulata Blanco (mandarinas) y Citrus grandis Osbeck
(pumelos) (Figura 9). Al igual que debid suceder en algunas especies de tomate y
pimiento en las que existen alelos no funcionales de f-LCY2 y CCS (Hugueney et
al. 1995; Ronen et al. 2000), una hipotesis es que en frutos citricos el gen 4
LCY2a mutase a un alelo no funcional (S-LCY2b). Hasta la fecha, de las 16
especies de citricos existentes (Agusti 2000), Unicamente se ha descrito la
presencia de licopeno en C. grandis, C. paradisi, C. sinensis y C. limon (ver
pagina 178 para referencias). De estas, solo C. grandis se considera una especie
verdadera, mientras que C. paradisi, C. sinensis y C. limon se originaron
mediante hibridaciones sexuales en las que participd C. grandis (Figura 9). Ya
que en las otras dos especies verdaderas de citricos, C.reticulata y C.medica, no
se ha descrito la presencia de licopeno y, que en todas aquellas variedades en las
que se ha detectado este compuesto parte de la dotacion génica procede del
pumelo ancestral, C. grandis parece un buen candidato como especie en la que
se origind la mutacion. A favor de esta hipotesis cabe mencionar que existen
especies ancestrales de pumelo blancas y rojas (Hodgson 1948).
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4. Caracterizacion bioquimica y molecular de la biosintesis y acumulacion de
carotenoides en los frutos de la naranja ~Cara Cara”

La naranja "Cara Cara’ es una mutacion espontanea de la naranja
“Navel ', que se caracteriza por la coloracion roja de su pulpa. Este fenotipo se
debe a la presencia de licopeno (Lee 2001; Xu et al. 2006), un carotenoide lineal
que, ademas de en "Cara Cara’, Unicamente ha sido descrito en otro mutante
de naranja denominado "Sarah” (Monselise y Halevy 1961). La pulpa de los frutos
maduros de "Cara Cara’ acumula, ademas, importantes cantidades de otros
carotenos lineales (fitoeno y fitoflueno) y de B-caroteno (Lee 2001; Xu et al.
2006). Tanto el licopeno como el B-caroteno proporcionan importantes beneficios
para la salud (Fraser y Bramley 2004), por lo que la pulpa y el zumo de la naranja
“Cara Cara’ pueden aportar nuevas propiedades nutritivas y funcionales. Hasta la
fecha, los trabajos relacionados con la composicion de carotenoides en "Cara
Cara’ se han centrado en frutos maduros (Lee 2001; Xu et al. 2006). En esta
Tesis se ha caracterizado la evolucién del color y del contenido y de la
composicion de carotenoides, tanto en el flavedo como en la pulpa, durante el
desarrollo y la maduracion de los frutos de "Cara Cara’.

Externamente, los frutos de ‘Cara Cara’ presentaron durante el
desarrollo y la maduracion el mismo fenotipo que los de "Navel’, con curvas de
evolucion del diametro del fruto y del indice a/b de coloracion del flavedo muy
similares (Figura 27A y D). La evolucion del contenido de clorofilas y de
carotenoides totales del flavedo también fueron muy similares entre las naranjas
"Navel” y "Cara Cara’ (Figura 27B y E). Sin embargo, la coloracion de la pulpa
de ambas variedades de naranjas presento diferencias importantes desde
estadios muy iniciales del desarrollo del fruto, apreciandose coloracion roja en la
pulpa de "Cara Cara’ desde el mes de julio (Figura 26). Ademas, la evolucion del
contenido de carotenoides totales en la pulpa fue distinta en cada una de las
variedades. En "Navel’, el inicio de la acumulacion de carotenoides en la pulpa y
en el flavedo fue simultaneo (Figura 27B y C), mientras que en "Cara Cara’ la
acumulacion de carotenoides en la pulpa se produjo desde estadios iniciales del
desarrollo del fruto (Figura 27E y F). Los distintos patrones de acumulacion de
carotenoides observados entre el flavedo y la pulpa de la naranja "Cara Cara’
indican que la biosintesis de carotenoides ocurre de forma independiente en cada
uno de estos tejidos (Kato et al. 2004; Xu et al. 2006).

Al igual que en la naranja "Navel’, durante la maduracion de los frutos
de "Cara Cara’, el contenido de B,s-carotenoides del flavedo disminuye y se
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produce una acumulaciéon de B,B-xantofilas (Figura 28 y Figura 29). Sin
embargo, en los tejidos del mutante se observé un retraso en la acumulacion de
B,B-xantofilas, aunque la concentracion de estos compuestos en los frutos
totalmente coloreados del mutante fue similar a la de la variedad parental.
Recientemente, Xu et al. (2006) han analizado la composicion de carotenoides en
frutos maduros de ‘"Cara Cara’ y tampoco han encontrado reduccion del
contenido de B,B-xantofilas. Ademas, en el flavedo y la pulpa de los frutos de
“Cara Cara’ se detecté acumulacion de carotenos incoloros (fitoeno y fitoflueno)
desde estadios tempranos de la maduracion (Figura 28 y Figura 29). Estos
resultados coinciden con la acumulacion de carotenos incoloros en los tejidos de
frutos maduros de "Cara Cara’ descrita por varios autores (Lee 2001; Xu et al.
2006; Tao et al. 2007). En la pulpa, que es donde se detectaron las mayores
diferencias del contenido de carotenoides entre ambas variedades, la
concentracion de carotenos supuso mas del 94% del total de carotenoides en
“Cara Cara’, mientras que en la pulpa de "Navel’ no se detectaron carotenos
(Figura 29). De acuerdo con resultados previos, el caroteno mas abundante en
los tejidos del mutante fue el fitoeno (Xu et al. 2006). Destaca la presencia en
“Cara Cara’ de licopeno, en pequeiias cantidades en el flavedo y hasta 9 pg/g PF
en la pulpa, que no se detecta en los tejidos de la linea parental (Figura 28 y
Figura 29).

Las diferencias de la composicion de carotenoides entre los tejidos de las
naranjas ‘Cara Cara” y "Navel’ confirman que la mutacion afecta tanto al
flavedo como a la pulpa (Xu et al. 2006), aunque se manifiesta en mayor
magnitud en esta Gltima. Ademas, ponen de manifiesto que lo hace desde
estadios iniciales del desarrollo del fruto. El hecho de que en las hojas del
naranjo 'Cara Cara’ se detecte fitoeno, ausente en las hojas de la variedad
parental, indica que la mutacion también puede tener un efecto en las hojas, al
menos parcialmente (Figura 30).

La acumulacion de licopeno en la pulpa de la naranja "Cara Cara’ podria
deberse a una ausencia o disfuncion de las enzimas implicadas en la ciclacion del
licopeno. Sin embargo, los genes que codifican B-LCY1 y 3-LCY2 se han clonado a
partir de frutos de "Cara Cara’ y la capacidad funcional de las correspondientes
proteinas no present6 diferencias respecto a las de la variedad parental
(apartado 3 del Capitulo | de Resultados). Adicionalmente, los niveles de
expresion de SLCY1 y BLCY2 en el flavedo y la pulpa de "Cara Cara’ fueron
iguales o superiores a los determinados en la naranja "Navel’, de modo que
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tampoco explican la acumulacion de licopeno en este mutante (Figura 33).
Recientemente se ha descrito una posible carencia de actividad ¢-LCY en la
naranja "Cara Cara’ debido a un procesamiento alternativo del correspondiente
mRNA (Tao et al. 2005b). No obstante, el contenido y composicion de B,e-
carotenoides del mutante no se encuentran alterados (Figura 28), y en la pulpa,
que es donde se detecta la mayor acumulacion de licopeno, la expresion del gen
&LCY, tanto en "Navel” como en "Cara Cara’, es muy reducida o indetectable,
por lo que una actividad e-LCY defectiva parece improbable como posible causa
de la acumulacion de licopeno en “Cara Cara’. Tampoco parece probable que la
mutacion sea debida a una isomerizacion defectiva del licopeno, ya que esto
conduciria a la acumulacion de prolicopeno y en "Cara Cara’ Unicamente se
detecta trans-licopeno (Figura 28 y Figura 29).

Considerando que en los tejidos de los frutos maduros de “Cara Cara’ se
produce una acumulacion de carotenos sin disminucion de la concentracion final
de B,B-xantofilas, Xu et al. (2006) han sugerido que la mutacion podria aumentar
la actividad de PSY o de enzimas anteriores de la ruta de isoprenoides. El patron
de expresion de PSY se ha estudiado en el flavedo, la pulpa y el albedo de la
naranja "Cara Cara’, y se ha comparado con el de la variedad parental "Navel’
(Tao et al. 2007). Mediante PCR semicuantitativa, Tao et al. (2007) encontraron
niveles de expresion similares en el flavedo y la pulpa de ambas naranjas y un
mayor nivel de expresion en el albedo de “Cara Cara’ que en el de "Navel’, pese
a que en este tejido no se acumulan carotenoides. En esta Tesis se ha estudiado,
ademas del patron de expresion de PSY, el de otros 9 genes de la ruta de
biosintesis de carotenoides implicados en reacciones tempranas de la ruta,
reacciones de ciclacion y reacciones de biosintesis de xantofilas. En general, el
nivel de expresion de todos los genes fue similar en el flavedo de los frutos de
ambas naranjas, y superior en la pulpa de "Cara Cara“ (Figura 31 y Figura 33).
También se estudiaron tres genes de la ruta MEP (DXS, HDS y HDR) cuya expresion
fue, en general, mayor en "Cara Cara’ que en "Navel’, tanto en el flavedo como
en la pulpa (Figura 32). En conjunto, estos resultados indican que el fenotipo de
este mutante podria deberse mas que al bloqueo de una reaccion concreta, a un
incremento en el flujo de entrada en la ruta de biosintesis de carotenoides v,
como consecuencia, a una limitacion de determinadas enzimas para transformar
adecuadamente los mayores niveles de sustrato disponibles. El mayor nivel de
expresion de los genes MEP, en particular de HDS en la pulpa de "Cara Cara’
desde estadios muy tempranos del desarrollo del fruto (Figura 32), podria dar
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lugar a una mayor cantidad de IPP plastidico disponible para la biosintesis de
carotenoides en la naranja "Cara Cara’, que seria convertido a fitoeno por
accion de PSY. La acumulacion de fitoeno y licopeno que se produce en los
tejidos de "Cara Cara” (Figura 28 y Figura 29) se explicaria por la limitacion de
PDS y de las B-LCYs de catalizar la transformacion de todo el sustrato disponible.
En concordancia con esta hipdtesis, la expresion heterologa de DXS de E.coli en
frutos de tomate produce un aumento del contenido total de carotenoides,
debido fundamentalmente a un aumento del contenido de fitoeno, licopeno y j-
caroteno (Enfissi et al. 2005). Es interesante destacar que, el mayor nivel de
expresion de los genes de biosintesis de carotenoides en la pulpa de "Cara Cara’
respecto de "Navel’, podria ser consecuencia de una regulacion por sustrato
(Figura 33). Este tipo de regulacion ha sido descrita para varios genes
carotenogénicos. Por ejemplo, el tratamiento de frutos de tomate con DXP,
mimetizando un aumento especifico de la actividad DXS, promueve un aumento
de la expresion de PSY-1 (Lois et al. 2000). Por otro lado, el tratamiento de
flores de Narcissus con CPTA, un inhibidor de la actividad 3-LCY que conduce a la
acumulacion de licopeno, aumenta la expresion de fLCY (al Babili et al. 1999).
En frutos transgénicos de tomate en los que se ha aumentado la desaturacion de
fitoeno a licopeno, mediante la expresion heterologa de una desaturasa
bacteriana (crtl), también aumenta la expresion del gen ALCY (Romer et al.
2000). Se podria sugerir que un efecto similar podria ocurrir en los frutos de
“Cara Cara’, especialmente en la pulpa, donde la expresion de S-LCY1 aumenta
notablemente, mientras que en la variedad parental permanece a un nivel bajo y
constante durante la maduracion (Figura 33).

Por Ultimo, dado que p-CHX present6 en las naranjas "Navel” y "Cara
Cara’ el mismo patron de expresion, pero cuantitativamente superior en el
mutante (Figura 33), el retraso de la acumulacion de xantofilas que se observa
en los tejidos de "Cara Cara’ podria explicarse por una actividad B-CHX
insuficiente o una deficiente importacion de la proteina a los plastidios.
Alternativamente, cabe mencionar que en otros frutos, como tomate (Galpaz et
al. 2006) y pimiento (Bouvier et al. 1998), se ha descrito la existencia de dos
genes que codifican B-CHX. Aunque en frutos citricos hasta la fecha Unicamente
se ha descrito un gen ACHX, una alteracion en "Cara Cara’ de la actividad de
una posible B-CHX2 reduciria el contenido de carotenoides B-hidroxilados.
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5. Caracterizaciéon bioquimica y molecular de la biosintesis y acumulacion de
carotenoides en frutos de dos variedades de pomelo con distinta
pigmentacion.

Los estudios relativos a la coloracion y la composicion de carotenoides en
pomelos son escasos y, en general, se refieren a frutos maduros, sin que se haya
abordado el estudio de la evolucion de estos pigmentos a lo largo del proceso de
desarrollo y maduracién del fruto. Unicamente existen tres trabajos relativos a la
evolucion de la composicion de carotenoides en pomelo blanco (Yokoyama y
White 1967; Banet et al. 1981; Matsumoto et al. 2007). Los trabajos relativos a la
composicion de carotenoides en los pomelos pigmentados son mas abundantes,
refiriéndose la mayoria a la composicion de carotenoides en la pulpa o en el
zumo de frutos maduros (Khan y Mackinney 1953; Ting y Deszyck 1958; Gross
1987; Rouseff et al. 1992; Lee 2000; Xu et al. 2006; Matsumoto et al. 2007). La
composicion de carotenoides en el flavedo Unicamente ha sido investigado en dos
cultivares de pomelo rojo (Curl y Bailey 1957; Gross 1987; Xu et al. 2006;
Matsumoto et al. 2007). En esta Tesis Doctoral se planted llevar a cabo un
estudio detallado de la evolucion del color y del contenido y composicion de
carotenoides en los frutos de pomelo, y su relacion con la expresion de los genes
de biosintesis de carotenoides. Para ello se seleccionaron dos variedades de
pomelo con distinta pigmentacion: un pomelo blanco y un pomelo rojo. Como
pomelo blanco se eligio el pomelo “Marsh’, que mediante mutaciones
espontaneas y dirigidas ha originado los cultivares de pigmentacion rosada y
rojiza (Moore, 2001). Como pomelo rojo se eligi6 "Star Ruby’, que destaca
dentro de este grupo como uno de los cultivares con mayor coloracion (Rouseff et
al. 1992). Para establecer con mayor claridad las posibles bases moleculares que
conducen a las diferentes coloraciones en los frutos de pomelo, se han
comparado los patrones y niveles de expresion de los genes de la ruta de
biosintesis en los frutos de pomelo "Marsh” y “Star Ruby’ con los de la naranja
“Navel .

5.1. Biosintesis de carotenoides en frutos del pomelo blanco ~Marsh”

Durante el desarrollo y la maduracion del fruto de pomelo blanco
"Marsh”, el color del flavedo y de la pulpa viré de verde a amarillo en paralelo
con el descenso de clorofilas en ambos tejidos. Sin embargo, y a diferencia de lo
gue ocurre en las naranjas (Figura 27), no se produjo el caracteristico aumento
del contenido de carotenoides en los tejidos del pomelo (Figura 35). Asi, aunque
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en el flavedo y la pulpa de los frutos verde-inmaduros del pomelo "Marsh™ el
contenido de carotenoides fue similar al de la naranja "Navel’, en los frutos
totalmente coloreados fue un 92-95% menor, tanto en el flavedo como en la
pulpa.

Durante los estadios verdes, la composicion de carotenoides en el flavedo
(Figura 36) fue similar a la descrita en naranja “Navel  (Figura 28),
acumulandose los carotenoides caracteristicos de tejido cloroplastico. Sin
embargo, en el pomelo la concentracion de xantofilas fue hasta 3 veces menor
que en "Navel . A diferencia de lo que ocurre en la naranja, durante el cambio
de color del flavedo del pomelo "Marsh” no se produjo acumulacién de B,B-
xantofilas, sino que la concentracion de estos pigmentos disminuyo, presentando
los frutos totalmente coloreados 30 veces menos cantidad de estos pigmentos
gue la naranja "Navel’. En la pulpa del pomelo “Marsh’ Unicamente se
detectaron fitoeno y violaxantina, ambos en concentraciones muy reducidas (<1
pg/g PF) (Figura 37). Asi pues, la baja coloracion del flavedo y la pulpa del
pomelo blanco "Marsh’ se explica por la practica ausencia de carotenoides
coloreados.

Los resultados obtenidos de la evolucion del perfil de carotenoides del
pomelo “Marsh’ concuerdan con los estudios previos, donde se describe su bajo
contenido de carotenoides, y donde el fitoeno es uno de los carotenoides mas
abundantes, tanto en el flavedo como en la pulpa (Yokoyama y White 1967;
Banet et al. 1981; Fanciullino et al. 2006; Xu et al. 2006; Matsumoto et al.
2007). La presencia de niveles muy bajos de xantofilas en el flavedo y la pulpa de
los frutos maduros del pomelo “Marsh® también concuerdan con los datos
bibliograficos (Banet et al. 1981; Xu et al. 2006).

Diversos autores han sugerido que en los pomelos blancos, como el
“Marsh”, existe un bloqueo metabdlico a nivel de la desaturacion del fitoflueno,
gue repercute en una acumulacion de carotenos incoloros y una reducida
acumulacion de xantofilas (Yokoyama y White 1967; Romojaro et al. 1979; Banet
et al. 1981; Gross 1987). Sin embargo, los resultados presentados en esta Tesis
indican que, al menos el flavedo verde (cloroplastico) del pomelo “Marsh” posee,
aunque reducida, la capacidad de sintetizar y acumular xantofilas, y aunque esta
capacidad disminuye significativamente durante la maduracion del fruto, en el
flavedo maduro las xantofilas constituyen mas del 50% de los carotenoides de
este tejido (Xu et al. 2006; Figura 36).
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Sorprendentemente, pese a la practica ausencia de carotenoides en
pomelo blanco, el patrén y nivel de expresion de los genes de biosintesis de
carotenoides estudiados fueron similares a los observados en naranja "Navel’
(Figura 40). La existencia de niveles "normales’ de expresion de los genes
carotenogénicos en tejidos que no acumulan carotenoides ha sido descrito
previamente en otros vegetales como coliflor (Li et al. 2006), flores wf de
tomate (Galpaz et al. 2006), variedades de flor blanca de crisantemo (Kishimoto
y Ohmiya 2006) y endospermo de arroz (Schaub et al. 2005). A diferencia del
arroz, donde la ausencia de carotenoides se debe a la falta de expresion de PSY
(Schaub et al. 2005), en el pomelo blanco el nivel de expresion de este gen es
similar al de naranja "Navel  (Figura 40). La ausencia de carotenoides en el
pomelo blanco podria deberse a una baja actividad de la proteina PSY, que
conllevaria un bajo flujo de metabolitos en la ruta de biosintesis de
carotenoides. Una situacion similar se ha observado en el mutante r de tomate,
cuyos frutos maduros presentan coloracion amarilla. La mutacion r de tomate
afecta al gen PSY, que, pese a presentar el mismo patron y nivel de expresion
que en el genotipo silvestre (Lois et al. 2000), codifica una proteina no funcional,
de forma que la primera reaccion especifica de la ruta de carotenoides no tiene
lugar. Adicionalmente, la incapacidad de PSY del pomelo “Marsh’ para
interaccionar con la membrana o la incorrecta formacion del complejo
carotenogénico multienzimatico podrian explicar una alteracion en la actividad
PSY (Schledz et al. 1996; Cunningham y Gantt 1998). Alternativamente, un
bloqueo de las etapas metabolicas previas a la biosintesis de carotenoides
también daria lugar a una falta de precursores para la sintesis de estos
compuestos, lo cual explicaria la practica ausencia de carotenoides en pomelo
blanco. Sin embargo, la expresion de los genes de la ruta MEP estudiados en este
trabajo fue similar entre los tejidos de naranja "Navel” y pomelo "Marsh’
(Figura 39). Ademas, los niveles de otros derivados isoprenoides plastidicos,
como las clorofilas, no aparecen disminuidos en el pomelo “Marsh” (Figura 35).

Otra explicacion a la practica ausencia de carotenoides en los tejidos del
pomelo "Marsh” seria la alteracion de estructuras especificas de acumulacion de
carotenoides en los cromoplastos. Asi, mientras los frutos son verdes y existen
cloroplastos en sus tejidos, la composicion cualitativa de carotenoides del
pomelo blanco es muy parecida a la encontrada en la naranja "Navel . La
transformacion caracteristica de cloroplastos a cromoplastos de la naranja
"Navel  podria estar, de alguna forma alterada o ser defectuosa en el pomelo
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“Marsh’, no produciéndose acumulacion de carotenoides. Apoya esta hipdtesis el
hecho de que el tratamiento de frutos de pomelo "Marsh” con CPTA, que induce
una reorganizacion estructural de los cromoplastos (Vishnevetsky et al. 1999; al
Babili et al. 1999) produce un aumento del contenido de carotenoides (Yokoyama
et al. 1972; Poling et al. 1973; Poling et al. 1976). Dado que el CPTA inhibe la
actividad B-LCY, este aumento del contenido de carotenoides se debe
especificamente a un incremento del contenido de carotenos lineales,
fundamentalmente licopeno (Yokoyama et al. 1972; Poling et al. 1973; Poling et
al. 1976). En los tejidos del pomelo "Marsh” tratados con CPTA el contenido y la
composicion de carotenoides son practicamente idénticos a los de naranjas
"Navel " tratadas con el mismo compuesto (Yokoyama et al. 1972), lo que sugiere
que en estas condiciones ambos frutos poseen la misma capacidad
carotenogénica. En flores de narciso se ha descrito que el aumento del contenido
de carotenoides, inducido por el tratamiento con CPTA, parece responder a un
aumento de la expresion de PSY (al Babili et al. 1999). Por tanto, el tratamiento
del pomelo blanco con CPTA podria estimular la actividad PSY restableciendo la
biosintesis de carotenoides.

Por dltimo, también seria posible que la practica ausencia de
carotenoides en frutos maduros del pomelo “Marsh” fuera una consecuencia de la
degradacion enzimatica de los mismos. Un fenomeno de este tipo ha sido
recientemente descrito en variedades de flor blanca de crisantemo (Ohmiya et
al. 2006). Durante el desarrollo de la flor, el contenido de carotenoides de los
pétalos aumenta en las variedades amarillas, mientras que en las variedades
blancas disminuye. Sin embargo, no existen diferencias en la expresion de los
genes carotenogénicos entre ambos tipos de variedades (Kishimoto y Ohmiya
2006). Ohmiya et al. (2006) han determinado que las diferencias de acumulacion
de carotenoides entre ambas variedades se deben a la expresion en las
variedades blancas de una dioxigenasa de corte de carotenoides (CCD4a). La
enzima CCD4a cataliza el corte de carotenoides en apocarotenoides incoloros
(Ohmiya et al. 2006). El gen CCD4a, que no se encuentra en el genoma de las
variedades amarillas, es especifico de pétalos y se induce durante el desarrollo
de los mismos en las variedades blancas de crisantemo, conduciendo a la
degradacion de los carotenoides sintetizados.
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5.2. Biosintesis de carotenoides en frutos del pomelo rojo ~Star Ruby”

Durante el desarrollo y la maduracion del fruto del pomelo “Star Ruby” la
coloracion viré de verde a rosada o roja, mientras que la variedad parental
“Marsh” adquirio coloracion amarilla (Figura 34 y Figura 35). Al igual que en el
pomelo "Marsh’, el contenido de clorofilas y carotenoides del flavedo de "Star
Ruby” disminuyd durante el cambio de color. En el pomelo “Star Ruby’, el
contenido de carotenoides de la pulpa aumentd, alcanzando en frutos totalmente
coloreados una concentracion mas de dos veces superior a la existente en el
flavedo, y casi 5 y 25 veces superior a la existente en la pulpa de frutos
totalmente coloreados de “Navel” y "Marsh’, respectivamente.

La evolucion del perfil de carotenoides del flavedo de ‘Star Ruby’
durante el desarrollo y la maduracion del fruto fue muy similar a la observada en
el pomelo "Marsh” (Figura 36). Durante los estadios verdes se acumularon
carotenoides caracteristicos de tejido cloroplastico, cuya concentracion
disminuyd durante la maduracion del fruto y no se produjo acumulacién de B,j-
xantofilas (Figura 36). Cabe resaltar en el pomelo “Star Ruby’ la acumulacion en
el flavedo de hasta 15 pg/g PF de fitoeno y la presencia de pequefas cantidades
de fitoflueno y licopeno, que no se detectan en la variedad parental. En la pulpa,
cada uno de los pomelos presentd una evolucion de la composicion de
carotenoides caracteristica (Figura 37) y ambas fueron distintas a la
determinada en la pulpa de la naranja "Navel  (Figura 27). En el pomelo "Star
Ruby’ se acumularon fundamentalmente carotenos lineales, siendo el licopeno el
mas abundante a partir del estadio verde-maduro. Estos resultados coinciden con
los de otros autores en la acumulacion exclusiva de carotenos en la pulpa
(Fanciullino et al. 2006; Xu et al. 2006) y en proporcion mayoritaria en el flavedo
(Xu et al. 2006).

La concentracién de carotenoides de los tejidos de “Star Ruby’ fue
mayor que la de los tejidos de "Marsh” (Figura 36 y Figura 37) y, este hecho es
generalizable en todas las variedades rojas de pomelo (Tabla 5). A partir del
pomelo blanco surgieron, por mutacion espontanea, variedades rosadas de
pomelo que acumulan B-caroteno y pequenas cantidades de licopeno y, a partir
de estas se originaron, también por mutacion espontanea, variedades rojas de
pomelo con el mismo contenido de B-caroteno pero con una mayor concentracion
de licopeno (Khan y Mackinney 1953). También se han obtenido resultados
similares mediante mutacion inducida. La mayor acumulacion de carotenoides en
las variedades rojas de pomelo respecto a las blancas sugiere que las alteraciones
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existentes en los pomelos blancos, que afectan a la biosintesis y/o0 acumulacion
de carotenoides, se han podido restaurar o restablecer en las variedades rojas de
pomelo. Al menos en el caso del pomelo "Star Ruby’, la mayor acumulacion de
carotenoides respecto a "Marsh” no obedece a un aumento de la expresion de los
genes implicados en la biosintesis de carotenoides, dado que éstos presentaron
patrones y niveles de expresion practicamente idénticos en el flavedo y la pulpa
de ambos pomelos (Figura 39 y Figura 40).

La existencia de mutaciones "de ganancia de funcion” que conducen a la
acumulacion de carotenoides en tejidos donde habitualmente no se encuentran
estos pigmentos también ha sido descrita en crisantemo (Kishimoto y Ohmiya
2006), coliflor (Li et al. 2001) y maiz (Palaisa et al. 2003). En crisantemo existen
variedades silvestres de flor blanca, carentes de carotenoides, y variedades de
flor amarilla, que acumulan fundamentalmente luteina (Kishimoto y Ohmiya
2006). La ausencia de carotenoides en los pétalos maduros de las variedades
blancas se debe a la degradacion enzimatica, mediada por CCD4a, de los
carotenoides sintetizados (Ohmiya et al. 2006). El mutante espontaneo or de
coliflor acumula B-caroteno y presenta coloracion naranja, mientras que el
genotipo silvestre es blanco debido a la ausencia de carotenoides en sus tejidos
(Li et al. 2006). Estas diferencias de coloracion no se deben a una expresion
diferencial de los genes de biosintesis de carotenoides entre ambos genotipos (Li
et al. 2001), sino a la mutacion de un gen (or) de funcién desconocida, que
induce en el mutante la diferenciacion de proplastos en cromoplastos (Lu et al.
2006). La proteina or se localiza en los plastidios y pertenece a una familia de
proteinas que participa en el ensamblaje, asociacion e importacion de proteinas
a organulos (Lu et al. 2006). En el caso del maiz silvestre (blanco), inserciones
en la region reguladora 5° del gen PSY-1 (especifico del endospermo) son
responsables de la aparicion de coloracion amarilla en el endospermo. Esta
coloracion parece deberse a un aumento de la expresion del gen PSY-1 que
conduce a la acumulacion de carotenoides (Palaisa et al. 2003).

La peculiar composicion de carotenoides en el pomelo “Star Ruby’ se
caracteriza por la acumulacion de carotenos y la reducida o nula presencia de
B,B-xantofilas en flavedo y pulpa, respectivamente (Figura 36 y Figura 37). Xu
et al. (2006) propusieron que la baja acumulacion de xantofilas en los tejidos del
pomelo rojo podria explicarse por una baja actividad B-CHX. Los resultados
obtenidos en esta Tesis indican que, efectivamente, en el pomelo "Star Ruby’ la
expresion del gen S-CHX es hasta 1.5 y 3.5 veces inferior a la del flavedo y la
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pulpa de naranja ‘Navel’, respectivamente (Figura 40). El bajo nivel de
expresion de p-CHX explicaria también la acumulacion de B-caroteno en el
pomelo “Star Ruby’. Por otro lado, la mayoria de los carotenos acumulados en
los tejidos de ‘Star Ruby’ son lineales, fundamentalmente licopeno, vy
Unicamente entre el 1y el 20% del total de carotenoides corresponde a carotenos
biciclicos. Estos datos sugieren que en el pomelo “Star Ruby’ debe de existir un
bloqueo parcial de la biosintesis de carotenoides, a nivel de la ciclacion del
licopeno, que explicaria los altos niveles de acumulaciéon de este carotenoide. A
favor de esta posibilidad existen dos evidencias: (1) que el gen ALCY2, que
participa en la conversion del licopeno a pB-caroteno y que se expresa
abundantemente en los tejidos cromoplasticos de otras variedades de citricos, lo
hace a un nivel muy inferior en el flavedo y la pulpa del pomelo "Star Ruby’
(Figura 40) y, (2) que en el pomelo rojo “Star Ruby’ existe una mayor
transcripcion del alelo p-LCY2b que codifica una enzima con actividad B-LCY casi
nula, pudiendo todo ello conducir a una reducida conversion del licopeno a B-
caroteno.

La coloracion final alcanzada por los frutos citricos se encuentra
influenciada, ademas de por determinantes genéticos, por multitud de factores
exogenos a la planta, como la fertilizacion, la temperatura, el regimen de riego o
el portainjerto, entre otros (revisado en Casas y Mallent 1988a; 1988b; 1989). La
influencia de la luz sobre la coloracion ha sido descrita en numerosos frutos. Una
baja intensidad luminica reduce el color en cultivares rojos de manzana (Moran y
Rom 1991; Campbell y Marini 1992; Solovchenko et al. 2006). Lo mismo sucede
en uva (Hummell y Ferree 1997), melocoton (Corelli Grapadelli y Coston 1991;
Senger y Marini 2003), fresa (Saks et al. 1996), kiwi (Antognozzi et al. 1995),
cereza (Patten y Proebsting 1986), pepino (Lin y Jolliffe 1996), pera (Dussie et
al. 1997) y tomate (Raymundo et al. 1976; Alba et al. 2000; Brandt et al. 2006).
Igualmente, las naranjas "Valencia’ (Sites y Reitz 1949) y "Navel” (Aranda 1986;
Casas y Mallent 1988a) y las mandarinas Satsuma (lwagaki y Kudo 1977; Iwagaki
1981) y "Hongshigan™ (Tao et al. 2005a) situadas en el interior de la copa del
arbol presentan una coloracion menos intensa que las localizadas en el exterior,
donde reciben mayor intensidad luminica. Estos datos indican que la coloracion
final externa esta estrechamente relacionada con la cantidad y la calidad de la
luz que recibe el fruto y, al menos en tomate (Raymundo et al. 1976), melocotéon
(Senger y Marini 2003) y dos variedades chinas de citricos (Uchida et al. 1985;
Tao et al. 2005a), se ha comprobado que la reduccion de la intensidad luminica
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que reciben los frutos, mediante embolsado o recubrimiento, reduce la
coloracion final de los mismos. De hecho, lwagaki y Kudo (1977) e Iwagaki (1981)
comprobaron que en frutos citricos expuestos a iluminaciones por debajo del 40%
de lo habitual la coloracion de los mismos disminuye proporcionalmente al
descenso de la irradiaciéon. Sin embargo, de acuerdo con las observaciones de
Conesa Martinez et al. (1999), los pomelos “Star Ruby " situados en el interior de
la copa del arbol alcanzaban una mayor coloracion final (Figura 42 y Figura 43).
También se observo una mayor coloracion en aquellas zonas del fruto menos
expuestas a la luz, sombreadas bien por las hojas del arbol o bien por el contacto
con otros frutos, asi como en la cara de los frutos externos orientada hacia el
interior del arbol (Figura 41). En el caso del pomelo "Star Ruby’, los resultados
de esta Tesis revelan que el fenotipo de los frutos internos se puede mimetizar
evitando la exposicion a la luz de los frutos externos (Figura 42). La influencia
positiva de la reduccion de la intensidad luminica en la coloracion también ha
sido descrita en pomelos rojos “Red Blush” madurados en oscuridad (Meredith y
Young 1969).

Con el fin de establecer las posibles causas bioquimicas y moleculares del
efecto de la luz en la coloracion de los pomelos rojos, se estudio la evolucion
del contenido de clorofilas y de carotenoides en el flavedo de frutos del pomelo
“Star Ruby " localizados en la parte interna y externa del arbol (Figura 43A). Los
frutos externos e internos presentaron, al igual que sucede en naranjas "Navel’
(Casas y Mallent 1988a), un contenido similar de carotenoides, sugiriendo que en
los frutos citricos la luz no influye en el contenido total de estos pigmentos. EL
hecho de que la luz no es esencial para la carotenogénesis es obvio, dado que
ésta también ocurre en el interior de los frutos. Ademas, se ha observado que en
distintas variedades de tomate y citricos madurados en oscuridad se acumulan
carotenoides (Raymundo et al. 1976; Tao et al. 2005a; Figura 43). Sin embargo,
mientras que en las naranjas "Navel  localizadas en el interior del arbol se
observa un retraso en la degradacion de clorofilas respecto de los frutos externos
(Casas y Mallent 1988a), los frutos de “Star Ruby’ localizados en el interior del
arbol desverdizaron antes que los externos (Figura 42 y Figura 43A). Dado que el
flavedo de los frutos externos e internos del pomelo "Star Ruby” presentaron, en
los cuatro estadios analizados, un contenido similar de carotenoides totales, las
diferencias de coloracion entre ambos deben atribuirse al menor contenido de
clorofilas del flavedo de los frutos internos, que posibilita que el color de los
carotenoides se visualice. Es importante destacar que el carotenoide coloreado
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mas abundante en el flavedo de los frutos internos es el licopeno, que aporta
coloracion roja (Figura 43B). Durante la maduracion del fruto, tanto en el
flavedo de los frutos internos como en el de los externos, disminuyo el contenido
de carotenoides caracteristicos de tejido cloroplastico y aumento el contenido de
carotenoides lineales, siendo al final de la maduracion la composicion de
carotenoides en el flavedo de ambos tipos de frutos muy similar (Figura 43B).
Destaca, sin embargo, el menor contenido de carotenoides cloroplasticos del
flavedo de los frutos internos, asociado probablemente al menor contenido de
clorofilas de estos frutos. De hecho, estos carotenoides forman parte, junto con
las clorofilas, de los complejos antena de captacion de energia luminica
(Merchant y Sawaya 2005) y su concentracion suele disminuir paralelamente a la
de las clorofilas durante la desverdizacion de los frutos. Por otro lado, en el
flavedo de los frutos internos se detectd, durante los meses de septiembre,
octubre y noviembre, un contenido de licopeno entre 4.5 y 6 veces superior al de
los frutos externos y un menor contenido de B,B-xantofilas en todos los estadios
analizados (Figura 43B). En los frutos sombreados del pomelo ‘Red Blush’
también se ha descrito un mayor contenido de licopeno y un menor contenido de
B-caroteno (Meredith y Young 1969). En frutos silvestres de tomate y en
mutantes Beta procedentes de plantas crecidas en oscuridad, la proporcion de B-
caroteno en los frutos disminuye, y en frutos apricot, que normalmente
acumulan B-caroteno y cuya mutacion ain no ha sido identificada, se induce la
acumulacion de licopeno (Raymundo et al. 1976). Estos datos sugieren que la luz
influye directamente en la eficacia de conversion de licopeno a B-caroteno. Sin
embargo, en “Star Ruby’ la expresion de los genes de biosintesis de carotenoides
estudiados, incluidos ALCY1 y BLCY2, fueron idénticos en el flavedo de los
frutos internos y externos (Figura 44). Una posible explicacion a la reducida
actividad B-LCY en oscuridad podria encontrarse en la necesidad de asociacion a
la membrana de estas enzimas para su correcta actividad catalitica (Beyer et al.
1991). La luz influye en el tipo de membranas que se desarrollan en los
plastidios, de forma que su ausencia puede repercutir en el tipo de estructuras
membranosas presentes. Por ejemplo, en el caso de PSY se ha descrito que su
asociacion a membrana requiere la degradacion de los cuerpos prolamelares y la
formacion de membranas tilacoidales, ambos procesos inducidos por la luz
(Welsch et al. 2000). Alternativamente, puede que la luz actie favoreciendo la
asociacion de B-LCY a las membranas y, que su ausencia conlleve que la enzima
permanezca en forma inactiva solubilizada en el estroma (Inoue et al. 2006).
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Cabe destacar que en tejidos vegetativos la luz promueve un aumento de
la expresion de los genes MEP (Mandel et al. 1996; Botella Pavia et al. 2004;
Rodriguez Concepcion 2006) y de los genes de biosintesis de carotenoides (von
Lintig et al. 1997; Welsch et al. 2000; Simkin et al. 2003a; Simkin et al. 2003b).
En frutos se ha propuesto que la luz R (roja) induce la sintesis de carotenoides,
mientras que la luz RL (roja lejana) la inhibe, sugiriendo una respuesta mediada
por fitocromo (Gross 1987; Alba et al. 2000). De hecho, mutantes y plantas
transgénicas de tomate afectadas en genes implicados en la ruta de transduccion
de sefales luminicas presentan frutos con un contenido de carotenoides alterado
(Mustilli et al. 1999; Alba et al. 2000; Cookson et al. 2003; Liu et al. 2004;
Giliberto et al. 2005; Davuluri et al. 2005). Pese a que la manipulacion de la
percepcion de la luz es una forma eficiente de modificar el color de los frutos,
los estudios relativos a la influencia de la luz sobre la expresion de los genes de
la biosintesis de carotenoides son todavia escasos. En este trabajo no se han
encontrado diferencias en la expresion de los genes MEP, ni de los genes de
biosintesis de carotenoides entre los frutos iluminados/sombreados (Figura 44)
indicando que, al menos en pomelo "Star Ruby’, la luz no parece modificar los
niveles expresion. También en frutos de tomate se ha descrito que los niveles de
expresion de DXS y PSY no se modifican por luz (Cookson et al. 2003; Schofield y
Paliyath 2005).

6. Caracterizacion de la biosintesis y acumulacion de carotenoides en frutos
de variedades de mandarina e hibridos con distinto grado de pigmentacion.

Con el objetivo de investigar las bases bioquimicas y moleculares que
determinan las diferentes coloraciones de las variedades de mandarina, se
seleccionaron frutos de la mandarina "Clemenules” y de los hibridos "Fortune” y
"Nova’, que presentan diferencias importantes tanto en la tonalidad final del
fruto como en la velocidad de coloracion (Casas y Mallent 1988b) y, se estudio
durante el desarrollo y la maduracion de los frutos, la evolucion del color y del
contenido y composicion de carotenoides, asi como la expresion de los genes de
biosintesis de carotenoides, tanto en el flavedo como en la pulpa. El flavedo de
cada una de las variedades estudiadas presenté una velocidad de coloracion y
una coloracion final distinta. Los frutos del hibrido "Nova“ fueron en los que
antes se produjo la desverdizacion y los que alcanzaron una coloracion del
flavedo mas intensa. Los frutos totalmente coloreados de ‘Clemenules” fueron
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los que presentaron menor coloracion, tanto en el flavedo como en la pulpa
(Figura 45 y Figura 46).

La evolucion de la composicion de carotenoides durante el desarrollo y la
maduracion de los frutos fue muy similar en las tres variedades. Durante los
estadios verdes del flavedo las tres variedades acumularon mayoritariamente j3,¢-
carotenoides, cuya concentracion disminuyd progresivamente. Paralelamente, se
inicio una acumulacion masiva de B,B-xantofilas, que constituyeron entre el 82 y
el 92% del total de carotenoides del flavedo de los frutos totalmente coloreados
(Figura 47). Destaca en el flavedo de "Nova“ la acumulacion de anteraxantina,
un carotenoide que no se acumula en el flavedo de "Clemenules’ ni en el de
"Fortune’. En la pulpa de ninguna de las tres variedades se detectaron B,e-
carotenoides y, al igual que en el flavedo, la concentracion de B,B-xantofilas
aumentd durante la maduracion, constituyendo en el estadio totalmente
coloreado entre el 76 y el 91% de los carotenoides totales (Figura 48). Estos
cambios cuantitativos y cualitativos en el perfil de carotenoides coinciden con los
descritos previamente en otras variedades o especies de mandarina (Sonnen
1977; Farin et al. 1983; Kato et al. 2004; Alos et al. 2006).

El menor contenido total de carotenoides en el flavedo de los frutos
totalmente coloreados de “Clemenules’ coincidié con su menor coloracion
(Figura 46). Sin embargo, pese a la distinta coloracién del flavedo totalmente
coloreado de "Nova’ y “Fortune’, su contenido de carotenoides fue similar,
indicando que la coloracion final de un tejido no depende Unicamente del
contenido total de carotenoides. Este hecho es mas evidente en la pulpa, donde
cada una de las variedades presenté un patron de acumulacion caracteristico
(Figura 46). Por ejemplo, la pulpa de frutos totalmente coloreados de "Fortune’
present6 casi un 38% menos de carotenoides que la de "Clemenules’, pese a su
mayor coloracion. La comparacion de la coloracion y del contenido total de
carotenoides en otras variedades de mandarina e hibridos también indica que no
siempre existe una correlacion directa entre el contenido total de carotenoides
en un tejido y su coloracion final. Por ejemplo, Farin et al. (1983) determinaron
que la mayor coloracion del zumo del hibrido “Michal” respecto al de su variedad
parental ‘Dancy’ podia responder a un ligero incremento del contenido de
carotenoides en el hibrido. Sin embargo, el flavedo de “Michal’ present6é una
coloracion rojiza mas intensa que la variedad "Dancy’, pese a que acumulo un
41% menos de carotenoides (Farin et al. 1983). Oberholster et al. (2001)
sugirieron que, en el flavedo de los frutos citricos, el contenido total de
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carotenoides coloreados de un tejido determina la intensidad de su coloracion,
mientras que el ratio del contenido de 9-cis-violaxantina/p-citraurina (de color
amarillo y naranja-rojizo, respectivamente) determina la tonalidad del mismo.
Otros autores destacan el contenido de p-criptoxantina como un factor
determinante de la intensidad de la coloracién naranja (Gross 1987; Goodner et
al. 2001). En las variedades de mandarina estudiadas, la coloracion final de cada
tejido parece estar determinada por los contenidos de pB-criptoxantina y B-
citraurina, mas que por el ratio de carotenoides amarillos/naranjas. De hecho, la
intensidad de color naranja del flavedo coincide con el nivel de acumulacion de
estos carotenoides (Tabla 18). En la pulpa, la concentracion de estos compuestos
también determina la tonalidad final. La presencia de pequeias cantidades de jB-
citraurina en la pulpa de "Nova“ hacen que ésta adquiera una tonalidad final mas
parecida a la de "Fortune” (que acumula el doble de B-criptoxantina) que a la de
"Clemenules’. Esta clara influencia de la concentracion de B-citraurina en la
intensidad de la coloracion final en los frutos citricos ya ha sido observada con
anterioridad (Stewart y Wheaton 1973; Farin et al. 1983).

Tabla 18: Comparacion del indice de color (a/b) y del contenido de B-
criptoxantina y B-citraurina en el flavedo de frutos totalmente coloreados de la
mandarina ‘Clemenules” y de los hibridos "Nova“ y "Fortune”.

Hg/g PF
) ) ) ) B-criptoxantina +
a/b B-criptoxantina B-citraurina ) )
B-citraurina
Nova 1.08 + 0.08 10.30 + 0.32 3.28 + 0.01 13.59 £ 0.34
Fortune  0.94 £ 0.11 5.34+£0.30 5.84 £ 0.42 11.18 £ 0.11
Clemenules 0.86 + 0.06 3.94+0.14 2.36 + 0.04 5.14 + 1.05

Los factores externos que pueden influir en la coloracion y en la
composicion de carotenoides de los frutos citricos son muy numerosos (revisado
en Casas y Mallent 1988a; 1988b; 1989). En este estudio los frutos fueron
recolectados el mismo ano y de la misma parcela y por lo tanto, estuvieron en
todo momento expuestos a las mismas condiciones ambientales, por lo que las
diferencias de coloracion entre los frutos de las variedades deben ser atribuidas
exclusivamente a factores genéticos. Las variaciones de la composicion de
carotenoides entre los frutos de las tres variedades se compararon con la
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acumulacion de transcritos correspondientes a genes implicados en la biosintesis
de IPP plastidico (Figura 49) y de carotenos lineales (Figura 50), en la ciclacion
del licopeno (Figura 51) y en la biosintesis de xantofilas (Figura 52). De forma
resumida se puede generalizar que no se encontraron diferencias importantes en
los niveles de expresion de los genes estudiados que expliquen las diferencias en
la acumulacion de carotenoides entre los frutos de las tres variedades. Pese a
que los genes de biosintesis de carotenoides analizados cubren la practica
totalidad de la ruta, otros genes, hasta el momento no estudiados, podrian
explicar las diferencias observadas entre las tres variedades. Por ejemplo,
diferencias del nivel de expresion del gen que codifica VDE, que cataliza la
formacion secuencial de zeaxantina a partir de violaxantina via anteraxantina,
podrian explicar la acumulacion de anteraxantina en el flavedo de "Nova“ y/o de
zeaxantina en la pulpa de ‘Fortune’, asi como las diferencias del contenido de
violaxantina entre el flavedo de las tres mandarinas.

La B-citraurina es un apocarotenoide Cs3, especifico del género Citrus
cuyo origen biosintético se desconoce, aunque se han sugerido la zeaxantina o la
B-criptoxantina como posibles precursores (Yokoyama y White 1966; Farin et al.
1983; Rodrigo y Zacarias 2006). Ademas de B-citraurina, las mandarinas acumulan
otros apocarotenoides como B-apo-8 -carotenal, B-citraurineno, B-citraurol, -
apo-2 -carotenal y B-apo-10"-carotenal (Gross et al. 1972; Gross 1987). Los
apocarotenoides son productos de la rotura de carotenoides y, algunos de ellos,
como la B-ionona, son compuestos volatiles que influyen en el aroma de los
frutos (Camara y Bouvier 2004; Simkin et al. 2004a; Simkin et al. 2004b;
Lewinsohn et al. 2005a). La rotura de carotenoides esta catalizada por una
familia de enzimas denominadas genéricamente CCDs (Giuliano et al. 2003;
Camara y Bouvier 2004; Lewinsohn et al. 2005a). Diferencias en la expresion de
los genes CCDs, que codifican las enzimas de corte de carotenoides, podrian
modificar el nivel de acumulacion tanto de sus sustratos como de sus productos.
A partir de frutos de mandarina se han clonado tres genes que codifican CCDs:
CitCCD1 (Kato et al. 2006) y CcCCD4a y CcCCD4b (Agusti et al. 2007). El nivel de
expresion de CitCCD1 aumenta durante la maduracion de los frutos, y la enzima
que codifica actla de forma inespecifica sobre varios carotenoides, generando
apocarotenoides Cy4 y Cy3 (Kato et al. 2006). Sin embargo, dado que CitCCD1 no
presenta diferencias de expresion entre el limon "Lisbon’, la naranja "Valencia’
y la mandarina Satsuma, Kato et al. (2006) descartan la posible influencia de
este gen en la composicion de carotenoides. Adicionalmente, tanto CitCCD1
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(Kato et al. 2006) como CcCCD4b (Agusti et al. 2007) carecen de péptido senal
de importacion a los plastidios, donde tiene lugar la biosintesis y acumulacion de
carotenoides, por lo que parece improbable que participen en la biosintesis de
apocarotenoides cromoplasticos.

7. Bases bioquimicas y moleculares de las diferencias de coloracion entre
frutos de naranjas y mandarinas

a) Bases bioquimicas

Los frutos de las naranjas y las mandarinas presentan un amplio rango de
coloraciones anaranjadas. La coloracion del flavedo de las mandarinas varia
desde el amarillo anaranjado de la Satsuma al rojo intenso de "Nova  (Casas y
Mallent 1988b). En el caso de las naranjas, la coloracion del flavedo varia desde
el naranja palido de la variedad "Valencia“ al naranja intenso de la variedad
“Navelina“, e incluso se han caracterizado mutantes que presentan coloracion
amarilla (Rodrigo et al. 2003). La coloracion de la pulpa de naranjas y
mandarinas también presenta un amplio rango de coloraciones, desde el naranja
palido al naranja rojizo. Salvo en el caso de las naranjas sanguinas, cuya
coloracion rojiza en la pulpa se debe a la presencia de antocianos (Lee 2002), la
coloracion de los frutos citricos se encuentra determinada por el contenido y la
composicion de carotenoides (Gross et al. 1972; Stewart y Wheaton 1973;
Stewart y Leuenberger 1976; Farin et al. 1983; Gross 1987; Casas y Mallent
1988b; Oberholster et al. 2001; Lee 2001; Rodrigo et al. 2003; Kato et al. 2004;
Rodrigo et al. 2004; Xu et al. 2006; Rodrigo y Zacarias 2006; Matsumoto et al.
2007). Por ejemplo, en el caso de las naranjas "Valencia“ y "Washington Navel’,
que presentan en la pulpa el mismo perfil cualitativo de carotenoides, la
coloracion mas intensa del zumo de la primera variedad se explica, ademas de
por su mayor contenido de carotenoides, porque posee un ratio de carotenoides
naranjas/carotenoides amarillos mayor que “Navel .

Durante todo el proceso de desarrollo y maduracion de los frutos, la
composicion cualitativa de la mezcla de carotenoides en el flavedo y la pulpa de
mandarinas y naranjas es muy semejante (Gross 1987; Kato et al. 2004;
Matsumoto et al. 2007; Figura 28, Figura 29, Figura 47 y Figura 48). Sin
embargo, de forma general, el flavedo y la pulpa de las mandarinas presentan
una coloracion mas intensa que los de las naranjas. Esta mayor coloracion se
debe, principalmente, a la acumulacion de B-criptoxantina, un carotenoide
abundante en el flavedo y la pulpa de las mandarinas (Stewart 1977; Goodner et

200



Discusion

al. 2001; Kato et al. 2004; Dhuique Mayer et al. 2005; Melendez Martinez et al.
2005; Fanciullino et al. 2006). En la pulpa de los frutos maduros de la mandarina
“Clemenules” y de los hibridos "Nova“ y "Fortune’, se ha cuantificado entre 32 y
66 veces mas B-criptoxantina que en la pulpa de los frutos maduros de las
naranjas 'Navel  y "Cara Cara’ (Figura 29 y Figura 48). Estos resultados, que
explican la coloracion mas intensa de la pulpa de las mandarinas estudiadas,
concuerdan con los datos bibliograficos, en los que en funcion de las variedades
comparadas el ratio de p-criptoxantina mandarina/naranja oscila entre 1.5 y 60
(Stewart 1977; Kato et al. 2004; Fanciullino et al. 2006). Ademas de un mayor
contenido de B-criptoxantina, en la pulpa de las mandarinas se suele acumular
mas B-caroteno que en la de las naranjas (Fanciullino et al. 2006; Figura 29 y
Figura 48). La diferencia cuantitativa del contenido de violaxantina, principal
carotenoide de las naranjas maduras (Stewart y Leuenberger 1976; Gross 1987;
Rodrigo et al. 2004), entre la pulpa de las naranjas y las mandarinas depende de
las variedades concretas comparadas. En esta Tesis se determind que, en el
estadio maduro, la pulpa de la naranja "Navel  acumula alrededor de dos veces
menos violaxantina que la de la mandarina "Clemenules” y la de los hibridos
"Nova’ y ‘Fortune” (Figura 29 y Figura 48). También en el flavedo se
encontraron diferencias cuantitativas en el contenido de algunos carotenoides. El
contenido de B-criptoxantina del flavedo de "Clemenules’, "Nova' y ‘Fortune’
fue entre 5 y 13 veces mayor que el de las naranjas 'Navel” y "Cara Cara’
(Figura 28 y Figura 47). Kato et al. (2004) también encontraron un mayor
contenido de B-criptoxantina en el flavedo de la mandarina Satsuma que en el de
la naranja "Valencia“. El contenido de violaxantina del flavedo de "Fortune” y
Satsuma fue similar al determinado en el de las naranjas "Navel” y "Valencia’
(Kato et al. 2004; Figura 28 y Figura 47) mientras que en el flavedo de
“Clemenules” y "Nova’, la concentracion de este carotenoide fue menor que en
naranja "Navel  (Figura 28 y Figura 47).

b) Bases moleculares

Resultados recientes sugieren que el balance entre la expresion de los
genes tempranos de la ruta de biosintesis de carotenoides (PSY, PDS, ZDS, 3LCY)
y el responsable de la hidroxilacion del B-caroteno (BCHX) puede originar la
mayor o menor acumulacion de B-criptoxantina que se observa en las diferentes
especies de citricos (Kato et al. 2004). Asi, en la mandarina Satsuma (C.unshiu
Marc.) se detecta una mayor expresion de los genes tempranos de la ruta y una
menor expresion del gen ACHX que en naranja "Valencia” (C. sinensis L. Osb.),
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resultando en una mayor acumulacion de B-criptoxantina en la mandarina (Kato
et al. 2004). La aplicacion de este analisis a los resultados de este trabajo
permite obtener conclusiones similares. En las tres mandarinas estudiadas se
aprecio una menor acumulacién de los transcritos correspondientes a fCHX que
en la naranja "Navel’, tanto en el flavedo como en la pulpa (Figura 33 y Figura
52). El nivel de expresion de PSY en naranja "Navel  fue muy inferior al de 4
CHX, siendo la relacion de las sefales de hibridacion PSY/BCHX de 0.13-0.40,
tanto en el flavedo como en la pulpa (Figura 33). En las mandarinas
"Clemenules” y "Nova’, el nivel de expresion de PSY fue superior al de fCHX en
todas las muestras analizadas, mientras que en la mandarina ‘Fortune’ la
expresion de PSY fue, en algunos estadios, ligeramente inferior a la de S-CHX
(Figura 50 y Figura 52). En general, la relacion de la intensidad de las sefales de
hibridacion PSY/B-CHX en las mandarinas present6 valores entre 0.75 y 2.26.
Como ejemplo se indica, en la Tabla 19, la relacion entre la expresion de PSY y
F-CHX en el flavedo totalmente coloreado de la naranja "Navel  y de las tres
variedades de mandarina.

Tabla 19: Relacion de los niveles de expresion correspondientes a los
genes PSY y S-CHX en el flavedo de frutos totalmente coloreados de

naranja "Navel” y de las mandarinas "Clemenules’, "Nova vy
“Fortune”.
Navel Clemenules Nova Fortune
Flavedo 0.21 1.40 1.04 0.95
Pulpa 0.13 0.96 1.81 0.68

Destaca también el mayor nivel de expresion del gen ZDS en las muestras
de mandarinas respecto a las de naranja "Navel  (Figura 33 y Figura 50). Los
genes PDS, PTOX, A-LCY1 y B-LCY2, anteriores a S-CHX en la ruta de biosintesis
de carotenoides, presentaron, tanto en naranjas como en mandarinas, menores
niveles de expresion que S-CHX.

En conjunto, de acuerdo con la hipdtesis de Xu et al. (2004), en
mandarinas existe una mayor expresion de los genes tempranos de la ruta,
concretamente de PSY y ZDS, que del gen S-CHX, lo que puede puede originar la
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sintesis de una mayor cantidad de B-caroteno de la que la enzima B-CHX puede
transformar a zeaxantina via B-criptoxantina (Figura 2). De hecho, en los tejidos
de mandarina se observa una mayor acumulacion de B-caroteno que en los de las
naranjas (Fanciullino et al. 2006; Figura 29 y Figura 48). Estos resultados
indicarian que en las naranjas estaria mas compensado el balance entre la
expresion de los genes anteriores al B-caroteno y los posteriores, y posiblemente
se acumularian menos precursores susceptibles de ser transformados a B-
criptoxantina. En los frutos de mandarina, parece claro que el equilibrio entre
los genes anteriores y posteriores al B-caroteno esta desajustado respecto a las
naranjas, de forma que se acumula mas sustrato (B-caroteno) disponible para la
sintesis de PB-criptoxantina. Esto sugiere la existencia un ajuste muy fino y
equilibrado entre la expresion de los diferentes genes (y las actividades
enzimaticas correspondientes) de la biosintesis de carotenoides, y que pequeiios
desajustes o alteraciones pueden dar lugar a la acumulaciéon preferencial de
alglin carotenoide especifico de la ruta. Por otro lado, Xu et al. (2004) explican
la acumulacion de B-criptoxantina en las mandarinas en base a una supuesta
mayor afinidad de la B-CHX por el B-caroteno que por la B-criptoxantina. Estas
diferencias de afinidad conducirian a que, ante un exceso de sustrato, la enzima
B-CHX catalizaria preferencialmente la hidroxilacion de un anillo del B-caroteno,
generando B-criptoxantina, en lugar de una segunda hidroxilacion sobre la -
criptoxantina para dar lugar a la zeaxantina. Esta hipotesis se sustenta en
ensayos funcionales llevados a cabo con una B-CHX de Arabidopsis a la que se ha
delecionado una parte del extremo amino-terminal (Sun et al. 1996). Esta B-CHX
truncada cataliza la formacion preferencial de B-criptoxantina a partir de -
caroteno, mientras que la B-CHX no modificada genera como producto
mayoritario zeaxantina. La B-CHX de los citricos puede comportarse de forma
similar a lo observado en Arabidopsis, aunque no existen evidencias directas de
esta hipdtesis.

8. Regulacion de la biosintesis y acumulacion de carotenoides en frutos de
especies de citricos con distinto grado de pigmentacién

a) Genes de la biosintesis de IPP plastidico en frutos citricos

La biosintesis de carotenoides ocurre fundamentalmente a partir del IPP
plastidico generado mediante la ruta MEP (Figura 3). De esta ruta se han
identificado todos los genes implicados, aunque la contribucion de cada enzima
al control del flujo metabdlico, asi como su participacion en el contenido final de
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IPP y DMAPP disponibles para la sintesis de isoprenoides ain no ha sido
caracterizada en detalle. La enzima DXS es la uUnica de la ruta MEP cuya
funcionalidad ha resultado ser limitante para la sintesis de isoprenoides en todos
los organismos analizados, incluyendo Arabidopsis (Estevez et al. 2001), tomate
(Lois et al. 2000) y bacterias (Harker y Bramley 1999; Matthews y Wurtzel 2000).
Plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana en las que se ha aumentado o
disminuido el nivel de DXS muestran un aumento o descenso del contenido de
isoprenoides plastidicos, respectivamente, incluyendo los carotenoides, aunque
no se observa una correlacion directa entre los niveles de variacion de DXS y los
de derivados isoprenoides (Estevez et al. 2001). Estos resultados indican que la
disponibilidad de IPP parece ser un factor limitante para la sintesis de derivados
isoprenoides y que, por lo menos alguna otra reaccion posterior a la sintesis de
DXP también juega un papel limitante en la cantidad de IPP sintetizado. La
alteracion de los niveles de acumulacion de DXR, HDS o HDR en menta,
Arabidopsis thaliana o tabaco produce modificaciones concomitantes del
contenido de derivados isoprenoides (Estevez et al. 2001; Mahmoud y Croteau
2001; Carretero Paulet et al. 2002; Page et al. 2004), sugiriendo que estos
enzimas ejercen algin control sobre el flujo a través de la ruta MEP. La
influencia de los genes de la ruta MEP en la biosintesis de carotenoides en los
frutos es poco conocida. El aumento del contenido de carotenoides que tiene
lugar durante el desarrollo y la maduracion de frutos de tomate es paralelo al
aumento del nivel de expresion de DXS y HDR (Lois et al. 2000; Botella Pavia et
al. 2004), mientras que DXR y HDS presentan un patron de expresion constitutivo
(Rodriguez Concepcion et al. 2001; Rodriguez Concepcion et al. 2003). En
pimiento, la expresion de DXS también aumenta durante el desarrollo y la
maduracion del fruto (Bouvier 1998). En frutos citricos Unicamente se ha
caracterizado el patron de expresion de DXS durante la desverdizacion del
flavedo de mandarina “Clemenules” (Alos et al. 2006).

En este trabajo se han estudiado, por primera vez, los patrones de
expresion de los genes DXS, HDS y HDR durante el desarrollo y la maduracion de
los frutos citricos de distintas especies y variedades (Figura 32, Figura 39 y
Figura 49). De acuerdo con los resultados de Alos et al. (2006), el gen DXS
mostro en el flavedo de naranjas, pomelos y mandarinas un nivel de expresion
bajo durante el desarrollo del fruto, que aumenté transitoriamente y disminuyo
durante los estadios finales de la maduracion a un nivel similar al inicial. El
aumento transitorio de la expresion se produjo en el flavedo de las naranjas y los

204



Discusion

pomelos en el estadio verde-maduro y, alrededor del momento del viraje del
color del flavedo en las tres variedades de mandarina. Este aumento en el nivel
de expresion de DXS podria responder al aumento de IPP plastidico requerido
para llevar a cabo la biosintesis de derivados isoprenoides como GAs (Agusti
2000) o clorofilas (Figura 27, Figura 35 y Figura 46). Finalizada la fase de
crecimiento celular e iniciada la degradacion de clorofilas, las necesidades de
derivados isoprenoides de origen plastidico del fruto disminuyen vy, en
consecuencia, lo hace el nivel de expresion de DXS. En tomate el gen HDS
presenta un patron de expresion constitutivo, por lo que se le ha atribuido un
papel no limitante en la biosintesis de IPP plastidico (Rodriguez Concepcion et al.
2003). Sin embargo, en los frutos de naranjas, pomelos y mandarinas el nivel de
expresion de HDS aumento durante el desarrollo y la maduracion. La influencia
de DXR parece ser limitante en funcion de la especie estudiada, el érgano e
incluso del estadio de desarrollo. En plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
los niveles de isoprenoides plastidicos se modifican en funcion del nivel de
acumulacion de DXR y la acumulacion de transcritos correlaciona con el
contenido de carotenoides en inflorescencias y durante la desetiolacion de
plantulas (Carretero Paulet et al. 2002). Sin embargo, en tomate no se detecta
un aumento de la expresion de DXR durante el aumento del contenido de
carotenoides que tiene lugar durante la maduracién del fruto (Rodriguez
Concepcion et al. 2001). Salvo en el flavedo del pomelo "Marsh’, el patron de
expresion de HDR en las variedades estudiadas fue muy similar al de DXS.
También en tomate, donde DXS y HDR catalizan reacciones limitantes, se ha
descrito un patron de expresion comin para ambos genes (Lois et al. 2000;
Botella Pavia et al. 2004). En la pulpa de naranjas, pomelos y mandarinas el nivel
de expresion de DXS, HDS y HDR aumenté durante el desarrollo y la maduracion
del fruto vy, al igual que los genes carotenogénicos estudiados, su expresion en
este tejido fue menor que en el flavedo, en todos los estadios analizados.

Los resultados presentados en esta Tesis muestran que en los frutos
citricos los niveles de expresion de los genes DXS, HDS y HDR se modifican
durante el desarrollo y la maduracion indicando que, muy posiblemente, ejercen
alguna influencia sobre el flujo metabdlico de la ruta MEP. Ademas, el estudio
del mutante de naranja "Cara Cara’, cuyo fenotipo parece responder a la mayor
expresion de los genes MEP respecto de la variedad parental (Figura 53), sugiere
que en los frutos citricos, al menos en naranjas, la biosintesis de carotenoides se
encuentra limitada por la disponibilidad de IPP (apartado 4 de este Capitulo).
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b) Genes estructurales de la ruta de biosintesis de carotenoides

Los mecanismos moleculares que conducen a la practica ausencia de
carotenoides en el pomelo "Marsh” ya han sido discutidos con anterioridad
(apartado 5.1 de este Capitulo), y no parecen estar relacionados con diferencias
en la expresion de los genes de la biosintesis de carotenoides estudiados en esta
Tesis (Figura 53).

El analisis comparativo de la expresion de los principales genes de la
biosintesis de carotenoides, en el flavedo y la pulpa de los frutos de naranja
"Navel  (Figura 31) y de las mandarinas "Clemenules’, "Nova“ y ‘Fortune’
(Figura 49 a Figura 52) permite realizar las siguientes consideraciones. Durante
el desarrollo y la maduracion, en los frutos de todas las especies se produce,
tanto en el flavedo como en la pulpa, un aumento del nivel de expresion de los
genes iniciales de la ruta PSY, PDS, ZDS y PTOX (Figura 33 y Figura 50). Los
resultados obtenidos en este trabajo, asi como resultados previos en otras
variedades (lkoma et al. 2001; Kato et al. 2004; Rodrigo et al. 2004), muestran
que, durante el desarrollo y la maduracion de los frutos citricos existe una buena
correlacion entre el nivel de expresion de los genes PSY y PDS y el contenido
total de carotenoides. Adicionalmente, trabajos recientes realizados con
inhibidores e inductores del cambio de color del flavedo de los frutos citricos
también senalan el papel limitante de PSY en la determinacion del contenido
total de carotenoides. La inhibicion, mediante tratamiento con nitrato o GAs, del
cambio de color de los frutos de "Navel” y “Clemenules” se ha relacionado con
un retraso en la acumulacion de carotenoides y éste, a su vez, con una
disminucion de los niveles de expresion de PSY respecto de los frutos no tratados
(Alos et al. 2006; Rodrigo y Zacarias 2006). Por otro lado, durante la induccion
del cambio de color del flavedo de naranja "Navel  mediante el tratamiento con
etileno se ha observado un aumento del nivel de expresion del gen PSY y del
contenido total de carotenoides (Rodrigo y Zacarias 2006). Conjuntamente esta
serie de resultados indican que la reaccion catalizada por PSY es el paso
limitante que determina el contenido total de carotenoides de los frutos citricos,
como ya se ha indicado en otros frutos, como pimiento, tomate y zanahoria (Huh
et al. 2001; Bramley 2002; Santos et al. 2005). El producto de la reaccion
catalizada por PSY es el fitoeno, que es convertido a fitoflueno y licopeno por la
accion secuencial de las enzimas PDS y ZDS. De los tres genes, PSY, PDS y ZDS, el
segundo fue el que presento, con diferencia, los menores niveles de acumulacion
de transcritos (Figura 28, Figura 29, Figura 47 y Figura 48). Esta menor
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acumulacion de transcritos de PDS en relacion con los del gen PSY también ha
sido descrita en otros citricos (Kita et al. 2001; Kato et al. 2004) y en otros frutos
como tomate (Giuliano et al. 1993; Ronen et al. 1999), pimiento (Hugueney et
al. 1992) y melocoton (Marty et al. 2005). En general, en naranjas y mandarinas
los carotenoides mas abundantes son las xantofilas, indicando que pese a que el
nivel de expresion de PDS es muy inferior al de PSY, la mayor parte del fitoeno
producido es eficientemente transformado a fitoflueno. Lo mismo sucede en
tomate, pimiento y melocoton, donde el fitoeno es habitualmente un
carotenoide poco abundante. Durante la maduracion de la naranja “Navel  y de
las mandarinas “Clemenules’, "Nova“ y ‘Fortune” aumenta la concentracion de
fitoeno (Figura 28, Figura 47 y Figura 49). Este hecho se explicaria por el mayor
aumento de la expresion del gen PSY que del gen PDS durante la maduracion del
fruto, lo que probablemente conduce a la saturacion de la actividad PDS. Por
ejemplo, en el flavedo de la mandarina "Nova’, donde la expresion de PSY
aumenta durante los estadios finales de la maduracion mientras que la de la PDS
disminuye, se detectaron hasta 10 pg/g PF de fitoeno. También en limdn
“Lisbon” y mandarina Satsuma la reduccion de la expresion de PDS determinan la
acumulacion de fitoeno (Kato et al. 2004).

El cambio de la composicion de carotenoides, de B,e- a B,B-carotenoides,
que ocurre en el flavedo de naranjas y mandarinas durante la maduracion puede
explicarse por reduccion de la expresion del gen &LCY, implicado en la
biosintesis de a-caroteno (Figura 28, Figura 31, Figura 47 y Figura 51). Durante
los estadios verdes del flavedo se detectan B,c-carotenoides (a-caroteno y sus
derivados hidroxilados o-criptoxantina y luteina) cuya concentracion disminuye
paralelamente al descenso en la expresion de &LCY. A partir del estadio verde-
maduro no se acumulan p,s-carotenoides y los transcritos de &LCY son
practicamente indetectables. Por otro lado, en la pulpa de naranjas y
mandarinas, donde no se produce acumulacion de B,s-carotenoides en ninguno de
los estadios analizados, tampoco se detecta acumulacion de los transcritos de &-
LCY (Figura 29 , Figura 31, Figura 48 y Figura 51). En naranjas "Navel vy
"Valencia“, dado que el patréon de expresion de FLCY1 es constitutivo, en el
flavedo (Kato et al. 2004; Rodrigo et al. 2004, Figura 31) y la pulpa (Figura 33),
el desvio del flujo de biosintesis de carotenoides hacia la rama B,B- estaria
ademas mediado por la induccién de la expresion del gen p-LCY2. En el caso de
las mandarinas Satsuma (Kato et al. 2004), "Clemenules’, "Nova“ y "Fortune’
(Figura 51) el nivel de expresion del gen f-LCY1 aumenta durante la maduracion.
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También lo hace, y en mayor medida, el nivel de expresion de FLCY2 (Figura
51). En consecuencia y a diferencia de las naranjas, en las mandarinas tanto (-
LCY1 como B-LCY2 parecen contribuir al redireccionamiento de metabolitos hacia
la rama B,B- de la biosintesis de carotenoides. Sin embargo, existen evidencias
que sugieren un papel principal de B-LCY2 en la biosintesis de B,B-xantofilas. En
primer lugar, cabe resaltar que el aumento del nivel de expresion de SLCY2 es
practicamente coincidente en el tiempo con la acumulacion masiva de B,B-
xantofilas que se produce durante la maduracion tanto en naranjas como en
mandarinas. En segundo lugar, en frutos del pomelo "Star Ruby’, donde A-LCY2
codifica mayoritariamente una enzima con actividad ciclasa muy reducida, se
observa acumulacion de licopeno (Figura 53), indicando que la actividad B-LCY1
no es capaz de compensar la ausencia de actividad B-LCY2. El papel clave de las
enzimas licopeno ciclasa (B- y &) en la regulacién de la composicion de
carotenoides ya ha sido puesto de manifiesto en otras plantas como tomate
(Ronen et al. 1999; Ronen et al. 2000), pimiento (Hugueney et al. 1995) y patata
(Diretto et al. 2006).

Durante el desarrollo y la maduracion de los frutos de naranja y
mandarinas se estudio la expresion de tres genes implicados en la biosintesis de
xantofilas, &CHX y S-CHX, responsables de la hidroxilacion de los anillos a- y B-,
respectivamente, y ZEP. El patron de expresion de &CHX en frutos citricos,
descrito por primera vez en este trabajo, es muy similar al de &LCY, mientras
que el patron de expresion de S-CHX es muy similar al de p-LCY2 (Figura 31,
Figura 51 y Figura 52). La disminucion paralela del nivel de expresiéon de &LCY y
&CHX conduce a una menor a-ciclacion y a una menor hidroxilacion de anillos a.-,
respectivamente. Por otro lado, el aumento de la expresion de BLCYs y B-CHX
favorece la sintesis de B-caroteno y la hidroxilacion secuencial de sus anillos B-,
respectivamente, produciendose B-criptoxantina y zeaxantina. La influencia de
los niveles de expresion de S-CHX en la composicion de carotenoides de naranjas
y mandarinas ya ha sido discutida previamente (apartado 7.b), Figura 53). En la
pulpa del pomelo “Star Ruby’ la baja expresion de p-CHX conduce a la practica
ausencia de B,B-xantofilas y a la acumulacion de B-caroteno (apartado 5.2 de
este Capitulo). La influencia de los niveles de expresion de A-CHX en la
composicion de carotenoides también ha sido descrita en otras plantas como
tomate y patata. La mutacion wf de tomate, que conduce a una coloracion
blanca de los pétalos debido a la practica ausencia de carotenoides, es
consecuencia de alteraciones en la secuencia de una BCHX especifica de flores
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que resultan en la incapacidad de producir B,B-xantofilas, responsables de la
coloracion amarilla de los pétalos del genotipo parental (Galpaz et al. 2006). Por
otro lado, frutos transgénicos de tomate que expresan de forma especifica en
fruto una B-LCY y S-CHX foraneas adquieren la capacidad de acumular xantofilas
(Dharmapuri et al. 2002). En tubérculos de patata en los que se ha silenciado la
expresion de los genes S-CHX enddgenos se observa un aumento de hasta 38
veces de PB-caroteno y una reduccion del contenido de zeaxantina, aunque
sorprendentemente no se observa disminucion del contenido de otras B,B-
xantofilas (Diretto et al. 2007). Coincidiendo con los resultados descritos por
Kato et al. (2004) en naranja "Valencia’ y mandarina Satsuma, durante el
desarrollo y la maduraciéon de los frutos de la naranja "Navel  y de las tres
mandarinas estudiadas, el nivel de expresion del gen ZEP aumenté ligeramente,
tanto en el flavedo como en la pulpa (Figura 33 y Figura 52). En la pulpa de la
naranja "Valencia’, el nivel de expresion de ZEP es superior al existente en la de
mandarina Satsuma. Estas diferencias del nivel de expresion de ZEP pueden
explicar la mayor acumulacién de zeaxantina en Satsuma y del producto de
epoxidacion de la zeaxantina (violaxantina) en naranja "Valencia“ (Kato et al.
2004). Sin embargo, en este trabajo no se encontraron diferencias importantes
en el nivel de expresion de ZEP entre la naranja y las mandarinas estudiadas, ni
siquiera entre las mandarinas ‘Clemenules” y “Fortune’ pese a que la
concentracion de violaxantina en el flavedo totalmente coloreado de
“Clemenules” fue un 70% inferior a la de "Fortune” (Figura 47). Tal y como se ha
mencionado anteriormente, diferencias en el nivel de expresion de otros genes
no estudiados en este trabajo como VDE o CCDs especificas de xantofilas, podrian
explicar los diferentes contenidos de zeaxantina, anteraxantina y violaxantina en
las distintas variedades de mandarinas (apartado 6 de este Capitulo).

En resumen, en lineas generales la variacion del contenido y composicion
de carotenoides que se observa en las naranjas, las mandarinas y la pulpa del
pomelo "Star Ruby’ durante el desarrollo y la maduracion se correlaciona con los
patrones de expresion de los genes de la ruta de biosintesis de carotenoides. El
incremento del contenido de carotenoides podria ser el resultado de un aumento
de la trascripcion de los genes iniciales de la ruta (PSY, PDS, ZDS, PTOX). El
cambio en el perfil cualitativo de B,e- a B,B-carotenoides que ocurre en el
flavedo durante la maduracion puede explicarse por reduccion de la expresion de
los genes &LCY y &CHX (implicados en la biosintesis a-caroteno y luteina) e
induccion de la expresion de fLCYs, f-CHX y ZEP, desviandose el flujo de la ruta
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de biosintesis de carotenoides hacia la acumulacion de B,B-xantofilas (jB-
criptoxantina y violaxantina, fundamentalmente). En la pulpa, donde la
expresion de £LCY es muy baja o indetectable, no se acumulan f,s-carotenoides.
En el caso de la pulpa del pomelo "Star Ruby’, donde p-LCY2 codifica una
proteina no funcional, se acumula fundamentalmente licopeno y el poco B-
caroteno producido parece que no es hidroxilado debido a los bajos niveles de
expresion de S-CHX. Tanto en naranja "Navel’ como en las mandarinas, el
contenido de carotenoides es superior en el flavedo que en la pulpa durante todo
el proceso de desarrollo y maduracion del fruto, como se ha descrito en frutos
con elevada capacidad carotenogénica (Gross 1987). Estos resultados son
consistentes con una mayor expresion de todos los genes de la biosintesis de
carotenoides en el flavedo respecto a la pulpa, en todos los estadios analizados
(Figura 31, Figura 33 y Figura 50 a Figura 52).
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CONCLUSIONES

Del conjunto de resultados de esta Tesis Doctoral se pueden extraer las
siguientes conclusiones:

1.- Se han aislado y caracterizado de frutos citricos los genes FLCY1l y &
LCY y, mediante ensayos de expresion heteréloga en E.coli, se ha demostrado
que codifican enzimas con actividad B- y e-licopeno ciclasa, respectivamente.

2.- Se ha aislado y caracterizado de frutos citricos un nuevo gen,
denominado #LCY2 y, mediante ensayos de expresion heterologa en E.coli, se ha
demostrado que codifica una enzima con actividad B-licopeno ciclasa, aunque
menor que la de FLCY1l. El gen S-LCY2 carece de intrones y presenta una
expresion especifica de tejido cromoplastico. Su expresion, en el flavedo y la
pulpa, se induce durante la maduracion del fruto y se correlaciona con la
acumulacion de B,B-xantofilas, sugiriendo que este gen desempefa un papel
importante en el redireccionamiento de la ruta y en la acumulacion de
carotenoides.

3.- Se han identificado en el genoma de las especies de citricos
estudiadas (C. sinensis, C. paradisi y C.clementina), dos alelos del gen f-LCY2,
que son 96% idénticos en sus secuencias promotoras y codificantes. El alelo 4
LCY2a codifica una enzima con actividad B-licopeno ciclasa, mientras que f-
LCY2b codifica una proteina con muy reducida actividad licopeno ciclasa. Se han
identificado alteraciones en la secuencia codificante de B-LCY2b que podrian
explicar su baja actividad licopeno ciclasa. En C. sinensis el alelo funcional (5-
LCY2a) se transcribe en una proporcién mayor o similar a la del alelo no funcional
(5-LCY2b), mientras que en C. paradisi se transcribe mayoritariamente el alelo
no funcional.

4.- El mutante de naranja "Cara Cara’ acumula altas concentraciones de
licopeno en la pulpa, que le proporciona coloracion roja, y los carotenos lineales
fitoeno y fitoflueno. La mutacion incrementa también el contenido de carotenos
en el flavedo. Estos efectos se manifiestan desde estadios tempranos del
desarrollo del fruto.
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5.- No se han detectado deficiencias en la actividad de las enzimas j-
LCYs, ni alteraciones en la expresion de los genes estructurales de la ruta de
biosintesis de carotenoides, que justifiquen la acumulacion de licopeno en la
pulpa de la naranja "Cara Cara’. Sin embargo, se ha observado una mayor
expresion de los genes de la ruta MEP (DXS, HDS, HDR), que podria repercutir en
un incremento del flujo de entrada de intermediarios metabdlicos en la ruta de
biosintesis de carotenoides, y ocasionaria acumulacion de carotenos lineales.

6.- El analisis de carotenoides en el pomelo blanco "Marsh” y el pomelo
rojo "Star Ruby’ reveldé que el primero tiene muy bajas concentraciones de
carotenoides, tanto en el flavedo como en la pulpa. En el pomelo "Star Ruby’ se
acumulan fundamentalmente carotenos lineales, siendo los carotenoides
mayoritarios el fitoeno en el flavedo y el licopeno en la pulpa.

7.- No se observaron diferencias significativas en la expresion de los
genes MEP y de biosintesis de carotenoides estudiados entre los tejidos de los
frutos de los pomelos "Marsh” y “Star Ruby . Por tanto, la expresion de los genes
estudiados no explica la deficiencia de carotenoides en los frutos maduros del
pomelo “Marsh’.

8.- El pomelo ‘Star Ruby  presenté bajos niveles de expresion de los
genes BLCY2 y B-CHX. La baja expresion de ALCY2 unido a la transcripcion
mayoritaria del alelo no funcional (5-LCY2b) podria justificar la acumulacion de
licopeno y sus precursores. La baja expresion de f-CHX explicaria la acumulacion
de B-caroteno.

9.- La reduccion de la iluminacion durante la maduracié de los frutos del
pomelo “Star Ruby’ acelera la desverdizacién y promueve una coloracion final
mas intensa. Este efecto incrementa el contenido en licopeno en el flavedo de
los frutos, pero no modifica su contenido total de carotenoides ni la expresion de
los genes de biosintesis de carotenoides estudiados.

10.- La coloracion mas intensa de los hibridos de mandarina "Fortune” y

"Nova“ respecto a la mandarina "Clemenules” parece deberse principalmente a
la acumulacion de B-criptoxantina y B-citraurina. La concentracion de estos
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carotenoides fue significativamente superior en el flavedo y la pulpa de las
mandarinas que en los tejidos de naranja "Navel .

11.- No se han encontrado diferencias importantes en la expresion de los
genes estudiados entre las tres variedades de mandarina. En los tejidos de las
mandarinas la expresion de los genes tempranos de la ruta, particularmente PSY
y ZDS, fue superior a la del gen S-CHX, de forma contraria a lo que sucede en los
tejidos de naranjas. Parece, por tanto, que el equilibrio entre la expresion de los
genes tempranos de la ruta y el del gen f-CHX, en los diferentes tejidos y/o
variedades de frutos citricos, puede determinar la acumulacion de pB-
criptoxantina en los mismos.
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Anexo |: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos codificadas por los genes Csp-
LCY1 (Citrus bLCY1) y Cs-LCY2 (Citrus bLCY2) con B-LCYs, NSY y CCS de otras especies de
plantas. Arab bLCY, Arabidopsis thaliana B-LCY (AAB53337); Adonis bLCY, Adonis
palaestina B-LCY (AAKO7430); Daucus bLCY, Daucus carota subsp. B-LCY (ABB52071); S.Lyc
bLCY, Solanum lycopersicon B-LCY (CAA60170); Bixa bLCY, Bixa orellana B-LCY
(CAD70565); S.Lyc NSY, Solanum lycopersicon NSY (CAB93342); Nicot. bLCY, Nicotiana
tabacum B-LCY (CAA57386); Gent bLCY, Gentiana lutea B-LCY (BAA88840); Sander bLCY,
Sandersonia aurantiaca B-LCY (AAL92175); C.annu. bLCY, Capsicum annuum (-LCY
(CAA60119); Tagetes bLCY, Tagetes erecta B-LCY (AAG10429); S.Lyc bLCY, Solanum
lycopersicon B-LCY2 (AAG21133); Narcis bLCY, Narcissus pseudonarcissus B-LCY
(CAA67331); S.tub NSY, Solanum tuberosum NSY (CAB92977); Zea bLCY, Zea mays B-LCY
(AAO18661); C. Annu. CCS, Capsicum annuum CCS (Q42435). Los aminoacidos en fondo
negro corresponden a residuos conservados en todas de las secuencias alineadas, en fondo
rosa aquellos conservados en un 75% de las secuencias y los que son equivalentes a estos y
en fondo azul aquellos conservados en un 50% de las secuencias y los que son equivalentes
a estos. Las rayas (-) representan los espacios introducidos en las secuencias para un
alineamiento optimo.
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Anexo II: Alineamiento de la secuencia de aminoacidos codificadas por el gen Css-LCY (Citrus
eLCY) con ¢-LCYs de otras especies de plantas. Spinac eLCY, Spinacia oleracea e-LCY (AAL69394);
Tagetes elLCY, Tagetes erecta &-LCY (AAG10428); Adonis eLCY, Adonis palaestina g-LCY
(AAKO07431); Daucus eLCY, Daucus carota subsp. ¢-LCY (ABB52073); G.lutea eLCY, Gentiana lutea
¢-LCY (BAA88845); Arab eLCY, Arabidopsis thaliana &-LCY (BAA97033); S.Lyc eLCY, Solanum
lycopersicon -LCY (065837). Los aminoacidos en fondo negro corresponden a residuos conservados
en todas de las secuencias alineadas, en fondo rosa aquellos conservados en un 75% de las
secuencias y los que son equivalentes a estos y en fondo azul aquellos conservados en un 50% de
las secuencias y los que son equivalentes a estos. Las rayas (-) representan los espacios
introducidos en las secuencias para un alineamiento optimo.
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bLCYZDb

bLCYZa
bLCYZD
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-394
-354
-314
-274
-234

-194
-154
114

-74
-34
+6
+46
+86
+126
+146

B +186
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bLCYZa
bLCYZb

bLCYZa
bLCYZb

bLCYZ2a
bLCYZb

Anexo lll: Alineamiento de las secuencias de nucleotidos de los promotores y de un
fragmento de la regidn codificante de #LCY2a (bLCY2a) y fLCY2b (bLCY2b). Se recuadran
los elementos cis reguladores identificados en la base de datos PLACE (Higo et al. 1999),
para mas detalles consultar apartado 4.3 del Capitulo | de resultados. En verde se
recuadra el codon correspondiente al inicio de la region codificante de la proteina y en
rojo los SNPs identificados en las secuencias, segun la numeracion de la Tabla 12.
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