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datos se expresan como porcentaje del total de compuestos volátiles identificados y son la 
media + DE de al menos 3 análisis independientes.                                                             166 
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RESUMEN 

 

El aroma es uno de los componentes de calidad de los frutos y su percepción por los 

consumidores se produce por la interacción del sistema sensorial con múltiples compuestos 

volátiles (CVs). Además de esta propiedad, los CVs también desempeñan importantes funciones 

en los mecanismos de defensa de las plantas, y en las flores y frutos actúan como atrayentes o 

repelentes de insectos polinizadores, dispersores de semillas y de depredadores. En los frutos 

cítricos la mayoría de los CVs responsables del aroma son de naturaleza terpenoide y se 

acumulan en estructuras especializadas, glándulas de aceite en el flavedo y los cuerpos de aceite 

en la pulpa, siendo el limoneno el mayoritario, así como otros monoterpenos y sesquiterpenos o 

sus derivados oxigenados, y los norisoprenoides. La mayoría de los estudios realizados sobre 

CVs en los frutos cítricos en las últimas décadas se han centrado en el contenido y composición 

de aceites esenciales presentes en el flavedo y en la pulpa o zumo, pero existe muy poca 

información sobre la emisión de los mismos de frutos intactos. Así, el objetivo general de esta 

Tesis Doctoral ha sido estudiar los mecanismos fisiológicos y moleculares implicados en el 

aroma de frutos de diferentes variedades y especies de cítricos durante la maduración natural y 

en diferentes situaciones postcosecha. Este objetivo general se ha abordado en cuatro apartados 

específicos, cuyos objetivos y resultados más relevantes se resumen a continuación. 

Se ha realizado un estudio comparativo de la emisión por frutos intactos y del contenido 

en el flavedo y la pulpa de CVs durante la maduración del fruto en tres especies de cítricos: la 

naranja Navelate (Citrus sinensis), la mandarina Clemenules (Citrus clementina) y el híbrido 

Ortanique (Citrus sinensis x Citrus reticulata). Mediante cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas se han podido identificar la mayoría de los CVs emitidos y presentes 

en el flavedo y pulpa de los frutos seleccionados, revelando la mayor capacidad aromática del 

híbrido, seguido de los frutos de naranja y de mandarina. Se detectaron mayores diferencias en 

el número y cantidad de CVs en la emisión que en el contenido, y destaca que no se encontró 

relación entre el contenido y la emisión de CVs, lo que sugiere que pueden ser procesos 

independientes o con una regulación distinta. El estudio de la expresión de siete genes de 

terpeno sintasas a lo largo de la maduración mostró una mayor acumulación de transcritos en la 

piel que en la pulpa y que no parece existir relación con la acumulación de CVs, excepto el 

aumento de la valenceno sintasa (VAL) y el descenso del gen TPS3, que fue paralelo con el 

aumento de valenceno y la disminución de determinados sesquiterpenos, respectivamente. 

La aplicación de etileno exógeno a frutos de las tres variedades produjo efectos similares, 

ya que a la vez que aceleraba la coloración del fruto produjo una reducción de la emisión de los 

monoterpenos limoneno y linalol, la estimulación de la emisión de ocimeno y, especialmente, 

de valenceno. Destacó especialmente la estimulación por etileno de la emisión de ésteres 
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alifáticos exclusivamente en los frutos del híbrido y de naranja. Este efecto del etileno parece 

dependiente del estadío de maduración del fruto y se correlacionó con la estimulación de la 

expresión del gen VAL. Además, se ha identificado un gen de una nueva alcohol aciltrasnferasa 

(AAT) en cítricos, cuya expresión parece estar regulada por etileno y que es paralela a la emisión 

de ésteres. 

Por otro lado, se ha utilizado un nuevo mutante de la mandarina Clementina, denominado 

deg (“decreased oil gland”), cuya principal característica fenotípica fue una reducción de entre 

4-5 veces la cantidad de glándulas de aceite en la piel. Como cabía esperar, el contenido total de 

CVs estaba sustancialmente reducido en proporción al número de glándulas de aceite, pero la 

emisión era muy superior a la de los frutos parentales. Este mutante también emitía de forma 

natural algunos CVs relacionados con respuestas de defensa y tenía alterada la expresión de 

algunos genes de terpeno sintasas. Además, la capacidad infectiva del hongo P. digitatum en el 

mutante parecía ligeramente afectada en áreas del flavedo libres de glándulas. Estos resultados 

refuerzan la conclusión anterior de la falta de relación entre el contenido y la emisión de CVs e 

indican el papel de algunos volátiles en las respuestas al estrés que este mutante parece tener 

constitutivamente alteradas.  

Finalmente, se han utilizado frutos de variedades de naranja y de pomelo con diferente 

pigmentación para analizar la relación entre el contenido y composición de carotenoides y la de 

norisoprenoides volátiles. El análisis de norisoprenoides en frutos que acumulan licopeno en la 

piel y especialmente en la pulpa, o en un mutante de naranja que acumula carotenos lineales y 

con muy bajos niveles de xantofilas, permitió comprobar una relación directa sustrato-producto 

entre determinados carotenoides y norisoprenoides, que fue en general más evidente en la pulpa 

que en la piel. 
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INTRODUCCIÓN 

 

1. Generalidades de los frutos cítricos  

 

1.1  Origen, difusión y clasificación  

Desde la antigüedad, los cítricos han constituido un cultivo de gran importancia, tanto a 

nivel comercial por su gran producción y consumo, como en la salud humana por su aporte en 

nutrientes y beneficios para la salud. Se han formulado diferentes hipótesis respecto al origen 

geográfico de los cítricos y casi todas ellas apuntan a regiones tropicales y subtropicales del 

Sureste Asiático y posterior dispersión por otros continentes (Webber, 1967; Calabrese, 1992). 

La cita más antigua que se conoce procede de China y pertenece al Libro de la Historia (500 

años a.C) (Agustí, 2000). Desde el punto de vista filogenético se postula que todos los cítricos 

derivan de tres especies ancestrales originales: el cidro (Citrus medica L.), probablemente 

originario de India y el primer cítrico conocido en Europa, la mandarina (Citrus reticulata 

Blanco), originaria de China, y el pumelo (Citrus grandis. L. Osb.), originario de los 

archipiélagos Malasios y del Este de India (Scora, 1975; Barrett y Rhodes, 1976; Nicolosi, 

2007; Xu et al., 2013). El resto de las especies y variedades de cítricos cultivadas en la 

actualidad o en épocas precedentes han debido de originarse probablemente por hibridaciones 

sucesivas entre las diferentes especies originales o sus descendientes y mediante la selección 

posterior de mutaciones naturales o inducidas (Nicolosi, 2007).  

El origen del cultivo de los cítricos en España también es incierto, aunque se cree que 

originalmente pudo iniciarse como plantas para usos medicinales y ornamentales, y con menor 

preponderancia para el consumo. El cidro se estima que puede estar presente desde el siglo VII, 

mientras que el naranjo amargo y el limonero se introdujeron en nuestro país por los árabes en 

el siglo XI. El cultivo y la expansión del naranjo dulce es posterior y se data desde el siglo XV, 

seguido con posterioridad por el mandarino y el pomelo (Agustí, 2000). 

Los cítricos pertenecen a la clase Angiospermae, subclase dicotiledónea, orden rutae, 

familia Rutaceae y género Citrus y cuenta con más de 145 especies, entre las que se destacan: 

la naranja dulce (C. sinensis), mandarina (C. reticulata), limón (C. limon) y pomelo (C. 

paradisi), que son las principales especies cultivadas en la actualidad (Devices y Albrigo, 

1999). Cada especie está constituida por diferentes variedades y es posible distinguirlas 

mediante la observación de una serie de caracteres y parámetros representativos de cada una de 

ellas, atendiendo a características morfológicas. El naranjo dulce (C. sinensis) está representado 

por 3 grandes grupos; el grupo Navel, caracterizado por presentar un ombligo en la región 

estilar, y en el que destacan las variedades Navelina, Washington Navel y Navelate; el grupo 

Sanguina que se caracteriza por acumular antocianos en el fruto, proporcionando un color rojo-
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violáceo, en el que destaca las variedades Sanguinelli, Tarocco y Moro; y el grupo Blancas, 

caracterizadas por presentar una pigmentación amarillo-naranja a naranja y no presentar 

ombligo, y en el que destacan las variedades Salustiana y Valencia Late. Dentro de la especie 

de mandarinas encontramos 3 grandes grupos: Clementinas, Satsumas e híbridos. El grupo 

Clementinas se caracterizan por presentar una piel muy fina y colores que van desde el naranja 

a naranja intenso, formas esféricas o aplanadas y no presentar semillas, destacan las variedades 

Clementina de Nules, Marisol, Oronules, Fina y Hernandina. En el grupo de las Satsumas, 

caracterizadas por ser frutos amarillo-naranja a naranja asalmonado, presentar formas aplanadas 

y no contener semillas, destacan las variedades Hashimoto, Okitsu, Clausellina y Owari. Por  

último,  cabe mencionar el grupo de los híbridos que pueden presentar semillas y en ocasiones 

un ombligo en la corteza. Los frutos presentan colores naranja y rojizos, generalmente más 

intensos que los no híbridos y destacan en nuestra Comunidad las variedades Nova, Ellendale, 

Fortune y Ortanique (Soler, 1999).  

En cuanto a la especie pomelo, es la especie de más reciente aparición y de limitada 

importancia en España. El fruto es grande o muy grande, sin semillas o pocas, y con 

importantes diferencias en el color tanto en la piel, del amarillo al rosado, como en la pulpa, 

también amarilla hasta rojo intenso. En función de la coloración las variedades se han agrupado 

en blancas y rojas. Entre las primeras destaca la variedad Marsh, que es la más cultivada en 

España, y se caracteriza por presentar frutos de color de la piel y pulpa amarillo pálido. Existen 

diferentes variedades de pulpa de color roja, entre las que se pueden mencionar la variedad Red 

Blush, de pigmentación rosada sólo en las membranas y paredes de las vesículas de zumo, por 

lo que el zumo no es escasamente coloreado. La variedad Rio Red también presenta coloración 

roja intensa en la pulpa, pero la variedad coloreada de más relevancia en España es Star Ruby, 

que se caracteriza por presentar áreas de color rojo intenso en la piel y pulpa roja sin semillas. 

Es un fruto excelente para consumo en fresco y para la industria (Bono et al., 1985; Berzal y 

Porras, 1989). 

 

1.2  Situación actual de la producción de cítricos 

Actualmente, los cítricos, son el primer cultivo frutal del mundo, tanto en producción 

como en consumo. Su cultivo se extiende a la mayoría de regiones tropicales y subtropicales, 

ocupando una extensión de más de 7 millones de hectáreas (Ha), con una producción total de 

alrededor de 130 millones de toneladas (Tm) (faostat3.fao.org). Concretamente España, es el 

mayor productor de cítricos de la Unión Europea y el sexto país del mundo, con una producción 

anual media alrededor de los 6 millones de Tm; 6,09 en al año 2010 y 5,77 en el año 2011, y 

una superficie cultivada que supera las 319.000 Ha. La citricultura española se caracteriza, 

principalmente, por la producción de frutos para el consumo en fresco. Es interesante reseñar 

que la producción de cítricos ha ido cambiando durante los últimos años y en décadas pasadas 
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estaba básicamente dominada por las naranjas y, aunque su producción sigue siendo la mayor 

de entre los distintos grupos de cítricos a nivel nacional, se ha producido un progresivo 

incremento en los últimos años en la producción de las distintas variedades de mandarina. Así, 

la distribución española de la producción se sitúa de la siguiente forma: 34% naranjas Navel, 

35% mandarinas Clementinas e híbridos, 13% naranjas Blancas, 14% limones, 3% satsuma y 

1% pomelos. Entre comunidades autónomas, la producción en la Comunidad Valenciana es la 

mayoritaria, con alrededor del 60% (81% de mandarinas y 48% de naranjas del total producidas 

en España, seguido de Andalucía con un 38,4% de naranjas y 6,2% de mandarinas, Murcia 

(10% de naranjas y 4% de mandarinas), Cataluña (1,5% de naranjas y 8,4% de mandarinas) y 

una producción menor al 1% en la islas Baleares.  

En la Comunidad Valenciana el área destinada al cultivo de los cítricos supone un total de 

178.361 Ha con una producción de 3.168.500 Tm en el año 2011, y una tendencia bastante 

variable, en función de las condiciones climáticas anuales, la tendencia de los mercados y la 

crisis económica del sector, como se manifiesta en la reducción de cerca 350.000 Tm respecto a 

la campaña de 2010. La Tabla 1 muestra el total de la producción de frutos de las distintas 

variedades y especies en el año 2011, y los porcentajes relativos de producción de cada variedad 

respecto a su grupo y a la producción total. La distribución de la producción en la Comunidad 

Valenciana marca diferencias interesantes respecto a la nacional, ya que está dominada por 

cerca del 50% por la producción de mandarinas, que es la mayoritaria, seguida por algo más del 

43% de naranjas. Entre las primeras destaca claramente la producción de Clementinas, que 

supone un 66% de las mandarinas y un tercio del total de cítricos, y donde la variedad 

Clemenules alcanza una producción superior a 580.000 Tm, mayoritaria entre las distintas 

variedades. El resto de producción de mandarinas está muy repartido entre las Satsumas, 

Clementinas tempranas, tardías e híbridos, con producciones relativamente menores de cada una 

de ellas. Respecto a las naranjas, la producción sigue dominada por la variedad Navelina, pero 

seguida muy próxima por naveles tardías, especialmente LaneLate que está experimentando un 

considerable aumento en los últimos años. Finalmente la producción de limones en la 

Comunidad Valenciana es baja, con menos del 7% del total, y la de pomelo muy reducida 

(http://www.agricultura.gva.es/documents). 
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1.3  Morfología, maduración y desarrollo de los frutos cítricos 

Los frutos cítricos son un tipo de bayas modificadas o especializadas denominadas 

hesperidio. Los frutos, generalmente, tienen entre 8 y 16 segmentos que contienen las vesículas 

de zumo conectados al eje central, excepto el pomelo que puede llegar a tener hasta 18, 

mientras que el número de semillas es variable entre las diferentes especies (Agustí, 2000; 

Ladaniya, 2008). El pericarpio (o corteza), está constituido por el flavedo y albedo, y representa 

las capas más externas del fruto. El flavedo (o exocarpio) es la parte más externa pigmentada, 

mientras que el albedo (o mesocarpio) es la parte interna del pericarpio y suele ser de color 

blanco y esponjoso. Las glándulas de aceite se encuentran alojadas principalmente en el flavedo 

y en ellas se almacenan los aceites esenciales característicos de cada especie y variedad. La 

parte comestible o pulpa (endocarpio) es la parte más interna y está formada por segmentos 

%  grupo % total TM
8,31 4,12 130609
3,57 1,77 56.170
4,73 2,35 74.439

CLEMENTINAS 66,59 33,05 1.047.144
10,62 5,27 167.014
1,59 0,79 25.066
4,57 2,27 71.890
0,30 0,15 4.792
1,30 0,64 20.422
5,93 2,94 93.270

37,04 18,38 582.473
5,23 2,59 82.217

HIBIRIDOS 25,11 12,46 394.816
9,60 4,77 151.020
4,19 2,08 65.900
9,99 4,96 157.155
1,32 0,65 20.741

TOTAL MANDARINAS 49,63 1.572.569
NAVEL 79,87 34,59 1.095.916

37,50 16,24 514.536
7,98 3,45 109.440

34,39 14,89 471.940
BLANCAS 19,89 8,61 272.864

4,87 2,11 66.770
15,02 6,50 206.094

SANGUINAS 0,25 0,11 3.381
0,25 0,11 3.381

TOTAL NARANJAS 43,31 1.372.161
56,46 3,88 122.878
43,54 2,99 94.764

TOTAL LIMONES 6,87 217.642
100,00 0,19 6.178

TOTAL POMELOS 0,19 6.178
3.168.550

Navelate y Lanelate

Salustiana
Valencia Late

ESPECIES CÍTRICAS

TOTAL CITRICOS

 Clausellina-Okitsu  
SATSUMAS

 Satsuma  

 Clementina de Nules  

Marisol

Pomelos

 Fortune  

 Clementinas tardías

 Otras mandarinas e híbridos  

Oronules  
 Otras Clementinas tempranas  

 Clementina Fina  

 Orogrande  
 Clementina Oroval  

 Ortanique  

 Clemenvilla o nova  

Fino
Verna

Sanguinas

Navelina y Newhall
W. Navel y Thompson

Tabla 1. Distribución de la producción total de cítricos en la Comunidad Valenciana en el 
año 2011, y porcentaje de producción de cada una de las variedades respecto a su grupo (% 
grupo) y a la producción total (% total). Datos de la CAPA (Generalitat  Valenciana) 2011. 
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rellenos de pequeñas vesículas que contienen el zumo además de pequeños cuerpos de aceites 

esenciales (Tadeo et al., 2003). En la Figura 1 se muestran frutos representativos de las 

principales especies de cítricos y se indica las distintas partes del fruto.  

 

 

 
 

La descripción inicial de Bain (1958) define tres fases de crecimiento y desarrollo en los 

frutos cítricos: fase I, primera fase o de división celular en la que se produce un lento y escaso 

incremento en el peso o tamaño del fruto, pero en el que se producen la mayoría de las células 

que posteriormente completaran su crecimiento y que comprenden de alrededor de 8 semanas; 

fase II o de alargamiento celular en la que se produce un aumento del tamaño y peso del fruto, 

se reduce el espesor del albedo y un concomitante aumento de volumen de las vesículas de 

zumo de la pulpa, puede comprender períodos de entre 3-4 meses; fase III o maduración del 

frutos, que puede durar entre 1-2 meses dependiendo de las variedades, en el que el fruto 

alcanza su máximo tamaño y completa su desarrollo, y se producen las transformaciones 

externas e internas que determinan sus características de calidad (color, textura, aroma, 

incremento de azúcares, descenso de acidez total, etc.). El índice de madurez (IM), definido 

como el cociente de la relación sólidos solubles (ºBrix)/% acidez (mg de ácido/100 mL de 

zumo), es un parámetro muy utilizado junto con el color externo del fruto para la decisión de la 

recolección y comercialización de los frutos. Valores de IM interna entre 7 y 10 son 

generalmente aceptados como el mínimo valor de madurez para naranjas y mandarinas, 

respectivamente. Este conjunto de atributos físico-químicos son los que determinan la calidad 

organoléptica y sensorial de los frutos, y la aceptabilidad por parte del consumidor, por tanto, el 

concepto de calidad es muy amplio e incluye tanto aspectos internos como externos influyendo 

de forma decisiva el momento de la recolección (Baldwin, 1993; Agustí, 2000; Rodrigo et al., 

2004; El-Otmani et al., 2011). 

 

 

 

 

Figura 1. Sección transversal de frutos de las principales especies de cítricos en las que se 
indican las distintas partes que componen su estructura. 
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2. Compuestos volátiles en frutos 

 

2.1  Generalidades, función y síntesis 

Los compuestos volátiles (CVs) son moléculas de bajo peso molecular con bajo punto de 

ebullición y una elevada presión de vapor a temperatura ambiente y que, por tanto, les permite 

difundirse con facilidad en el aire (Pichersky et al., 2006). La combinación de diferentes CVs 

en proporciones determinadas es lo que da lugar a la formación del aroma característico de cada 

fruto. Además de su función principal de formación del aroma, algunos CVs actúan como 

mecanismos de defensa en respuesta a patógenos o herbívoros oportunistas, o señales de 

atracción de animales, insectos polinizadores y dispersores de semillas (Pichersky y Gang, 

2000; Kant et al., 2009; Granell y Rambla., 2013).  

El aroma, por tanto, es uno de los rasgos más complejos y determinantes de la calidad 

organoléptica de los frutos y puede definirse como la sensación global producida por una 

compleja combinación de CVs que interaccionan con las terminaciones nerviosas sensitivas del 

gusto y del olfato (Sanz et al., 1997; Abbot, 1999; Dudareva et al., 2004; Gang, 2005; Riu-

Amatell, 2005; Kant et al., 2009). Aunque se han identificado cientos de CVs en la mayoría de 

frutos, sólo unos pocos, presentes en concentraciones superiores al umbral de percepción, 

tienen una influencia significativa en el aroma (Schieberle y Hofmann, 1997; Baldwin et al., 

2000), por lo que el aroma característico de un fruto no solo está determinado por la 

composición y concentración de los CVs sino también por la intensidad aromática de cada CV. 

Por ejemplo, existen CVs muy minoritarios, como los norisoprenoides volátiles (ver apartado 

3), que presentan un fuerte impacto en el aroma debido a su extremadamente bajo umbral de 

percepción (Winterhater y Rouseff, 2002). Así pues, por ejemplo, el limoneno que es el CV 

mayoritario en el zumo de frutos cítricos contribuye moderadamente al aroma por tener un 

umbral de percepción elevado, mientras que otros CVs como ciertos alcoholes o ésteres 

alifáticos, presentes en concentraciones muy inferiores, contribuyen de forma importante en las 

notas características del aroma de los zumos (Attaway y Oberbacher, 1968, Ruiz Pérez-Cacho y 

Roussef, 2008).  

El aroma característico de cada fruto suele desarrollarse durante la maduración, por tanto, 

el estado de maduración en el momento de la cosecha junto con otros factores precosecha como 

la temperatura, condiciones de luz o del cultivo, así como la presencia de otros metabolitos 

primarios (azúcares o ácidos orgánicos) pueden alterar el perfil de volátiles y, con ello, el 

aroma de un fruto. Esta compleja relación entre el aroma químico y el aroma percibido explica 

por qué las variaciones químicas en el aroma no necesariamente se correlacionan con lo que 

percibe el consumidor (Fellman y Mattheis, 1995; Hui, 2010; Granell y Rambla., 2013). En este 

sentido, la comparación de frutos de variedades o incluso especies del mismo género con 

características aromáticas diferentes está ofreciendo resultados muy interesantes acerca de las 
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bases bioquímicas del aroma de los frutos o de los mecanismos de regulación de su biosíntesis 

(Cohen et al., 1990; Saunt, 2000; Aharoni et al., 2005; DeOliveira y Radmann, 2005; Beltrán et 

al., 2007). Los CV más abundantes responsables del aroma en plantas se dividen en 3 grandes 

grupos: terpenoides, fenilpropanoides/benzenoides y derivados de ácidos grasos y de 

aminoácidos (Dudareva et al., 2006; Takita et al., 2007). 

Los terpenos se clasifican como metabolitos secundarios y derivan bien de la ruta del 

mevalonato (MEV), que tiene lugar en el citosol y que produce los CVs sesquiterpenos (C15), o 

de la ruta plastídica 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP), que da lugar a la síntesis de los CVs 

mono- (C10) y diterpenos (C20). En la Figura 2 se representan las rutas básicas de la 

biosíntesis de terpenos. El primer paso de la biosíntesis de estos compuestos es la condensación 

de isopentil pirofosfato (IPP) (C5) y su isómero el dimetil-alil pirofosfato (DMAPP). En la ruta 

del MEV, las unidades de isopreno se generan a partir del acetil-CoA, mientras que en la ruta 

MEP se generan a partir de piruvato y gliceraldehido-3-fosfato (GA-3P). En consecuencia, el 

IPP y el DMAPP son utilizados por prenil transferasas para producir precursores de geranil 

difosfato (GPP) (precursor inmediato de los monoterpenos), farnesil difosfato (FPP) (precursor 

inmediato de los sesquiterpenos) y geranil geranil difosfato (GGPP) (precursor de los 

diterpenos y tetraterpenos). Sobre los diferentes precursores inmediatos actúan diferentes 

enzimas denominadas genéricamente como terpeno sintasas (TPSs) que producen los distintos 

tipos de terpenoides (Aharoni et al., 2005; Roberts, 2007; Kant et al., 2009; Granell y Rambla., 

2013). Específicamente se denominan mono-, sesqui- y diterpeno sintasas en función de su 

acción sobre GPP, FPP y GGPP, respectivamente. Existen múltiples familias de TPSs que 

pueden dar lugar a la formación de un único o varios terpenos, siendo así las responsables de la 

formación del más abundante y diverso grupo de metabolitos en plantas (Bohlmann y Keeling, 

1998; Chang et al., 2007). En fresa, se ha observado la presencia de terpenos específicos, como 

los monoterpenos mirceno y pineno, que tienen un fuerte impacto sobre el aroma del fruto 

(Aharoni et al., 2004). En bayas de uva, el valenceno, germacreno D y terpineol son los CVs de 

naturaleza terpenoide más importantes en el aroma (Lücker et al., 2004). En frutos de manzana, 

el sesquiterpeno lineal (E,E)-farneseno, es uno de los mayores CVs y su emisión predomina 

durante el almacenamiento (Anet y Coggiola, 1974). En mango, entre los terpenos destacan 

mirceno, limoneno, cariofileno y humuleno (Hunter et al., 1974), sin embargo existen 

diferencias importantes en la composición de CVs entre las diferentes variedades (Hui, 2010). 

En el aroma de piña, aunque los terpenos no son los compuestos más relevantes, se han 

identificado algunos como 4-terpineol, linalol, limoneno, β-mirceno, sabineno, ocimeno y β-

cariofileno, entre otros (Brat et al., 2004; Elss et al., 2005). 
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Otro grupo de CVs frecuente en el aroma de los frutos son los aldehídos, alcoholes y 

ésteres (lineales y ramificados), cuyas rutas de biosíntesis y regulación han sido ampliamente 

estudiadas en los últimos años en diferentes especies vegetales (Figura 3). Una de las rutas 

biosintéticas es a partir de proteínas sobre las que actúan proteasas dando lugar a aminoácidos 

como leucina, alanina, isoleucina, valina y fenilalanina que pueden ser transformados a 

aldehídos por la acción de la piruvato descarboxilasa (PDC). La alcohol deshidrogenasa (ADH), 

actúa sobre los aldehídos dando lugar a la formación de alcoholes (Wyllie et al., 1996; Baldwin, 

2002). La otra vía biosintética es la de los lípidos, a partir de los cuales las lipasas dan lugar a 

ácidos grasos de tipo saturado o insaturado que mediante la β-oxidación se transforman en los 

correspondientes acil-CoAs. La ruta de la lipoxigenasa (LOX) da lugar a aldehídos y oxo-ácidos 

por acción de la hidroperóxido liasa (HPL) y estos aldehídos posteriormente pasan a alcoholes 

por la acción de la ADH. La ruta LOX es poco activa en frutos inmaduros, pero su contribución 

se incrementa en los frutos maduros (Sanz et al., 1997). En cualquier caso, el paso final de 

formación de ésteres a partir de alcoholes y acil-CoAs es un paso clave que ha sido ampliamente 

estudiado. Esta reacción está catalizada por un grupo de enzimas denominadas alcohol 

Figura 2. Ruta esquemática de biosíntesis de terpenos en las plantas. Las abreviaturas indican: 
GA-3P: gliceraldehido-3-fosfato; MEV: ruta del mevalonato; MEP: ruta 2-C-metil-D-eritritol-
4-fosfato; DMAPP: dimetil-alil pirofosfato; IPP: isopentil pirofosfato; FPPS: farnesil difosfato 
sintasa; GPPS: geranil difosfato sintasa; FPP: farnesil difosfato; GPP: Geranil difosfato; 
GGPPS: geranil geranil difosfato sintasa; GGPP: geranil geranil difosfato; TPS: terpeno 
sintasa; CCD: Dioxigenasa de corte de carotenoides. Adaptada de Dudareva et al., 2006. 
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aciltransferasas (AAT), que son capaces de realizar múltiples combinaciones entre diversos 

alcoholes y acil-CoAs (Fellman y Mattheis, 1995; Olias et al., 2002; Wyllie y Fellman, 2000; 

Granell y Rambla., 2013). En el aroma de determinados frutos como plátano, manzana y fresa 

se han descrito CVs de tipo alcohol, aldehído y éster que derivan de aminoácidos de cadena 

ramificada como la valina, leucina, isoleucina y metionina (Dudareva et al., 2006). Por ejemplo, 

en frutos de fresa incubados con L-isoleucina se detectaron en el espacio de cabeza 14 

compuestos no detectados antes de la incubación con el aminoácido, principalmente ésteres de 

tipo 2-metilbutanoato y 2-metilbutil, siendo los mayoritarios el etil-2-metilbutanoato y 2-

metilbutil acetato, respectivamente (Perez et al., 2002). El aroma de plátano es rico en ésteres de 

tipo 3-metilbutil acetato derivados de leucina y 2-metilpropil derivado de valina. Estudios en 

frutos de plátano maduros (tanto frutos enteros como pulpa) demostraron que la incubación con 

los alcoholes y aminoácidos precursores se traducía en cambios importantes en el perfil de 

ésteres en el aroma, sugiriendo que la disponibilidad de sustratos es el mayor determinante en la 

composición final del aroma (Wyllie y Fellman, 2000). Por último, en frutos de manzana 

Golden delicious a los que se les inyectó una solución de L-isoleucina se observó un cambio en 

la producción de alcoholes libres, así como en la producción de ésteres de tipo 2-metilbut-2-enil, 

2/3-metilbutil y 2/3-metilbutanoato, siendo los mayoritarios el 2-metilbut-2-enil acetato, 2/3-

metilbutil acetato y hexil 2/3-metilbutanoato, respectivamente (Hansen y Poll, 1993). 

 

 

Figura 3. Ruta esquemática de la biosíntesis de ésteres lineales y ramificados. Las 
abreviaturas indican: PDC: piruvato descarboxilasa; ADH: Alcohol deshidrogenasa; AAT: 
Alcohol aciltransferasa; AG: ácido graso; AGS: ácido graso saturado; AGI: ácido graso 
insaturado; AGPI: ácido graso poliinsaturado; LOX: lipooxigenasa. Adaptada de Ortiz 
(2011a). 



Introducción 

- 12 - 
 

Se han aislado y caracterizado numerosas AATs en plantas superiores, caracterizándose 

con detalle su expresión génica, regulación molecular y su actividad enzimática en frutos (Olias 

et al., 2002; Beekwilder et al., 2004; Defilippi et al., 2005a; El-Sharkawy et al., 2005). El 

primer gen AAT se obtuvo a partir de fresa y mostró un perfil de expresión que se correlacionó 

con la actividad enzimática correspondiente y la emisión de ésteres (Aharoni et al.,  2004). En 

manzana, se han identificado hasta 15 AATs en el genoma, pero únicamente una isoforma 

(AAT1) es inducida por etileno y se expresa principalmente en la piel de frutos maduros 

(Schaffer et al., 2007). Otros estudios de la emisión de CVs en frutos de manzana Mondial Gala 

en tres estadíos de maduración, junto con el análisis de la actividad enzimática (AAT) 

mostraron que la emisión de ésteres se incrementaba con la maduración de los frutos, sin 

embargo, la actividad enzimática permaneció a niveles constantes a lo largo del proceso, lo que 

sugiere que la producción de ésteres está determinada principalmente por la disponibilidad de 

sustratos (Lara et al., 2008). Similarmente, estudios posteriores realizados en manzana Golden 

Reinders confirmaron que el estadío de maduración juega un papel importante en el aroma de 

los frutos, siendo los estadíos maduros los más ricos en CVs de tipo éster, mientras que se 

observaron pequeñas variaciones en AATs. Por otra parte, la mayor actividad lipoxigenasa e 

hidroperóxido liasa tuvo lugar en la piel sugiriendo un importante papel de este tejido en la 

síntesis de ésteres (Ortiz et al., 2011b). En melón, la nota característica de su aroma viene 

impartida por la combinación de ésteres alifáticos y ramificados, y la contribución de una nueva 

aminoacidotransferasa de cadena ramificada y una AATs específica parece ser crucial para la 

regulación del proceso (El-Sharkawy et al., 2005; Gonda et al., 2010).  

Por otro lado, existen numerosos estudios sobre el papel del etileno endógeno (frutos 

climatéricos) y exógeno (frutos no climatéricos) en la regulación de la biosíntesis de CVs en 

frutos. Trabajos en plátano y manzana han demostrado que la síntesis de ésteres se estimula 

durante la maduración natural de los frutos (Wyllie y Fellman, 2000; Defilippi et al., 2005 a y 

b; Li et al., 2008). En frutos de tomate recolectados en estadío verde-maduro y tratados con 

etileno exógeno se ha observado un efecto importante en la emisión de CVs, como por ejemplo 

el (Z)-3-hexenal, donde el tratamiento con etileno redujo la emisión de CVs respecto a tomates 

madurados de forma natural (Buttery et al., 1988). Por el contrario, el tratamiento con etileno 

exógeno en melones produjo el efecto contrario al observado en tomates, incrementando el 

aroma de los frutos (Arora et al., 1994). La acción del etileno puede manipularse mediante 

diferentes técnicas, entre las que destaca la aplicación exógena del 1-metilciclopropeno (1-

MCP), un potente inhibidor de la acción del etileno que se une covalente e irreversiblemente a 

los receptores del etileno, impidiendo así la unión del etileno y la transducción de la señal 

hormonal (Watkins, 2002 y 2006). El tratamiento con 1-MCP a frutos de manzana Golden 

delicious y Delicious inhibió de forma muy efectiva la emisión de ésteres (Kondo et al., 2005). 

En frutos de melón, el tratamiento con 1-MCP, también inhibió la actividad AAT en un 50%, 
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sugiriendo que las actividades AAT pueden ser tanto dependientes como independientes de 

etileno (Flores et al., 2002). Por otro lado, la utilización de plantas transgénicas en las que se ha 

manipulado biotecnológicamente la acción del etileno, en concreto la actividad ACC oxidasa 

(ACO), han sido muy valiosas para entender el papel de la hormona en la regulación de la 

emisión de CVs. En frutos de manzana con reducida capacidad de producción de etileno 

derivados de dos trabajos diferentes se ha demostrado que existen etapas de la emisión de CVs 

dependientes e independientes del etileno; y en particular la acción de la hormona parece 

ejercerse principalmente en las etapas finales de las rutas de biosíntesis (Schaffer et al., 2007; 

Defilippi et al., 2009). La disponibilidad de nuevas plantas transgénicas en las que se ha 

modificado otras enzimas o bien de las rutas de síntesis de CVs o de otros elementos 

reguladores, así como los estudios transcriptómicos están permitiendo caracterizar nuevas 

etapas importantes en la síntesis de CVs, o la implicación de nuevos reguladores, como el 

metil-salicilato (Tieman et al., 2010), y han sido objeto de revisiones recientes (Gapper et al., 

2013). 

 

2.2  Compuestos volátiles en frutos cítricos 

En los frutos cítricos la mayoría de los CVs responsables del aroma son de naturaleza 

terpenoide y se acumulan en estructuras especializadas, glándulas de aceite en el flavedo y 

cuerpos de aceite en la pulpa, en forma de monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) o de sus 

derivados alcoholes, aldehídos o ésteres, principalmente. En la Figura 4 se muestran las 

estructuras químicas de los terpenos más relevantes descritos en los frutos cítricos. 

 

Figura 4. Estructuras químicas de los CVs mono- y sesquiterpenos relevantes en los frutos 
cítricos. 

 

En frutos cítricos la composición específica de CVs terpenos depende no sólo de la 

especie y variedad, sino también del tipo de tejido, del estado de maduración e incluso de las 
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condiciones postcosecha (Rouseff et al., 1994; Weiss, 1997; Sawamura, 2000; Ruberto, 2002; 

Herrera, 2007a). La mayoría de especies de cítricos tienen sus propios componentes distintivos 

en el aroma. Los estudios realizados sobre los CVs presentes en los frutos cítricos, 

principalmente se han centrado en variedades muy concretas y en la identificación y 

cuantificación de los volátiles extraídos de la piel del fruto o del zumo (Ruiz Pérez-Cacho y 

Rouseff, 2008), pero apenas existen trabajos de la emisión de volátiles en frutos cítricos 

intactos, que también puede ser una información relevante sobre el comportamiento fisiológico 

del fruto durante la maduración o en determinadas situaciones durante la vida postcosecha 

(Herrera et al., 2009). En zumo de diferentes especies cítricas se ha observado que los 

monoterpenos hidrocarbonados (fundamentalmente limoneno) junto con el monoterpeno 

alcohol linalol son los componentes más abundantes, mientras que el valenceno, presente en 

cantidades traza en el zumo de mandarina, se encuentra en concentraciones más elevadas en 

zumo del híbrido Ortanique y en naranjas Valencia (Carbonell, 2006). En 1979, Shaw realizó 

una revisión sobre el perfil de CVs en el flavedo de diferentes variedades cítricas resumiendo 

que en el fruto de naranja el limoneno es el componente mayoritario pero otros compuestos 

alcoholes (linalol), aldehídos (octanol, neral y sinensal) así como algunos ésteres (octil y nerol 

acetato), influyen de forma determinante en el aroma de la misma. En el aceite esencial de 

mandarina, también es el limoneno el componente mayoritario, seguido de -terpineno además 

de compuestos oxigenados, aldehídos (octanol y α-sinensal) y alcoholes (linalol y terpineol). 

Sin embargo, el metil-N-metil antranilato es un componente característico,  ya que está presente 

únicamente en cantidades traza en el aceite esencial de Clementina y no en otras especies de 

cítricos (Shaw, 1979; Rousseff et al., 1994; Ruberto, 2002). En pomelos, el limoneno también 

es el CV mayoritario, seguido de octanol, decanal, linalol y algunos ésteres, sin embargo, en 

esta especie, la nota característica del aroma la confiere el sesquiterpeno nookatona (Ortuño et 

al., 1995). En general, se ha descrito que los frutos de mandarina son menos aromáticos que los 

de otras especies de cítricos (Rouseff et al., 1994; Moshonas y Shaw, 1997; Ruberto, 2002; 

Ruiz Pérez-Cacho y Rouseff, 2008). Por último, se ha observado que la composición química 

de los aceites esenciales de frutos cítricos parentales, contribuyen significativamente a las 

características aromáticas de especies híbridas derivadas, como es el caso del híbrido 

Ortanique, que es un cruce entre una naranja y una mandarina (Citrus sinensis x Citrus 

reticulata) y está descrito como una variedad especialmente aromática (Ruberto et al., 1997). El 

análisis de la emisión de CVs de frutos intactos de dicha variedad mostró que de forma natural 

estos frutos emiten una mayor concentración de diferentes terpenos y ésteres (Herrera, 2007a).  

Durante la maduración de los frutos cítricos se observan cambios cualitativos y 

cuantitativos importantes en el perfil aromático, destacando una mayor abundancia de CVs en 

estadíos tempranos de la maduración. Cabe destacar que los frutos inmaduros de diferentes 

especies presentan una mayor proporción de glándulas de aceite que los frutos maduros (Takita 
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et al., 2007; Ladaniya, 2008; Voo et al., 2012). Así, Liang et al., (2006) demostraron que en 

frutos de Citrus medica la producción de aceite esencial y la densidad de glándulas de aceite 

fueron máximas en los estadíos iniciales de maduración, mientras que en estadíos más 

avanzados se reduce el contenido de aceite esencial al facilitarse la mayor difusión. 

Recientemente, en un estudio llevado a cabo por  Bourgou et al. (2012) sobre el perfil de CVs 

durante la maduración en frutos de diferentes especies de cítricos se ha observado que en el 

aceite esencial de naranja amarga la proporción de monoterpenos hidrocarbonados (CVs 

mayoritarios) varía de forma significativa durante el proceso (70-95%), alcanzando el máximo 

en el estadío totalmente maduro, mientras que los monoterpenos oxigenados, el segundo grupo 

más abundante, fue máximo en estadíos tempranos e intermedios del desarrollo (8 y 22 %, 

respectivamente) y se redujo drásticamente en estadíos maduros (2%) (Bourgou et al., 2012). 

Los sesquiterpenos a lo largo de todo el periodo de maduración se acumularon en proporciones 

bajas. En cualquier caso, en el aceite esencial de naranja amarga, el limoneno fue el CV 

mayoritario (68 a 91%). El canfor, se identificó principalmente en el aroma de frutos 

inmaduros, mientras que 1,8-cineol podría participar activamente en el aroma de frutos en 

estadíos intermedios. En cuanto a frutos maduros, destaca la presencia de α-terpineno, α-

terpineol y carvacrol. Es importante resaltar que, cuando el limoneno muestra sus niveles más 

bajos en el estadío intermedio (68%), una gran cantidad de compuestos minoritarios como 1,8-

cineol, terpinoleno, sabineno hidrato y linalol oxido alcanzaron sus máximos contenidos. El 

limoneno también fue el componente mayoritario en el aceite esencial de naranja sanguina 

Maltaise a lo largo de la maduración, presentando un descenso en estadíos intermedios. El resto 

de compuestos fueron minoritarios (1%). Es interesante mencionar que en dicha variedad, 

algunos terpenos como el β-pineno alcanzaron su nivel máximo en el estadío intermedio 

mientras que los sesquiterpenos, α-humuleno (0,16–0,34%) seguido de germacreno D (trazas-

0,12%), fueron más representativos de estadíos maduros (Bourgou et al., 2012). En otros 

estudios llevados a cabo en naranja dulce se ha observado que el compuesto mayoritario en la 

piel fue el limoneno, aunque durante la maduración y especialmente en estadíos avanzados, 

hubo un claro descenso de los niveles de este CV (Droby et al., 2008) y un aumento muy 

significativo del sesquiterpeno valenceno (Sharon-Asa et al., 2000). En mandarinas, el análisis 

del aceite esencial durante la maduración indica que los estadíos inmaduros se caracterizan por 

el predominio de monoterpenos hidrocarbonados, como limoneno (65%) seguido por γ-

terpineno (12%), cuyos niveles descendieron en el estadío intermedio. Este descenso fue 

acompañado de un incremento de los niveles de 1,8-cineole (26%) y E-β-ocimeno (8%) 

(Bourgou et al., 2012).  

En cuanto a las diferencias observadas entre los diferentes tejidos de frutos cítricos, los 

estudios se han centrado principalmente y, por su importancia comercial, en la caracterización 

de los aceites esenciales del flavedo y del aroma de los zumos (Sawamura, 2000; Merle et al., 
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2004; Rouseff et al., 2009). En el aceite esencial se ha observado que el limoneno es el volátil 

mayoritario representando hasta el 90% del contenido total, seguido de otros monoterpenos (β-

pineno, α-terpineno, mirceno, sabineno, β-ocimeno), derivados alcoholes (linalol) o 

sesquiterpenos (β-elemeno, valenceno, cariofileno), principalmente (Shaw, 1979; Sawamura, 

2000). En zumo fresco, aunque el limoneno es un componente mayoritario del aroma, otros 

CVs como ésteres alifáticos (etil butanotato, hexanoato y octanoato), aldehídos (citral, Z-3-

hexenal, dodecanal o nonanal), alcoholes (linalol y hexanol) y cetonas tienen un fuerte impacto 

sobre el mismo (Ruiz Perez-Cacho y Rouseff, 2008), poniendo así de manifiesto las diferencias 

de perfil aromático entre diferentes tejidos del fruto. Por otra parte, apenas existen estudios 

relativos a la emisión de CVs en frutos intactos (Herrera, 2007a; Herrera et al., 2009). Al 

comparar los principales CVs, emitidos al espacio de cabeza, entre distintas variedades de 

mandarina recién recolectados en diferentes estadíos de maduración, se observó una 

disminución de la emisión en frutos en estadíos de maduración más avanzados (Herrera, 

2007a). Además, es importante destacar los cambios en el perfil de CVs que tiene lugar en 

diferentes situaciones postcosecha, como la conservación a bajas temperaturas, el tratamiento 

con etileno o la infección por patógenos. La conservación a bajas temperaturas, que prolonga la 

vida útil de los frutos, en general provoca un incremento en la emisión de limoneno en los 

frutos de la mayoría de variedades, mientras que el linalol se incrementa solamente en los frutos 

de mandarinas que desarrollan daños por frío (Herrera, 2007a). Estos resultados sugieren, por 

una parte que, el limoneno parece ser una respuesta general al estrés por frío y, por otra, que la 

emisión de linalol parece estar relacionada con los daños por frío. Además, las bajas 

temperaturas parecen influir de forma diferente en el aroma dependiendo de la variedad, por 

ejemplo, en la mandarina híbrido Fortune el ocimeno se incrementó de forma importante a 2 ºC 

mientras que en la clementina Hernandina este compuesto fue superior durante la conservación 

a 12 ºC (Herrera, 2007a). En limón, se ha observado que alteraciones en la emisión de limoneno 

pueden ser una respuesta fisiológica a situaciones postcosecha como la temperatura, que 

provocan lesiones en la piel. Concretamente, se ha observado un incremento del limoneno 

durante la conservación a bajas temperaturas,  principalmente a partir de la tercera semana de 

almacenamiento a 1 ºC con posterioridad a la aparición de los primeros síntomas de daño por 

frío (Obeland et al., 1997), así como un incremento de la emisión de limoneno en frutos 

tratados con agua caliente (Obeland et al., 1996). En naranja Navel sometidas a congelación 

parcial y transferidas posteriormente a 23ºC, se detectó un incremento en la emisión de ciertos 

ésteres, no detectados en el momento inicial (Obeland et al., 2003). Tietel et al. (2012) 

demostraron que la temperatura de conservación es un factor fundamental que afecta al aroma 

de las mandarinas y que varía en función de cada variedad. En un trabajo en el que se 

examinaron los efectos de las diferentes temperaturas de almacenamiento (2, 5 y 8ºC) en la 

calidad del zumo de las variedades de mandarina Or y Odem, seleccionadas por ser variedades 
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resistentes y sensibles al frío, respectivamente, se observó que en la variedad resistente los 

cambios en la temperatura de almacenamiento no tuvieron efectos significatvos en el aroma del 

zumo, mientras que en la variedad sensible las temperaturas menores a 5ºC y especialmente a 

2ºC, provocaron una disminución considerable en el aroma. Además, las bajas temperaturas 

provocaron la acumulación de determinados terpenos relacionados con la pérdida de calidad del 

aroma en los frutos de la variedad sensible (Tietel et al., 2012).  

Por otra parte, la desverdización postcosecha, que consiste en acelerar la coloración 

externa de los frutos mediante la aplicación de etileno exógeno (entre 1-10 ppm), es una 

práctica comercial habitual en frutos cítricos de maduración temprana (Agustí, 2000; Salvador 

et al., 2003; Porat, 2008). El etileno acelera la degradación de las clorofilas y estimula la 

síntesis de carotenoides, provocando el cambio de color en la piel de los frutos (Rodrigo y 

Zacarías, 2007). Sin embargo, existen pocos estudios sobre el efecto del etileno en los CVs del 

fruto (Herrera, 2007a). En frutos de híbridos de mandarina, el tratamiento exógeno con etileno 

estimuló la emisión de sesquiterpenos y ésteres alifáticos e inhibió la de monoterpenos, 

principalmente limoneno y linalol. Es interesante remarcar que no se identificaron ésteres en 

ausencia de etileno. Además, el efecto del tratamiento con etileno sobre los CVs fue 

dependiente de la concentración de etileno y precisó la presencia continua de la hormona 

(Herrera, 2007a). En frutos de manzana, el sesquiterpeno lineal (E,E)-farneseno, está 

estrechamente ligado a la producción de etileno (Watkins et al., 1993).  

Durante la postcosecha, los frutos cítricos pueden verse afectados por el ataque de 

patógenos, lo que constituye uno de los principales problemas en la comercialización y vida útil 

y ocasiona importantes pérdidas económicas. Los agentes infecciosos más habituales en la 

postcosecha de los frutos cítricos son los hongos Penicillium digitatum y Penicillium italicum 

(Tuset, 1987; Ritenour et al., 2003; Droby et al., 2008), que son patógenos de herida ya que 

necesitan pequeñas lesiones en la piel del fruto para infectar (Kavanagh y Wood, 1967). En 

plantas se ha observado que el ataque por hervívoros (insectos fundamentalmente) provoca la 

liberación localizada de volátiles específicos, por ejemplo, linalol, ocimeno y farneseno, que 

pueden desencadenar y activar señales de defensa en la propia planta o en plantas cercanas 

(Denis, 1983; Paré y Tumlinson, 1999; Kant et al., 2009). Los estudios de los efectos de los 

aceites esenciales de los frutos cítricos en el crecimeinto y desarrollo de los hongos postcosecha 

son de alguna forma confusos. Por un lado, desde hace años se piensa que determinados CVs, 

como por ejemplo el citral , pueden actuar como antifúngicos (Darvill y Albersheim, 1984; 

Hopke et al.,1994; Paré y Tumlinson, 1999; Tarchevsky, 2001), mientras que otros estudios 

indican que la capacidad infectiva del hongo es superior o necesita del contacto con las 

glándulas de aceite (Rodov et al., 1995). Se ha descrito que la germinación in vitro de esporas 

de P. digitatum y P. italicum se estimula en presencia de terpenos volátiles que normalmente 

están presentes en la piel de los frutos cítricos (limoneno, α-pineno, β-pineno y mirceno) 
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(Droby et al., 2008). Recientemente, mediante una aproximación biotecnológica de genética 

reversa se ha estudiado el papel del limoneno presente en la piel de frutos de naranja dulce en la 

susceptibilidad al ataque de diferentes tipo de patógenos en el fruto (Rodriguez et al.,  2011). 

Frutos transgénicos de Citrus sinensis transformados con el gen antisentido de la limoneno 

sintasa presentaban niveles de limoneno aproximadamente 100 veces inferiores a los de los 

frutos control. Al estudiar la respuesta de estos frutos a la infección por tres agentes patógenos 

diferentes, la bacteria Xantomonas citri, la mosca de la fruta Ceratitis capitata o el hongo 

postcosecha Penicillium digitatum, se observó una mayor resistencia frente a los diferentes 

patógenos. Además, diferentes ensayos demostraron que el suplemento de limoneno a los frutos 

transgénicos revertía la respuesta y se aumentaba la infección. Este conjunto de resultados 

demuestra que el limoneno, monoterpeno que se acumula en grandes cantidades en la piel de 

los frutos cítricos, parece jugar un papel crucial en la interacción patógeno-fruto y podría actuar 

como un atrayente de los patógenos, posiblemente como una respuesta evolutiva en la que se ha 

seleccionado el volátil que se acumula en mayores concentraciones como atracción frente a 

patógenos que pueden ayudar a la dispersión de las semillas (Rodriguez et al., 2011). Los 

trabajos de los cambios transcriptómicos asociados a la infección por el hongo P. digitatum 

apoyan las observaciones anteriores, ya que en esta interacción hongo-fruto se induce 

principalmente el metabolismo secundario, incluyendo la ruta de isoprenoides, lo que sugiere 

un redireccionamiento del metabolismo hacia la síntesis de dichos compuestos (González-

Candelas et al., 2010)  

En cítricos el estudio de la regulación molecular de la biosíntesis de CVs se ha centrado 

fundamentalmente en TPSs, dado que los terpenos son los CVs más abundantes. Estudios in 

silico sobre bases de datos EST de cítricos han identificado al menos 49 secuencias de TPSs, 

procedentes de 6 especies distintas de cítricos (Dornelas y Mazzafera, 2007). En otro estudio 

llevado a cabo de forma independiente han descrito un mínimo de 44 genes en cítricos que 

codifican para TPSs, lo que podrían estar en relación con la elevada diversidad de terpenos 

encontrados en estos frutos (Takita et al., 2007). Los diferentes transcritos de TPSs se 

acumulaban en hojas y en flavedo de los frutos, especialmente durante estadíos tempranos del 

desarrollo y, además, la expresión no solo era diferencial entre las diferentes especies sino 

también entre diferentes tejidos y estadíos de maduración. Los análisis filogenético de las 

diferentes secuencias de TPSs sugieren que la diferenciación de las distintas clases de TPSs 

tuvo lugar antes que la especiación de los cítricos y que las especies ancestrales poseen al 

menos un miembro de cada una de las clases/subgrupos de las TPSs identificadas (Dornelas y 

Mazzafera, 2007).  

En la última década se han aislado y caracterizado funcionalmente diversas TPSs de 

cítricos implicadas en la síntesis de mono- y sesquiterpenos. En el flavedo de frutos inmaduros 

de limón se aislaron cuatro genes responsables de la formación de más del 90% de los CVs del 
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aceite esencial; dos limoneno sintasas (CILIMS 1 y CILIMS 2), una β-pineno sintasa 

(CIβPINS) y una -terpineno sintasa (CITS) (Lücker et al., 2002). En mandarina Satsuma 

(Citrus unshiu Marc.) también se han aislado y caracterizado funcionalmente mediante ensayos 

in vitro cuatro nuevos clones de cDNA (CitMTSE1, CitMTS3, CitMTS61 y CitMTS62) de 

monterpeno sintasas (d-limoneno sintasa, -terpineno sintasa, -terpineno sintasa, y β-pineno 

sintasa, respectivamente) (Shimada et al., 2004). En frutos de esta misma especie también se 

identificó una nueva d-limoneno sintasa, CitMTSE2, que presentaba un 84% de identidad con 

CitMTSE1, que presentaba un patrón de expresión diferente a la anterior (Shimada et al., 

2005a). Otras monoterpeno sintasas, responsables de la biosíntesis de 1,8 cineol y (E)--

ocimeno, mostraron una expresión especialmente elevada en flores y que disminuía 

progresivamente  durante el desarrollo del fruto (Shimada et al.,  en 2005b).  

Por otro lado, también se han realizado importantes avances en la caracterización de 

genes relacionados con la síntesis de sesquiterpenos. La (E)-β-farneseno sintasa fue el primer 

gen de sesquiterpeno clonado en cítricos, en particular en hojas jóvenes de la variedad Yuzu 

(Citrus junos), y que se caracterizó funcionalmente la actividad de la proteína correspondiente 

(Maruyama et al., 2001). Cabe destacar la caracterización de la sesquiterpeno  valenceno sintasa 

(Cstps1). Este gene se aisló en la naranja Valencia (Citrus sinensis) y el análisis de su expresión 

mostró un aumento durante la maduración del fruto y en respuesta a la aplicación de etileno 

exógeno, concordante con el aumento del sesquiterpeno valenceno en el flavedo de frutos 

maduros (Sharon-Asa et al., 2003). 

Recientemente, se ha realizado una aproximación integrada de transcriptómica y 

metabolómica de la regulación y biosíntesis de CVs en el flavedo de frutos de pomelo (Voo et 

al., 2012). Se ha propuesto que las células epiteliales que recubren las glándulas de aceite del 

flavedo de los frutos cítricos podrían ser las responsables de la síntesis de los CVs que forman 

parte de los aceite esenciales, ya que hasta el momento no existían evidencias directas de este 

hecho. Para esclarecer esta hipótesis se aislaron células epiteliales y células parenquimáticas 

(como controles que no sintetizan CVs) mediante microdisección láser del flavedo de frutos de 

pomelo (Citrus paradisi cv. Duncan), y se evaluaron cambios en el transcriptoma en ambos 

tipos de células. Los patrones de expresión mostraron un enriquecimiento en las células 

epiteliales de genes implicados en la biosíntesis de terpenos volátiles y no volátiles en 

comparación con las células de parénquima. El análisis morfométrico demostró que las 

glándulas de aceite se forman en estadíos muy tempranos del desarrollo del fruto, mientras que 

la expansión de las glándulas y, por lo tanto la acumulación de los CVs, se correlaciona con las 

etapas posteriores del desarrollo del fruto. 

Otras aproximaciones experimentales al estudio de genes implicados en la síntesis de 

CVs en cítricos han utilizado la disponibilidad de mutantes con características alteradas. En 

particular, es interesante el estudio en un mutante de naranja semienano, que desarrolla flores y 
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frutos de menor tamaño y de una fragancia alterada. Este mutante, denominado alf (altered 

fragance´) presentó un menor contenido de CVs totales, tanto en las flores como en los frutos y 

en particular de β-sinensal y trans-farneseno (Carrera et al., 2007). Estudios transcriptómicos en 

frutos del mutante alf y la naranja Navel demostraron una importante diferencia en la expresión 

de un gen, denominado TPS3, que tenía una elevada homología con otras sesquiterpeno sintasas 

caracterizadas en plantas (Carrera et al., 2006) y podría, por lo tanto, estar implicado en la 

síntesis de sesquiterpenos en los cítricos. Ensayos funcionales de la proteína recombinante 

TPS3 indicaron que podría tratarse de una sesquiterpeno sintasa multiproducto con capacidad 

para generar diferentes sesquiterpenos presentes en el flavedo de naranjas (Carrera et al., 

comunicación personal). Por otro lado, también se ha descrito un mutante de mandarina 

Clementina que se caracteriza por presentar un reducido número de glándulas de aceites 

esenciales en la piel de los frutos, y por lo tanto se le denominó deg (`decreased oil glands´), 

aunque hasta el momento no se sabe cómo se ve afectada la emisión y el contenido de CVs en 

frutos de este mutante.  

 

3 Compuestos norisoprenoides  

 

Los carotenoides (C40) son isoprenoides que comparten un origen biosintético común 

con otros terpenos, ya que derivan del IPP y su isómero DMAPP (Croteau et al., 2000). Los 

carotenoides son los pigmentos responsables del color externo e interno de los frutos cítricos, 

confiriendo tonalidades que van desde amarillo pálido hasta rojo intenso pasando por diversas 

tonalidades de naranja (Alquézar et al., 2008; Rodrigo et al., 2013). En general, en frutos 

cítricos la biosíntesis de carotenoides es más activa en la piel que en la pulpa, acumulándose una 

mayor cantidad de estos pigmentos en la piel. El contenido total y la composición de 

carotenoides tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, pueden variar no sólo entre especies 

sino también entre variedades, además, puede diferir en función de las condiciones climáticas, 

prácticas de cultivo y estadío de maduración. Además, la piel y la pulpa no muestran 

únicamente diferencias a nivel cuantitativo sino también cualitativo, y en los patrones 

temporales de acumulación de carotenoides (Gross, 1987; Alquézar et al., 2008; Kato, 2012).  

Por otro lado, se han descrito diferentes mutantes de cítricos con frutos con  coloración 

alterada y con diferente composición en carotenoides respecto a los frutos de las líneas 

parentales de los que provienen (Alquézar et al., 2008). Dos ejemplos destacables son los frutos 

de la naranja Pinalate, que derivan de la naranja Navelate, y que presentan coloración amarilla 

en la piel y en la pulpa (Rodrigo et al., 2003) o la naranja Cara Cara, un mutante identificado en 

Venezuela cuyos frutos tienen un aspecto externo similar a su parental Navel, pero con pulpa de 

color rojo (Alquézar et al., 2008). Además, es bien conocido la disponibilidad de mutaciones de 

pomelo de coloración roja en la pulpa, principalmente, y que puede afectar en mayor o menor 
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medida al flavedo, y que derivan, bien por mutación espontánea o inducida, de las variedades 

incoloras o amarillas (Gmitter, 1995). En Pinalate el contenido y composición de carotenoides 

están alterados, presentando altas concentraciones de carotenoides lineales, concretamente el 

flavedo de frutos maduros es rico en fitoeno (44%), fitoflueno (21%), -caroteno (25 %), 

mientras que contiene reducida concentración de xantofilas (10%), en comparación con el 

flavedo del fruto maduro de Navelate que contiene un 98% de xantofilas (Rodrigo et al., 2003). 

El estudio de la composición de carotenoides en frutos maduros de la naranja Cara Cara reveló 

que acumulaba fitoeno en el flavedo y carotenoides lineales (fitoeno, fitoflueno y licopeno) y β-

caroteno en la pulpa, mientras que su parental Navel fue especialmente rico en xantofilas (94%) 

tanto en el flavedo como en la pulpa (Alquézar et al., 2008). En las variedades blancas de 

pomelos destaca la variedad Marsh por su relevancia comercial, mientras que en pomelos de 

pigmentación rosada y rojiza son relevantes las variedades Flame y Star Ruby, respectivamente. 

Los frutos maduros de pomelo Marsh tienen un contenido muy bajo en carotenoides tanto en el 

flavedo como en la pulpa, siendo los principales los incoloros fitoeno y fitoflueno, (Yokoyama 

y White, 1967; Alquézar et al., 2013), mientras que en los pomelos rosados o rojos la coloración 

se debe a la acumulación de licopeno, que constituye el principal pigmento de la pulpa, junto 

con otros carotenos como fitoeno, fitoflueno y β-caroteno (Gross 1987; Xu et al., 2006; 

Alquézar et al., 2013).  

Los carotenoides son los precursores de un importante grupo de compuestos volátiles: los 

norisoprenoides (C9−C13), que se generan in vivo a través de la actuación específica de enzimas 

denominadas dioxigenasas/oxigenasas de corte de carotenoides (CCD/CCO, `carotenoid 

cleavage dioxygenases/oxygenases´) (Baumes et al.,2002; Simkin et al., 2004; Walter et al., 

2010; Brandi et al., 2011), o por degradación inespecífica no enzimática que da lugar a la 

formación de una mezcla de productos dependiente del carotenoide precursor y de las 

condiciones de reacción. 

Aunque los compuestos norisoprenoides suelen estar presentes en los frutos en muy bajas 

concentraciones, algunos de ellos se caracterizan por presentar un umbral de percepción olfativa 

muy bajo, por lo que su intensidad aromática es muy elevada (Winterhater y Rouseff, 2002). 

Por ejemplo, el umbral de percepción del norisoprenoide β-ionona es de 0,007 ppm mientras 

que el del monoterpeno limoneno es 1400 veces superior (Ohloff, 1978). Los norisoprenoides 

volátiles (C9-C13) son compuestos con elevada repercusión en el aroma de numerosos frutos 

como el tomate, melocotón, membrillo, sandía, uva, manzana, lichi o mango y, sin embargo, el 

estudio de su origen biosintético y su regulación es limitado y ha sido abordado de forma 

reciente (Schneider et al., 2001; Simkin et al., 2004; Britton et al., 2008; Klee, 2010; Vogel et 

al., 2010). En este sentido el fruto de tomate ha sido un buen modelo de estudio y Kanasawud y 

Crouzet (1990), identificaron volátiles derivados de la degradación del β-caroteno, como el β-

ciclocitral, la β-ionona y 2-metil-2-hepten-6-ona y del licopeno, como el neral y geranial. 
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Simkin et al. (2004) estudiaron la implicación de las CCDs en flores y hojas tomate, así como 

en frutos en diferentes estadíos de maduración y la formación de β-ionona, pseudoinonona y 

geranil acetona. Otros estudios más exhaustivos sobre la relación carotenoides-norisoprenoides 

en tomate han sugerido el posible origen biosintético de los principales norisoprenoides, donde 

el geranial, pseudoionona y 6-metil-5-hepten-2-ona pueden derivar de la degradación 

enzimática del licopeno, prolicopeno o δ-caroteno, mientras que α-ionona puede formarse por 

degradación de δ-caroteno, y el β-ciclocitral y la β-ionona derivan aparentemente del 

catabolismo oxidativo de β-caroteno (Vogel et al., 2010). Los principales carotenoides descritos 

como precursores de norisoprenoides geranil acetona, 6-metil-5-hepten-2-ona, neral, geranial, β-

ionona, β-ciclocitral y damascenona son el fitoteno, fitoflueno, -caroteno, licopeno, β-caroteno 

y β-criptoxantina. La β-ionona y damascenona, son los compuestos norisoprenoides más 

abundantes entre los compuestos volátiles derivados de carotenoides (Lewinshon et al., 2005; 

Britton et al., 2008). En la Figura 5 se muestra las estructuras de los principales 

norisoprenoides y los carotenoides de los que pueden derivarse. 

 

 

 

Figura 5. Estructura y origen biosintético propuesto de los principales norisoprenoides. A la 
izquierda se indican los carotenoides parentales de los que derivarían los distintos 
norisoprenoides (derecha) (adaptada de Lewinsohn et al., 2005). 

 

Existe un número muy limitado de trabajos que han abordado el posible origen 

biosintético de los norisoprenoides en frutos a partir de carotenoides. La oxidación no 

enzimática in vitro del licopeno dio lugar a un gran número de compuestos de degradación, 
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como geranial y otros compuestos norisoprenoides no cíclicos que también se han descrito 

como CVs importantes en el aroma de tomate y melón (Caris-Veyrat et al. 2003; Lewinson et 

al., 2005). Por otra parte, la oxidación enzimática de β-caroteno, llevada a cabo mediante 

ensayos in vitro, dio lugar a β-ciclocitral y β-ionona (Wache et al., 2003). Muchos de los 

estudios que se han llevado a cabo están basados en correlaciones positivas entre el contenido 

de determinados carotenoides y norisoprenoides como por ejemplo los llevados a cabo en 

sandía, tomate, melocotón, nectarina o algunos frutos cítricos.  En particular, en frutos de 

diferentes variedades de sandía y tomate con diferente pigmentación se ha observado una clara 

correlación entre la concentración de carotenoides y la de determinados norisoprenoides. En 

concreto, los frutos ricos en prolicopeno, fitoeno, fitoflueno y -caroteno tenían mayores niveles 

de 6-metil-5-hepten-2-ona y geranil acetona (Lewinson et al., 2005). Vogel et al. (2010) 

demostraron que la emisión de norisoprenoides en tomate depende de la composición de 

carotenoides, de modo que frutos deficientes en éstos presentaban una importante reducción en 

la emisión de β-ciclocitral, β-ionona, 6-metil-5-hepten-2-ona y geranil acetona, mientras que 

frutos ricos en carotenoides lineales emitían niveles reducidos de β-ciclocitral y β-ionona. En 

melocotón, Brandi et al. (2011) estudiaron las diferencias entre la variedad Red haven y un 

mutante blanco, observando que los primeros presentaban menor contenido en norisoprenoides 

que el mutante blanco en el estadío maduro. En nectarinas se ha demostrado que la degradación 

enzimática de carotenoides juega un papel esencial en la formación de compuestos 

norisoprenoides en el aroma de estos frutos (Baldermann et al., 2005). Recientemente, un 

estudio realizado con 12 variedades de sandia con diferente composición de carotenoides ha 

mostrado una correlación positiva entre la β-ionona y el β-caroteno y entre la geranil acetona y 

el prolicopeno (Liu et al., 2012). En cítricos existe un único trabajo hasta la fecha en el que se 

ha identificado en zumos de frutos cítricos la presencia simultánea de α- y β-ionona, β-

ciclocitral y β-damascenona y sus carotenoides precursores α- y β-caroteno, α y β-criptoxantina 

y neoxantina (Mahattanatawee et al., 2005). Sin embargo, no existen estudios que relacionen la 

composición cualitativa y cuantitativa de carotenoides en variedades/especies de frutos cítricos 

con su perfil de norisoprenoides, lo que ha constituido uno de los objetivos de esta Tesis. 
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OBJETIVOS 

 

El objetivo general planteado en esta Tesis Doctoral ha sido estudiar los mecanismos 

fisiológicos y moleculares implicados en el aroma de frutos de diferentes variedades y especies 

de cítricos durante la maduración natural y en diferentes situaciones postcosecha. Para el 

desarrollo de este objetivo general se llevaron a cabo los siguientes objetivos parciales: 

 

1. Realizar un estudio comparativo de la emisión, el contenido en la piel y en la pulpa de 

compuestos volátiles (CVs) y de la expresión de genes que codifican diferentes terpeno 

sintasas durante la maduración natural en frutos de variedades de cítricos con diferencias 

importantes en su capacidad aromática. Para ello, se seleccionaron frutos de la mandarina 

Clemenules, el híbrido de mandarina Ortanique y la naranja Navelate.  

2. Caracterizar el efecto de la aplicación postcosecha de etileno en la biogénesis y evolución de 

CVs en frutos de la mandarina Clemenules, el híbrido Ortanique y la naranja Navelate. 

Adicionalmente, se pretende analizar el efecto del estadío de maduración del fruto en la 

respuesta al etileno modificando la génesis y emisión de CVs.  

3. Caracterizar la relación entre contenido en CVs y su emisión, y la expresión de genes de 

terpeno sintasas, en frutos del mutante deg, un mutante de mandarina Clementina con 

reducido número de glándulas de aceite en el flavedo. Además, se ha planteado el estudio del 

efecto del  reducido número de glándulas de aceite en la piel sobre los cambios en el perfil 

de CVs durante la desverdización postcosecha con etileno y la capacidad de infección por el 

hongo Penicillium digitatum.  

4. Estudiar la posible relación entre el contenido y composición de carotenoides y el perfil de 

compuestos norisoprenoides volátiles (C9-C13) en el flavedo y en la pulpa de frutos cítricos. 

Para ello se utilizaron frutos de variedades y mutantes de naranja y pomelo con diferente 

grado de pigmentación, como las naranjas Navel Frost, Cara Cara, Navelate y Pinalate, y los 

pomelos Marsh, Flame y Star Ruby. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Material vegetal 

 

En los distintos experimentos realizados en esta Tesis Doctoral se han utilizado frutos de 

diferentes variedades de naranjas, mandarinas, híbridos y pomelos, en distintos estadíos de 

maduración y sometidos a diferentes tratamientos. Las principales características de las 

variedades utilizadas se describen a continuación. 

 

1.1  Naranjas (Citrus sinensis, L. Osbeck) 

 Navelate: Originaria de España (Vinaroz, Castellón), procede de una mutación 

espontánea de Washington Navel. Naranja de recolección tardía, caracterizada por presentar 

frutos de tamaño medio y coloración naranja pálida, con corteza suave y lisa y pulpa fina. 

Presenta forma elipsoidal o esférica, y sin ombligo aparente. Sus características organolépticas 

la convierten en una variedad de calidad excelente (Soler, 1999; Agustí, 2000).  

 Pinalate: Originaria de España (San Pedro del Pinatar, Murcia), procede de una 

mutación espontánea de la naranja Navelate. Naranja de recolección tardía, caracterizada por 

presentar frutos maduros de tamaño medio  y coloración amarillenta del flavedo y pulpa debido 

al bloqueo parcial en la biosíntesis de carotenoides en el fruto (Rodrigo et al., 2003).  

 Navel Frost: Origen incierto. Posiblemente surge por mutación gemaria de una de las 

variedades Selecta. Naranja de recolección media, caracterizada por presentar frutos de tamaño 

medio-grande, redondos o ligeramente ovales. El flavedo es de coloración naranja intenso y 

ligeramente rugoso. La pulpa es firme y presenta mucho zumo de sabor muy agradable y 

adecuado contenido de ácidos  (Agustí, 2000). 

 Cara Cara: Originaria de Venezuela en la finca ‘La Caracara’ (San Diego - Estado 

Carabobo) por una mutación espontánea de la naranja Navel. Naranja de recolección de estación 

media, caracterizada por presentar frutos similares a la variedad de la que procede, pero con 

pulpa  de coloración rojo intenso debido a la acumulación de licopeno (Soler, 1999; Saunt, 

2000; Lee, 2001; Alquézar et al., 2008). 

 

1.2  Mandarinas (Citrus clementina) 

 Clemenules: Procedente de mutación espontánea de la Clementina Fina originada en 

Nules, Castellón (España), en 1953. Corteza algo rugosa, pulpa jugosa de muy buena calidad, 

elevado contenido en zumo y sin semillas. Excelente calidad organoléptica. Es una variedad de 

temporada media. La pérdida rápida de zumo tras su maduración impide mantenerla en el árbol 

más allá de mediados de enero (Agustí, 2000).  
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 Mutante de Clementina deg (decreased oil glands): Mutante generado mediante 

mutagénesis física con rayos gamma de yemas de Clementina (Figura 6). Se caracteriza por 

mostrar una drástica reducción del número de glándulas de aceite del flavedo (32 ± 3 

glándulas/cm2) respecto a frutos parentales (148 ± 8 glándulas/cm2) (Carrera et al., 2007). 

 

 

1.3  Híbridos  

 Ortanique: Híbrido entre naranja dulce (Citrus sinensis) y mandarina (Citrus reticulata), 

originario de Jamaica (1920). Frutos de tamaño medio-grande, ligeramente aplanados por su 

zona estilar, donde desarrollan un ombligo poco prominente, corteza ligeramente rugosa, 

gruesa, de color rojizo intenso y muy adherida a la pulpa. Presenta elevado contenido de zumo y 

buen sabor. Puede tener semillas. De recolección tardía pudiendo mantenerse en el árbol hasta 

finales de mayo sin pérdida apreciable de calidad (Agustí, 2000). 

 

1.4  Pomelos (Citrus paradisi, Macf.) 

 Star Ruby: Obtenido en Texas (1959) mediante mutación inducida por irradiación de 

semillas de la variedad Hudson. Se caracteriza por presentar frutos de tamaño medio a grande, 

corteza fina, con áreas de color rojo fuerte. La pulpa es de coloración rojo intensa debido a la 

acumulación de licopeno. No presenta semillas y tiene un elevado contenido en zumo (Soler, 

1999; Agustí, 2000). 

 Flame: Originario de Florida, procede de semillas irradiadas de pomelo Henderson. El 

fruto es similar a la variedad Star Ruby pero presenta un color externo e interno menos intenso 

debido a su menor acumulación de licopeno. 

 Marsh: Pomelo blanco originado a partir de Duncan. Se caracteriza por presentar frutos 

de tamaño medio. La corteza es de color amarillo fina y brillante y la pulpa es amarilla y muy 

jugosa (Agustí, 2000).  

Los frutos utilizados en un mismo experimento fueron recolectados durante la misma 

campaña, precisando 4 campañas consecutivas para alcanzar todos los objetivos planteados en 

esta Tesis Doctoral (2008-2011). La recolección de frutos tuvo lugar en diferentes parcelas de la 

provincia de Valencia, dependiendo de la campaña, variedad recolectada y posterior tratamiento 

postcosecha. 

Figura 6. Fotografía de una sección de un fruto del mutante deg (izquierda) con una única 
glándula de aceite y frutos parentales (derecha) con múltiples glándulas de aceite. 
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Los frutos se seleccionaron en diferentes estadíos de maduración dependiendo de las 

diferentes especies y variedades, con el fin de obtener una buena representación del desarrollo 

del fruto, así como los estadíos de maduración óptimos para la aplicación de los diferentes 

tratamientos postcosecha.  

Los frutos de naranja y mandarina en los que se evalúo su comportamiento durante la 

maduración del fruto y el tratamiento postcosecha con etileno, se recolectaron en una plantación 

comercial localizada en Liria (Valencia), de forma que estuvieron sometidos a las mismas 

condiciones climáticas y de cultivo. El resto de frutos utilizados en los diferentes experimentos 

se recolectaron en el Banco de Germoplasma de cítricos, localizado en el Instituto Valenciano 

de Investigaciones Agrarias (IVIA) (Moncada, Valencia), y el mutante de Clementina deg se 

obtuvo de una colección de mutantes generados en el Centro de Genómica del IVIA. 

La recolección y selección de los frutos se realizó al azar, alrededor de la zona exterior de 

al menos 3 árboles de cada variedad. Inmediatamente después de la recolección, los frutos se 

trasladaron a las instalaciones del Instituto de Agroquímica y Tecnología de Alimentos (IATA-

CSIC) (Paterna,Valencia), donde se realizó una nueva selección de los frutos descartando 

aquellos que presentaban daños y/o defectos.  

En general, en todos los experimentos se realizaron al menos dos lotes de 6 a 15 frutos, 

según el tamaño de los mismos, para evaluar la emisión de volátiles en los frutos intactos recién 

cosechados. Las muestras de tejido de flavedo (parte externa coloreada de la piel del fruto) y 

pulpa se obtuvieron de al menos 6 frutos. El flavedo, se separó del resto de tejidos utilizando un 

cuchillo o bisturí, se congeló inmediatamente en N2 líquido, se homogeneizó con un molinillo 

preenfriado y se almacenó a -80 ºC hasta su análisis. La separación de la pulpa del resto de 

tejidos y su almacenamiento hasta el análisis se llevó a cabo del mismo modo que el flavedo. 

 

2. Medida del color e índice de madurez 

 

La medida del color externo e interno de los frutos y el índice de madurez del zumo 

fueron los criterios utilizados para seleccionar los estadíos de maduración óptimos para llevar a 

cabo los experimentos. 

 

2.1  Medida del color externo e interno  

La medida del color externo (flavedo) e interno (pulpa) de los frutos se realizó con un 

colorímetro Minolta CR-330. Se determinaron los parámetros Hunter a, b y L, y los datos se 

expresaron como la relación de color Hunter a/b (Stewart y Wheaton, 1972). La coordenada a 

(croma) representa cambios en el color desde verde (valores negativos) hasta rojo (valores 

positivos), y la coordenada b (tono) representa cambios de color desde azul (valores negativos) 

hasta amarillo (valores positivos), de modo que una relación a/b negativa se correlaciona con 
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frutos verdes, alrededor de cero con frutos amarillos (estadío virando) y positiva con frutos 

coloreados. Las medidas de color, se realizaron en lotes de al menos 10 frutos y en cada fruto se 

tomaron datos en 3 puntos del plano ecuatorial. En la pulpa se realizaron las determinaciones de 

color en secciones transversales del fruto.  

 

2.2  Índice de madurez 

La estimación del índice de madurez (IM) de los frutos se determinó como el cociente de 

la relación ºBrix/% acidez. Los sólidos solubles y el porcentaje de acidez se analizaron en el 

zumo obtenido de 10 frutos. 

Los sólidos solubles, expresados como ºBrix, se midieron con un refractómetro digital 

(Atago). La determinación del porcentaje de acidez, expresado como porcentaje de ácido cítrico 

(mg de ácido/100 mL de zumo), se realizó en tres alícuotas de 5 mL de zumo, utilizando para la 

valoración una solución de NaOH 0,1N y fenolftaleína (Sigma-Aldrich) como indicador. 

 

3. Tratamientos postcosecha 

 

3.1  Desverdización con etileno 

Se recolectaron frutos virando de las variedades Navelate, Ortanique, Clemenules, y del 

mutante deg y su línea parental, y se trataron con etileno (5 ppm) durante 6 días, tal y como se 

indica en la Figura 7. Los frutos control se mantuvieron durante le mismo periodo de tiempo en 

atmósfera de aire. Adicionalmente, para estudiar el posible papel del etileno endógeno en la 

biosíntesis, acumulación y emisión de CV, un lote de frutos se pre-trató durante 16 h con 1- 

Metilciclopropeno (1-MCP, SmartFresh™) (1ppm), inhibidor competitivo de los receptores de 

la hormona, siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras el período de incubación con 1-

MCP los frutos se airearon y se dividieron en dos grupos, uno se mantuvo en aire (1-MCP+aire) 

y otro fue tratado con etileno (5 ppm) (1-MCP + etileno). Se tomaron muestras para los 

diferentes análisis al inicio del experimento y a los 3 y 6 días. Todos los tratamientos se 

desarrollaron en cámaras termostatadas a 20 ºC y al 90% HR.  

 

 

Etileno + MCP

Dia 0 Dia 3 Dia 6Dia 1

Cosecha

Etileno

Aire

1-MCP

Etileno

Aire

Aire + MCP

Aire

Aire + MCP

5 ppm

1 ppm

Etileno + MCP

Etileno

Figura 7. Esquema del diseño experimental del tratamiento con etileno y pre-tratamiento con 
1-MCP a frutos virando de las variedades Navelate, Ortanique, Clemenules, y del mutante deg 
y su línea parental. 
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3.2  Tratamiento con etileno a frutos maduros 

Frutos maduros de la variedad Navelate se trataron con etileno (5 ppm) durante 7 días, tal 

y como se indica en la Figura 8. De forma análoga a los experimentos de desverdización, un 

lote de frutos se pre-trató durante 16 h con 1-MCP  (1ppm). Tras el período de incubación con 

1-MCP los frutos se airearon y se dividieron en dos grupos, uno se mantuvo en aire (1-

MCP+aire) y otro fue tratado con etileno (5 ppm) (1-MCP + etileno). Se tomaron muestras para 

los diferentes análisis al inicio del experimento y a los 2, 4 y 7 días. Todos los tratamientos se 

desarrollaron en cámaras termostatadas a 20 ºC y al 90% HR.  

 

 

 

3.3  Ensayos de infección con Penicillium digitatum en el mutante de Clementina deg 

Recientemente se ha descrito que los CV del flavedo de los frutos cítricos, en concreto, el 

monoterpeno limoneno, puede tener un papel importante en la susceptibilidad o resistencia a la 

infección con diferentes patógenos, entre ellos P. digitatum (Rodriguez et al., 2011 y 2014). 

Con el objetivo de evaluar la influencia de las glándulas de aceite en la incidencia y progresión 

de la infección con P. digitatum se utilizó el mutante de Clementina deg. Este mutante, como se 

ha descrito previamente se caracteriza por presentar una reducción drástica en el número de 

glándulas de aceites esenciales en el flavedo (Figura 9), por lo que es posible hacer 

inoculaciones controladas en zonas del flavedo sin glándulas.  

Etileno + MCP

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 7Dia 1

Cosecha

Etileno

Aire

1-MCP

Etileno

Aire

Aire + MCP

Aire

Aire + MCP

Aire

Aire + MCP

5 ppm

1 ppm

Etileno + MCP

Etileno

Etileno + MCP

Etileno

Figura 8. Esquema del diseño experimental del tratamiento con etileno y pre-tratamiento con 
1-MCP a frutos maduros de la variedad Navelate. 
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Los frutos se recolectaron en el estadío de maduración comercial y se lavaron con una 

solución de lejía al 5% durante 5 min, procediendo posteriormente a su inoculación. Los frutos 

del mutante deg se inocularon en glándulas de aceite o en zonas del flavedo sin glándulas, 

mientras que en los frutos de la línea parental Clementina todas las inoculaciones se realizaron 

en glándulas de aceite. Para las inoculaciones se efectuaron 4 heridas por fruto en la zona 

ecuatorial con un punzón de 3 mm. La herida se inoculó con 5 μL de una suspensión de 

conidios de P. digitatum (cepa CECT20796, aislado PHI26), a una concentración de 104 

conidios/mL. Posteriormente, los frutos se almacenaron hasta 6 días en cámaras de conservación 

a 20 ºC y al 90% HR. En el tratamiento control de los frutos de Clementina y deg la suspensión 

de inoculación se sustituyó por agua. Durante el almacenamiento se evaluó diariamente el 

progreso de la infección en función de la medida del halo de infección (cm) en cada una de las 

heridas y a los 3 días los volátiles emitidos por los frutos. 

 

4. Extracción y cuantificación de CVs en frutos cítricos 

 

4.1  Extracción y análisis de la emisión de CVs de frutos cítricos intactos  

La emisión de CV de frutos intactos se evalúo mediante la técnica de microextracción en 

fase sólida del espacio de cabeza estático (SPME-HS). Se utilizó una fibra de sílice fundida 

recubierta con poli (dimetilsiloxano) (PDMS) (Supelco) de 100 μm de espesor. Se evaluaron, al 

menos, 2 lotes de frutos independientes de cada muestra con 6 a 15 frutos por lote, dependiendo 

del tamaño del fruto. Los frutos, previamente pesados, se colocaron en recipientes de vidrio de 

4,5 L que se cerraron herméticamente durante 2 h a temperatura ambiente para permitir la 

acumulación de CVs en el espacio de cabeza. Posteriormente, la fibra se introdujo en los 

recipientes a través de un septum y se expuso al espacio de cabeza durante 15 min. Para la 

Figura 9. Imagen comparativa de frutos de Clementina (control) y del mutante deg en la que 
se muestra la diferente densidad de glándulas de aceite entre ambos tipos de frutos y las dos 
áreas de flavedo del mutante (`glándula´ y `no glándula´) donde se realizó la herida y/o 
inoculación del hongo. 
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desorción de los CVs la fibra se introdujo en el inyector del cromatógrafo de gases (CG) a una 

temperatura de 220 ºC durante 4 min. Para la separación y determinación de CVs se utilizó un 

CG Thermo TraceTM GC Ultra, equipado con una columna capilar Innowax (Agilent 

Technologies) (30 m x 0,25 mm x 0,25 μm) acoplado a un espectrómetro de masas Termo DSQ. 

Como gas portador se utilizó He a un flujo constante de 1,5 mL/min. El horno se programó a 40 

ºC durante 5 min, incrementándose hasta 150 ºC a 5 ºC/min y hasta 250 ºC a 20 ºC/min, 

manteniendo 2 min la temperatura final. La temperatura del la interfase y fuente de ionización 

del MS fue de 260 y 200 ºC, respectivamente. A partir de los 2 min se registró el espectro de los 

iones positivos (rango de masas de 30 a 400 m/z) obtenidos mediante impacto electrónico, 

utilizando un potencial de ionización de 70 eV. La identificación de los compuestos volátiles se 

realizó mediante comparación de los espectros de masas obtenidos con los de las bibliotecas 

Willey6, NISTDEMO, MANILIB y REPLIB y los estándares disponibles (Tabla I Anexo). El 

análisis de los cromatogramas y espectros resultantes se llevo a cabo utilizando el programa 

Xcalibur 1.4.z 

La cuantificación de los CVs emitidos se llevó a cabo mediante curvas de calibrado. Cada 

curva se preparó con diluciones seriadas de soluciones de concentración conocida de los 

patrones disponibles. De cada una de las diluciones se depositaron 10 μL en un papel de filtro 

de 2 cm2 situado en el fondo de los recipientes de vidrio. Adicionalmente, se utilizó 2-Octanol 

(Fluka) al 0,1% (p/v) como patrón interno. Todas las soluciones se prepararon en metanol 

(Pureza HPLC, Carlo Erba) y el rango de las mismas varió dependiendo del compuesto (Tabla I 

Anexo). Los CVs cuyos estándares comerciales no estaban disponibles, se cuantificaron a partir 

de curvas obtenidas para compuestos de familia y estructura similar a los disponibles en el 

laboratorio. Los estándares comerciales (Sigma-Aldrich y Fluka) utilizados se detallan en la 

Tabla I (Anexo). Todas las curvas se prepararon por duplicado.  

 

4.2  Extracción y análisis del contenido de CVs del flavedo de frutos cítricos 

Para la extracción de los CVs del flavedo de los frutos se realizaron al menos 2 réplicas de 

cada muestra. La extracción se llevó en tubos de vidrio (Pyrex) con tapón de teflón en los que se 

añadió a cada uno 3 ml de pentano (Fluka) y 22,5 μg de patrón interno 2-Octanol (Fluka). A 

continuación, se pesó y añadió a cada tubo 200 mg de muestra finamente triturada y se 

homogeneizaron con un homogeneizador (Yellowline DI 25 basic) durante 30 s en frío. Las 

muestras se agitaron durante 15 s, se añadió 3 ml de agua bidestilada, se volvieron a agitar e 

inmediatamente se centrifugaron a 800 g durante 10 min a 4 ºC, recuperándose la fase orgánica. 

El extracto acuoso se reextrajo 2 veces más con 3 ml de pentano, seguido de agitación y 

centrifugación a 1800 g durante 5 min a 4 ºC, recuperando la fase orgánica. Finalmente, se 

midió el volumen final recuperado y 2 µL del extracto se inyectaron directamente en el CG-MS, 

utilizando los equipos, condiciones y software descritos en el apartado 4.1. 
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La cuantificación de los CVs en el flavedo de los frutos se llevó a cabo mediante curvas 

de calibrado. Cada curva, se preparó con diluciones seriadas de concentración conocida de los 

patrones disponibles. Todas las soluciones se prepararon en metanol (Pureza HPLC, Carlo Erba) 

y se utilizó 2-Octanol (Fluka) como patrón interno y se inyectaron 2 μL de cada una de las 

diluciones directamente en CG-MS. El rango de las mismas varió dependiendo del compuesto 

tal como se indica en la Tabla II del Anexo. Todas las curvas se prepararon por duplicado. Los 

CVs cuyos estándares comerciales no estaban disponibles se cuantificaron a partir de curvas 

obtenidas para compuestos de familia y estructura similar. Los estándares comerciales (Sigma-

Aldrich y Fluka) y las curvas de calibrado resultantes se detallan en la Tabla II (Anexo). 

 

4.3  Extracción y análisis de CVs en la pulpa de frutos cítricos 

Para analizar los CVs de la pulpa de frutos cítricos se utilizó la técnica SPME-HS. Se 

utilizó una fibra de sílice fundida recubierta con Polydimethylsiloxane (PDMS) (Supelco) de un 

espesor de 100 μm. Se analizaron al menos 3 réplicas por muestra. Se utilizaron viales de vidrio 

(Supelco) de 7 ml con un septum de PFTE/silicona de 13 mm de diámetro. En cada vial se 

pesaron 0.45 g NaCl, posteriormente se añadieron 1,5 g de pulpa congelada (-80 ºC) y se cerró 

el vial herméticamente. A cada vial se añadió 10 μg de 2-Octanol (Fluka) como patrón interno y 

se incubó a 37 ºC  durante 10 min en agitación. Posteriormente, el vial se incubó junto con la 

fibra expuesta al espacio de cabeza durante 30 min en un baño a 40 ºC sin agitación. Los 

volátiles adsorbidos en la fibra se analizaron mediante CG-MS utilizando los equipos, 

condiciones y software descritos en el apartado 4.1. 

 

4.4  Extracción y análisis de compuestos norisoprenoides en el flavedo y la pulpa de 

frutos cítricos 

El análisis de compuestos norisoprenoides presentes en el flavedo y la pulpa de frutos 

cítricos se realizó mediante la técnica de SPME-HS. Las muestras de 1 y 2 g de flavedo y pulpa, 

respectivamente, fueron introducidas en viales de 42 mL dotados de un septum de 

PFTE/silicona y se incubaron 30 min a 40 ºC y agitación constante. Tras el período de 

incubación se expuso la fibra al espacio de cabeza durante 40 min a 40 ºC y agitación magnética 

constante. Para la extracción de CVs se utilizó una fibra trifásica Stableflex 

Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) (Supelco). El análisis de 

las muestras se llevó a cabo con un GC-MS Clarus 500 (Perkin-Elmer). La desorción de CV se 

realizó a 200 ºC durante 5 min. La separación de volátiles se llevó a cabo utilizando una 

columna capilar Stabilwax (Restek) (60 m x 0,25 mm d.i x 0,50 μm). El horno se programó a 40 

ºC durante 2 min hasta alcanzar 240 ºC en una rampa de 7 ºC/min y manteniendo la temperatura 

final 9,5 min. Como gas portador se utilizó He con un flujo de 2 mL/min. Se registró el espectro 

de iones positivos (rango masas 25 a 300 m/z) obtenidos mediante impacto electrónico 
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utilizando una energía de 70 eV. Las temperaturas de la interfase y la fuente de iones fueron de 

240 ºC y 180 ºC, respectivamente. Los cromatogramas se analizaron e integraron mediante el 

software Turbomass 500 (Perkin-Elmer). Los picos cromatográficos correspondientes a los 

diferentes compuestos fueron identificados por comparación de los espectros de masas 

disponibles en la base de datos de la biblioteca NIST 2005.  

 

5. Extracción y cuantificación de carotenoides 

 

5.1  Extracción y cuantificación de carotenoides totales  

La extracción y cuantificación de carotenoides se llevó a cabo a partir de 0,5 g de flavedo 

y 1,5 g de pulpa siguiendo el método descrito por Rodrigo et al (2003; 2004) con ligeras 

modificaciones. El material vegetal, previamente triturado, se introdujo en tubos de cristal Pyrex 

con tapón de rosca y se mantuvieron en hielo hasta la adición de 2 mL de metanol (pureza 

HPLC, Carlo Erba) y 1,5 mL de una solución de Tris-HCl (50 mM, pH 7,5) y NaCl 1M. A 

continuación se homogeneizó la mezcla en el vórtex durante 1 min y en agitación magnética a 4 

ºC durante 5 min. Seguidamente, se añadieron 4 mL de cloroformo (Panreac), se volvió a 

homogeneizar en el vórtex y en agitación magnética. Posteriormente, se centrifugó a 450 g 

durante 5 min a 4 ºC y se recuperó la fase orgánica en un matraz de fondo redondo. El extracto 

acuoso se volvió a reextraer con 3 mL de cloroformo y se repitió el proceso de extracción hasta 

que la fase orgánica fue incolora. La fase orgánica recuperada se evaporó completamente a 40 

ºC en evaporador rotatorio (Buchi). El residuo seco se resuspendió en 200 μL de acetona 

(pureza HPLC) y 2,8 mL de Solución A (éter de petróleo (40-60 ºC): éter etílico, 9:1, v/v).  

Los extractos se secaron completamente a 40 ºC en un evaporador rotatorio y se 

saponificaron mediante la adición de 1,8 mL metanol (Pureza HPLC) y 200 μL de KOH 60% 

(p/v). La muestra se dejó reposar durante una noche a temperatura ambiente, en oscuridad y 

atmósfera de nitrógeno. Los carotenoides libres se recuperaron mediante lavados sucesivos 

hasta que el matraz quedó totalmente limpio, con 1 mL de cloroformo, 2 lavados sucesivos con 

2 mL de Solución A y 2 mL de agua bidestilada, y recuperando las soluciones de todos los 

lavados en un mismo tubo (tipo Sarstedt o de vidrio Pyrex) de 15 mL con tapón de rosca. Tras 

homogeneizar la solución recuperada mediante agitación, se dejó reposar durante 5 min a 

temperatura ambiente para que las fases se separaran, y se recuperó la fase orgánica superior 

pasándola a un nuevo tubo. El extracto se reextrajo con 2 mL de Solución A hasta que la fase 

superior resultó incolora. El conjunto de las fases orgánicas recuperadas se llevaron a un 

volumen conocido mediante la adición de Solución A y se determinó la concentración de 

carotenoides midiendo la absorbancia a 450 nm en un espectrofotómetro Multiskan Spectrum, 

(Thermo Electron Corporation). La concentración de carotenoides totales, se calculó aplicando 
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la fórmula de Davies (1976) y el resultado se expresó como g de equivalentes de β-caroteno 

por gramo de peso fresco de tejido: 

g de carotenoides (equivalentes de β-caroteno) = (E·y)/(E1%
1cm·100), 

 

donde:  

‘E’ es la absorbancia a 450 nm; ‘y’ mL de solución; y E1%
1cm, 2500 (coeficiente de 

extinción del β-Caroteno de una solución al 1%, medida en una cubeta de 1 cm de paso de luz).  

Los extractos se llevaron a sequedad mediante corriente de nitrógeno, se resuspendieron 

con 1 mL de acetona con el fin de precipitar compuestos de naturaleza lipídica que interfieren 

en el análisis de carotenoides y se mantuvieron toda la noche a −20 °C. Tras este período, se 

centrifugaron a 11400 g durante 15 min y 4 ºC, se pasó el sobrenadante a otro tubo de 

microcentrífuga y se secó en corriente de N2. Las muestras se almacenaron en oscuridad  a – 20 

ºC y en atmósfera de  nitrógeno hasta su análisis. 

Durante todo el procedimiento, se tuvo especial cuidado en evitar la exposición a la luz de 

las muestras, trabajando en condiciones de baja luminosidad, con el fin de evitar la 

fotodegradación, isomerización y posibles cambios estructurales de los carotenoides. Todas las 

muestras se extrajeron al menos por duplicado. 

 

5.2  Identificación y cuantificación de carotenoides mediante HPLC-PDA 

La identificación y cuantificación de los carotenoides individuales se realizó por 

cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un detector de fotodiodos (HPLC-PDA). 

Los análisis se llevaron a cabo mediante un sistema de cromatografía líquida Waters, equipado 

con una bomba cuaternaria (600E) y un detector de fotodiodos (modelo 996) usando el 

programa informático Empower (Waters). La columna empleada fue de fase reversa C30 (250 

mm × 4,6 mm, 5 μm) acoplada a una precolumna C30 (20 mm x 4,0 mm, 5 μm) (YMC). La 

separación de carotenoides se realizó mediante un gradiente de elución ternario de metanol 

(MeOH), agua y metil tert-butil eter (MTBE) (Tabla 2), optimizado previamente en el 

laboratorio (Alquézar et al., 2008).  

 

 
 

Tabla 2. Composición (en %) del gradiente de elución utilizado para la separación de 
carotenoides por HPLC. 

 
Tiempo (min) 0 12 20 30 50 70 75 

MTBE 5 5 14 25 50 75 5 

H2O 5 0 0 0 0 0 5 

MeOH 90 95 86 75 50 25 90 
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El flujo fue de 1 mL/min y se inyectó un volumen de muestra de 20 μl. El detector de 

fotodiodos (PDA) fue programado para registrar la absorbancia entre 250 hasta 540 nm. Para 

cada muestra se obtuvo un cromatograma Maxplot en el que se representa el tiempo frente a la 

absorbancia máxima en el rango de longitudes de onda registradas. 

Los carotenoides se identificaron en función del tiempo de retención y el espectro de 

absorbancia por comparación con los estándares disponibles o con los descritos en la 

bibliografía utilizando condiciones cromatográficas similares (Tabla III Anexo) (Rouseff et al., 

1996; Melendez Martinez et al., 2003; Rodrigo et al., 2003 y 2004). Los picos cromatográficos 

correspondientes a cada carotenoide se integraron en su longitud de onda máxima 

(cromatograma Maxplot) y su contenido se calculó mediante curvas de calibrado disponibles en 

el laboratorio (Tabla IV anexo). El β-apo-8′-carotenal (Hoffman-LaRoche) se utilizó para 

cuantificar β-citraurina, el β-caroteno (Sigma) para α- y β-caroteno, la β-criptoxantina 

(Extrasynthese) para α-y-β-criptoxantina, la luteína (Sigma) para luteína, neoxantina y 

violaxantina, el licopeno (Sigma) para licopeno y la zeaxantina (Extrasynthese) para zeaxantina 

y anteraxantina. Los estándares de fitoeno, fitoflueno y -caroteno se purificaron en nuestro 

laboratorio del flavedo de frutos de Pinalate siguiendo el método descrito por Pascual et al. 

(1993) y se prepararon las correspondientes curvas de calibrado.  

 

6. Extracción de RNA total 

 

Para la extracción y purificación de RNA total se utilizaron dos protocolos en función del 

tipo de tejido y la cantidad de RNA total que se necesitaba extraer. 

 

6.1  Protocolo de extracción fenol-cloroformo 

Este protocolo se utilizó con tejido de flavedo cuando fue necesario obtener cantidades 

superiores a 10 g de RNA total, y en todas las extracciones de tejido de pulpa. Para la 

extracción se pesó, en un tubo de 50 mL, 4 g de pulpa o 2 g de flavedo congelado y triturado, y 

se mezcló e incubó 15 min a 65 ºC con 5 vol. (mL/g PF) de tampón de extracción (Tris-HCl 200 

mM pH 8.0, NaCl 400 mM, EDTA 50 mM pH 8,8, Sarkosyl 2%, polivinil pirrolidona 40 (PVP-

40) 1%, β-mercaptoetanol 1%) y 2,5 vol. de fenol equilibrado con Tris-HCl. Se dejó enfriar en 

hielo y se añadió 2,5 vol. de cloroformo:isoamílico (24:1; v/v). Los restos vegetales fueron 

eliminados por centrifugación a 4000 g durante 20 min a 4 ºC  y se recuperó la fase acuosa en 

otro tubo de 50 mL. Se adicionó de nuevo a este último tubo 2,5 vol. de fenol y 2,5 vol. de 

cloroformo:isoamílico (24:1; v/v) y se centrifugó la muestra de nuevo con el fin de obtener el 

máximo rendimiento en la extracción. La fase acuosa recuperada se pasó a un tubo de 

ultracentrífuga y se precipitaron los ácidos nucleicos mediante la adición de 1,5 vol de etanol 

100% (v/v) frío. Inmediatamente, se centrifugó a 26900 g durante 20 min a 4 ºC y el sedimento 
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se lavó con 5 ml de etanol 70%. El sedimento se resuspendió en 7,5 mL TESa (Tris-HCl 10 mM 

pH 8,0; Na2EDTA 5 mM; Sarkosyl 0,1%) y se calentó a 65 ºC en baño de agua durante 15 min, 

se añadió 7,5 mL de agua bidestilada y 5 mL LiCl 12 M. El RNA se precipitó mediante 

incubación a 4 ºC durante 16 h y posteriormente, se centrifugó a 26900g durante 30 min a 4 ºC. 

El RNA precipitado se lavó con 1,5 mL de etanol frío al 70% y se resuspendió en 1 mL de 

acetato de sodio 3 M (pH 6,0). A continuación, se centrifugó a 11400g durante 5 min  y se 

volvió a lavar con etanol 70%. Finalmente, el RNA total se resuspendió en agua bidestilada y se 

determinó su concentración espectrofotométricamente (Nanodrop ND-1000), midiendo la 

absorbancia entre 220 y 350 nm. En general, el RNA total obtenido se diluyó a una 

concentración final de entre 1-2 g/L. Se verificó su integridad mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 1% (p/v) con bromuro de etidio. Las muestras de RNA total se almacenaron a -80 

ºC hasta su posterior utilización. 

 

6.2  Extracción con RNeasy ® Mini Kit 

Este protocolo se utilizó con muestras de flavedo en la que no se requería obtener una 

cantidad de RNA total superior a 10 g. La extracción de RNA se realizó utilizando el kit de 

extracción de RNA total RNeasy® Mini Kit  (Qiagen), siguiendo las instrucciones especificadas 

por el fabricante con ligeras modificaciones. Para la extracción se pesaron 100 mg de tejido 

congelado previamente triturado, en un tubo de microcentrífuga (tipo Eppendorf). 

Inmediatamente se añadieron 450 L de Buffer RLT (con β-Mercaptoetanol) y se incubó 

durante 3 min a 56 ºC. Después se centrifugó a 2000 g para eliminar el sedimento, y se recuperó 

el sobrenadante. A este último se le añadió 0,5 vol. de etanol al 100%, se mezcló con la pipeta y 

se transfirió a una columna RNeasy acoplada a un tubo colector de 2 mL. Se centrifugó 15 s a 

8000 g, se descartó el efluyente, y se volvió a centrifugar a la misma velocidad durante 2 min. 

Para eluir el RNA de la columna se añadieron 30 L de agua bidestilada estéril y se centrifugó 

durante 1 min a 8000 g. La concentración final de RNA total se determinó en un 

espectofotómetro (Nanodrop ND-1000), midiendo la absorbancia entre 220 y 350 nm, y se 

verificó su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) con bromuro de 

etidio. Las muestras de RNA se almacenaron a -80 ºC hasta su posterior utilización. 

 

7. Síntesis de cDNA 

 

 La síntesis de cDNA se realizó en dos etapas. La primera etapa consistió en la 

eliminación de DNA genómico como posible contaminante de la muestra de RNA total. Para 

ello se trataron 10 μg de RNA total con DNasa I libre de RNasa (Ambion) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. La concentración final de RNA total purificado se cuantificó 
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espectrofotométricamente (Nanodrop ND-1000). La síntesis de cDNA se llevó a cabo 

incubando 2 μg de RNA total libre de DNA genómico con 1 L de Oligo(dT)18 (500 ng/μL) 

(Invitrogen) y 1 μl de  dNTPs 10mM (Invitrogen) siendo el volumen de reacción de 11,5 μL. La 

mezcla se calentó a 80 ºC durante 3 min y posteriormente se adicionó  4 μL de 5xStrandBuffer, 

1 μL DTT (200mM), 0,5 μL de Inhibidor de RNase (Roche) y 1 μL de enzima SuperScript III 

(Invitrogen), obteniendo un volumen final de reacción de 20 μL que se incubó a 50 ºC durante 

90 min. La inactivación del enzima se realizó a 94 ºC durante 10 min. El cDNA sintetizado se 

cuantificó espectofotométricamente (Nanodrop ND-1000) y se almacenó a -20 ºC hasta su 

utilización. 

 

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

 

8.1  Diseño de cebadores para la RT-qPCR  

El diseño de los cebadores se llevó a cabo de forma manual o mediante el programa 

DNAMAN (Version 4.03 Lynnon Biosoft) a partir de la secuencia parcial o completa de ESTs 

de Citrus identificadas en las bases de datos públicas de ESTs (Harvest: http://harvest.ucr.edu/ y 

CFGP: http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgDB/) o del genoma de Citrus sinensis 

(Phytozome-www.phytozome.org). Se estableció una longitud entre 19-25 pares de bases para 

los cebadores y de un máximo entre 100-150 pares de bases para el amplicón, así como un 

porcentaje mínimo de GC del 50% y una temperatura de hibridación próxima a 60 ºC. Para la 

normalización de los resultados se utilizó el gen de la actina (ACT) como gen constitutivo 

(sentido: 5’-TTAACCCCAAGGCCAACAGA-3’ y antisentido: 5’-

TCCCTCATAGATTGGTACAGTATGAGAC-3’) (Romero et al., 2012; Alós et al., 2013). Las 

secuencias de los cebadores utilizados en esta Tesis y la longitud de los amplicones resultantes 

se muestran en la Tabla 3. 
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8.2  Verificación de los productos de RT-qPCR 

Con el fin de comprobar que los cebadores diseñados amplificaban el fragmento de DNA 

deseado, se realizaron reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) con 1xTampón de reacción, 

MgCl2 1,5 mM, dNTPs 0,1 mM, cebador sentido 3 μM, cebador antisentido 3 μM y EcoTaq 

DNA polimerasa 0,04 U/μL (Ecogen, 5 U/μL) en un volumen final de 25 μL. 

Las condiciones de PCR fueron, 94 ºC durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 94/T/72 ºC 

(siendo T la temperatura óptima de hibridación de cada gen) durante 30/30/30 s, y 72 ºC durante 

10 min. Estas reacciones se llevaron a cabo en termocicladores Techne (TC-312) y G-STORM y 

tamaño del producto de PCR se verificó mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% 

(p/v) con bromuro de etidio y posteriormente se confirmó la identidad de la secuencia mediante 

secuenciación (Servicio de Secuenciación, Universitat de Valencia). 

 

 

Tabla 3: Relación de cebadores utilizados para la expresión relativa mediante RT-qPCR de 
los genes linalol sintasa (LIN), valenceno sintasa (VAL), limoneno sintasa 1 (LIM 1), limoneno 
sintasa 2 (LIM 2), β-pineno sintasa (β-PIN), ocimeno sintasa (OCI), sesquiterpeno sintasa 
multiproducto (TPS3) y alcohol aciltransferasa (CsAAT). S, Sentido; AS, Antisentido. a: 
GenBank; b: Phytozome V.7.0 database.

Gen Nº Acc. Cebador 
Tª 

Hibridación 
(ºC) 

Tamaño 
(pb) 

  Nombre Secuencia Orientación   
 
 

LIN 
 
 

CV885574a 
MJ162  

 
MJ163 

5’-CCATTCTCAGCATCGTTCACGAGG -3’ 
 

5’-CGAGGCTTGGTAGGCGTTGG -3’ 

S 
 

AS 
60 97 

 
 

VAL 
 
 

AF441124a 
MJ164  

 
MJ165 

5’-CGTTGCCCGACCACTGCTCGG -3’ 
 

5’-ATGCGTATAGCCGTCGTCCTC -3’ 

S 
 

AS 
60 85 

 
 

LIM1 
 
 

AB110637a 
MJ166  

 
MJ167 

5’-GACTCGAACAACTGCTGAGTTCC -3’ 
 

5’-CCAGGAGATGCTGTGAAAGCC -3’ 

S 
 

AS 
60 174 

 
 

LIM2 
 
 

AB110636 a 
MJ168  

 
MJ169 

5’-CCATGGTAAGTACACGCCAAC -3’ 
 

5’-TCATTGTAACCATAGGGCCTCC -3’ 

S 
 

AS 
60 80 

 
 
βPIN 

 
 

AB110641 a 
MJ170  

 
MJ171 

5’-CCGCATATCTCAAAGAATGGGTGGC-3’ 
 

5’-CACCTTGCCTCCAATCTTCGC-3’ 

S 
 

AS 
60 130 

 
 

OCI 
 
 

AB110638 a 
MJ172  

 
MJ173 

5’-AGGGTGCAACCAAGAATTGA-3’ 
 

5’-GTAGCCGCTGAAGAGATCCTC -3’ 

S 
 

AS 
60 151 

 
 

TPS3 
 
 

orange1.1g008620m b 
MJ180  

 
MJ181 

5’-AAAGATGCATAAGGCTTCC-3’ 
 

5’-TTTAAAGTTCCCATCCGTG-3’ 

S 
 

AS 
57 157 

 
 

CsAAT 
 
 

CB292557 a 
MJ392 

 
MJ393 

5’-CTGGCTAGCTAGCTGGCTA -3’ 
 

5’-GGGATCCGGATGTTACATATCA -3’ 

S 
 

AS 

 
55 
 

145 
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8.3  Curvas de calibrado 

Para la cuantificación de la expresión génica mediante RT-qPCR se prepararon curvas de 

calibrado para cada gen a partir de diluciones seriadas 1:2 de un stock cDNA ( 1000 ng/L), 

representándose la concentración final del cDNA frente al número de ciclos necesarios para 

obtener señal de fluorescencia (Cp). Las reacciones de RT-qPCR se realizaron en placas de 96 

pocillos en un termociclador LightCycler 480 (Roche) y los datos se analizaron mediante el 

programa LightCycler® 480 Software release 1.5.0 version 1.5.0.39. Los valores de cada una de 

las curvas corresponden a la media de 4 réplicas realizadas en 2 placas independientes. Los 

resultados de las curvas de calibrado para cada uno de los genes estudiados, se muestran en la 

Tabla V incluida en los anexos. Tras el análisis de las curvas de calibrado se seleccionó la 

dilución 1:10 de las muestras de cDNA para los análisis de expresión relativa.  

 

8.4  Reacción de RT-qPCR  

Con el fin de convertir las medidas de la intensidad de fluorescencia en valores de 

expresión relativa, se utilizó el equipo y software detallado en el apartado 8.3. Por cada reacción 

se utilizaron 100 ng cDNA, que fue la cantidad óptima según lo establecido en las curvas de 

calibrado. El volumen total de reacción fue de 10 μL y consistió en 1 μL de cDNA y 9 μL de 

Master Mix (2 μL agua bidestilada estéril, 1 μL de cebador S (3 μM), 1 μL de cebador AS (3 

μM) y 5 μL de LightCycler® 480 Syber Green I Master 2x (Roche). En todas las placas se 

incluyeron controles negativos (exentos de cDNA) y una muestra referencia que permitió la 

comparación entre diferentes placas. Las condiciones de reacción fueron 95 ºC durante 10 min 

(desnaturalización), 40 ciclos de amplificación a 95/T/72 ºC durante 10/10/10 s, 

respectivamente, siendo T la temperatura específica de hibridación para cada gen (Tabla 3). Los 

valores de intensidad de la fluorescencia fueron adquiridos durante los pasos de extensión a 72 

ºC. La especificidad de la reacción se comprobó mediante el análisis de las curvas de 

disociación. Para la normalización de los resultados se utilizó el gen de la ACT (Romero et al., 

2012; Alós et al. 2013). 

 

8.5  Análisis de la expresión relativa 

Para el análisis relativo de la expresión de los genes LIN, VAL, LIM 1, LIM 2, B-PIN, OCI 

y TPS3 se utilizó el programa informático REST-MCS  (Relative Expresion Software Tool-

Multiple Condition Solver- version 2; Plaffl et al, 2002). El modelo matemático que utiliza este 

software está basado en la corrección de las eficiencias de la PCR y en la desviación de la media 

de los Cps entre las muestras y la del gen de referencia (ACT) utilizando la fórmula: 
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donde 

target: gen en estudio (LIN, VAL, LIM 1, LIM 2, B-PIN, OCI y TPS3) 

ref: gen de expresión constitutiva utilizado como referencia (ACT) 

 

9. Programas informáticos 

 

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

informáticos: 

- Adobe PhotoShop: Procesado de imágenes (Adobe Design Premium CS4) 

- DNAMAN: Análisis de secuencias (Version 4.03 Lynnon Biosoft) 

- Empower (Waters): Programa para la adquisición y el tratamiento de datos del 

sistema cromatográfico HPLC-PDA. 

- LightCycler® 480 (Roche): Tratamiento de datos obtenidos de RT-qPCR (Software 

release 1.5.0 versión 1.5.0.39) 

- Microsoft Excel: Cálculos matemáticos y estadística 

- Microsoft Word: Procesado de textos. 

- Micorosoft Power Point: Realización de figuras e imágenes 

- Reference Manager: Manejo de bases bibliográficas 

- REST: Análisis de expresión relativa de los genes estudiados 

(http://www.REST.de.com) 

- SigmaPlot: Elaboración de gráficos y tratamiento estadístico (Versión 10.0). 

- Symix Draw: Realización de estructuras químicas (Versión 3.2) 

- Turbomass: Programa  para la adquisición y el tratamiento de datos de cromatografía 

gaseosa (Versión 5.4.0). 

- Xcalibur (Thermo): Programa para la adquisición y el tratamiento de datos de GC-

MS. 

 

También se utilizaron las aplicaciones on line: 

- NCBI (National Center for Biotechnology Information): Búsqueda de secuencias 

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

- Programa de comparación de secuencias:  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/: 

(Altschul et al. 1990). 
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- CFGP (Citrus Functional Genomic Project. España): Búsqueda y análisis de ESTs de 

cítricos.  http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgDB/:  

- HarvEST:Citrus: Búsqueda y análisis de ESTs de cítricos.  http://harvest.ucr.edu/. 

- http://www.scopus.com: Búsqueda de material bibliográfico. 

- Phytozome V.7.0 database: Búsqueda y análisis de secuencias del genoma de Citrus 

sinensis y Citrus clementina.  http://www.phytozome.org 

 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO I 

 
 

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA 
BIOSÍNTESIS DE CVs EN FRUTOS DE 
DIFERENTES ESPECIES DE CÍTRICOS 
DURANTE LA MADURACIÓN NATURAL  
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RESULTADOS 

 

Para caracterizar la biosíntesis de compuestos volátiles (CVs), tanto la emisión como el 

contenido, durante la maduración de los frutos cítricos y comparar diferencias y similitudes 

entre especies, se eligieron la mandarina Clemenules (Citrus clementina), el híbrido de 

mandarina Ortanique (Citrus reticulata x Citrus sinensis ) y la naranja Navelate (Citrus sinensis 

L. Osbeck), ya que, en principio, podrían representar un comportamiento relacionado entre 

ellas, además de la relativa importancia comercial de estas variedades en la Citricultura 

Valenciana. Se recolectaron frutos en cuatro estadíos de maduración y se determinaron sus 

características de color y de maduración interna, y posteriormente se procedió al estudio de la 

emisión y del contenido en CVs, así como al análisis de la expresión de genes de terpeno 

sintasas.  

 

1. Evolución del color e IM durante la maduración del fruto de la mandarina 

Clemenules, el híbrido de mandarina Ortanique y la naranja Navelate 

 

El color externo (flavedo) e interno (pulpa) y el IM de los frutos se utilizaron como 

parámetros para establecer los cuatro estadíos de maduración fisiológicamente equivalentes y 

realizar un análisis comparativo de los CVs emitidos y contenidos en el flavedo y pulpa de las 

tres variedades. La mandarina Clemenules se recolectó entre los meses de Julio a Diciembre, el 

híbrido Ortanique entre los meses de Julio a Febrero y la naranja Navelate desde el mes de Julio 

a Enero. En todos los casos se seleccionaron 4 estadíos de maduración diferentes, 

correspondientes a frutos Verde Inmaduro (VI), Verde Maduro (VM), Virando (V) y 

Totalmente Coloreado (TC). Los parámetros de calidad de los frutos recolectados en los 

diferentes estadíos se indican en la Tabla 4 y en la Figura 10 se muestra el aspecto de los 

mismos. 
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En general, los valores a/b del flavedo de Navelate fueron ligeramente inferiores a los 

observados en el resto de variedades en estadíos de maduración fisiológicamente equivalentes. 

Los frutos en el estadío VI (Julio), presentaron un color externo verde intenso que se 

correspondió con valores a/b de -0,83 en Clemenules y Ortanique, y de -0,67 en la naranja 

Navelate. En el estadío TC también se observaron índices de color Hunter a/b superiores en 

Ortanique (1,01), seguidos de Clemenules (0,81) y Navelate (0,52), lo que estuvo en relación 

Figura 10. Aspecto interno y externo de los frutos de Clemenules, Ortanique y Navelate en los
distintos estadíos del desarrollo y maduración utilizados en esta Tesis. Los estadíos
seleccionados fueron Verde Immaduro (VI), Verde Maduro (VM), Virando (V) y Totalmente
Coloreado (TC). Las fechas de recolección de los frutos, junto con otros parámetros de calidad
se indican en la Tabla 1. 

Tabla 4. Características de calidad (color, ºBrix, acidez e IM) de frutos de Clemenules, 
Ortanique y Navelate recién cosechados en cuatro estadíos de maduración. El color de los 
frutos (parámetros Hunter a/b) es la media de 3 determinaciones en 6 frutos. El contenido en 
sólidos solubles (º Brix), el porcentaje de acidez (mg de ácido cítrico/100 ml de zumo) y el 
índice de madurez (IM) (º Brix/% de acidez) corresponden a la media de 3 grupos de 10 frutos. 
Los frutos se recolectaron durante las campañas 2007/08 y 2009/10. E.M: Estadío de 
maduración; n.a: no analizado.

Clemenules

VI 21 Jul. -0,83 ± 0,01 -0,26 ± 0,01 n.a ± n.a n.a ± n.a n.a ± n.a

VM 18 Sep. -0,77 ± 0,01 -0,10 ± 0,01 10,00 ± 0,03 3,27 ± 0,01 3,08 ± 0,02

V 28 Oct. -0,21 ± 0,03 0,21 ± 0,01 11,00 ± 0,01 1,09 ± 0,01 10,09 ± 0,01

TC 10 Dic. 0,81 ± 0,04 0,22 ± 0,02 11,60 ± 0,02 0,81 ± 0,01 14,32 ± 0,01

Ortanique

VI 21 Jul. -0,83 ± 0,01 -0,42 ± 0,01 n.a ± n.a n.a ± n.a n.a ± n.a

VM 22 Oct. -0,64 ± 0,01 -0,20 ± 0,01 9,40 ± 0,01 3,84 ± 0,01 2,46 ± 0,01

V 27 Nov. -0,04 ± 0,02 0,10 ± 0,02 10,22 ± 0,01 2,47 ± 0,02 4,14 ± 0,01

TC 04 Feb. 1,01 ± 0,04 0,19 ± 0,02 11,16 ± 0,03 1,66 ± 0,01 6,72 ± 0,02

Navelate

VI 15 Jul. -0,67 ± 0,03 -0,27 ± 0,01 n.a ± n.a n.a ± n.a n.a ± n.a

VM 25 Sep. -0,62 ± 0,01 -0,22 ± 0,01 8,00 ± 0,01 3,22 ± 0,02 2,48 ± 0,01

V 27 Oct. -0,10 ± 0,02 0,08 ± 0,02 8,80 ± 0,01 1,94 ± 0,01 4,54 ± 0,01

TC 13 Ene. 0,52 ± 0,02 0,13 ± 0,02 10,40 ± 0,03 1,25 ± 0,01 8,32 ± 0,02

E.M IMAcidezº Brix
PulpaFlavedo

Color (Hunter a/b )
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con las diferencias en la intensidad del color visual externo. Sin embargo, al comparar la 

evolución temporal de los valores de color externo se observó un comportamiento más rápido 

en los frutos de la mandarina Clemenules, confirmando su carácter más precoz respecto a las 

otras dos. La evolución del color interno de los frutos también mostró diferencias entre 

variedades, resaltando en la pulpa el carácter temprano de la mandarina Clemenules, aunque el 

color final que se alcanzó fue similar al del híbrido Ortanique y ligeramente superior al de la 

naranja Navelate (Tabla 4).  

El análisis del índice de maduración interna (IM) en los frutos de las tres especies reveló 

una rápida evolución del mismo en los frutos de la mandarina Clemenules. Así, en los frutos 

virando con un a/b negativo, ya tenían un IM ligeramente superior a 10, mientras que para una 

coloración externa similar los de las otras dos variedades tenían un IM superior a 4. Esta 

diferencia fue debida al rápido descenso de la acidez en la pulpa de Clemenules, que unido a 

unos valores de ºBrix similares hizo que el IM en la mandarina fuera muy superior al de los 

frutos de las otras dos especies. El IM correspondiente a los estadíos VI no pudo ser evaluado, 

ya que en estadíos tan tempranos fue virtualmente imposible realizar una adecuada extracción 

de zumo. En conjunto, estos resultados confirmaron que los frutos de la mandarina Clemenules 

son de maduración más rápida y temprana que los del híbrido Ortanique y la naranja Navelate.  

 

2. Evolución de la emisión de CVs durante la maduración del fruto de la mandarina 

Clemenules, el híbrido de mandarina Ortanique y la naranja Navelate  

 

Mediante CG-MS se identificaron un total de 38, 48 y 62 CVs diferentes emitidos por los 

frutos de la mandarina Clemenules, el híbrido Ortanique y la naranja Navelate, respectivamente 

(Tabla 5). Los diferentes volátiles identificados se clasificaron en distintos grupos atendiendo a 

su estructura química, destacando los monoterpenos por su mayor abundancia y los 

sesquiterpenos por su mayor diversidad. 
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CMN ORT NAVT CMN ORT NAV CMN ORT NAV

α-Pineno         
β-Pineno 
Sabineno         
3-Careno    
4-Careno   
β-Mirceno        
Limoneno         

Cis Ocimeno         
α-Terpinoleno         
-Terpineno     

Timol 
Linalol         

4-Terpineol      
L-α-Terpineol       
β-Terpineol   

Nerol        
Geraniol      

β-Citronelol       
-isogeraniol     
Perilla alcohol      

Cis-p-menta-2,8-dienol     
Trans-p-menta-2,8-dienol  

Cis-p-ment-1-(7)-8-diene-2-ol     

Citronelal       
β-Ciclocitral 

Neral       
Geranial       

Carvomentenal     
Dihidrocarvona    
Perilla aldehído      
Isopiperitenona        
Geranil acetona     

Piperitenona 

Geraniol formato 
Linalol acetato    

β-Terpenol acetato   
α-Terpenol acetato    

Nerol acetato      
Citronelol acetato    

Trans carvol acetato 
Limonen-10-ol-acetato   

Compuesto 
EMISIÓN CONTENIDO PULPA

Monoterpenos hidrocarbonados

Monoterpenos alcoholes

Monoterpenos aldehídos y cetonas

Monoterpenos ésteres

Tabla 5. CVs identificados en la emisión y en el contenido en el flavedo y en la pulpa de frutos 
de la mandarina Clemenules, el híbrido Ortanique y la naranja Navelate durante el desarrollo y 
la maduración. El símbolo indica solo la presencia de ese CV. 
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Tabla 5. Continuación 

CMN ORT NAVT CMN ORT NAV CMN ORT NAV

α-Cubebeno 
β-Cubebeno         
δ-Elemeno       
β-Elemeno       
-Elemeno    
α-Copaeno         

Sativen 
 -Selineno 
β-Selineno  
α-Selineno     
δ-Selineno  
Zingibereno   

Isocariofileno  
Trans cariofileno         
α-Humuleno        

Aromadendreno      
Trans-α-Bisaboleno 

-Gurjuneno  
β-Chamigreno  
Germacreno D         

Biciclogermacreno        
δ-Guaieno  
Valenceno        
α-Muroleno         
-Cadineno   
δ-Cadineno        

Epi biciclosesquifelandreno  
β-Sesquifelandreno     

β-Farneseno       
α-Farneseno     

Carotol 
Farnesol   

α-Bisabolol   
Nerolidol       
Elemol         
Cedrol 

α-Cadinol   
Verdiflorol  

Trans trans farnesal  
β-Sinensal      
α-Sinensal       

Farnesol acetato   

Sesquiterpenos alcoholes y aldehídos

Compuesto 

Sesquiterpenos cíclicos

Sesquiterpenos lineales

EMISIÓN CONTENIDO PULPA

Sesquiterpenos ésteres
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Tabla 5. Continuación 

CMN ORT NAVT CMN ORT NAV CMN ORT NAV

Hexanal 
2-Hexenal 

Octanal         
2-Heptenal 

Nonanal        
Decanal         

2-Nonenal  
Trans 2 decenal     

Dodecanal     
Trans trans 2,4-decadienal 

2,4-Decadienal  
2-Dodecenal 

Trans-2,6-nonadienal 
3-Cis-hexene-1-ol     

1-Heptanol   
2-Undecanol   

1-Decanol   
1-Octanol       

Butil butirato   
Butil octanoato 
Etil hexanoato 
Etil Octanoato 

Cis-3-hexenil acetato     
Hexil butanoato 
Hexil hexanoato 
1-Octil acetato   
Octil butirato   
Decil acetato   

Dodecenil acetato 

4,8-dimetil nonatrieno    
6-metil-5-hepten-2-ona  
6-metil-5-hepten-2-ol  

Cis epoxi ocimeno 
Cis-Limoneno oxido        

Trans limoneno Oxido      
Trans sabineno hidrato      

2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno 
Dendrolasin 

Juniper camfor    
Cariofileno oxido         

4-acetil-1-metilciclohexano   
Dihidrometil jasmonato  

Otros

EMISIÓN

Aldehídos y alcoholes alifáticos

Esteres alifáticos

Compuesto 
CONTENIDO PULPA
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La Tabla 5 muestra diferencias cualitativas importantes en cuanto a la emisión de los 

diferentes CVs en los frutos de las tres especies. Sin embargo, también se detectaron diferencias 

sustanciales de tipo cuantitativo en la emisión, expresada como la suma de todos los volátiles 

emitidos en un determinado estadío de maduración, no solo entre las diferentes especies sino 

también entre diferentes estadíos de una misma variedad. La mayor emisión de CVs 

correspondió a los frutos verdes (VI y VM) reduciéndose incluso hasta 13 veces en los estadíos 

coloreados (Tablas 6, 7 y 8). Debido a la limitada disponibilidad de patrones puros no todos los 

volátiles identificados pudieron ser cuantificados y, por ello, los resultados en esta sección se 

han centrado fundamentalmente en los CVs que se cuantificaron, aunque en algunos casos se 

mencionan algunos CVs que, a pesar de que no se pudieron cuantificar, se han descrito que son 

importantes en el aroma de los frutos cítricos (Rouseff et al., 2009). 

 

 

Tabla 6. Evolución de la emisión de los CVs mayoritarios durante la maduración natural de
frutos de la mandarina Clemenules. Cada valor corresponde a la media ± DE de al menos 3
réplicas de 6 a 15 frutos cada una. Los frutos se recolectaron la en la campaña 2007/08. VI:
Verde Inmaduro, VM: Verde Maduro, V: Virando, TC: Totalmente Coloreado. Tr: Trazas; N.D:
no detectado.

ng/g PF

α-Pineno 7,22 ± 0,33 10,36 ± 2,22 1,68 ± 0,28

Sabineno 63,41 ± 11,68 41,63 ± 8,92 0,31 ± 0,18 3,25 ± 2,46

Limoneno 379,48 ± 124,90 1167,03 ± 219,93 22,90 ± 4,67 88,60 ± 38,34

Ocimeno 11,47 ± 4,45 31,03 ± 27,01 4,07 ± 4,44 6,54 ± 6,13

α-Terpinoleno 0,70 ± 0,10 0,50 ± 0,07

Linalol 1,73 ± 1,23 1,05 ± 0,18 0,04 ± 0,01 0,05 ± 0,01

L-α-Terpineol 0,11 ± 0,01 0,18 ± 0,14

β-Cubebeno 0,34 ± 0,11 0,81 ± 0,27 0,06 ± 0,02

δ-Elemeno 0,56 ± 0,17 1,40 ± 0,45 0,11 ± 0,03

α-Copaeno 0,42 ± 0,13 0,97 ± 0,27 0,07 ± 0,03

Zingibereno 0,07 ± 0,01 0,35 ± 0,09

Trans cariofileno 2,02 ± 0,58 2,47 ± 1,74 0,65 ± 0,05 0,16 ± 0,06

Germacreno D 0,38 ± 0,00 0,54 ± 0,16

Biciclogermacreno 0,23 ± 0,05 0,22 ± 0,07

Valenceno 0,04 ± 0,01

α-Muroleno 0,08 ± 0,03

δ-Cadineno 0,05 ± 0,01

β-Sesquifelandreno 4,93 ± 0,51 2,30 ± 1,10

β-Farneseno 12,70 ± 1,36 9,83 ± 3,98 0,12 ± 0,04 0,18 ± 0,04

α-Farneseno 16,77 ± 1,86 20,71 ± 12,18 0,25 ± 0,08 0,05 ± 0,03

Emisión total CV 502,55 ± 147,48 1291,45 ± 278,79 28,34 ± 9,47 100,83 ± 47,44

VI VM V TC

Monoterpenos hidrocarbonados

N.D

N.D N.D

Monoterpenos alcoholes

N.D Tr

Sesquiterpenos cíclicos

Tr

Tr

Tr

N.D Tr

N.D Tr

Tr Tr

Tr Tr Tr

Sesquiterpenos lineales

N.D

Tr N.D N.D

N.D N.D N.D

Tr
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ng/g PF

α-Pineno 23,77 ± 7,30 7,34 ± 0,75 4,32 ± 0,27 4,41 ± 2,11

Sabineno 96,51 ± 28,96 5,26 ± 0,90 1,53 ± 0,44 2,11 ± 1,07

β-Mirceno 101,50 ± 12,37 32,77 ± 7,02 7,92 ± 1,80 12,91 ± 9,39

Limoneno 2836,89 ± 786,23 1380,81 ± 289,24 292,44 ± 60,40 437,60 ± 92,47

Ocimeno 56,04 ± 13,70 3,89 ± 1,79 2,75 ± 0,05 0,80 ± 0,44

α-Terpinoleno 1,06 ± 0,44 0,20 ± 0,02

Linalol 0,50 ± 0,04 0,13 ± 0,07 0,07 ± 0,01 0,17 ± 0,13

L-α-Terpineol 0,07 ± 0,02 0,04 ± 0,03

β-Citronelol 0,06 ± 0,03 0,09 ± 0,06

Citronelal 0,06 ± 0,01 0,18 ± 0,15

β-Ciclocitral 0,06 ± 0,02

β-Cubebeno 1,17 ± 0,26 0,14 ± 0,03 0,09 ± 0,09

δ-Elemeno 0,23 ± 0,17 0,11 ± 0,05

α-Copaeno 1,76 ± 1,40 0,22 ± 0,04 0,05 ± 0,01 0,15 ± 0,13

δ-Selineno 0,83 ± 0,17

α-Selineno 0,17 ± 0,01 1,19 ± 0,03

Zingibereno 0,10 ± 0,01

Trans cariofileno 4,16 ± 0,22 0,54 ± 0,47 1,06 ± 0,09 2,01 ± 0,16

α-Humuleno 0,41 ± 0,07 0,06 ± 0,01 0,09 ± 0,02

 -Gurjuneno 0,41 ± 0,10

β-Chamigreno 0,04 ± 0,01 0,43 ± 0,01

Germacreno D 0,10 ± 0,02 0,04 ± 0,01 0,08 ± 0,08

Biciclogermacreno 0,16 ± 0,03

Valenceno N.D ± N.D 2,12 ± 0,01 21,82 ± 4,10

α-Muroleno 0,31 ± 0,07 0,32 ± 0,11 0,07 ± 0,00 1,21 ± 0,11

β-Farneseno 4,31 ± 0,65 0,14 ± 0,01

α-Farneseno 54,97 ± 19,75 0,31 ± 0,07

Alcoholes y aldehídos alifáticos

Octanal 0,21 ± 0,08

Decanal 0,06 ± 0,06 0,05 ± 0,00 0,07 ± 0,04

Emisión total CV 3184,01 ± 971,69 1432,08 ± 300,65 313,19 ± 63,27 486,68 ± 110,88

VI VM V TC

Monoterpenos hidrocarbonados

N.D N.D

Monoterpenos alcoholes

N.D N.D

N.D N.D

Monoterpenos aldehidos y cetonas

N.D N.D

N.D N.D N.D

Sesquiterpenso cíclicos

Tr

N.D N.D

Tr

N.D

Tr

Tr Tr Tr

Tr Tr

Tr

N.D N.D Tr

N.D N.D

Tr N.D N.D

Tr

Sesquiterpenso lineales

N.D

N.D N.D

N.D N.D

N.D

N.D N.D N.D

Tabla 7. Evolución de la emisión de los CVs mayoritarios durante la maduración natural de
frutos del híbrido Ortanique. Cada valor corresponde a la media ± DE de al menos 3 réplicas de
6 a 15 frutos cada una. Los frutos se recolectaron en la campaña 2007/08. VI: Verde Inmaduro,
VM: Verde Maduro, V: Virando, TC: Totalmente Coloreado. Tr: Trazas; N.D: no detectado.
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La emisión de los CVs de las diferentes familias presentaron tendencias distintas en los 

frutos de las tres especies estudiadas, tal y como se observa en las Tablas 6, 7 y 8, aunque fue 

posible establecer patrones de emisión comunes para la mayoría de CVs de una misma familia. 

Así, la emisión de los monoterpenos, en general, descendió durante la maduración de los frutos. 

La máxima emisión de monoterpenos correspondió al estadío VM en la mandarina Clemenules 

y al estadío VI en el híbrido Ortanique y la naranja Navelate. El monoterpeno limoneno fue el 

ng/g PF

α-Pineno 19,95 ± 8,74 4,12 ± 1,13 1,37 ± 0,06 0,58 ± 0,15

Sabineno 133,85 ± 19,17 5,67 ± 1,64 2,38 ± 0,39 1,86 ± 1,60

β-Mirceno 75,12 ± 9,82 7,82 ± 1,27 2,68 ± 0,46 2,97 ± 0,43

Limoneno 2006,23 ± 565,72 344,97 ± 65,33 142,01 ± 10,64 113,83 ± 20,67

Ocimeno 16,46 ± 4,17 2,20 ± 3,20 0,48 ± 0,29 0,23 ± 0,07

α-Terpinoleno 3,27 ± 1,57 0,95 ± 0,52 0,55 ± 0,13 0,26 ± 0,13

Linalol 1,97 ± 0,31 0,25 ± 0,10 0,04 ± 0,02 0,24 ± 0,12

L-α-Terpineol 0,20 ± 0,07 0,04 ± 0,02

Neral 0,04 ± 0,02

β-Cubebeno 0,76 ± 0,32

β-Elemeno 0,04 ± 0,02 0,07 ± 0,05

α-Copaeno 1,01 ± 0,38 0,10 ± 0,01 0,05 ± 0,02

β-Selineno 0,04 ± 0,01 0,23 ± 0,15

α-Selineno 0,09 ± 0,03 2,57 ± 1,02

δ-Selineno 0,05 ± 0,02 2,77 ± 1,67

Zingibereno 0,06 ± 0,04

Trans cariofileno 9,11 ± 6,64 2,97 ± 2,96 19,28 ± 3,23 25,45 ± 10,77

α-Humuleno 0,26 ± 0,09 0,10 ± 0,02 0,55 ± 0,37

 -Gurjuneno 1,08 ± 0,59

β-Chamigreno 0,94 ± 0,50

Germacreno D 0,41 ± 0,19

Biciclogermacreno 0,11 ± 0,05

Valenceno 1,44 ± 0,48 63,34 ± 12,02

α-Muroleno 0,05 ± 0,02

 -Cadineno 1,44 ± 0,77 0,07 ± 0,01 0,06 ± 0,01

β-Farneseno 3,44 ± 2,61 0,10 ± 0,01

Alcoholes y aldehídos alifáticos

Octanal 0,11 ± 0,01 0,07 ± 0,01

Decanal 0,12 ± 0,02 0,06 ± 0,04 0,07 ± 0,01

1-Octanol 0,18 ± 0,07 0,06 ± 0,01 0,10 ± 0,03

Hexil hexanoato 0,27 ± 0,27

Emisión total CV 2274,06 ± 620,81 369,49 ± 76,26 170,56 ± 15,79 217,56 ± 50,66

VI VM V TC

Monoterpenos hidrocarbonados

N.D

Monoterpenos alcoholes

N.D

Monoterpenos aldehidos y cetonas

N.DTr N.D

Sesquiterpenso cíclicos

Tr

N.D N.D

N.D Tr

N.D

Tr

N.D

N.D N.D

N.D N.D

Tr

N.D

N.D N.D

Tr

N.D Tr

TrN.D N.D

Tr Tr Tr

N.D N.DTr

N.D N.D

Tr N.D N.D

Tr

Sesquiterpenso lineales

N.D N.D

N.D N.D

Tr

N.D N.D N.D

Esteres alifáticos

Tr

Tabla 8. Evolución de la emisión de los CVs mayoritarios durante la maduración natural de
frutos de la naranaja Navelate. Cada valor corresponde a la media ± DE de al menos 3 réplicas
de 4 a 15 frutos cada una. Los frutos se recolectaron en la campaña 2009/10. VI: Verde
Inmaduro, VM: Verde Maduro, V: Virando, TC: Totalmente Coloreado. Tr: Trazas; N.D: no
detectado. 



Resultados 

- 60 - 
 

CV mayoritario en todos los casos, representando en todas las variedades y estadíos estudiados 

más del 90% respecto al total de CVs identificados. Otros monoterpenos importantes fueron el 

β-mirceno, sabineno, α-pineno y ocimeno. Es interesante destacar que en Clemenules el 

monoterpeno alcohol linalol redujo su emisión conforme avanzó la maduración del fruto, siendo 

35 veces inferior en el estadío TC respecto al estadío VI, mientras que en Ortanique y Navelate 

disminuyó alrededor de 5 y 8 veces, respectivamente. El grupo de monoterpenos aldehídos y 

cetonas, como el citronelal, no se identificó en frutos intactos de Clemenules pero sí en frutos de 

Ortanique y Navelate, incrementándose durante la maduración del fruto.  

El grupo de sesquiterpenos presentó diferentes tendencias entre las tres especies. En 

general, este grupo de CVs fue muy poco abundante en la mandarina mientras que en el híbrido 

y la naranja representaron entre el 5 y 45% del total de CVs emitidos en frutos TC, 

respectivamente. En Clemenules, el α-copaeno, trans cariofileno y germacreno D, presentaron 

su máxima emisión en el estadío VM reduciéndose drásticamente en los estadíos V y TC. El α-

humuleno se identificó por primera vez en los frutos V, donde presentó su máxima emisión 

(Tabla 6). En Ortanique y Navelate se identificaron diferentes patrones de emisión. El primero 

de ellos consistió en una disminución progresiva conforme avanzó la maduración, siendo los 

estadíos V los que presentaron una menor emisión. En este grupo destacó por su abundancia el 

α-copaeno y β-cubebeno, u otros sesquiterpenos y sus derivados (-farneseno y 

biciclogermacreno), que se detectaron principalmente en VI, siendo casi exclusivos de tejido 

verde. El segundo patrón correspondió a aquellos sesquiterpenos cíclicos que aumentan con la 

maduración de los frutos, como el valenceno y los selinenos, que se identificaron por primera 

vez en el estadío V e incrementaron su emisión durante la maduración para alcanzar en el 

estadío TC la máxima emisión (Tablas 7 y 8). Entre los sesquiterpenos cíclicos destacó el trans-

cariofileno, aunque su evolución con la maduración dependió de la especie estudiada. Mientras 

que en Clemenules y Ortanique la emisión máxima fue en frutos verdes (VI y VM), en Navelate 

aumentó con la maduración, siendo máxima en frutos TC. Otro sesquiterpeno cíclico de 

relevancia en frutos de Ortanique y Navelate fue el valenceno, ya que su emisión aumentó de 

forma muy importante durante la maduración y fue el más abundante en frutos TC. En 

Clemenules la emisión de valenceno apenas experimentó variaciones durante la maduración del 

fruto y fue un CV muy minoritario.  

El perfil de emisión de sesquiterpenos lineales fue similar en las tres variedades 

estudiadas presentando un máximo en frutos verdes (VI o VM), aunque los niveles fueron 

mayores en Clemenules y Ortanique.  

Por último, es interesante destacar la emisión natural de ésteres alifáticos exclusivamente 

en frutos TC de Navelate y no en otros estadíos de maduración ni en las otras variedades 

seleccionadas. Estos CVs, junto con aldehídos son los principales responsables del aroma de 

zumo fresco de naranja (Ruiz-Perez Cacho y Roussef, 2008). 
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2.1  Emisión de CVs en frutos de la mandarina Clemenules 

La mayor emisión total de CVs en frutos de la mandarina Clemenules correspondió al 

estadío VM, con valores de 1291 ng/g PF, seguido por los estadíos VI (502 ng/g PF), TC (101 

ng/g PF) y V (28 ng/g PF). En la Tabla 6 se muestran los principales volátiles identificados y 

las cantidades emitidas para cada uno de ellos. El análisis de los distintos CVs muestra que el 

monoterpeno limoneno fue el mayoritario, representando entre el 80-92% de la abundancia total 

y presentando su máximo en el estadío VM. Conforme avanzó la maduración descendió la 

emisión de limoneno y en los frutos coloreados se redujo a un 7,5% respecto a su máximo. El 

sabineno fue el segundo CV en abundancia, cuya emisión también descendió durante la 

maduración desde 63 ng/g PF a 3 ng/g PF en TC. El linalol fue el monoterpeno alcohol 

mayoritario, con una emisión máxima en los frutos VI y mínima en V. En el caso de los 

sesquiterpenos destacó el trans cariofileno, seguido del β-sesquifelandreno y α-copaeno. La 

emisión del sesquiterpeno valenceno fue minoritaria (<0,05%) en los frutos intactos de 

Clemenules en todos los estadíos estudiados. Por otra parte, cabe destacar por su abundancia, la 

familia de sesquiterpenos lineales (α y β-farneseno) que alcanzaron valores entre 12,7 y 20 ng/g 

PF en los estadíos VI y VM, respectivamente (Tabla 6). 

 

2.2  Emisión de CVs en frutos del híbrido Ortanique  

La mayor emisión total de CVs en frutos del híbrido Ortanique correspondió al estadío 

VI, alcanzando valores de 3184 ng/g PF, considerablemente superiores en todos los estadíos de 

maduración al de los frutos de la mandarina Clemenules. Con la maduración descendió la 

emisión de CVs alrededor de un 50% y de un orden de magnitud en frutos VM y V, 

respectivamente, para aumentar ligeramente (1/6 respecto a VI) en frutos maduros coloreados 

(Tabla 7).  

El análisis de los CVs totales mostró que el monoterpeno limoneno fue el mayoritario, 

representando entre el 76-97,5% de la emisión total de los volátiles cuantificados, seguido del β-

mirceno (1,3-1,9%) y sabineno (0,2-1,7%), que se redujeron 12 y 60 veces del estadío VI al V, 

respectivamente. Entre los monoterpenos aldehído y cetona destacó el citronelal cuya emisión 

se inició en el estadío V y se incrementó durante la maduración hasta alcanzar valores de 0,18 

ng/g PF en el estadío TC. El monoterpeno alcohol mayoritario fue el linalol que alcanzó 0,5 

ng/g PF en el estadío VI y disminuyó considerablemente a lo largo de la maduración (Tabla 7).  

En cuanto a los sesquiterpenos cíclicos destacaron el trans-cariofileno, cuya emisión fue 

máxima en el estadío VI (4,16 ng/g PF) seguido de -copaeno, β-cubebeno y -humuleno, 

respectivamente. El valenceno, fue el sesquiterpeno cíclico mayoritario con una abundancia 

total de 21,8 ng/g PF en el estadío TC, que fue incrementándose desde el estadío V donde se 

identificó por primera vez. 
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2.3  Emisión de CVs en frutos de la naranja Navelate 

La mayor emisión total de CVs en la naranja Navelate se produjo en los frutos VI con 

valores de 2274 ng/g PF, que descendió drásticamente en los frutos VM hasta valores en torno a 

200 ng/g PF en frutos V y TC (Tabla 8). 

El monoterpeno limoneno fue el CV mayoritario en todo los estadíos de maduración, pero 

su emisión de redujo alrededor de 20 veces en los frutos coloreados respecto al VI. Otros 

monoterpenos importantes fueron el β-mirceno y sabineno, que se redujeron 25 y 72 veces entre 

los estadíos VI y TC,  al igual que el α-pineno y ocimeno. Entre los monoterpenos aldehído y 

cetona destacó el neral, cuya emisión se identificó en el estadío TC, en valores cercanos a 0,04 

ng/g PF. El monoterpeno alcohol mayoritario fue el linalol, que alcanzó una abundancia de 1,97 

ng/g PF en el estadío VI, descendiendo su emisión de forma considerable durante la maduración 

hasta valores de 0,04 ng/g PF. El valenceno fue el sesquiterpeno mayoritario (63,3 ng/g PF) en 

el estadío TC. Además, destacaron otros sesquiterpenos cíclicos como el trans cariofileno (2,9-

25,4 ng/g PF). Por último, es interesante destacar la emisión natural de ésteres alifáticos, 

principalmente hexil hexanoato, solamente en los frutos en el estadío de maduración más 

avanzado (TC) (Tabla 8). 

 

3. Evolución del contenido de CVs en el flavedo durante la maduración del fruto de la 

mandarina Clemenules, el híbrido de mandarina Ortanique y la naranja Navelate 

 

El análisis del contenido de CVs en las glándulas de aceite del flavedo durante la 

maduración del fruto de la mandarina Clemenules, el híbrido Ortanique y la naranja Navelate 

permitió, por un lado, identificar 66, 60 y 66 CVs diferentes, respectivamente, y por otro, 

caracterizar las variaciones en el contenido de los distintos CVs a lo largo de la maduración, así 

como entre los frutos de las tres especies (Tabla 5). Además, este estudio ayudará a entender la 

relación entre el contenido y la emisión de los CVs y sus posibles mecanismos de regulación.  

Los diferentes volátiles identificados se clasificaron en diferentes grupos atendiendo a su 

estructura química y, al igual que la emisión, destacaron los monoterpenos por su mayor 

abundancia y los sesquiterpenos por su mayor diversidad. Se observaron diferencias importantes 

en el contenido de CVs, expresado como la suma de todos los volátiles contenidos en las 

glándulas de aceite del flavedo en un determinado estadío de maduración, tanto a nivel 

cualitativo (Tabla 5), como cuantitativo (Tablas 9, 10 y 11), no sólo entre diferentes especies 

sino también entre diferentes estadíos de una misma variedad.  
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Tabla 9. Evolución del contenido de los CVs mayoritarios en el flavedo de frutos de la 
mandarina Clemenules durante la maduración natural. Cada valor corresponde a la media ± DE 
de al menos 2 réplicas. Los frutos se recolectaron en la campaña 2007/08. VI: Verde Inmaduro, 
VM: Verde Maduro, V: Virando, TC: Totalmente Coloreado. Tr: Trazas; N.D: no detectado. 

g/g PF

α-Pineno 9,96 ± 0,01 5,06 ± 0,57 2,77 ± 0,28 2,05 ± 2,90

Sabineno 470,37 ± 5,33 248,30 ± 3,49 142,06 ± 6,01 129,99 ± 69,96

β-Mirceno 135,60 ± 1,53 251,67 ± 2,52 171,04 ± 3,46 232,03 ± 64,79

Limoneno 3803,25 ± 125,94 6912,60 ± 311,44 5595,97 ± 453,22 9220,97 ± 2601,22

Ocimeno 76,61 ± 1,14 29,13 ± 0,41 18,58 ± 0,47 8,04 ± 4,72

α-Terpinoleno 2,24 ± 0,10 3,23 ± 0,11 1,25 ± 0,28 0,70 ± 0,99

Linalol 81,44 ± 2,94 52,24 ± 0,16 36,94 ± 0,70 54,45 ± 16,43

L-α-Terpineol 19,85 ± 1,04 18,20 ± 0,09 10,98 ± 0,04 11,96 ± 2,66

Nerol 0,20 ± 0,04 0,27 ± 0,01 0,21 ± 0,01 0,18 ± 0,11

Geraniol 0,56 ± 0,06 0,65 ± 0,01 0,28 ± 0,01 0,44 ± 0,15

β-Citronelol 0,28 ± 0,01 0,47 ± 0,03 0,44 ± 0,04 1,58 ± 0,58

Citronelal 1,41 ± 0,06 2,44 ± 0,19 1,65 ± 0,17 5,88 ± 0,77

Neral 0,67 ± 0,02 0,86 ± 0,02 0,51 ± 0,01 0,76 ± 0,16

Geranial 1,43 ± 0,06 1,71 ± 0,02 0,94 ± 0,04 1,24 ± 0,23

Linalol acetato 0,41 ± 0,03 0,59 ± 0,05 0,45 ± 0,01 0,88 ± 0,14

α-Terpineol acetato 0,33 ± 0,04 0,26 ± 0,01 0,17 ± 0,02 0,39 ± 0,17

Nerol acetato 0,46 ± 0,02 0,41 ± 0,01 0,33 ± 0,01 0,66 ± 0,02

β-Cubebeno 0,07 ± 0,01 0,06 ± 0,01

δ-Elemeno 1,73 ± 0,09 2,28 ± 0,01 1,41 ± 0,01 1,95 ± 0,51

β-Elemeno 0,31 ± 0,01 1,16 ± 0,01 1,28 ± 0,03 1,50 ± 0,44

α-Copaeno 2,16 ± 0,07 2,90 ± 0,17 1,86 ± 0,04 2,99 ± 0,73

Trans cariofileno 2,98 ± 0,13 2,12 ± 0,02 1,18 ± 0,02 0,44 ± 0,21

Germacreno D 1,40 ± 0,01 1,51 ± 0,01 0,77 ± 0,04 1,80 ± 0,38

Biciclogermacreno 1,81 ± 0,10 2,95 ± 0,04 7,57 ± 0,76 4,17 ± 1,46

α-Muroleno 0,30 ± 0,01 0,49 ± 0,07 0,36 ± 0,01 0,44 ± 0,06

δ-Cadineno 4,56 ± 1,51

β-Farneseno 115,26 ± 4,52 73,18 ± 0,70 91,57 ± 5,31 47,84 ± 20,03

α-Farneseno 149,69 ± 4,69 120,78 ± 0,73 64,66 ± 1,25

Alcoholes y aldehídos alifáticos

Octanal 9,98 ± 0,61 41,79 ± 0,47 33,86 ± 1,09 53,01 ± 8,58

Decanal 2,14 ± 0,02 13,79 ± 0,17 12,02 ± 0,67 17,81 ± 5,68

Dodecanal 0,38 ± 0,02 2,55 ± 0,03 2,05 ± 0,18 3,68 ± 0,99

3-cis-hexen-1-ol 0,18 ± 0,03 0,33 ± 0,09 0,14 ± 0,01

1-Octanol 0,57 ± 0,05 2,04 ± 0,03 1,00 ± 0,01 0,88 ± 0,08

Contenido total CV 4894,02 ± 148,75 7796,02 ± 321,71 6204,32 ± 474,24 9813,25 ± 2806,65

N.D

N.D

Sesquiterpenos lineales

N.D N.D N.D

N.D N.D

Sesquiterpenos cíclicos

Monoterpenos ésteres

Monoterpenos alcoholes

Monoterpenos aldehidos y cetonas

Monoterpenos hidrocarbonados

VI VM V TC
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Tabla 10. Evolución del contenido de los CVs mayoritarios en el flavedo de frutos del híbrido 
Ortanique durante la maduración natural. Cada valor corresponde a la media ± DE de  al menos 
2 réplicas. Los frutos se recolectaron en la campaña 2007/08. VI: Verde Inmaduro, VM: Verde 
Maduro, V: Virando, TC: Totalmente Coloreado. Tr: Trazas; N.D: no detectado. 

g/g PF

α-Pineno 2,03 ± 0,09 0,81 ± 0,19

Sabineno 119,65 ± 5,35 33,71 ± 1,49 75,90 ± 22,00 65,07 ± 2,16

β-Mirceno 113,89 ± 5,78 143,98 ± 5,96 311,49 ± 53,07 281,94 ± 0,96

Limoneno 3123,95 ± 219,18 3865,39 ± 286,86 11826,66 ± 2058,06 10385,74 ± 47,60

 Ocimeno 52,39 ± 2,59 14,44 ± 0,64 25,96 ± 8,91 23,27 ± 2,55

α-Terpinoleno 0,55 ± 0,14 0,70 ± 0,26

Linalol 15,28 ± 1,08 8,35 ± 0,20 14,85 ± 2,86 12,04 ± 0,15

Nerol 3,58 ± 0,25 1,39 ± 0,01 1,99 ± 0,23 0,80 ± 0,05

Geraniol 0,31 ± 0,03 0,16 ± 0,01 0,24 ± 0,01 0,18 ± 0,03

β-Citronelol 0,43 ± 0,03 0,81 ± 0,02 0,93 ± 0,42 2,28 ± 0,20

Citronelal 0,81 ± 0,08 2,72 ± 0,07 3,87 ± 0,67 9,20 ± 0,34

Neral 2,06 ± 0,14 2,07 ± 0,05 3,86 ± 0,76 0,29 ± 0,03

Geranial 3,35 ± 0,25 3,45 ± 0,01 6,52 ± 1,66 4,45 ± 0,30

Linalol acetato 0,05 ± 0,01 0,08 ± 0,01

Nerol acetato 0,09 ± 0,02 0,25 ± 0,11 0,21 ± 0,06

Citronelol acetato 0,12 ± 0,01 0,11 ± 0,05 0,45 ± 0,01

β-Cubebeno

δ-Elemeno 0,49 ± 0,02 0,43 ± 0,01 0,95 ± 0,15 0,94 ± 0,04

β-Elemeno 0,06 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,15 ± 0,07

α-Copaene 0,72 ± 0,02 0,66 ± 0,02 1,31 ± 0,14 1,62 ± 0,01

Trans cariofileno 3,90 ± 0,07

α-Humuleno 0,34 ± 0,01 0,22 ± 0,01 0,42 ± 0,09 0,42 ± 0,02

Germacreno D 0,72 ± 0,13 0,54 ± 0,01 1,83 ± 0,19 1,33 ± 0,05

Biciclogermacreno 0,25 ± 0,02 0,25 ± 0,01 0,48 ± 0,04

Valenceno 0,92 ± 0,05 5,40 ± 0,34

α-Muroleno 2,88 ± 0,19 2,26 ± 0,04 3,08 ± 0,10 3,85 ± 0,02

δ-Guaieno 0,07 ± 0,01 0,05 ± 0,01 0,11 ± 0,07

β-Farneseno 5,00 ± 0,42 1,69 ± 0,01 1,21 ± 0,48 2,55 ± 0,82

α-Farneseno 1,24 ± 0,17 0,96 ± 0,03

Alcoholes y aldehídos alifáticos

Octanal 5,52 ± 0,43 20,23 ± 0,88 54,02 ± 14,07 23,43 ± 1,38

Decanal 1,00 ± 0,07 3,47 ± 0,08 7,94 ± 2,04 6,33 ± 0,29

Dodecanal 0,10 ± 0,01 0,41 ± 0,03

3-cis-hexen-1-ol 0,18 ± 0,01 0,16 ± 0,02

1-Octanol 0,40 ± 0,04 0,51 ± 0,01 0,82 ± 0,17 0,57 ± 0,24

Contenido total CV 3457,29 ± 236,57 4110,15 ± 297,04 12345,41 ± 2166,42 10836,73 ± 57,75

N.D N.D

N.D N.D

Sesquiterpenos lineales

N.D N.D

N.D N.D

N.D

N.D

N.D N.D

N.D

N.D

Sesquiterpenos cíclicos

Tr Tr N.D N.D

Monoterpenos ésteres

N.D N.D

Tr

Tr

Monoterpenos alcoholes

Monoterpenos adehídos y cetonas

Monoterpenos hidrocarbonados

N.D N.D

N.D N.D

V TCVI VM
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Los monoterpenos hidrocarbonados presentaron varias tendencias generales en todas las 

especies estudiadas. El limoneno fue con diferencia el componente mayoritario y su contenido 

aumentó progresivamente durante la maduración. El contenido en sabineno fue máximo en el 

estadío VI y disminuyó progresivamente hasta niveles mínimos en los frutos TC, mientras que 

Tabla 11. Evolución del contenido de los CVs mayoritarios en el flavedo de frutos de la 
naranja Navelate durante la maduración natural. Cada valor corresponde a la media ± DE de al 
menos 2 réplicas. Los frutos se recolectaron en la campaña 2009/10. VI: Verde Inmaduro, VM: 
Verde Maduro, V: Virando, TC: Totalmente Coloreado. Tr: Trazas; N.D: no detectado. 

g/g PF

α-Pineno 8,68 ± 0,57 2,78 ± 0,06 3,54 ± 0,11 3,34 ± 0,08

Sabineno 452,66 ± 5,54 158,44 ± 24,61 181,41 ± 5,14 115,09 ± 0,67

β-Mirceno 241,40 ± 1,84 285,23 ± 43,25 323,93 ± 10,38 264,90 ± 0,33

Limoneno 7085,25 ± 56,78 8532,02 ± 1199,51 9429,76 ± 374,64 8305,74 ± 472,15

Ocimeno 75,98 ± 49,16 18,33 ± 1,47 21,62 ± 0,34 14,75 ± 0,56

α-Terpinoleno 2,31 ± 0,01 18,37 ± 2,95 22,61 ± 13,80 19,14 ± 0,81

Linalol 110,71 ± 5,29 49,01 ± 6,24 67,84 ± 0,47 49,40 ± 1,22

L-α-Terpineol 25,63 ± 1,22 21,10 ± 2,95 22,00 ± 0,16 16,46 ± 0,47

Nerol 1,11 ± 0,06 1,01 ± 0,11 1,25 ± 0,07 0,42 ± 0,01

Geraniol 1,07 ± 0,09 0,78 ± 0,08 1,03 ± 0,06 0,38 ± 0,01

β-Citronelol 0,78 ± 0,05 0,47 ± 0,03 0,61 ± 0,05 0,40 ± 0,01

Citronelal 1,15 ± 0,11 1,45 ± 0,21 1,60 ± 0,08 1,98 ± 0,01

Neral 6,81 ± 0,23 6,60 ± 0,85 7,38 ± 0,19 5,17 ± 0,16

Geranial 11,12 ± 0,46 10,85 ± 1,46 12,03 ± 0,58 8,84 ± 0,23

Nerol acetato 0,46 ± 0,01 0,96 ± 0,19 1,27 ± 0,05 1,06 ± 0,04

Citronelol acetato 0,10 ± 0,01 0,05 ± 0,01

β-Cubebeno 1,78 ± 0,07 1,74 ± 0,26 2,61 ± 0,06 1,74 ± 0,16

δ-Elemeno 2,33 ± 0,14 1,16 ± 0,21 1,59 ± 0,02

β-Elemeno 0,13 ± 0,01 0,40 ± 0,03

α-Copaene 2,15 ± 0,10 2,05 ± 0,37 3,11 ± 0,05 2,16 ± 0,14

α-Selineno 0,40 ± 0,02

Trans cariofileno 3,03 ± 0,57 1,14 ± 0,16 2,85 ± 0,50 6,04 ± 0,27

α-Humuleno 0,74 ± 0,08 0,40 ± 0,11 0,72 ± 0,02 0,34 ± 0,01

Germacreno D 1,74 ± 0,11 1,61 ± 0,31 2,54 ± 0,13 1,57 ± 0,09

Biciclogermacreno 0,49 ± 0,08 0,37 ± 0,11 0,68 ± 0,12 0,47 ± 0,01

Valenceno 8,13 ± 0,53

α-Muroleno 0,22 ± 0,02 0,26 ± 0,07 0,47 ± 0,01 0,39 ± 0,01

δ-Cadineno 8,46 ± 0,28 3,99 ± 0,69 5,90 ± 0,20 4,20 ± 0,26

β-farneseno 0,99 ± 0,07 0,42 ± 0,05 0,76 ± 0,03 0,43 ± 0,03

α-Farneseno 1,74 ± 0,09

Alcoholes y aldehídos alifáticos

Octanal 32,65 ± 0,79 53,60 ± 7,04 67,32 ± 2,35 85,41 ± 1,45

Decanal 7,34 ± 4,75 12,96 ± 1,87 16,85 ± 0,34 23,62 ± 0,78

Dodecanal 0,74 ± 0,01 1,62 ± 0,34 2,28 ± 0,06

1-Octanol 1,87 ± 0,20 1,36 ± 0,18 1,87 ± 0,03 1,75 ± 0,12

Contenido total CV 8090,95 ± 128,77 9189,10 ± 1295,57 10206,37 ± 410,01 8943,11 ± 480,64

N.D

Sesquiterpenos lineales

N.D N.D N.D

N.D

N.D

N.D

N.D N.D

N.D

N.D

N.D N.D

Sesquiterpenos cíclicos

Monoterpenos ésteres

N.D N.D

Monoterpenos alcoholes

Monoterpenos adehídos y cetonas

Monoterpenos hidrocarbonados

VI VM V TC
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el β-mirceno, por ejemplo, alcanzó su máximo en estadíos intermedios de maduración. En 

Ortanique destacó la presencia de monoterpenos hidrocarbonados específicos de tejido verde 

como el α-pineno y α-terpinoleno (Tabla 10), que en el resto de variedades se identificaron en 

todos los estadíos estudiados. 

Entre los monoterpenos de tipo aldehído y cetona destacaron el citronelal, con máximo 

contenido en frutos coloreados y el geranial cuyo contenido fue mayor en los estadíos VM en 

Clemenules y V en Ortanique y Navelate. Los de tipo éster, como el nerol acetato presentaron 

su máximo contenido en el estadío TC en Clemenules y Ortanique y V en Navelate. Por último, 

entre los monoterpenos alcoholes, destacó el contenido de linalol, que experimentó una 

disminución progresiva en Clemenules y Navelate, mientras que en Ortanique se mantuvo con 

menores diferencias (Tabla 9, 10 y 11).  

Entre los sesquiterpenos, al igual que en la emisión, se observaron diferentes tendencias 

entre especies para una misma familia de CVs. Así en Clemenules, el contenido de α-muroleno 

y α-copaeno no varío de forma importante, mientras que el trans cariofileno disminuyó, y el 

germacreno D se incrementó. En Ortanique el β-elemeno, α-copaeno y germacreno D no 

mostraron variaciones importantes a lo largo de la maduración del fruto y el valenceno alcanzó 

un contenido máximo de 5,4 g/g PF en el estadío TC. Por último, en Navelate, destacaron el β-

cubebeno, germacreno D y α-copaeno por su abundancia, que fue máxima en el estadío V y el 

trans cariofileno, valenceno y α-selineno que alcanzaron su máxima abundancia en el estadío 

TC; concretamente en este estadío el valenceno fue el sesquiterpeno mayoritario, alcanzando 

valores de 8,1 g/g PF. Cabe destacar que el valenceno no se identificó en los extractos  del 

flavedo de frutos de la mandarina Clemenules. En todas las variedades destacó como 

sesquiterpeno lineal el α-farneseno. 

Por último, en el grupo de alcoholes y aldehídos alifáticos destacaron por su abundancia 

el octanol y decanal que, en general, se incrementaron durante la maduración. El dodecanal se 

incrementó con la maduración en Clemenules mientras que en el resto de variedades fue 

máximo en estadíos intermedios (Tabla 9, 10 y 11).  

 

3.1  Contenido de CVs en frutos de la mandarina Clemenules 

El limoneno fue el volátil mayoritario en el flavedo de los frutos de Clemenules en todos 

los estados de maduración seleccionados, con valores comprendidos entre 3803 y 9220 g/g PF 

(84 y 95% del contenido total de CVs). Dentro de los monoterpenos hidrocarbonados 

destacaron el β-mirceno y sabineno, con  concentraciones entre 470 y 130 g/g PF seguidos de 

ocimeno, pineno y α-terpinoleno (entre 0,7 y 76 g/g PF). Entre los monoterpenos aldehídos y 

cetonas destacaron geranial,  neral y citronelal con abundancias 3 y 4 órdenes de magnitud 

menores que las estimadas para el limoneno. El linalol, con una abundancia de 81,44 g/g PF en 
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el estadío VI, continuó siendo el monoterpeno alcohol más abundante, seguido del L-α-terpineol 

y β-citronelol. Los monoterpenos ésteres como nerol acetato y linalol acetato mantuvieron 

concentraciones entre 0,3 y 0,9 g/g PF a lo largo del proceso de maduración del fruto. En 

cuanto a los sesquiterpenos, los lineales fueron los más abundantes (β y α-farneseno) 

alcanzándose las concentraciones máximas en frutos VI (en torno a 100 g/g PF) y 

disminuyendo a lo largo de la maduración. Los sesquiterpenos cíclicos fueron mucho menos 

abundantes, destacando α-copaeno, trans cariofileno, biciclogermacreno y δ-cadineno, y la 

ausencia de valenceno en los diferentes estadíos de maduración (Tabla 9). 

 

3.2  Contenido de CVs en frutos del híbrido Ortanique 

El volátil mayoritario fue el limoneno (con concentraciones entre 3123 y 10385 g/g PF) 

que representó entre un 92 y 97% del porcentaje total de CVs identificados. Entre los 

monoterpenos hidrocarbonados le siguieron el β-mirceno y sabineno (con concentraciones entre 

33,71 y 311,49 g/g PF), con porcentajes cercanos al 2%. En cuanto a los de tipo aldehído y 

cetona destacaron el geranial, neral y el citronelal y en cuanto a los de tipo alcohol el linalol 

resultó ser de nuevo el CV mayoritario (con concentraciones entre 8,35 y 15,28 g/g PF) 

seguido del nerol, β-citronelol y geraniol. Entre los monoterpenos ésteres destacó el linalol 

propionato y citronelol acetato. Entre los sesquiterpenos destacaron los de tipo cíclico por su 

diversidad. El sesquiterpeno cíclico que alcanzó una mayor concentración fue el valenceno que 

únicamente se identificó en el estadío TC con una abundancia de 5,4 g/g PF. Otros 

sesquitepenos relativamente abundantes fueron el α-muroleno y el trans cariofileno, con 

abundancias máximas cercanas a 4 g/g PF en frutos TC (Tabla 10).  

 

3.3  Contenido de CVs en frutos de la naranja Navelate 

En este caso, el limoneno fue de nuevo el volátil mayoritario, representando entre un 89 y 

94% del porcentaje total de los CVs identificados con concentraciones entre 7085 y 9429 g/g 

PF). Entre los monoterpenos hidrocarbonados, le siguieron el β-mirceno y sabineno con 

concentraciones máximas de 323,93 y 452,66 g/g PF, respectivamente. En cuanto a los de tipo 

aldehído y cetona destacaron por su abundancia el geranial y el neral. Entre los monoterpenos 

de tipo alcohol, destacó de nuevo el linalol por ser el CV mayoritario dentro de esta familia, 

seguido del L-α-terpineol. Entre los monoterpenos ésteres destacó el nerol acetato. Por último, 

en el grupo de los sesquiterpenos destacaron el valenceno y el -cadineno por ser los 

sesquiterpenos que alcanzaron una mayor concentración (en torno a 8 g/g PF). Sin embargo el 

valenceno se identificó únicamente en el estadío TC, mientras que el -cadineno presentó los 

mayores niveles en los frutos VI aunque fue también un sesquiterpeno mayoritario en el resto de 

estadíos analizados. Otros sesquitepenos relativamente abundantes fueron el β-cubebeno, α-
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copaeno, trans cariofileno y germacreno D, con abundancias medias de alrededor de 1-6 g/g 

PF (Tabla 11).  

 

4. Evolución de la composición de CVs en la pulpa durante la maduración del fruto de 

la mandarina Clemenules, el híbrido de mandarina Ortanique y la naranja Navelate 

 

En la pulpa de los frutos de Clemenules, Ortanique y Navelate a lo largo de la 

maduración se identificaron 67, 69 y 65 CVs diferentes, respectivamente (Tabla 5). Esta 

identificación permitió comprobar que este tejido es más rico en aldehídos y alcoholes que el 

resto de tejidos estudiados para el mismo estadío de maduración.  

La evolución de la composición de los CVs representativos en la pulpa durante la 

maduración se detalla en las Tablas 12, 13 y 14. De las tres especies estudiadas, la pulpa de 

Ortanique fue la más rica en CVs (área total de CVs identificados), seguida de Clemenules y 

Navelate (Tablas 12, 13 y 14). Es interesante destacar que en las tres especies el estadío V fue 

el que presentó el menor contenido en CVs y el estadío VM fue el de mayor contenido.  
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Tabla 12. Cambios en la composición de los CVs mayoritarios en la pulpa de frutos de la 
mandarina Clemenules durante la maduración natural. Cada valor corresponde a la media ± DE 
de al menos 2 réplicas. Los frutos se recolectaron en la campaña 2007/08. VM: Verde Maduro, 
V: Virando, TC: Totalmente Coloreado. Tr: Trazas; N.D: no detectado. 

% Area

α-Pineno 0,34 ± 0,06 0,48 ± 0,02 0,19 ± 0,05

Sabineno 0,93 ± 0,06 1,79 ± 0,02 1,34 ± 0,07

β-Mirceno 1,34 ± 0,15 1,29 ± 0,02 1,42 ± 0,08

Limoneno 94,97 ± 9,11 93,41 ± 8,07 94,29 ± 3,28

Ocimeno 0,09 ± 0,01 0,04 ± 0,01

Linalol 0,71 ± 0,02 1,37 ± 0,04 1,37 ± 0,16

L-α-Terpineol 0,08 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,13 ± 0,02

Nerol 0,12 ± 0,01 0,16 ± 0,01

Citronelal 0,07 ± 0,01

Neral 0,05 ± 0,01

Geranial 0,08 ± 0,01 0,05 ± 0,01

Geranil acetona 0,10 ± 0,01

α-Terpenol acetato 0,04 ± 0,01

Valenceno 0,04 ± 0,01 0,11 ± 0,02

α-Muroleno 0,08 ± 0,01

α-Sinensal 0,04 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,08 ± 0,01

Decanal 0,55 ± 0,03 0,28 ± 0,02 0,40 ± 0,02

Dodecanal 0,16 ± 0,01

3-cis-hexen-1-ol 0,05 ± 0,01

1-Octanol 0,08 ± 0,01 0,54 ± 0,01

1-Octil acetato 0,10 ± 0,01

Decil acetato 0,10 ± 0,01 0,04 ± 0,01

6-metil-5-hepten-2-ol 0,11 ± 0,02

Total CV (Area/g PF)

TC

Monoterpenos hidrocarbonados

VM V

N.D

Otros

Monoterpenos alcoholes

Tr

Tr Tr

Tr Tr

Tr

Tr Tr

Monoterpenos aldehídos y cetonas

N.D N.D

Sesquiterpenos cíclicos

N.D N.D

Monoterpenos ésteres

N.D

Tr

Ésteres alifáticos

Sesquiterpenos alcoholes y aldehídos

N.D

Aldehídos y alcoholes alifáticos

Tr

Tr N.D

Tr

2,35E+10 6,00E+09 8,09E+09

Tr

N.D Tr

Tr
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Tabla 13. Cambios en la composición de los CVs mayoritarios en la pulpa de frutos del 
híbrido Ortanique durante la maduración natural. Cada valor corresponde a la media ± DE de al 
menos 2 réplicas. Los frutos se recolectaron en la campaña 2007/08. VM: Verde Maduro, V: 
Virando, TC: Totalmente Coloreado. Tr: Trazas; N.D: no detectado. 

% Area

α-Pineno 0,19 ± 0,03 0,19 ± 0,02 0,21 ± 0,01

Sabineno 0,69 ± 0,03 0,72 ± 0,03 0,62 ± 0,12

β-Mirceno 1,72 ± 0,01 1,43 ± 0,12 1,14 ± 0,12

Limoneno 95,78 ± 3,82 96,34 ± 7,23 96,78 ± 26,78

Ocimeno 0,10 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,04 ± 0,01

Linalol 0,18 ± 0,01 0,29 ± 0,04 0,16 ± 0,01

Nerol 0,04 ± 0,01 0,05 ± 0,01

Neral 0,08 ± 0,01

Geranial 0,04 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,09 ± 0,01

Linalol acetato 0,10 ± 0,02

δ-Elemeno 0,23 ± 0,02 0,10 ± 0,01

β-Elemeno 0,07 ± 0,01 0,05 ± 0,01

Germacreno D 0,32 ± 0,04 0,13 ± 0,01

Valenceno 0,08 ± 0,01 0,13 ± 0,01

δ-Cadineno 0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,01

Octanal 0,04 ± 0,01 0,05 ± 0,03

Decanal 0,15 ± 0,03 0,07 ± 0,01

1-Octanol 0,15 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,07 ± 0,01

Octil acetato 0,07 ± 0,01

Octil butirato 0,04 ± 0,01

Total CV (Area/g PF)

N.D N.D

N.D

Tr

N.D

Monoterpenos ésteres

N.D

Tr

Tr

Tr

Tr

Ésteres alifáticos

Alcoholes y aldehídos alifáticos

TC

Monoterpenos hidrocarbonados

VM V

Monoterpenos alcoholes

Sesquiterpenos cíclicos

Tr

Tr

Monoterpenos aldehídos y cetonas

Tr

Tr

Tr

8,63E+09 2,86E+103,10E+10

Tr
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En cuanto a la composición de CVs, los monoterpenos hidrocarbonados representaron el 

grupo más abundante, destacando el limoneno como CV mayoritario, con valores comprendidos 

entre 93 y 97% del total, que se mantuvo relativamente constante en los tres estadío de 

maduración estudiados. En este grupo también destacaron el β-mirceno, sabineno y α-pineno, 

Tabla 14. Cambios en la composición de los CVs mayoritarios en la pulpa de frutos de la 
naranja Navelate durante la maduración natural. Cada valor corresponde a la media ± DE de al 
menos 2 réplicas. Los frutos se recolectaron en la campaña 2009/10. Tr: Trazas; N.D: no 
detectado. VM: Verde Maduro, V: Virando, TC: Totalmente Coloreado. 

% Area

α-Pineno 0,79 ± 0,18 0,70 ± 0,34 0,53 ± 0,06

Sabineno 0,62 ± 0,17 0,49 ± 0,04 0,46 ± 0,07

β-Mirceno 2,00 ± 1,12 1,69 ± 0,20 1,53 ± 0,11

Limoneno 93,53 ± 23,42 94,68 ± 22,33 94,47 ± 9,52

Ocimeno 0,04 ± 0,03

α-Terpinoleno 0,04 ± 0,01

Linalol 1,40 ± 0,24 0,25 ± 0,05 0,41 ± 0,07

L-α-Terpineol 0,07 ± 0,01 0,08 ± 0,01

Nerol 0,04 ± 0,01

Neral 0,04 ± 0,01

Geranial 0,05 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,11 ± 0,01

Geraniol formato 0,10 ± 0,03 0,17 ± 0,05

Nerol acetato 0,04 ± 0,01

β-Cubebeno 0,13 ± 0,06 0,18 ± 0,03 0,10 ± 0,01

β-Elemeno 0,05 ± 0,01 0,04 ± 0,01

α-Copaeno 0,16 ± 0,07 0,19 ± 0,03 0,11 ± 0,02

Trans cariofileno 0,05 ± 0,01

Germacreno D 0,07 ± 0,02 0,09 ± 0,01 0,05 ± 0,01

Biciclogermacreno 0,07 ± 0,01 0,05 ± 0,01

Valenceno 0,15 ± 0,02 0,59 ± 0,03

α-Selineno 0,04 ± 0,01

δ-Cadineno 0,14 ± 0,04 0,20 ± 0,03 0,14 ± 0,01

Octanal 0,10 ± 0,04 0,32 ± 0,36 0,29 ± 0,34

Decanal 0,12 ± 0,02 0,08 ± 0,01 0,08 ± 0,01

3-cis-hexen-1-ol 0,04 ± 0,01

1-Octanol 0,18 ± 0,04 0,11 ± 0,01 0,17 ± 0,04

Etil caprilato 0,04 ± 0,02

Octil acetato 0,16 ± 0,03 0,18 ± 0,03 0,04 ± 0,01

Etil caproato 0,08 ± 0,01

Decil acetato 0,08 ± 0,02 0,08 ± 0,01

Total CV (Area/g PF)

N.D

N.D N.D

Tr

Tr

N.D

Tr Tr

5,88E+09 7,06E+09

Tr

Ésteres alifáticos

N.D

Sesquiterpenos cíclicos

Tr

Tr Tr

Alcoholes y aldehídos alifáticos

Tr

Tr

Monoterpenos alcoholes

Tr

Tr

Monoterpenos ésteres

N.D

Monoterpenos aldehídos y cetonas

Tr Tr

Tr

V

Monoterpenos hidrocarbonados

Tr Tr

Tr

VM

1,05E+10

TC

Tr

Tr
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cuyos porcentajes sobre el total de CVs se mantuvieron o bajaron ligeramente a lo largo de la 

maduración. Entre los monoterpenos alcohol, se identificó el linalol como CV mayoritario. El 

grupo de monoterpenos aldehídos y cetonas fue muy minoritario, y es interesante que en este 

tejido se identificó un mayor número de ésteres de monoterpenos aunque la mayoría de ellos en 

niveles traza.   

El grupo de los sesquiterpenos (cíclicos, lineales y sus derivados oxigenados) representó 

un porcentaje muy bajo del total de CVs en las tres especies. En la pulpa del híbrido Ortanique y 

la naranja Navelate, en comparación con la mandarina Clemenules, se identificó un mayor 

número de sesquiterpenos y su proporción sobre el total de CVs también fue más elevada. Es 

interesante destacar que en la pulpa de frutos TC de las 3 especies el sesquiterpeno más 

abundante fue el valenceno.   

Por último, es de destacar el mayor número de aldehídos, alcoholes y ésteres alifáticos 

identificados en las muestras de pulpa, en especial en la de naranja Navelate. Aunque la 

evolución de estos CVs fue variable, en Clemenules y Ortanique casi todos los CVs de este 

grupo disminuyeron con la maduración del fruto pero en Navelate el octanal y los ésteres etil 

hexanoato y octanoato aumentaron. 

 

4.1  Composición de CVs en la pulpa de frutos de la mandarina Clemenules  

El limoneno fue de nuevo el CV mayoritario, tal y como se muestra en la Tabla 12, con 

valores comprendidos entre 93 y 94%. En el grupo de monoterpenos hidrocarbonados le 

siguieron el β-mirceno (1,29-1,42%) y el sabineno (0,93-1,79). Entre los de tipo aldehído y 

cetona destacaron la geranil acetona (0,1%), citronelal (0,07%), geranial (0,08%) y neral 

(0,05%). Entre los monoterpenos alcoholes el linalol fue el mayoritario con un porcentaje de 

1,37% sobre el total de CVs en el estadío V y TC. Entre los de tipo éster destacó el β-terpenol 

acetato.  

El grupo de los sesquiterpenos fue muy minoritario, siendo los más abundantes el 

valenceno (0,11%) y α-muroleno (0,08). Entre los de tipo alcohol y aldehído destacó el α-

sinensal. Por último, entre los aldehídos y alcoholes y ésteres alifáticos, un grupo relativamente 

bien representado, destacaron decanal, dodecanal y 1-octanol. 

 

4.2  Composición de CVs en la pulpa de frutos del híbrido Ortanique 

En la Tabla 13 se observa que el limoneno fue nuevamente el monoterpeno 

hidrocarbonado mayoritario, con un porcentaje sobre el total de CVs que osciló entre el 95-97%. 

Al limoneno, le siguió el β-mirceno (1,1-1,7%) y el sabineno (0,6-0,7%) con abundancias muy 

inferiores. Además, entre los monoterpenos de tipo aldehído, cetona y ésteres que, en general, 

presentaron abundancias máximas en frutos V, destacaron el geranial (0,16%) y neral (0,08%) y 
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linalol acetato (0,10%). Entre los de tipo alcohol, el linalol fue el mayoritario con un porcentaje 

que osciló entre 0,2%  a 0,3% durante todo el proceso de maduración.   

En el grupo de sesquiterpenos de tipo cíclico destacaron por su abundancia el germacreno 

D, que osciló entre 0,1 y 0,3% en los estadíos TC y VM, respectivamente, seguido de -elemeno 

y valenceno. Por último, destacaron aldehídos y alcoholes alifáticos como 1-octanol, decanal y 

octanol, y los ésteres alifáticos 1-octil acetato y butirato.  

 

4.3  Composición de CVs en la pulpa de frutos de la naranja Navelate 

En la Tabla 14, se observa que el limoneno fue nuevamente el CV mayoritario con un 

área que osciló entre el 93 y 95%. Otros monoterpenos importantes fueron el β-mirceno, el α-

pineno y sabineno cuyo porcentaje se redujo de forma moderada a lo largo de la maduración. 

Entre los monoterpenos de tipo aldehído y cetona que, en general, presentaron una abundancia 

máxima en los frutos TC, destacó principalmente el geranial (0,11%). En cuanto a los de tipo 

alcohol, el linalol fue el mayoritario con una abundancia de 1,4% en el estadío VM, 

reduciéndose a 0,2 y 0,4%, en estadíos posteriores. Entre los ésteres de monoterpenos 

destacaron por su abundancia el geraniol formato. Los sesquiterpenos cíclicos de mayor 

abundancia fueron el -cadineno, α-copaeno y β-cubebeno. El valenceno fue el sesquiterpeno 

más abundante en la pulpa de frutos TC, alcanzando un porcentaje de 0,59%. Por último, el 1-

octanol, decanal y sobre todo el octanal fueron los más abundantes dentro del grupo de los 

aldehídos y alcoholes alifáticos. Es interesante destacar la presencia de 4 ésteres alifáticos en la 

pulpa de frutos TC. 

 

5. Análisis de la expresión de genes de la biosíntesis de CVs en el flavedo y la pulpa 

durante la maduración del fruto de la mandarina Clemenules, el híbrido Ortanique y la 

naranja Navelate 

 

Mediante RT-qPCR se analizó, en el flavedo y la pulpa de Clemenules, Ortanique y 

Navelate  la expresión de 7 genes de terpeno sintasas a lo largo de la maduración del fruto. 

Cinco de ellas están implicadas en la biosíntesis de monoterpenos: β-pineno sintasa (β-PIN; 

CitMTS62), limoneno sintasa 1 (LIM 1;CitMTSE2), limoneno sintasa 2 (LIM 2; CitMTSE1), 

ocimeno sintasa (OCI; CitMTSL4) y linalol sintasa (LIN;  Cv885911), y las otras dos en la 

biosíntesis de sesquiterpenos: valenceno sintasa (VAL; Cstps 1) y una sesquiterpeno sintasa 

multiproducto (-copaeno, -cadineno, germancrenoD y-cubebeno) (TPS3; CsTPS3) (Carrera 

et al.,2007 y comunicación personal).  

En todas las especies se observó que la expresión de las monoterpenos sintasas estudiadas 

(β-PIN, LIM 1, LIM 2, OCI y LIN) y la sesquiterpeno TPS3 fue mayor en el flavedo de los frutos 

en estadíos verdes (VI y VM), mientras que en los frutos V y TC mostraron valores más bajos 
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(Figura 11). La expresión de las terpeno sintasas LIN, β-PIN y TPS3 disminuyó claramente con 

la maduración del fruto, mientras que OCI y LIM 1 y 2 mostraron un patrón de expresión más 

variable dependiendo de la especie estudiada, pero en general, con tendencia a disminuir 

durante el desarrollo y maduración del fruto (Figura 11). La VAL presentó un patrón de 

expresión totalmente opuesto al resto de genes, ya que no se detectó acumulación de transcritos 

en el flavedo de frutos verdes y la máxima expresión se observó en frutos TC (Figura 11). Es 

interesante destacar que para todos los genes estudiados, excepto TPS3, los niveles de expresión 

más altos se detectaron en el híbrido Ortanique. 
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En la pulpa de los frutos los niveles de expresión relativa de los genes estudiados fueron 

considerablemente menores que en el flavedo: VAL fue aproximadamente entre 5 y 10 veces 

menor, LIM 1 y LIM 2 20 veces, y β-PIN, OCI y TPS3 entre 300 y 1000 veces (Figura 12). Los 

Figura 11. Expresión relativa de 7 genes de terpeno sintasas: β-pineno sintasa (β-PIN), 
limoneno sintasa 1 y 2 (LIM 1 y LIM 2), ocimeno sintasa (OCI),  linalol sintasa (LIN), 
valenceno sintasa (VAL) y sesquiterpeno sintasa multiproducto (TPS3) en el flavedo de frutos 
de Clemenules, Ortanique y Navelate durante la maduración natural. Los valores obtenidos 
para cada gen, están normalizados frente al nivel de expresión del flavedo de frutos de 
Ortanique en el estadío VI, al que se le asignó un valor relativo de 1, excepto para el gen VAL 
que se normalizó frente al flavedo de Ortanique en el estadío TC. CMN, Clemenules; ORT, 
Ortanique y NAV, Navelate 
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patrones de expresión también fueron variables en función del gen analizado y la especie 

estudiada. En las tres especies la expresión de VAL se incrementó durante la maduración del 

fruto y la de β-PIN se redujo, siguiendo de este modo la misma tendencia descrita para estos 

genes en el flavedo. La expresión de LIM 2, en general, disminuyó a lo largo de la maduración, 

mientras que apenas se detectó expresión de TPS3 en todas las muestras analizadas excepto en 

el estadío VM de Navelate. El perfil de expresión de LIM 1 y OCI fue variable dependiendo de 

la especie estudiada: mientras que en Clemenules su expresión disminuyó durante la 

maduración, en Ortanique se mantuvo relativamente estable y en Navelate aumentó. Conviene 

destacar que no se detectaron transcritos de LIN en ninguna de las muestras de la pulpa 

analizadas. 
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Figura 12. Expresión relativa de 6 genes de terpeno sintasas: β-pineno sintasa (β-PIN), 
limoneno sintasa 1 y 2 (LIM 1 y LIM 2), ocimeno sintasa (OCI), valenceno sintasa (VAL) y 
sesquiterpeno sintasa multiproducto (TPS3) en la pulpa de frutos de Clemenules, Ortanique y 
Navelate durante la maduración natural. Los valores obtenidos para cada gen, están 
normalizados frente al nivel de expresión del flavedo de frutos de Ortanique en el estadío VI, al 
que se le asignó un valor relativo de 1, excepto para el gen VAL que se normalizó frente al 
flavedo de Ortanique en el estadío TC. CMN, Clemenules; ORT, Ortanique y NAV, Navelate. 
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DISCUSIÓN 

 

El primer objetivo planteado en este capítulo de Tesis Doctoral ha sido realizar un estudio 

comparativo del perfil de emisión de CVs en frutos intactos, así como del contenido en el 

flavedo y en la pulpa de frutos de tres variedades de cítricos, la mandarina Clemenules, el 

híbrido Ortanique y la naranja Navelate a lo largo de la maduración, y su correlación con la 

expresión de varios genes que codifican para terpeno sintasas (Tabla 4 a 14, Figura 10, 11 y 

12). La mandarina Clemenules y la naranja Navelate se han seleccionado por ser variedades de 

excelente calidad organoléptica y de una elevada producción en la citricultura española, 

mientras que el híbrido Ortanique, es el resultado de un cruce entre una naranja y una mandarina 

(Citrus sinensis x Citrus reticulata) (Saunt, 2000, DeOliveira y Radmann, 2005), y sus frutos 

son reconocidos por ser especialmente aromáticos, más que otras variedades similares en 

idénticas condiciones de cultivo (Cohen et al., 1990; Beltrán et al., 2007).  

El aroma característico de los frutos cítricos varía considerablemente entre las diferentes 

variedades y está determinado principalmente por las proporciones específicas de cada uno de 

los numerosos compuestos que se encuentran en las glándulas de aceites esenciales o las 

vesículas de zumo de la pulpa (Merle et al., 2004) que, además, pueden cambiar cuantitativa y 

cualitativamente a lo largo de la maduración del fruto (Bourgou et al., 2012). Así, por ejemplo, 

un estudio reciente en el que se comparó el perfil aromático del zumo de cuatro especies 

diferentes de cítricos mediante la técnica de HS-SPME-GC-MS, reveló que las principales 

diferencias en el perfil de CVs eran de tipo cuantitativo y que solo unos pocos CVs son 

específicos de cada especie. En la variedad de naranja Navel se detectó una gran cantidad de 

ésteres alifáticos y monoterpenos, mientras que la mandarina Clemenules es rica en cetonas y -

ionona (González-Mas et al., 2011).  

Los resultados de este trabajo muestran diferencias importantes tanto cualitativas como 

cuantitativas en los perfiles de los CVs entre los frutos de las diferentes variedades 

seleccionadas, que además fluctuaron en los cuatro estadíos de maduración analizados. Es 

significativo señalar que, las principales diferencias cualitativas en el perfil de CVs entre las 

variedades se observaron en la emisión, ya que se identificaron 38, 48 y 62 CV diferentes en los 

frutos de Clemenules, Ortanique y Navelate, respectivamente. Sin embargo, en el contenido de 

las glándulas del flavedo el número de CV fue de 66 para la naranja y mandarina y 60 para los 

del hibrido y en la pulpa 67, 65 y 68 CV, respectivamente (Tabla 5). Estos resultados indican 

que no parecen existir diferencias relevantes en la diversidad de CVs que contienen las 

glándulas de aceite de las tres variedades, sino en la concentración como se discute más 

adelante, pero en la emisión es donde se manifiestan las principales diferencias para cada una de 

ellas y parece existir un mecanismo por el que los diferentes CVs se emiten de forma selectiva 
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en las distintas variedades y en diferentes proporciones. El análisis más detallado de la emisión 

de los diferentes CVs en frutos de cada una de las tres especies estudiadas revela que, existen 30 

CVs que se emiten en las tres variedades, y en la intersección entre dos variedades son muchos 

más los que comparten entre el híbrido y la naranja (13) que con la mandarina (2) y solamente 

uno específico de la naranja y mandarina (Tabla 15 y Figura 13). Entre los compuestos que se 

detectaron específicamente en los frutos de una variedad destacó los de naranja con 18, frente a 

5 en la mandarina Clemenules y 3 en Ortanique. Entre los específicos de naranja los más 

significativos son los ésteres que en los frutos maduros fueron muy numerosos y abundantes, no 

detectándose nunca en los frutos de las otras variedades. Esta abundancia de ésteres es 

característica y conocida en los frutos de Citrus sinensis, principalmente, pero también se han 

detectado en otros híbridos como Fortune (Herrera, 2007a) y también en otras variedades de 

mandarina o híbridos pero inducidos por el tratamiento por etileno, no de forma natural. Entre 

los CVs que se detectaron en Navelate y Ortanique destaca un buen número de sesquiterpenos, 

pero es cuestionable que el β-ciclocitral apareciera específicamente en Ortanique, ya que 

también se ha descrito su presencia en otras variedades. Es también reseñable la presencia de 

sinensales únicamente en los frutos de Clemenules, ya que estos CVs se han relacionado con el 

aroma característico de las mandarinas (Moshonas y Shaw, 1997; Hui, 2010).  

Este tipo de distribución de CVs entre los frutos de las distintas variedades debe de 

tomarse con precaución, ya que, por un lado los parentales originales del híbrido Ortanique 

fueron la naranja amarga y una mandarina no bien identificada (Citrus reticulata) 

(http://www.citrusvariety.ucr.edu/citrus/ortanique.html) que pueden tener un perfil de emisión 

de CVs diferente al de la naranja y mandarina utilizadas en este estudio. Sin embargo, los 

resultados pueden reflejar e ilustrar el tipo de CVs que se ha heredado en Ortanique y su 

procedencia que, en general, ha adquirido mas CVs de naranja que de mandarina y, además, 

como se discute más adelante, se emiten en proporciones muy superiores a las de las otras dos. 

Un estudio reciente, llevado a cabo por Miyazaki et al. (2011), en el que se evaluó la presencia 

de CVs en zumo de 56 variedades de híbridos de mandarina mediante la técnica de SPME, 

permitió detectar un total de 203 volátiles diferentes entre todas las variedades estudiadas. El 

estudio reveló que los híbridos de mandarina con naranja, como Ortanique, presentaron una 

gran abundancia de sesquiterpenos, destacando el valenceno y ésteres. Del mismo modo, otro 

estudio del mismo grupo, en el que se analizó el aroma de 5 variedades de híbridos de 

mandarina, confirmó que los híbridos que presentaron un mayor contenido de CVs eran 

aquellos que procedían del cruce con una naranja dulce (Miyazaki et al., 2012). Por tanto, estos 

trabajos ponen de manifiesto la influencia genética de las variedades parentales sobre las 

variedades híbridas. Por otro lado, este análisis también desprende la poca diversidad de CVs 

que se emiten en los frutos de mandarina y en buena concordancia con observaciones previas de 
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las propiedades menos aromáticas de las mandarinas (Rouseff et al., 1994; Moshonas y Shaw, 

1997; Ruberto, 2002; Ruiz Pérez-Cacho y Rouseff, 2008).  

 

 

 

Por otra parte, los resultados de este trabajo también han puesto de manifiesto que existe 

una tendencia o evolución distinta en la emisión de CVs por los frutos intactos y la su contenido 

en el flavedo. De forma genérica se puede afirmar que la mayor emisión de CVs se produce en 

los frutos verdes inmaduros, donde los frutos de Ortanique tuvieron la mayor emisión (3,18 

µg/g PF), seguida de los frutos de Navelate, que fue aproximadamente un 30% menor (Tabla 7 

y 8). Los frutos de la mandarina Clemenules en este mismo estadío tuvieron una emisión 

sustancialmente menor, pero alcanzó el máximo en el estadío verde maduro (Tabla 6). 

Conforme avanzó la maduración del fruto se produjo un progresivo descenso en la emisión de 

CV, pero las diferencias entre las variedades se continuaron manteniendo, con una emisión total 

Tabla 15. Relación de CVs comunes y específicos identificados en la emisión de frutos de la 
mandarina Clemenules, el híbrido Ortanique y la naranja Navelate durante el desarrollo y la 
maduración. 

NAV NAV-ORT ORT CMN-ORT CMN CMN-NAV

3-Careno β-Mirceno β-Citronelol α-Farneseno β-Pineno Isopiperitenona

Neral ρ-Terpineno β-Ciclocitral α-Sinensal α-Terpenol acetato

α-Cubebeno Nerol Geranial Trans-α-Bisaboleno

β-Elemeno Citronelal Carotol

ρ-Selineno Geranil acetona β-Sinensal

Epi biciclosesquifelandreno β-Selineno

Nerolidol α-Selineno

Trans trans farnesal Isocariofileno

1-Octanol ρ-Gurjuneno

Butil butirato β-Chamigreno

Butil octanoato ρ-Cadineno

Hexil butanoato Nonanal

Hexil hexanoato

Octil butirato

2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno

Dendrolasin

Juniper canfor
Dihidrometil jasmonato

Figura 13. Diagrama que ilustra los CVs comunes y específicos identificados en la emisión de 
frutos de Clemenules, Ortanique y Navelate durante el desarrollo y la maduración. 
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en la mandarina que fue un 50% menor que en la naranja y está a su vez algo menos que la 

mitad que en los frutos maduros de Ortanique (Tablas 6, 7 y 8). Estos resultados corroboran 

datos previos de otros autores en los que se concluye que las mandarinas tienen una intensidad 

aromática menor que las naranjas (Moshonas y Shaw, 1997). Nuestros datos evidencian, 

además, que los frutos de la mandarina Clemenules emiten menor cantidad de CVs y en 

proporciones más bajas, lo que determina su menor capacidad aromática. Por otro lado, 

numerosos estudios indican que la mayor biosíntesis y acumulación de CVs en las glándulas de 

aceite del flavedo y en los cuerpos de aceite de la pulpa de los frutos cítricos se produce en 

estadíos tempranos del desarrollo (Rouseff y Leahy, 1995; Weiss, 1997; Dudareva et al., 2006; 

Tholl, 2006; Berger et al., 2007), lo que no parece consistente con los resultados de nuestro 

estudio. Sin embargo, un estudio reciente sobre la capacidad biosintética de las glándulas de 

aceite y sus características morfológicas en frutos de pomelo (Citrus paradisi Duncan) indica 

que éstas se forman en los estadíos tempranos del crecimiento del fruto, mientras que la 

expansión y la mayor acumulación de CVs en el aceite esencial de las glándulas tiene lugar en 

estadíos tardíos del desarrollo (Voo et al., 2012). 

En los frutos de las tres variedades la evolución del contenido de CVs en el flavedo, como 

se ha indicado, aumentó con la maduración del fruto, y en los frutos maduros las diferencias 

entre las tres variedades fueron menores (Figura 14). Sin embargo, cada variedad presentó una 

tendencia distinta en cuanto a la acumulación de CVs en el flavedo, ya que mientras en la 

naranja fue relativamente constante a lo largo del proceso, en la mandarina experimentó 

mayores variaciones (x2 entre los frutos VI y TC) y en el híbrido experimentó el mayor 

aumento a lo largo de la maduración. Estas tendencias parecen ser características para cada 

variedad, y en el híbrido se han adquirido propiedades de los dos parentales. Es de destacar la 

tendencia diferente e inversa entre el contenido de CVs y su emisión, al menos la determinada 

en el espacio de cabeza. Las evoluciones de ambos parámetros para los frutos de cada variedad 

que se muestra en la Figura 14 deben de tomarse de forma comparativa para cada parámetro y 

no entre ellos, ya que son unidades y magnitudes muy distintas, y pequeños errores en el 

contenido tendrían una relevancia importante en la emisión. Además, los datos del contenido 

están referidos al peso fresco de tejido de flavedo y los de emisión respecto al peso del fruto 

entero. Sin embargo, los dos parámetros muestran claramente que, a pesar de que el contenido 

aumenta durante la maduración la emisión desciende, lo que indica que deben existir cambios 

en los procesos fisiológico, morfológicos o estructurales en las capas celulares que rodea la 

glándulas de aceite de la piel que pueden modificar su permeabilidad y la capacidad de emisión 

al medio ambiente.  
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Al igual que ocurre en la emisión total de CVs, el perfil de emisión de determinados 

volátiles como limoneno, β-mirceno, α-terpinoleno, β-farneseno, α-copaeno o trans cariofileno a 

lo largo de la maduración tampoco se correlaciona con su contenido de las glándulas de flavedo, 

ni en la pulpa. Por ejemplo, mientras que la emisión de los monoterpenos limoneno y -

mirceno, y el sesquiterpeno α-copaeno disminuyeron claramente durante la maduración (Tablas 

6, 7 y 8) sus contenidos en los correspondientes extractos de flavedo y pulpa aumentaron o se 

mantuvieron (Tablas 9 a 14). Estos resultados indican que las variaciones en las emisiones no 

pueden explicarse por cambios en la composición del aceite esencial. Nuestros resultados 

demuestran que la fracción de un determinado CV que se emite en un momento de la 

maduración del fruto es una pequeña proporción del contenido de dicho CV en las glándulas de 

aceites esenciales del flavedo, en concordancia con las observaciones realizadas por Herrera 

(2007a) en otras variedades de cítricos. Esta situación es similar a la que se produce en la 

mayoría de plantas, como en menta, donde se acumulan grandes cantidades de CVs en los 

tricomas glandulares de las hojas pero se libera solamente una pequeña fracción del total 

(Gershenzon et al., 2000). 

Como se ha mencionado anteriormente, los resultados de este trabajo indican que la 

emisión de CVs por los frutos cítricos al ambiente no parece estar directamente relacionada con 

la síntesis o acumulación de cada compuesto, sino que podría estar determinada por 

mecanismos de permeabilidad selectiva que pueden cambiar frente a diferentes situaciones de 

estrés o del desarrollo y la maduración del fruto. En otras plantas u órganos el concepto 

generalizado establece que la emisión de CVs por un tejido vegetal depende, en parte, de la 

cantidad de cada CVs que sintetiza y acumula (Dudareva et al., 2004; Baldwin, 2009), a 

diferencia de los resultados de este trabajo. Diferentes estudios han aportado evidencias de la 

influencia de otros factores, al margen de la síntesis y acumulación, en la emisión de CVs en 

plantas, como la permeabilidad selectiva, la presión de vapor, el factor de difusión para cada 
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Figura 14. Comparación entre la evolución de la emisión de CVs (ng/g PF) en frutos intactos 
y el contenido total en el flavedo (µg/g PF) de frutos de la mandarina Clemenules, el híbrido 
Ortanique y la naranja Navelate durante la maduración natural. 
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CV, etc., que pueden afectar de forma importante la emisión de cada CV (Peñuelas y LLusía, 

2001; Niinemets et al., 2010;  Blanc et al., 2011;  Harrison et al., 2013). Un segundo factor que 

puede ser relevante en la emisión de CVs, y al que últimamente se le está dando mayor 

importancia, es la existencia de posibles transportadores específicos responsables de la emisión 

al medio exterior de los CVs, actuando como lanzadera controlada de la emisión de los 

diferentes CVs. A pesar de que su existencia se ha propuesto y podría explicar muchas 

evidencias experimentales, no existen evidencias directas de su naturaleza ni se han 

caracterizado todavía en las plantas (Baldwin, 2009). Otro efecto que puede estar implicado en 

las diferencias entre la emisión y el contenido de CVs en los frutos cítricos tendría en cuenta los 

cambios en la permeabilidad de la cutícula como consecuencia de las diferencias en la 

acumulación y composición de ceras, tanto intra como epicuticulares, durante la maduración del 

fruto. Así, durante el desarrollo y los estadíos iniciales de la maduración las ceras que se 

acumulan en la superficie de los frutos son de naturaleza más amorfa, formando estructuras 

flexibles que hacen que la cutículas de los frutos sean más permeables al paso del vapor de 

agua, y posiblemente también a otros CVs. Conforme avanza la maduración del fruto, las ceras 

cambian a una conformación más cristalina formando los llamados “platelets” que son 

estructuras más rígidas, en las que aumenta la proporción de n-alcanos y hacen que las cutículas 

sean más impermeables al paso de agua (El-Otmani et al., 2011; Lara et al., 2014). Alférez y 

Zacarias (2014) han determinado que conforme avanza la maduración de los frutos de la naranja 

Navelina se reduce progresivamente el potencial hídrico tanto del flavedo como del albedo, en 

los frutos recién recolectados que fueron más impermeables a la pérdida de agua. Sería, por lo 

tanto, razonable asumir que esta progresiva impermeabilización de las cutículas y epidermis de 

los frutos cítricos reduzca la capacidad de emisión de los CVs que se van acumulando en las 

glándulas de aceite del flavedo. Así, una menor permeabilidad de la capa exterior que protege 

las glándulas del intercambio con el medio ambiente dificultaría la emisión de volátiles, tal 

como se ha observado a lo largo de la maduración en los frutos de las tres variedades estudiadas 

en este trabajo. Finalmente, otra característica a tener en cuenta y que podría justificar 

parcialmente la menor emisión de CVs de los frutos de mandarina respecto a los de naranja y el 

híbrido sería la mayor resistencia de los frutos de mandarina al paso de gases. En un estudio 

sobre las causas de la mayor acumulación de etanol y acetaldehído (off-flavours) en los frutos 

de la mandarina Murcott respecto a los del pomelo Star Ruby, se comprobó que no se debía a 

una mayor capacidad fermentativa, ya que la expresión de genes y actividades de enzimas 

implicadas en estos procesos eran prácticamente similares entre ambas. Sin embargo, un análisis 

de la permeabilidad al paso de gases (oxígeno, dióxido de carbono y etileno) reveló una menor 

permeabilidad de las capas de la piel en la mandarina, tanto desde el flavedo al albedo como en 

sentido inverso. Esta mayor impermeabilidad de la mandarina respecto al pomelo parece 

deberse a un mayor grosor de la capa del flavedo y mayor compactación de las células del 
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albedo, lo que ocasiona menor difusión de los gases (Shi et al., 2007). En resumen, la reducción 

en la permeabilidad al paso de gases con la maduración del fruto y las características más 

impermeables del flavedo de la mandarina respecto a otras variedades, pueden ayudar a explicar 

la discrepancia entre el aumento en el contenido de CVs durante la maduración y la menor 

emisión de los mismos, y que estos procesos sean más acusados en los frutos de mandarina.   

Todos los estudios llevados a cabo hasta la actualidad coinciden en que los terpenos, y 

concretamente el monoterpeno limoneno, son los CVs mayoritarios en los frutos cítricos 

(Rouseff et al., 1994; Weiss, 1997; Buettner et al., 2003; Sharon-Asa et al., 2003; Elston et al., 

2005; Takita et al., 2007). Sin embargo, la mayor influencia aromática se atribuye también a 

CVs presentes en concentraciones minoritarias como terpenos oxigenados, alcoholes, aldehídos 

y ésteres alifáticos (Shaw, 1979; Rouseff et al., 1994; Weiss, 1997; Sharon-Asa et al., 2003; 

Gomez-Ariza et al., 2004; Pérez-López et al., 2006; Takita et al., 2007; Rouseff et al., 2009). 

Concretamente, el limoneno junto con el linalol y algunos aldehídos alifáticos y sesquiterpenos 

aldehídos (citronelal, β-sinensal y β-ionona) se han descrito como CVs responsables de la 

percepción de frescura y del intenso aroma del aceite esencial de algunas variedades de cítricos 

(Tadeo et al., 2008). En el aroma de naranja destaca la presencia del sesquiterpeno valenceno, 

de ésteres alifáticos (etil butanoato, etil propionato, metil butanoato) y de los aldehídos decanal, 

nonanal y octanal (Shaw, 1991; Sharon-Asa et al., 2003; Lücker et al, 2004; Hui, 2010). El 

valenceno y los ésteres, principalmente, se detectan en el aroma de frutos maduros, no siendo 

CVs habituales del aroma de mandarina, donde destaca la mayor abundancia de metilantranilato 

y timol, aldehídos (decanal y octanal) y sinensales, pero son más pobres en neral y geranial que 

otros frutos cítricos (Moshonas y Shaw, 1997; Hui, 2010).  

El limoneno, aunque está descrito como el CV mayoritario (90%) en el aroma de la 

mayoría de frutos cítricos (Rouseff et al., 1994; Weiss, 1997) no se usa ni es buen indicador de 

la calidad organoléptica, ya que es sensible a la oxidación dando lugar a la aparición de CV que 

confieren aromas desagradables como α-terpineol y 4-terpineol (Elstón et al., 2005). Nuestros 

resultados muestran que el limoneno fue el CV mayoritario en todos los casos estudiados, 

observándose una disminución progresiva de su emisión durante la maduración en todas las 

variedades analizadas. El α-terpineol se identificó principalmente, en estadíos verdes mientras 

que el 4-terpineol no fue detectado en la emisión de frutos intactos (Tabla 5). La emisión de 

limoneno expresada en µg/g PF, fue mayor en el híbrido Ortanique (0,29-2,84), seguido de la 

naranja (0,11-2) y la mandarina (0,023-1,17), respectivamente. El contenido en el flavedo, por 

el contrario, se incrementó durante la maduración, siendo de nuevo Ortanique la que mayor 

contenido de limoneno presentó, seguida de Navelate y Clemenules. En la pulpa el porcentaje 

de limoneno se mantuvo constante a lo largo de la maduración (Tablas 6 a 14).  

El linalol se ha descrito como el monoterpeno alcohol mayoritario en frutos cítricos 

(Shaw, 1979; Quintero et al., 2003; Hiu, 2010), detectándose tanto en la emisión como en el 
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contenido del flavedo y de la pulpa de todas las muestras analizadas en este trabajo, 

principalmente en estadíos inmaduros (Tablas 6 a 14). Nuestro estudio permitió observar 

diferencias cuantitativas en la emisión y contenido de linalol entre las diferentes especies, 

siendo la naranja la más rica en este compuesto. Otros monoterpenos importantes fueron el β-

mirceno, sabineno, α-pineno y ocimeno, cuya tendencia fue similar a la seguida por el 

limoneno.  

En cuanto a los sesquiterpenos, su abundancia total es menor que la de los monoterpenos, 

pero tienen una importante contribución al aroma de los frutos cítricos. Por ejemplo, los 

sesquiterpenos valenceno, α y β-sinensal son muy importantes en el aroma de naranja aunque 

están presentes en bajas cantidades (Weiss, 1997; Maccarone et al., 1998) o la nookatona, CV 

derivado del valenceno, que se presenta en baja cantidad en los aceites esenciales de pomelo, 

pero es un volátil clave en el aroma de estos frutos (Shaw y Wilson, 1981). Los resultados de 

este trabajo muestran que los sesquiterpenos fueron menos abundantes, siendo Clemenules la 

más pobre en este tipo de CVs, destacando el α-copaeno, trans cariofileno, β-cubebeno, 

germacreno D y -farneseno, cuya emisión se redujo con la maduración, mientras que su 

contenido en el flavedo permaneció relativamente constante. El valenceno y los selinenos, por 

contra, incrementaron gradualmente su emisión y contenido durante la maduración (Tablas 6 a 

14). El valenceno, descrito como el sesquiterpeno más abundante en frutos maduros de naranja 

(Citrus sinensis), se acumula durante la maduración del fruto (Sharon-Asa et al., 2003; Lücker 

et al, 2004), además se correlaciona con una buena calidad de los aceites esenciales de estos 

frutos, dado que su acumulación está directamente relacionada con el grado de maduración del 

fruto (Elstón et al., 2005). En mandarinas, el valenceno no se ha descrito como un volátil 

mayoritario ni determinante del aroma del fruto. En esta tesis se ha observado que la naranja 

Navelate es la más rica en dicho CV, seguida del híbrido Ortanique (Tablas 6 a 14), mientras 

que en Clemenules no se identificó valenceno en los extractos de flavedo, pero 

sorprendentemente sí en la emisión de los frutos intactos. Esta aparente anormalidad en la 

presencia de valenceno exclusivamente en la emisión de los frutos de mandarina pero no en el 

contenido se debe muy probablemente a problemas analíticos y a la sensibilidad de cada técnica, 

ya que el análisis de CVs emitidos en el espacio de cabeza mediante SPME en más sensible y 

puede detectar concentraciones más bajas de determinados CVs frente a pequeñas cantidades en 

extractos de la piel. En frutos maduros, Navelate emitió 3 veces más valenceno que Ortanique y 

1580 veces más que Clemenules. Es interesante mencionar que las pulpas de las mandarinas 

fueron especialmente ricas en los sesquiterpenos aldehídos y sinensales, descritos como 

compuestos característicos del aroma de mandarina (Moshonas y Shaw, 1997; Buettner et al; 

2003; Chishlom et al., 2003), los cuales no se identificaron en la emisión ni en la pulpa de 

naranja pero si en el híbrido. Por otra parte, los sesquiterpenos cíclicos gurjuneno y chamigreno 

se identificaron en el híbrido y la naranja, pero no en la mandarina. Estos datos, junto con lo 
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comentado previamente para el valenceno, podrían aportar indicios del carácter híbrido de 

Ortanique, ya que conserva las características intermedias del aroma de las especies de las 

cuales deriva y que no son comunes entre ellas (Tscharntke et al., 2001; Maes, 2002; Merle et 

al., 2004; Lücker et al, 2004; Yamasaki et al., 2007).  

Los aldehídos y alcoholes aunque están presentes en bajas concentraciones influyen de 

modo importante en el aroma del zumo de naranja y se ha observado que en frutos cítricos 

tienden a acumularse en la pulpa siendo importantes el octanal, nonanal y decanal (Brat et al, 

2003; Ruiz Perez-Cacho y Rouseff, 2008; Rouseff et al., 2009). Los resultados de esta Tesis 

(Tablas 12, 13 y 14) muestran que la variedad Navelate fue la que mayor concentración de 

aldehídos y alcoholes alifáticos presentó (1-hexanol, cis-3-hexen-1-ol, 1-decanol y decanal).  

Por último, el grupo de ésteres alifáticos aunque suele estar presentes en bajas 

concentraciones o concentraciones traza, está descrito como CVs de elevada importancia en el 

aroma fresco de naranja (Ruiz-Perez Cacho y Roussef, 2008), aunque no en mandarina. En 

estudios previos realizados en el laboratorio por Herrera (2007a) en los que analizó la emisión 

de CVs en frutos maduros de diferentes variedades de mandarina no se detectaron ésteres 

alifáticos, excepto en el híbrido Ortanique en el que identificaron acetato de hexilo, butil 

octanoato y etil octanoato de forma natural. Sin embargo, en los resultados obtenidos en esta 

Tesis, no se detectó emisión de ésteres alifáticos en frutos intactos del híbrido de forma natural 

durante la maduración (Tabla 7). 

Además, en frutos maduros del híbrido Ortanique recién cosechados y en comparación 

con otras mandarinas, Herrera (2007a) detectó una mayor emisión de otros CVs de naturaleza 

terpénica como el β-mirceno, limoneno, sabineno, cubebeno, linalol, terpineol, citral, β-

citronelol, β-elemeno, trans cariofileno, valenceno, cadineno y α-panasinseno. En general, estos 

resultados están de acuerdo con los obtenidos en esta Tesis, ya que los frutos maduros de 

Ortanique emiten una mayor concentración de CVs que los frutos de Clemenules (4 veces 

superior), destacando la mayor emisión de limoneno y valenceno, además de β-mirceno, linalol 

y trans cariofileno (Tabla 6 y 7). En conjunto, esta mayor abundancia de CVs junto con la 

identificación de 11 CVs más en la emisión de Ortanique respecto a Clemenules y otras 

mandarinas, apoya la idea previamente propuesta en la literatura (Cohen et al, 1990; Carbonell, 

2006; Beltrán et al, 2007) de que el híbrido Ortanique es una variedad especialmente aromática 

y refleja el comportamiento intermedio respecto a sus parentales.  

En esta Tesis se planteó analizar la expresión de diferentes genes implicados en la síntesis 

de CVs en el flavedo y la pulpa durante la maduración de los frutos de las tres variedades y 

comprobar cómo se correlacionan con la emisión de cada CV. Para ello, se seleccionaron 

diferentes TPSs a partir de secuencias de genes previamente aislados e identificados en frutos de 

otras variedades de cítricos, y cuya funcional se ha estudiado en algunos casos (Maruyama et 

al., 2001; Lucker et al., 2002, 2004; Sharon-Asa et al., 2003; Shimada et al., 2004, 2005a y 
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2005b; Berger et al., 2007). En particular se seleccionaron 7 genes, correspondientes a cinco 

monoterpeno sintasas: limoneno sintasa 1 (LIM 1; AB110637, CitMTSE2) y limoneno sintasa 2 

(LIM 2; AB110636, CitMTSE1); pineno sintasa (β-PIN; AB110641, CitMTS62), ocimeno 

sintasa (OCI; AB110638, CitMTSL4) y linalol sintasa (LIN; UCRS04_2_016E01_T7, 

Cv885911) y 2 sesquiterpeno sintasas; valenceno sintasa (VAL; AF441124, Cstps1) y una 

sesquiterpeno sintasa multiproducto (TPS3; orange1.1g008620m, CsTPS3) responsable de la 

síntesis de α-copaeno, δ-cadineno, germancrenoD y β-cubebeno (Carrera, et al., 2006 ). 

Trabajos previos en frutos de otras especies de cítricos han comprobado que la expresión 

de diferentes monoterpeno sintasas alcanzan los máximos en estadíos finales del desarrollo del 

fruto, y antes del inicio de la maduración (Shimada et al., 2004, 2005a, 2005b; Berger et al., 

2007). En general, los resultados de este trabajo muestran que, con la excepción de la VAL que 

aumenta su expresión con la maduración del fruto, el resto de genes analizados en el flavedo de 

los frutos de las tres variedades se reduce durante la maduración del fruto (Figura 11). En la 

pulpa, el comportamiento de los genes fue también similar, donde la VAL fue el único que 

aumentó claramente durante la maduración en las tres variedades, y el resto de genes se 

inhibieron. Es de destacar que la expresión de todos los genes fue sustancialmente más baja en 

la pulpa que en el flavedo, llegando incluso a diferencias de más de 2 órdenes de magnitud 

(Figura 12).  

En frutos de mandarina Satsuma (Citrus unshiu Marc.) se han identificado dos genes para 

la limoneno sintasa, con una identidad del 84,2%, y que presentaron una expresión diferencial 

en distintos tejidos. Así, LIM 1 fue específica de flores mientras que la LIM 2 se expresó en 

frutos (Shimada et al. en 2005a). Nuestros resultados muestran que ambos genes se expresan 

tanto en la piel como en la pulpa y en las tres variedades la acumulación de ambos mRNA fue 

superior en el flavedo (Figura 11 y 12). La mayor expresión de LIM 1 y LIM 2 se detectó en los 

frutos inmaduros del hibrido Ortanique y conforme avanzó la maduración descendió la 

expresión de ambos genes, de forma acusada para LIM 1 y menos intensamente en LIM 2. Este 

patrón de expresión de ambos genes está más relacionado con los cambios en la emisión de 

limoneno durante la maduración que con el contenido. Además, esta aparente discrepancia entre 

la expresión de genes de síntesis de limoneno y la acumulación de este monoterpeno, también se 

manifiesta al comparar los contenidos entre variedades, ya que, por ejemplo, en los frutos 

inmaduros de Ortanique el contenido en limoneno fue inferior al de los frutos de Navelate, 

mientras que la expresión de LIM 1 y LIM 2 era muy superior. Por el contrario, el contenido de 

limoneno durante la maduración de los frutos de Ortanique se multiplica alrededor de tres veces 

(Tabla 10) y la expresión de ambos genes descendió. Estas evidencias sugieren que deben 

existir otros genes implicados en la síntesis y acumulación de limoneno que no se han 

caracterizado todavía y que pueden influir en la acumulación de este monoterpeno. 

Alternativamente, también pueden existir otros mecanismos aparte del control transcripcional, 
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como cambios postranscripcionales, actividades enzimáticas o procesos más complejos de 

control de la emisión de limoneno que pueden influir en los cambios que se producen durante la 

maduración del fruto. Las tendencias opuestas que se han observado entre la evolución del 

contenido y la emisión de este CV durante la maduración del fruto podrían interpretarse como 

que el descenso en la emisión a niveles muy bajos provocaría la acumulación progresiva del 

CV, a pesar de que la expresión de los genes es más baja. Sin embargo, el hecho de que la 

cantidad de CV que se emite es muy reducida respecto al contenido total hace cuestionar esta 

hipótesis.  

En la pulpa, los niveles de transcritos de LIM 1 y LIM 2 fueron sustancialmente menores 

que los del flavedo, en concordancia con el menor contenido de limoneno en este tejido. La 

expresión de ambos genes en los tres estadíos de maduración analizados fue distinta, ya que 

mientras que LIM 1 se redujo ligeramente en Clemenules y Ortanique, aumentó en Navelate. 

Sin embargo, la acumulación del mRNA correspondiente a LIM 2 fue más variable, y descendió 

de forma acusada en Ortanique y más lentamente en Navelate (Figura 12). Este patrón de 

cambios tampoco guarda relación con la evolución del contenido en limoneno en la pulpa, que 

fue relativamente constante durante la maduración y sin diferencias entre variedades (Tablas 

12, 13 y 14). Estos resultados refuerzan los obtenidos en el flavedo e indican que la expresión 

de los genes LIM 1 y LIM 2, implicados en la síntesis de limoneno no explican los patrones de 

acumulación de este CV en los dos tejidos del fruto estudiados. 

La expresión de la β-pineno sintasa (β-PIN), que presentó elevada homología con el clon 

CitMTS62 de mandarina Satsuma (Shimada et al., 2004), también descendió de forma acusada 

en el flavedo durante la maduración de los frutos de las tres variedades (Figura 11). La máxima 

expresión de este gen correspondió al flavedo de frutos inmaduros del híbrido Ortanique, en los 

que la emisión del CV era similar a la de la naranja Navelate y el contenido menor a las otras 

dos variedades. Los resultados en la pulpa también corroboran los del flavedo, ya que en todos 

los casos la expresión de β-PIN descendió a pesar de que fueron sustancialmente inferiores a los 

del flavedo, pero los niveles de transcrito fueron mayores en la pulpa de Navelate (Figura 12), 

que no tuvieron mayor contenido en pineno (Tablas 12, 13 y 14). Por lo tanto, la evolución de 

este gen parece seguir una tendencia similar a la emisión y el contenido, pero los niveles 

cuantitativos y las diferencias entre variedades no se correlacionaron. Shimada et al., (2004) 

mostró expresión de este gen en todos los tejidos estudiados (flores, hojas, tallos, piel y zumo) 

de la mandarina Satsuma, pero a niveles más reducidos que otros de los genes analizados 

(CitMTSE1, CitMTSE3, CitMTS61).  

La expresión del gen OCI fue más variable en el flavedo y la pulpa de las tres variedades 

y destaca las diferencias entre ambos tejidos por los bajos  niveles de transcritos detectados en la 

pulpa. (Figura 11 y 12). Además, los resultados muestran una expresión máxima en el flavedo 

de frutos inmaduros de Ortanique, mientras que en la pulpa fue Ortanique la de menor expresión 
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relativa. En la mandarina Satsuma, Shimada et al. (2005b) observaron que el gen OCI 

(CitMTSL4) tenía una alta expresión en las flores y mucho menor en los frutos, que además, 

descendía durante el desarrollo del fruto. Nuestros resultados de nuevo son consistentes con los 

obtenidos en las otras terpeno sintasas discutidas, donde la expresión del gen no se correlaciona 

con los contenidos de los diferentes CVs y con las variaciones cuantitativas entre variedades.   

Por último, en esta Tesis se ha se caracterizó por primera vez en los cítricos el gen 

responsable de la síntesis del monoterpeno alcohol linalol, la linalol sintasa (LIN). A partir de la 

secuencia de una S-linalol sintasa (terpeno sintasa 14) de Arabidopsis thaliana, y se seleccionó 

un EST de las bases de datos de cítricos (UCRS04_2_016E01_T7) con alta homología de 

secuencia. Nuestros estudios mostraron una baja expresión de LIN en todas las variedades 

estudiadas. La expresión máxima correspondió a los estadíos inmaduros, siendo más elevada en 

Ortanique y entre 3 a 5 veces menor en el flavedo de las otras dos variedades (Figura 11 y 12). 

En este caso la emisión y contenido de linalol en el flavedo no guardó paralelismo con la 

evolución de la expresión del gen LIN, ya que la naranja fue la que presentó mayor emisión y 

contenido mientras que en Ortanique se detectaron los menores valores. En la pulpa, no se 

detectó expresión de LIN en ninguna de las variedades estudiadas, a pesar de detectarse el 

monoterpeno alcohol linalol en este tejido, pero  a niveles muy reducidos (Tablas 9, 10 y 11). 

Otros estudios han caracterizado diferentes linalol sintasas en otras especies, como en kiwi 

(Actinidia arguta), donde se ha comprobado la expresión preferencial del gen en flores (Chen et 

al., 2010). Recientemente, Sugiura et al. (2011), han clonado y caracterizado una linalol sintasa 

de mirto (Lemon Myrtle). El análisis funcional de este gen en E. coli mostró la capacidad de la 

proteína recombinante para catalizar la conversión de geranil difosfato a linalol y otros 

monoterpenos acíclicos. El gen correspondiente se expresaba de forma constitutiva y se inducía 

por el tratamiento con ácido jasmónico. Por último, Del Terra et al. (2013) han aislado a partir 

de flores, frutos, hojas y semillas de café (C. arabica  L. cv. Catuai Red), 3 monoterpeno 

sintasas, una responsable de la síntesis de limoneno y 2 de la síntesis de linalol y β-mirceno.  

Diferentes trabajos han abordado la expresión de sesquiterpeno sintasas en los cítricos 

(Sharon-Asa et al., 2003; Lücker et al, 2004; Carrera et al., 2007). Nuestro estudio se ha 

enfocado concretamente en el análisis de la valenceno sintasa (VAL) y de una sesquiterpeno 

sintasa multiproducto (TPS3), por ser responsables de la síntesis de los sesquiterpenos 

mayoritarios en cítricos. En este caso, y a diferencia de lo que ocurre con las monoterpeno 

sintasas, la expresión de la VAL se correlaciona muy ajustadamente con la evolución del 

contenido en los frutos de las tres variedades, tanto en flavedo como en la pulpa, como también 

se ha observado en otras situaciones (Sharon-Asa et al., 2003; Lücker et al, 2004). Los 

resultados muestran que la expresión de la VAL se incrementó gradualmente con la maduración 

del fruto, alcanzando la máxima expresión en frutos TC, tanto en el flavedo como en la pulpa 

(Figura 11 y 12). La máxima expresión se alcanzó en el híbrido Ortanique en los dos tejidos, 
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pero mientas en el flavedo de Navelate la acumulación de mRNA fue relativamente alta y muy 

baja en Clemenules, en la pulpa fue muy alta en ambos genotipos (Figura 12). De forma 

paralela, la emisión y el contenido de valenceno también se incrementó con la maduración del 

fruto, pero los máximos niveles se alcanzaron en el flavedo y la pulpa de Navelate (Tabla 6 a 

14). En la mandarina Clemenules, tal y como se ha comentado previamente, el valenceno se 

detectó en la emisión del fruto intacto pero no en el contenido, lo que probablemente puede ser 

debido a que se encuentra en muy baja concentración y posiblemente por debajo de la 

sensibilidad de la técnica utilizada. Sin embargo, en el flavedo se detectó acumulación del 

mRNA correspondiente a la VAL, aunque a menor nivel que en los otros dos frutos, lo que 

apoya la hipótesis anterior.  

El gen referenciado como TPS3, se ha comprobado que es responsable de la síntesis de 

diversos sesquiterpenos, como el α-copaeno, δ-cadineno, germancreno D y β-cubebeno 

(Carrera et al., 2007). Esta conclusión se basa en el hecho de que en el mutante de mandarina 

Clementina alf, que se caracteriza por una dramática reducción de la emisión de terpenos en 

flores y frutos, tiene prácticamente suprimida la expresión de este gen, que tiene una alta 

homología de secuencia con genes que codifican terpeno sintasas implicadas en la formación de 

sesquiterpenos. Además, estudios in vitro han demostrado la capacidad de la proteína 

recombinante de actuar sobre diferentes precursores, lo que demuestra su funcionalidad 

multiproducto (Omar et al., resultados no publicados). El análisis de la expresión de la TPS3 en 

la naranja Navelate, el híbrido Ortanique y la mandarina Clemenules durante la maduración 

mostró una expresión diferencial entre las diferentes variedades y tejidos. Así, la expresión 

relativa de la TPS3 en el flavedo fue elevada respecto al resto de genes analizados y con ligeras 

excepciones los niveles de transcritos eran altos en los frutos inmaduros y se reducían con la 

maduración (Figura 11). La mayor expresión correspondió a los frutos de naranja, tanto en el 

flavedo como en la pulpa, pero mientras las otras variedades tenían un nivel de expresión 

moderado en el flavedo, en la pulpa era prácticamente mínimo (Figuras 11 y 12). La emisión de 

α-copaeno, δ-cadineno, germancreno D y β-cubebeno en los frutos intactos (Tablas 6, 7 y 8) se 

redujo durante la maduración al igual que la expresión de TPS3, pero el contenido de los 

mismos en el flavedo se incrementó o se mantuvo constante (Tablas 9, 10 y 11). La 

comparación de los resultados de la concentración de los citados CVs revela que fueron 

mayores en los frutos de naranja y menores en el híbrido, coincidiendo así con los datos de 

expresión (Figura 11). En la pulpa los contenidos de estos CVs fueron muy bajos, en buena 

concordancia con la expresión de la TPS3 (Figura 12). En conclusión, la expresión del gen 

TPS3 se inhibe durante la maduración del fruto, y muestra un buen paralelismo con la 

acumulación de varios sesquiterpenos (α-copaeno, δ-cadineno, germancreno D y β-cubebeno) 

tanto en la piel como en la pulpa, lo que apoya su potencial multifuncionalidad e implicación de 

la formación de varios sesquiterpenos.  
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RESULTADOS 

 

Con el fin de estudiar el posible efecto de la aplicación de etileno durante la 

desverdización sobre el perfil de emisión y contenido de CVs, así como su efecto en la 

expresión de diferentes terpeno sintasas, se seleccionaron frutos de las mismas especies de 

cítricos utilizadas en el capítulo I; mandarina Clemenules (Citrus clementina), el híbrido 

Ortanique (Citrus reticulata x Citrus sinensis) y la naranja Navelate (Citrus sinensis, L.Osbeck). 

Se utilizaron frutos virando de color y se trataron con etileno (5 ppm) durante 6 días o en una 

atmósfera de aire (controles). Adicionalmente, un grupo de frutos se trataron con el inhibidor de 

la acción del etileno, 1-MCP (1 ppm) durante 16 h y, posteriormente, se sometieron a los 

mismos tratamientos con etileno (MCP+Etileno) o aire (MCP+Aire) (Figura 7). 

Al inicio del experimento los frutos recién cosechados de Clemenules presentaron un 

índice de color a/b = -0,21 ± 0,03, similar al de los de Navelate (a/b = -0,28 ± 0,02), mientras 

que los frutos de Ortanique tenían un índice ligeramente superior (-0,04 ± 0,02). A los 3 días de 

tratamiento sólo se observaron cambios en el color externo de los frutos tratados con etileno, 

que alcanzaron valores de 0,03 ± 0,01 en Clemenules y Navelate y 0,32 ± 0,06 en Ortanique. En 

los frutos incubados en aire el color externo experimentó un ligero aumento después de 6 días, 

mientras que con etileno alcanzaron tonalidades naranja-rojiza y valores a/b superiores (0,61 ± 

0,07 en Clemenules, 0,56 ± 0,02 en Ortanique y 0,30 ± 0,02 en Navelate). En las tres variedades 

el color de los frutos pre-tratados con 1-MCP y posteriormente tratados o no con etileno 

experimentaron solamente ligereas variaciones a lo largo del experimento (Figuras 15, 16 y 

17). 

 

Figura 15. Aspecto y color externo de frutos virando de la mandarina Clemenules sometidos a 
los siguientes tratamientos postcosecha: atmósfera de aire (A), etileno (E) (5 ppm) , 1-MCP (1 
ppm)+aire (MA) y 1-MCP (1 ppm)+etileno (5 ppm) (ME). El color de los frutos (parámetro 
Hunter a/b) es la media de al menos 6 frutos. Los frutos se recolectaron durante la campaña 
2008/09. 
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1. Efecto de la aplicación de etileno y del inhibidor de su acción, 1-MCP, en la emisión 

de CVs en frutos virando de la mandarina Clemenules, el híbrido Ortanique y la naranja 

Navelate 

 

Durante los diferentes tratamientos postcosecha se analizó el perfil de emisión de CVs por 

los frutos, identificándose un total de 37, 61 y 86 compuestos diferentes en Clemenules, 

Ortanique y Navelate, respectivamente. La emisión total de volátiles, expresada como suma de 

todos los CVs cuantificados, fue máxima al inicio del experimento, presentando mayor 

concentración en los frutos de Ortanique (242 ng/g PF), seguido de la naranja Navelate (172 

ng/g PF) y finalmente en la mandarina Clemenules (29 ng/g PF) (Tablas 16, 17 y 18). En 

general, en el aroma de los frutos recién recolectados de las tres variedades destacaron los 

monoterpenos por su mayor abundancia y los sesquiterpenos por su mayor diversidad.  

Figura 16. Aspecto y color externo de frutos virando del híbrido Ortanique sometidos a los 
siguientes tratamientos postcosecha: atmósfera de aire (A), etileno (E) (5 ppm), 1-MCP (1 
ppm)+aire (MA) y 1-MCP (1 ppm)+etileno (5 ppm) (ME). El color de los frutos (parámetro 
Hunter a/b) es la media de al menos 6 frutos. Los frutos se recolectaron durante la campaña 
2008/09. 

Figura 17. Aspecto y color externo de frutos virando de la naranja Navelate sometidos a los 
siguientes tratamientos postcosecha: atmósfera de aire (A), etileno (E) (5 ppm), 1-MCP (1 
ppm)+aire (MA) y 1-MCP (1 ppm)+etileno (5 ppm) (ME). El color de los frutos (parámetro 
Hunter a/b) es la media de al menos 6 frutos.Los frutos se recolectaron durante la campaña 
2009/10. 



Resultados 

- 95 - 
 

 T
ab

la
 1

6.
 E

fe
ct

o 
de

 l
a 

ap
li

ca
ci

ón
 p

os
tc

os
ec

ha
 d

e 
et

il
en

o 
(5

 p
pm

) 
 y

 d
e 

1-
M

C
P

 (
1 

pp
m

) 
in

di
vi

du
al

m
en

te
 o

 e
n 

co
m

bi
na

ci
ón

 s
ob

re
 l

a 
em

is
ió

n 
de

 l
os

C
V

s 
m

ay
or

it
ar

io
s 

en
 f

ru
to

s 
vi

ra
nd

o 
de

 l
a 

m
an

da
ri

na
 C

le
m

en
ul

es
. 

C
ad

a 
va

lo
r 

co
rr

es
po

nd
e 

a 
la

 m
ed

ia
 ±

 D
E

 d
e 

al
 m

en
os

 3
 r

ép
li

ca
s 

de
 6

 f
ru

to
s 

ca
da

un
a.

 L
os

 f
ru

to
s 

se
 r

ec
ol

ec
ta

ro
n 

en
 la

 c
am

pa
ña

 2
00

7/
08

. 

M
o

n
o

te
rp

e
n

o
s

 h
id

ro
c
ar

b
o

n
a
d

o
s

α
-P

in
e

n
o

0,
4
8

±
0,

1
7

0
,3

0
±

0
,2

1
0,

2
2

±
0,

0
3

0
,6

8
±

0
,4

8

S
a
b

in
e

n
o

0,
3
1

±
0,

1
8

L
im

o
n

e
n

o
2
2,

9
0

±
4,

6
7

2
,1

1
±

0
,2

7
3
,1

1
±

1
,5

5
0,

7
5

±
0,

3
0

1
,5

4
±

0
,8

7
0
,6

7
±

0
,1

0
3,

0
8

±
0,

2
3

5
,2

1
±

1
,2

3
2
,2

0
±

0
,3

4

O
ci

m
e

n
o

4,
0
7

±
4,

4
4

5
,9

2
±

0
,9

0
1
,4

5
±

0
,0

2
2
2,

1
8

±
1,

2
9

1
3
,2

2
±

7
,8

5
1
1
,8

2
±

1
,4

8
0,

1
9

±
0,

0
8

0
,1

6
±

0
,1

4

P
e

ri
ll
e

n
0,

3
4

±
0,

2
3

0
,7

7
±

0
,0

2
0
,1

7
±

0
,0

1
1
1,

3
9

±
3,

1
1

6
,4

9
±

2
,1

5
1
,0

0
±

0
,2

2
0,

2
0

±
0,

0
1

0
,2

1
±

0
,1

4
0
,1

9
±

0
,0

6

L
in

a
lo

l
0,

0
4

±
0,

0
1

0
,0

4
±

0
,0

2
0,

1
1

±
0,

0
3

0
,0

8
±

0
,0

1
0
,1

7
±

0
,0

1
0
,0

5
±

0
,0

3

α
-S

e
li
n

e
n

o
0
,0

4
±

0
,0

1
0,

1
6

±
0,

0
3

β
-S

e
li
n

e
n

o
0,

1
6

±
0,

0
1

T
ra

n
s

 c
a
ri

o
fi

le
n

o
0,

6
5

±
0,

0
5

0
,5

8
±

0
,2

6
1
,9

3
±

0
,0

6
1,

1
8

±
0,

1
2

0
,9

1
±

0
,1

5
1
,1

8
±

0
,2

5
1,

7
8

±
0,

3
4

0
,8

5
±

0
,2

7
0
,7

3
±

0
,0

5

α
-H

u
m

u
le

n
o

0
,0

8
±

0
,0

0
0,

0
4

±
0,

0
1

0,
0
9

±
0,

0
1

A
ro

m
ad

e
n

d
re

n
o

0,
0
7

±
0,

0
1

α
-G

u
rj

u
n

e
n

o
0,

0
4

±
0,

0
1

β
-C

h
am

ig
re

n
o

0,
0
6

±
0,

0
2

V
a
le

n
c
e

n
o

0
,4

1
±

0
,0

7
0
,1

3
±

0
,0

1
2,

7
5

±
0,

6
3

0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

7
±

0
,0

1

β
-F

a
rn

e
s

e
n

o
0,

1
2

±
0,

0
4

α
-F

a
rn

e
s

e
n

o
0,

2
5

±
0,

0
8

0
,4

5
±

0
,3

7
0
,7

0
±

0
,0

1
1,

5
9

±
0,

2
9

0
,7

4
±

0
,3

4
0
,4

8
±

0
,1

5
1,

9
9

±
0,

4
6

0
,8

9
±

0
,4

1
0
,3

0
±

0
,0

3

E
m

is
ió

n
 t

o
ta

l 
C

V
2
9,

3
7

±
9,

9
5

1
0
,2

2
±

2
,1

0
7
,9

5
±

1
,7

5
3
7,

5
7

±
5,

1
9

2
3
,0

3
±

1
1
,7

3
1
5
,3

5
±

2
,2

4
1
0,

6
7

±
1,

9
1

7
,7

4
±

2
,2

5
3
,6

4
±

0
,5

3

n
g

/g
 P

F
IN

IC
IO

A
lc

o
h

o
le

s
 y

 a
ld

e
h

íd
o

s
 a

li
fá

ti
c
o

s

S
e

s
q

u
it

e
rp

e
n

o
s

 l
in

e
a
le

s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

Tr
T
r

T
r

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

Tr
T
r

T
r

T
r

T
r

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

S
e

s
q

u
it

e
rp

e
n

o
s

 c
íc

li
c
o

s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

M
o

n
o

te
rp

e
n

o
s

 a
lc

o
h

o
le

s

N
.D

T
r

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

3
d

6d

A
ir

e
Et

il
e

n
o

M
C

P
+
A

ir
e

M
C

P
+
Et

il
e

n
o

A
ir

e
E
ti

le
n

o
M

C
P

+A
ir

e
M

C
P

+
E
ti

le
n

o



Resultados 

- 96 - 
 

 T
ab

la
 1

7.
 E

fe
ct

o 
de

 l
a 

ap
li

ca
ci

ón
 d

e 
et

il
en

o 
(5

 p
pm

) 
y1

-M
C

P
 (

1 
pp

m
) 

in
di

vi
du

al
m

en
te

 o
 e

n 
co

m
bi

na
ci

ón
 s

ob
re

 l
a 

em
is

ió
n 

de
 l

os
 C

V
s 

m
ay

or
it

ar
io

s
en

 f
ru

to
s 

vi
ra

nd
o 

de
l 

hí
br

id
o 

O
rt

an
iq

ue
. 

C
ad

a 
va

lo
r 

co
rr

es
po

nd
e 

a 
la

 m
ed

ia
 ±

 D
E

 d
e 

al
 m

en
os

 3
 r

ép
li

ca
s 

de
 6

 f
ru

to
s 

ca
da

 u
na

. 
L

os
 f

ru
to

s 
se

re
co

le
ct

ar
on

 e
n 

la
 c

am
pa

ña
 2

00
7/

08
.  

α
-P

in
e

n
o

1
,2

0
±

0
,1

8

β
-M

ir
c
e

n
o

6
,5

8
±

3
,0

5
1
,1

6
±

0
,8

5
0
,3

0
±

0
,2

1
1
,4

1
±

1
,0

0
0
,6

6
±

0
,4

6
0
,5

2
±

0
,1

5
0
,7

3
±

0
,5

1

L
im

o
n

e
n

o
2
2
9
,1

1
±

1
0
8
,4

9
2
,2

8
±

2
,6

3
3
7
,5

1
±

2
4
,6

8
4
,2

2
±

5
,1

4
2
6
,1

1
±

3
2
,6

0
9
,5

4
±

1
3
,0

8
1
4
,6

0
±

6
,5

5
0
,4

4
±

0
,0

1
1
1
,7

8
±

1
5
,7

7

O
c
im

e
n

o
0
,3

3
±

0
,2

3
0
,4

6
±

0
,2

7
0
,2

6
±

0
,1

2
2
,1

5
±

0
,4

7
0
,3

5
±

0
,0

3
0
,1

7
±

0
,0

1
0
,8

8
±

0
,5

8
0
,6

9
±

0
,5

0
0
,1

6
±

0
,0

3

L
in

a
lo

l
0
,0

7
±

0
,0

5

C
it

ro
n

e
la

l
0
,0

5
±

0
,0

6

G
e

ra
n

il
 a

c
e

to
n

a
0
,0

7
±

0
,0

5
0
,0

7
±

0
,0

2

α
-C

o
p

a
e

n
o

0
,0

4
±

0
,0

3

β
-S

e
li
n

e
n

o
0
,0

7
±

0
,0

2
0
,0

7
±

0
,0

1
0
,1

2
±

0
,0

1
0
,0

6
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,1

6
±

0
,0

1
0
,2

6
±

0
,0

1
0
,1

5
±

0
,0

1
0
,1

0
±

0
,0

1

α
-S

e
li
n

e
n

o
0
,1

0
±

0
,0

2
0
,0

9
±

0
,0

1
0
,1

4
±

0
,0

2
0
,0

7
±

0
,0

1
0
,0

5
±

0
,0

1
0
,2

0
±

0
,0

1
0
,2

8
±

0
,0

1
0
,1

9
±

0
,0

1
0
,1

4
±

0
,0

2

T
ra

n
s

 c
a
ri

o
fi

le
n

o
1
,4

3
±

0
,3

0
0
,9

1
±

0
,1

1
1
,1

2
±

0
,0

9
0
,8

3
±

0
,0

7
0
,5

0
±

0
,0

7
1
,4

9
±

0
,4

3
0
,9

2
±

0
,0

1
1
,6

2
±

0
,0

4
1
,1

3
±

0
,2

2

α
-H

u
m

u
le

n
o

0
,0

5
±

0
,0

1
0
,0

6
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

6
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1

A
ro

m
a
d

e
n

d
re

n
o

0
,0

5
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

8
±

0
,0

1
0
,0

9
±

0
,0

1
0
,1

5
±

0
,0

1
0
,0

9
±

0
,0

1
0
,0

6
±

0
,0

1

α
-G

u
rj

u
n

e
n

o
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

5
±

0
,0

0
0
,0

8
±

0
,0

1
0
,0

5
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1

β
-C

h
a
m

ig
re

n
o

0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

5
±

0
,0

1
0
,0

7
±

0
,0

1
0
,1

0
±

0
,0

1
0
,0

6
±

0
,0

1
0
,0

5
±

0
,0

1

G
e

rm
a
c
re

n
o

 D
0
,0

4
±

0
,0

2
0
,0

7
±

0
,0

8
0
,0

4
±

0
,0

4

V
a
le

n
c
e

n
o

2
,3

2
±

0
,3

9
1
,7

9
±

0
,3

1
2
,1

8
±

0
,0

2
1
,5

5
±

0
,1

6
0
,9

1
±

0
,1

6
3
,3

0
±

0
,1

2
4
,2

8
±

0
,2

5
3
,1

2
±

0
,1

5
2
,1

3
±

0
,3

4

α
-P

a
n

a
s

in
s

e
n

o
0
,1

1
±

0
,0

1
0
,0

9
±

0
,0

1
0
,2

0
±

0
,0

1
0
,0

7
±

0
,0

2
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,1

9
±

0
,0

1
0
,3

3
±

0
,0

2
0
,1

7
±

0
,0

1
0
,1

3
±

0
,0

2

N
o

n
a
n

a
l

0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1

H
e

x
il
 a

c
e

ta
to

0
,1

0
±

0
,0

2
0
,1

9
±

0
,0

1

B
u

ti
l 
o

c
ta

n
o

a
to

0
,0

8
±

0
,0

1

H
e

x
il
 h

e
x
a
n

o
a
to

0
,1

1
±

0
,0

1
0
,4

0
±

0
,0

1

E
m

is
ió

n
 t

o
ta

l 
C

V
2
4
1
,9

1
±

1
1
2
,9

5
5
,9

6
±

3
,3

9
4
3
,3

4
±

2
5
,9

2
9
,4

6
±

6
,1

4
2
9
,5

4
±

3
3
,8

9
1
6
,1

6
±

1
4
,1

9
2
3
,4

4
±

7
,7

5
6
,7

7
±

0
,7

5
1
6
,6

2
±

1
7
,0

3

n
g

/g
 P

F
IN

IC
IO

M
C

P
+
E
ti

le
n

o

3
d

6
d

A
ir

e

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

A
lc

o
h

o
le

s
 y

 a
ld

e
h

íd
o

s
 a

li
fá

ti
c
o

s

N
.D

T
r

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

E
s

te
re

s
 a

li
fá

ti
c
o

s

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

N
.D

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

N
.D

N
.D

T
r

T
r

S
e

s
q

u
it

e
rp

e
n

o
s

 c
íc

li
c
o

s

T
r

T
r

T
r

N
.D

T
r

T
r

M
o

n
o

te
rp

e
n

o
s

 a
ld

e
h

id
o

s
 y

 c
e

to
n

a
s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

T
r

T
r

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

M
o

n
o

te
rp

e
n

o
s

 a
lc

o
h

o
le

s

E
ti

le
n

o
M

C
P

+
A

ir
e

M
C

P
+
E
ti

le
n

o
A

ir
e

M
o

n
o

te
rp

e
n

o
s

 h
id

ro
c
a
rb

o
n

a
d

o
s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

E
ti

le
n

o
M

C
P

+
A

ir
e



Resultados 

- 97 - 
 

 T
ab

la
 1

8.
 E

fe
ct

o 
de

 la
 a

pl
ic

ac
ió

n 
de

 e
ti

le
no

 (
5 

pp
m

) 
 y

1-
M

C
P

 (
1 

pp
m

) 
in

di
vi

du
al

m
en

te
 o

 e
n 

co
m

bi
na

ci
ón

 s
ob

re
 la

 e
m

is
ió

n 
de

 lo
s 

C
V

s 
m

ay
or

it
ar

io
s

en
 f

ru
to

s 
vi

ra
nd

o 
de

 l
a 

na
ra

nj
a 

N
av

el
at

e.
 C

ad
a 

va
lo

r 
co

rr
es

po
nd

e 
a 

la
 m

ed
ia

 ±
 D

E
 d

e 
al

 m
en

os
 3

 r
ép

li
ca

s 
de

 6
 f

ru
to

s 
ca

da
 u

na
. 

L
os

 f
ru

to
s 

se
re

co
le

ct
ar

on
 e

n 
ca

m
pa

ña
 2

00
8/

09
.  

α
-P

in
e

n
o

1
,3

7
±

0
,0

6

S
a
b

in
e

n
o

2
,3

8
±

0
,3

9
0
,3

4
±

0
,0

3
0
,3

0
±

0
,2

4
0
,8

1
±

0
,8

1
0
,6

4
±

0
,3

2
0
,7

3
±

0
,7

0

3
-C

a
r
e

n
o

0
,9

9
±

0
,3

9
0
,3

0
±

0
,2

9
0
,1

7
±

0
,0

1

β
-M

ir
c
e

n
o

2
,6

8
±

0
,4

6
0
,7

4
±

0
,0

2
0
,8

5
±

0
,9

1
0
,9

6
±

0
,5

2
0
,5

1
±

0
,1

3
0
,7

8
±

0
,7

6

L
im

o
n

e
n

o
1
4
2
,0

1
±

1
0
,6

4
2
,3

6
±

0
,9

6
1
,1

0
±

0
,3

5
2
,5

3
±

1
,1

5
2
8
,0

7
±

0
,6

6
3
5
,9

9
±

3
8
,7

2
4
0
,3

3
±

2
3
,6

2
1
4
,0

8
±

7
,2

3
2
4
,3

0
±

2
5
,6

1

O
c
im

e
n

o
0
,4

8
±

0
,2

9
6
,4

8
±

3
,9

4
0
,2

2
±

0
,0

4
6
,3

3
±

5
,0

3
7
,3

9
±

3
,0

1
1
,2

6
±

0
,7

4
1
,4

7
±

1
,0

1

α
-T

e
r
p

in
o

le
n

o
0
,5

5
±

0
,1

3

L
in

a
lo

l
0
,0

4
±

0
,0

2
0
,0

4
±

0
,0

3
0
,1

0
±

0
,1

0
0
,1

4
±

0
,0

9
0
,1

2
±

0
,0

2

G
e

r
a
n

il
 a

c
e

to
n

a
0
,1

1
±

0
,0

1
0
,1

0
±

0
,0

2
0
,2

1
±

0
,0

8
0
,0

4
±

0
,0

1

β
-E

le
m

e
n

o
2
,1

7
±

0
,3

9

β
-S

e
li
n

e
n

o
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,1

5
±

0
,0

4
0
,1

3
±

0
,0

1
0
,4

6
±

0
,0

2
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

6
±

0
,0

1

δ
-S

e
li
n

e
n

o
0
,0

5
±

0
,0

2
0
,1

1
±

0
,0

2
0
,4

0
±

0
,0

8
0
,0

6
±

0
,0

2
0
,0

5
±

0
,0

1
0
,3

9
±

0
,0

4
1
,1

5
±

0
,0

4
0
,1

1
±

0
,0

1
0
,1

5
±

0
,0

1

α
-S

e
li
n

e
n

o
0
,0

9
±

0
,0

3
0
,1

3
±

0
,0

3
0
,4

9
±

0
,0

6
0
,0

9
±

0
,0

3
0
,0

8
±

0
,0

1
0
,4

8
±

0
,0

6
1
,5

2
±

0
,0

4
0
,1

6
±

0
,0

1
0
,2

2
±

0
,0

2

Is
o

c
a
r
io

fi
le

n
o

0
,0

6
±

0
,0

1

T
r
a
n

s
 c

a
r
io

fi
le

n
o

1
8
,6

3
±

4
,6

4
2
6
,9

9
±

1
,0

1
2
8
,9

3
±

0
,1

5
2
3
,8

9
±

2
,6

8
2
1
,9

7
±

0
,6

4
1
4
,1

5
±

0
,4

3
5
,9

2
±

2
,2

4
1
7
,5

±
2
,4

1
1
7
,5

1
±

2
,8

2

α
-H

u
m

u
le

n
o

0
,1

0
±

0
,0

2
0
,4

5
±

0
,0

5
1
,0

3
±

0
,0

4
0
,3

9
±

0
,0

9
0
,4

0
±

0
,0

1
0
,4

8
±

0
,0

2
0
,3

3
±

0
,0

7
0
,5

1
±

0
,0

6
0
,5

7
±

0
,1

1

A
r
o

m
a
d

e
n

d
r
e

n
o

0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,1

5
±

0
,0

2

α
-G

u
r
ju

n
e

n
o

0
,1

0
±

0
,0

2
0
,1

0
±

0
,0

1
0
,3

2
±

0
,0

1
0
,0

4
±

0
,0

1

β
-C

h
a
m

ig
r
e

n
o

0
,0

4
±

0
,0

1
0
,1

3
±

0
,0

2
0
,0

2
±

0
,0

1
0
,1

3
±

0
,0

1
0
,4

0
±

0
,0

1
0
,0

5
±

0
,0

1
0
,0

6
±

0
,0

1

V
a
le

n
c
e

n
o

1
,4

4
±

0
,4

8
2
,6

4
±

0
,3

4
7
,2

2
±

1
,2

6
1
,6

2
±

0
,5

8
1
,2

1
±

0
,0

7
6
,6

7
±

0
,7

5
2
0
,0

9
±

1
,0

2
2
,6

6
±

0
,0

5
3
,6

2
±

0
,2

9

α
-F

a
r
n

e
s

e
n

e
0
,8

7
±

0
,8

0
2
0
,9

4
±

3
,3

0
6
,5

2
±

0
,6

4
1
2
,6

8
±

6
,2

7
2
,3

6
±

1
,0

5
3
,6

9
±

0
,0

7
5
,4

4
±

2
,4

9
1
0
,6

9
±

2
,0

2

1
-H

e
x
a
n

o
l

0
,1

7
±

0
,0

1
0
,6

2
±

0
,1

9

1
-O

c
ta

n
o

l
0
,0

9
±

0
,0

6
0
,1

2
±

0
,0

4
0
,2

8
±

0
,2

9

1
-H

e
x
il
 a

c
e

ta
to

0
,0

5
±

0
,0

3
0
,1

2
±

0
,0

3
0
,2

9
±

0
,0

4

B
u

ti
l 
h

e
x
a
n

o
a
to

0
,3

1
±

0
,2

2

H
e

x
il
 b

u
ta

n
o

a
to

0
,6

9
±

0
,5

5

H
e

x
il
 h

e
x
a
n

o
a
to

0
,3

8
±

0
,0

7
4
,1

0
±

3
,0

4

B
u

ti
l 
o

c
ta

n
o

a
to

0
,1

5
±

0
,0

7

B
u

ti
l 
tr

a
n

s
-2

-h
e

x
a
n

o
a
to

0
,0

6
±

0
,0

4

H
e

x
il
 o

c
ta

n
o

a
to

0
,2

2
±

0
,1

5

β
-I

o
n

o
n

a
0
,0

4
±

0
,0

1
0
,0

7
±

0
,0

3

E
m

is
ió

n
 t

o
ta

l 
C

V
1
7
2
,5

7
±

1
7
,8

0
4
0
,3

8
±

7
,2

4
6
1
,3

4
±

5
,6

1
4
1
,7

±
1
0
,4

7
3
,7

±
1
0
,9

6
5
,7

±
4
3
,9

8
9
,2

±
3
5
,0

4
2
,0

±
1
2
,9

5
9
,5

±
3
2
,9

n
g

/g
 P

F
IN

IC
IO

N
.D

N
.D

O
tr

o
s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

T
r

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

E
s

te
r
e

s
 a

li
fá

ti
c
o

s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

T
r

T
r

S
e

s
q

u
it

e
r
p

e
n

o
s

 l
in

e
a
le

s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

A
lc

o
h

o
le

s
 y

 a
ld

e
h

íd
o

s
 a

li
fá

ti
c
o

s

N
.DT
r

T
r

T
r

T
r

T
r

N
.D

T
r

N
.D

T
r

N
.D

N
.D

N
.D T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

T
r

N
.D

N
.D

T
r

T
r

N
.D

N
.D

N
.D

T
r

S
e

s
q

u
it

e
r
p

e
n

o
s

 c
íc

li
c
o

s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

M
o

n
o

te
r
p

e
n

o
s

 h
id

r
o

c
a
r
b

o
n

a
d

o
s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

3
d

6
d

A
ir

e
E
ti

le
n

o
M

C
P

+
A

ir
e

M
C

P
+
E
ti

le
n

o
A

ir
e

E
ti

le
n

o
M

C
P

+
A

ir
e

M
C

P
+
E
ti

le
n

o

M
o

n
o

te
r
p

e
n

o
s

 a
lc

o
h

o
le

s

N
.D

T
r

T
r

T
r

M
o

n
o

te
r
p

e
n

o
s

 é
s

te
r
e

s



Resultados 

- 98 - 
 

En las Tablas 16, 17 y 18 se muestran los cambios en la emisión de los CVs de los frutos 

de Clemenules, Ortanique y Navelate a los 3 y 6 días de tratamiento. En las tres variedades, las 

diferentes familias de CVs identificados siguieron las mismas tendencias en respuesta al etileno 

o 1-MCP. Dentro del grupo de los monoterpenos hidrocarbonados destacó el limoneno, por ser 

el CV mayoritario, con valores de emisión comprendidos entre 23 y 220 ng/g PF, que se 

redujeron drásticamente respecto a los iniciales, con independencia del tratamiento, más de 30 

veces en Clemenules, y cerca de 500 y 100 veces en Ortanique y Navelate, respectivamente. 

Otros monoterpenos relativamente abundantes, como el sabineno, α-pineno y β-mirceno con 

valores iniciales de emisión comprendidos entre 0,3-2,4; 0,5-1,4 y 2,7-6,6 ng/g PF, 

respectivamente, mostraron una clara disminución en los frutos a lo largo de los tratamientos. El 

ocimeno también fue un CV relativamente abundante, con una concentración inicial entre 0,33 y 

4,07 ng/g PF, siendo mayoritario en la mandarina. En contraste con la evolución observada para 

el resto de monoterpenos, el ocimeno aumentó de forma importante y transitoria (a los 3 días) 

en los frutos pre-tratados con 1-MCP, alcanzando valores entre 5-10 veces superiores a los 

iniciales, y disminuyó también de forma transitoria en los frutos de Clemenules y Navelate 

tratados con etileno. 

El linalol fue el único monoterpeno alcohol que se detectó en el espacio de cabeza de los 

frutos al inicio del experimento y, tanto en Clemenules como en Navelate, su emisión se 

mantuvo o aumentó en los frutos pre-tratados con 1-MCP y disminuyó en los tratados con 

etileno. En los frutos de Ortanique su emisión sólo se detectó a niveles cuantificables en los 

frutos recién recolectados (0,07 ng/g PF). 

 En el grupo de sesquiterpenos cíclicos se observaron dos claros perfiles de emisión en 

respuesta a los distintos tratamientos: en un primer grupo se agruparon aquellos con una 

emisión inicial muy baja que se redujo a lo largo de los diferentes tratamientos, como el α-

copaeno o el β-cubebeno, sólo presentes en concentraciones traza en algunos tratamientos. El 

segundo grupo lo componen un mayor número de sesquiterpenos que se estimularon por el 

tratamiento con etileno, bien de forma transitoria, como el α-humuleno, o de forma progresiva, 

como los selinenos, aromadendreno y valenceno, entre otros. Cabe destacar la emisión de trans 

cariofileno en Navelate y Clemenules como el sesquiterpeno más abundante (en un rango de 0,5 

a 29 ng/g PF) al inicio del experimento y cuya emisión fue mayor en los frutos tratados con 

etileno. Dentro de este grupo, el valenceno fue el sesquiterpeno que mostró un aumento más 

notable en respuesta a la aplicación de etileno exógeno, siendo el mayoritario en todas las 

variedades a los 6 días de exposición al gas, alcanzando concentraciones en el espacio de cabeza  

de 3, 5 y 20 ng/g PF, en Clemenules, Ortanique y Navelate, respectivamente. 

Es interesante mencionar que el tratamiento con etileno estimuló la emisión de ésteres 

alifáticos, principalmente en Navelate y, en menor medida Ortanique, alcanzándose valores 

máximos de emisión a los 6 días del tratamiento (Tabla 17 y 18). Entre los ésteres destacaron el 
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hexil acetato, con valores similares en ambas variedades (0,2-0,3 ng/g PF) y hexil hexanoato que 

en Navelate alcanzó una emisión 10 veces superior a la de Ortanique. Además, el tratamiento con 

etileno estimuló la emisión de CVs norisoprenoides (derivados de carotenoides) como la β-

ionona, geranil acetona o β-ciclocitral, aunque este último en niveles traza.  

 

2. Efecto de la aplicación de etileno y del inhibidor de su acción, 1-MCP, en el 

contenido de CVs en el flavedo de frutos virando de la mandarina Clemenules, el híbrido 

Ortanique y la naranja Navelate 

  

El efecto de la aplicación de etileno y de 1-MCP en el contenido y la composición de CVs 

del flavedo de los frutos de las tres variedades se muestra en las Tablas 19, 20 y 21. La variedad 

que presentó mayor diversidad de CVs fue la mandarina Clemenules (115), mientras que en los 

extractos de Navelate y Ortanique se identificaron solo 79 y 72 CVs, respectivamente. Es 

interesante, sin embargo, que el mayor contenido de CVs se cuantificó en el flavedo de 

Ortanique, llegando a valores próximos a 14 mg/g PF, seguidos de 10,2 y 6,1 mg/g PF en el 

flavedo de Navelate y Clemenules, respectivamente (Tablas 19, 20 y 21).  

En general, dentro de una misma variedad no se observaron variaciones importantes en la 

concentración de los diferentes CVs entre los diferentes tratamientos y el tiempo de los mismos, 

y se mantuvieron las diferencias entre las variedades (Tablas 19, 20 y 21). El limoneno fue el 

componente mayoritario en todas las situaciones, representando alrededor del 90% del total de 

CVs. El contenido de limoneno se redujo a los 3 días del tratamiento con etileno, especialmente 

en los frutos de Ortanique y Navelate con mayores contenidos iniciales. Dentro el grupo de los 

monoterpenos hidrocarbonados, el sabineno y β-mirceno estuvieron en proporciones más 

abundantes (en torno a 100 g/g PF). El ocimeno también fue un CV relativamente abundante, 

principalmente en los frutos de Ortanique cuyo contenido fue 3 veces superior al de las otras 

dos variedades. El linalol fue el monoterpeno alcohol mayoritario, con concentraciones  entre 16 

y 67 g/g PF, seguido del L-α-terpineol (entre 10 y 26 g/g PF) y, en general, sus 

concentraciones se mantuvieron relativamente constantes a lo largo del experimento. Otros 

monoterpenos de interés fueron los de tipo aldehído, como el geranial que fue más abundante en 

Navelate (10-16 g/g PF) y el citronelal que presentó su máximo contenido en Ortanique (5,5-

13 g/g PF). 
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En las tres variedades estudiadas se identificaron un amplio número de sesquiterpenos, mayor 

en los frutos de Navelate y Ortanique al inicio del experimento. Entre los cíclicos destacó, por su 

abundancia y por estar presente en todas las variedades, el α-copaeno (2-4 g/g PF). Otros 

sesquiterpenos importantes fueron el muroleno (en Clemenules y Ortanique, entre 4 y 10 g/g 

PF), el germacreno D (en Clemenules y Ortanique, entre 1 y 3 g/g PF) y el -cubebeno (en 

Clemenules y Navelate, entre 1 y 3 g/g PF). El epi-biciclosesquifelandreno también se detectó 

en las 3 variedades, aunque en concentraciones variables, y el -cadineno fue exclusivo de 

Navelate, en concentraciones relativamente elevadas (entre 2,5 y 5,6 g/g PF). El β-

sesquifelandreno sólo se encontró en Clemenules (entre 1 y 3,7 g/g PF), mientras que el 

valenceno únicamente se detectó en el flavedo de frutos de Ortanique y alcanzó su contenido 

máximo en los frutos tratados 6 días con etileno (4,96 g/g PF).  

El grupo de los aldehídos y alcoholes alifáticos fue relativamente abundante, siendo el 

principal representante el octanal en Navelate, y el decanal en Clemenules y Ortanique. Por 

último, destacar que no se identificaron ésteres alifáticos en los extractos del flavedo en ninguna 

de las variedades, ni por ningún tratamiento, a diferencia de su marcada emisión en los frutos de 

las variedades Ortanique y Navelate en respuesta al etileno (Tablas 19, 20 y 21).  

 

3. Efecto de la aplicación de etileno y del inhibidor de su acción, 1-MCP, en la 

expresión de diferentes terpeno sintasas en el flavedo de frutos virando de la mandarina 

Clemenules, el híbrido Ortanique y la naranja Navelate 

 

El efecto del tratamiento con etileno y del inhibidor de su acción, 1-MCP, sobre la 

expresión de genes implicados en la biosíntesis de CVs se analizó en el flavedo de los frutos de 

las tres variedades estudiadas. Mediante RT-qPCR se determinó la expresión relativa de siete 

terpeno sintasas: β-pineno sintasa (β-PIN), limoneno sintasa 1 (LIM 1), limoneno sintasa 2 (LIM 

2), ocimeno sintasa (OCI), linalol sintasa (LIN), valenceno sintasa (VAL) y TPS3 (sesquiterpeno 

sintasa multiproducto) (Figuras 18, 19 y 20). Para comparar con exactitud la expresión de un 

mismo gen entre las diferentes variedades, los valores de expresión para cada gen, excepto el 

gen LIN, se normalizaron respecto a los valores obtenidos en el flavedo de frutos de Ortanique 

recién recolectados, a los que se les asignó un valor relativo de 1. Los valores de expresión del 

gen LIN se normalizaron respecto al de los frutos de Clemenules tratados con etileno durante 6 

días, ya que en frutos de Ortanique la expresión del gen LIN fue extremadamente baja.  
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Figura 18. Efecto de la aplicación de etileno (5 ppm) y 1-MCP (1 ppm) individualmente o en 
combinación, en la expresión relativa de 6 genes de terpeno sintasas en el flavedo de frutos de 
la mandarina Clemenules. Los genes analizados fueron: β-pineno sintasa (β-PIN), limoneno 
sintasa 1 y 2 (LIM 1 y LIM 2), ocimeno sintasa (OCI), linalol sintasa (LIN) y valenceno sintasa 
(VAL). Los valores obtenidos para cada gen están normalizados frente al nivel de expresión 
del flavedo de frutos de Ortanique en el estadío V, al que se le asignó un valor relativo de 1, 
excepto para el gen LIN que se normalizó frente al flavedo de Clemenules tratado con etileno 
6 días. 
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Figura 19. Efecto de la aplicación de y etileno (5 ppm) 1-MCP (1 ppm) individualmente o en 
combinación, en la expresión relativa de 6 genes de terpeno sintasas en el flavedo de frutos del 
híbrido Ortanique. Los genes analizados fueron: β-pineno sintasa (β-PIN), limoneno sintasa 1 
y 2 (LIM 1 y LIM 2), ocimeno sintasa (OCI), linalol sintasa (LIN) y valenceno sintasa (VAL). 
Los valores obtenidos para cada gen, están normalizados frente al nivel de expresión del 
flavedo de frutos de Ortanique en el estadío V, al que se le asignó un valor relativo de 1, 
excepto para el gen LIN que se normalizó frente al flavedo de Clemenules tratado con etileno 
6 días. 
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Las distintas terpeno sintasas analizadas mostraron diferentes patrones de expresión en 

respuesta a los diferentes tratamientos. En general, para un mismo gen el perfil de expresión en 

respuesta a los diferentes tratamientos fue similar en las tres variedades, lo que indica un patrón 

de regulación similar, a pesar de que los valores de expresión relativa para los diferentes genes 

fueron distintos entre variedades. Los niveles de expresión relativa de LIM 1 fueron muy 

similares entre las tres variedades, mientras que LIM 2 se expresó a más bajos niveles en 

Figura 20. Efecto de la aplicación de etileno (5 ppm) y 1-MCP (1 ppm) individualmente o en 
combinación, en la expresión relativa de 6 genes de terpeno sintasas en el flavedo de frutos de 
la naranja Navelate. Los genes analizados fueron: β-pineno sintasa (β-PIN), limoneno sintasa 1 
y 2 (LIM 1 y LIM 2), ocimeno sintasa (OCI), linalol sintasa (LIN) y valenceno sintasa (VAL). 
Los valores obtenidos para cada gen, están normalizados frente al nivel de expresión del 
flavedo de frutos de Ortanique en el estadío V, al que se le asignó un valor relativo de 1, 
excepto para el gen LIN que se normalizó frente al flavedo de Clemenules tratado con etileno 6 
días. 
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Clemenules y Navelate que en Ortanique. En general, en los frutos de las tres variedades la 

expresión de ambos genes descendió durante la conservación en aire, pero en mayor medida por 

el tratamiento con etileno a los 3 días. En Clemenules y Ortanique el efecto represor del etileno 

se perdió a los 6 días, para alcanzar valores superiores (Figuras 18, 19 y 20).  

El patrón de expresión de los genes β-PIN y OCI en respuesta a los diferentes 

tratamientos fue similar aunque se encontraron algunas diferencias destacables. El efecto más 

significativo de la expresión del gen β-PIN en Clemenules fue la represión por etileno a los 3 

días, mientras que posteriormente se redujo también por los otros tratamientos. Respecto al gen 

OCI en la mandarina, se observó una activación a los 3 días en los frutos pre-tratados con 1-

MCP, que desapareció posteriormente. Es interesante mencionar que los niveles de expresión 

del gen β-PIN fueron en rangos similares en los frutos de las tres variedades, mientras que los 

del gen OCI alcanzaron niveles de expresión muy superiores en los de Clemenules y Navelate 

(Figuras 18 y 20). En Ortanique la expresión relativa de β-PIN y OCI fue máxima a los 3 días 

en los frutos tratados con 1-MCP+etileno, mientras que en el resto de tratamientos se mantuvo a 

niveles estables y similares a los iniciales (Figura 19). En los frutos de naranja, la máxima 

expresión de β-PIN y OCI se alcanzó a los 3 días en los frutos almacenados en aire, mientras 

que el etileno redujo su expresión entre 45 y 15 veces en el caso de la β-PIN y OCI, 

respectivamente. Después de 6 días, la expresión de ambos genes fue baja en todos los 

tratamientos (Figura 20).  

La expresión de LIN se estimuló en respuesta al pre-tratamiento con 1-MCP en todas las 

variedades y, en general, fue menor en los frutos tratados con etileno respecto al resto de 

tratamientos. Es interesante mencionar que los niveles de expresión relativa de LIN fueron 

similares en Navelate y Clemenules, mientras que en Ortanique fueron más de 50 veces 

menores. 

La sesquiterpeno sintasa VAL mostró un claro incremento de la expresión en respuesta al 

tratamiento con etileno en las tres variedades, siendo el efecto relativo mucho mayor en los 

frutos de Navelate, seguido de Clemenules y Ortanique. Es interesante mencionar que en los 

frutos de naranja incubados en aire los niveles de transcritos de la VAL también se 

incrementaron, pero no en las otras variedades y en todas ellas el pre-tratamiento con 1-MCP 

redujo su expresión (Figuras 18, 19 y 20). En cuanto a la sesquiterpeno sintasa multiproducto 

TPS3 no se detectó expresión significativa en ninguna de las muestras analizadas excepto en el 

flavedo de Navelate al inicio del experimento (datos no mostrados)  

 

4. Efecto de la aplicación de etileno y el inhibidor de su acción, 1-MCP sobre la 

biosíntesis de CVs en frutos maduros de la naranja Navelate 
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El objetivo de este apartado fue comprobar si el efecto del etileno en la emisión y 

contenido de CVs, y en la expresión de genes de terpeno sintasas puede depender del estado de 

maduración del fruto. Por ello, se utilizaron frutos maduros totalmente coloreados (a/b = 0,60 ± 

0,04) de la naranja Navelate y se sometieron a los mismos tratamientos descritos en el apartado 

anterior para frutos virando, y así comparar el efecto del etileno exógeno y de la inhibición de su 

acción por 1-MCP en ambos estadíos de maduración. En la Figura 21 se muestra el aspecto y 

los cambios en el color externo de los frutos maduros de la naranja Navelate, donde se 

comprobó que el etileno estimuló la coloración del fruto (0,78 ± 0,05), mientras que el resto de 

tratamientos se mantuvieron relativamente constantes a lo largo del experimento.  

 

 

 

4.1. Efecto de la aplicación de etileno y del inhibidor de su acción, 1-MCP, en la 

emisión de CVs en frutos maduros de la naranja Navelate 

En la emisión de CVs en frutos maduros de la naranja Navelate se identificaron un total 

de 76 componentes diferentes. En todos los tratamientos, al igual que lo observado durante la 

maduración natural (capítulo I), los monoterpenos fueron los componentes más abundantes, 

mientras que los sesquiterpenos los de mayor diversidad. En los frutos tratados con etileno 

tuvieron especial relevancia el grupo de los ésteres alifáticos, especialmente a los 7 días del 

tratamiento (Tabla 22).  

Entre los diferentes tratamientos se observaron diferencias importantes en la emisión de 

CVs. La mayor emisión se produjo en los frutos recién cosechados, que descendió bruscamente 

(70%) solo tres días después de la recolección, para aumentar a los 7 días a valores del doble. 

Este fuerte descenso se redujo parcialmente en los frutos pre-tratados con 1-MCP, así como en 

los tratados con etileno, que experimentaron un descenso más moderado (Tabla 22). 

Figura 21. Aspecto y color externo de frutos maduros de la naranja Navelate sometidos a los 
siguientes tratamientos postcosecha: atmósfera de aire (A), etileno (E) (5 ppm), 1-MCP (1 
ppm)+aire (MA) y 1-MCP (1 ppm)+etileno (5 ppm) (ME). El color de los frutos (parámetro 
Hunter a/b) es la media de al menos 6 frutos. Los frutos se recolectaron durante la campaña 
2007/08. 
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En general, el tratamiento con etileno mantuvo o estimuló ligeramente la emisión de todos 

los grupos de CVs respecto al resto de tratamientos. Entre los monoterpenos hidrocarbonados 

destacó el limoneno como el monoterpeno mayoritario (27-70% del total), con un valor de 

emisión inicial de 87 ng/g PF que descendió bruscamente en los frutos control y se redujo 

ligeramente en los frutos pre-tratados con 1-MCP. El etileno, sin embargo redujo el fuerte 

descenso en la emisión de limoneno. Un comportamiento comparable se detectó en la emisión 

de los monoterpenos sabineno y β-mirceno. El ocimeno presentó variaciones en la emisión, ya 

que aumentó a los cuatro días de forma destacable por el tratamiento con etileno y en menor 

medida por 1-MCP, para descender drásticamente a los 7 días. El linalol fue el único 

monoterpeno alcohol que se emitió en concentraciones detectables al inicio del experimento 

(0,15 ng/g PF), para descender a valores no detectables posteriormente.  

Entre los sesquiterpenos más abundantes destacaron el trans cariofileno (0,7-7,1 ng/g PF), 

α-selineno (0,47-0,97 ng/g PF) y el valenceno. Este último sesquiterpeno fue el mayoritario 

(18,76 ng/g PF) y mientras que en los frutos virando se detectó una clara estimulación por 

etileno, en los frutos de naranja maduros se redujo en todos los tratamientos y con menores 

diferencias entre los mismos (Tabla 22).  

Como se ha mencionado anteriormente, en el espacio de cabeza de frutos maduros de la 

naranja Navelate tratados con etileno destacó el amplio número de ésteres alifáticos, 

identificándose hasta un total de 13. Entre éstos destacaron el hexil hexanoato (desde 0,3 a 10,1 

ng/g PF), hexil butanoato (desde trazas a 6,95 ng/g PF) y etil octanoato (desde trazas a 2,7 ng/g 

PF). La máxima emisión de estos ésteres alifáticos se produjo a los 4 días del tratamiento con 

etileno, excepto en el caso del butil hexanoato y el etil octanoato que se produjo a los 7 días. 

También se identificaron 3 ésteres ramificados, aunque en concentraciones inferiores a los 

alifáticos. En general, el pre-tratamiento de los frutos con 1-MCP evitó la emisión de la mayoría 

de ésteres inducida por el etileno (Tabla 22). Por último, mencionar la presencia de la β-ionona 

(desde trazas a 0,04 ng/g PF), descrita como volátil norisoprenoide procedente del catabolismo 

del β-caroteno u otros carotenoides con anillos β-ionona no sustituidos y, por tanto, 

posiblemente asociada a la activación de la degradación de determinados carotenoides en frutos 

maduros. 

 

4.2. Efecto de la aplicación de etileno y del inhibidor de su acción, 1-MCP,  en el 

contenido de CVs en el flavedo de frutos maduros de la naranja Navelate 

En el flavedo de frutos maduros de la naranja Navelate se identificaron un total 76 CVs 

diferentes y entre los diferentes tratamientos no se observaron diferencias cuantitativas 

significativas en el contenido total de CV (Tabla 23).  
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En general, la concentración de los monoterpenos hidrocarbonados y alcoholes disminuyó 

en todos los tratamientos, y sólo en los frutos pre-tratados con 1-MCP y posteriormente con 

etileno (7 días) se observó un ligero aumento (Tabla 23). El limoneno fue el CV mayoritario, 

con una abundancia máxima comprendida entre 4,8 y 7,0 mg/g PF. Otros monoterpenos 

relativamente abundantes fueron el sabineno y β-mirceno, con concentraciones que oscilaron 

entre 94 y 190 g/g PF. El linalol fue el monoterpeno alcohol mayoritario con niveles 

comprendidos entre 33-49 g/g PF, observándose un ligero descenso en los frutos tratados con 

etileno. Además, entre los monoterpenos oxigenados destacaron el L-α-terpineol o geranial, que 

siguieron una tendencia similar a la del linalol. 

Entre los sesquiterpenos cíclicos destacó por su abundancia el valenceno (2,9-8,5 g/g 

PF), seguido del trans cariofileno (2,3-4,7 g/g PF), δ-cadineno y germacreno D (0,9-2,9 g/g 

PF). En general, el contenido de los sesquiterpenos se mantuvo relativamente constante a lo 

largo del experimento, aunque a los 7 días se observó una tendencia a disminuir en los frutos 

tratados con etileno y a aumentar en los pre-tratados con 1-MCP (Tabla 23). El sesquiterpeno 

lineal β-farneseno fue el único representante de este grupo y su concentración osciló entre 2,9-

7,5 g/gPF, siguiendo una tendencia similar a la descrita previamente para los sesquiterpenos 

cíclicos.  

Dentro del grupo de alcoholes y aldehídos alifáticos destacaron el octanal y, en menor 

medida, el nonanal, con concentraciones máximas en torno a 55,8 y 5,8 g/g PF, 

respectivamente. Es importante destacar que a diferencia de lo observado en la emisión de CVs 

en frutos intactos (Tabla 22), no se detectaron ésteres de tipo alifático en el contenido en el 

flavedo (Tabla 23). 

 

4.3. Efecto de la aplicación de etileno y del inhibidor de su acción, 1-MCP, en la 

expresión de genes implicados en la síntesis de CVs en frutos maduros de la naranja 

Navelate 

Finalmente, se analizó el efecto de la aplicación de etileno y del pre-tratamiento con 1-

MCP en la expresión de 7 terpeno sintasas, de forma similar a los frutos de naranja virando de 

color. Los genes β-PIN, LIM 1 y LIM 2 mostraron patrones de expresión muy variables y sin 

una clara tendencia en respuesta a los tratamientos realizados (Figura 22). La acumulación de 

los transcritos de OCI y LIN aumentó a los 4 días en todas las condiciones estudiadas respecto a 

los valores iniciales, aunque este incremento fue especialmente relevante en frutos pre-tratados 

con 1-MCP. Sin embargo, a los 7 días de tratamiento la expresión de estos dos genes disminuyó 

a valores no detectables o similares a los iniciales, y solo se mantuvo (LIN) o aumentó (OCI) en 

los fruto tratados con etileno. 
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La expresión relativa de VAL aumentó de forma importante (x4) en el flavedo de los 

frutos tratados etileno, mientras que en el resto de los tratamientos se mantuvo a niveles 

similares a los iniciales (Figura 22). En cuanto a la TPS3, no se detectó expresión en el flavedo 

de frutos maduros de la naranja Navelate. 

 

 

 

 

 

 

Tratamiento

E
xp

re
si

ó
n 

re
la

tiv
a

0

50

100

150

200

250

0

4d

LIN

A E MEMA A E MEMA

7d

Tratamiento

E
xp

re
si

ó
n 

re
la

tiv
a

0

50

100

150

200

0

4d

VAL

A E MEMA A E MEMA

7d

E
xp

re
si

ón
 r

e
la

tiv
a

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6
LIM1

E
xp

re
si

ó
n 

re
la

tiv
a

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4
LIM2

E
xp

re
si

ó
n 

re
la

tiv
a

0,0

1,0

2,0

3,0
-PIN

E
xp

re
si

ó
n 

re
la

tiv
a

0

20

40

60

80

100
OCI

Figura 22. Efecto de la aplicación de etileno (5 ppm) y 1-MCP (1 ppm) individualmente o en 
combinación, en la expresión relativa de 6 genes de terpeno sintasas en el flavedo de frutos 
maduros de la naranja Navelate. Los genes analizados fueron: β-pineno sintasa (β-PIN), 
limoneno sintasa 1 y 2 (LIM 1 y LIM 2), ocimeno sintasa (OCI), linalol sintasa (LIN) y 
valenceno sintasa (VAL). Los valores obtenidos para cada gen, están normalizados frente al 
nivel de expresión del flavedo de frutos de Ortanique en el estadío V al que se le asignó un 
valor de 1. 
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5. Efecto de la aplicación de etileno y del inhibidor de su acción, 1-MCP, en la 

expresión de un gen de una alcohol aciltransferasa en el flavedo de frutos cítricos  

 

La emisión de ésteres alifáticos aumenta de forma muy importante en respuesta al 

tratamiento con etileno en frutos de la naranja Navelate y, en menor medida, en frutos del 

híbrido Ortanique (Tablas 17 y 18). Con el objetivo de profundizar en el estudio de la 

regulación de la biosíntesis de ésteres alifáticos en frutos cítricos se realizó una búsqueda de 

genes homólogos a alcohol aciltransferasas (AATs) de otros frutos (melón, manzana y fresa) 

que se han descrito como claves en la biosíntesis de ésteres alifáticos o ramificados en frutos 

(Aharoni et al., 2000; Flores et a., 2002; Schaffer et al., 2007) en bases de datos públicas de 

secuencias de EST de cítricos (HarvEST, CFGP) y de proyectos de secuenciación del genoma 

de naranja y mandarina (Phytozome). Esta búsqueda permitió identificar tres genes de cítricos 

(aCL1541contig1, aCL233Contig2 y CB292557) con un porcentaje de identidad de secuencia a 

nivel de proteína entre 40% y 51% con AATs de melón, manzana y fresa. Un análisis preliminar 

de la expresión de estos genes y distribución de los ESTs correspondientes en las bases de datos 

de cítricos mostró que aCL1541contig1, aCL233Contig2 se expresaban mayoritariamente en 

tejido verde (hojas o piel de frutos inmaduros), mientras que la expresión de CB292557 estaba 

enriquecida en genotecas de tejidos de frutos de naranja, por tanto para este trabajo se 

seleccionó el gen CB292557, denominado en esta Tesis como CsAAT, para posteriores estudios. 

En base a la secuencia de CsAAT se diseñaron cebadores para analizar su expresión mediante 

RT-qPCR en el flavedo de los frutos de las tres variedades sometidos a diferentes tratamientos 

postcosecha que afectan a la emisión de ésteres, y en el caso de la naranja Navelate también se 

comparó el efecto de los tratamientos en el flavedo de frutos virando y maduros.  

La expresión de CsAAT en los frutos virando recién recolectados fue muy superior en los 

de Ortanique que en los de las otras dos variedades (Figura 23). El tratamiento con etileno 

produjo una estimulación de la CsAAT de forma muy diferente en cada variedad. Así, en el 

flavedo de frutos de Navelate virando se incrementó alrededor de 300 veces respecto a los 

valores iniciales y se mantuvo constante hasta el día 6. En frutos de Ortanique aumentó cerca de 

2 y 6 veces a los 3 y 6 días, respectivamente. Sin embargo, en el flavedo de Clemenules solo se 

estimuló después de 6 días, y los valores que alcanzó fueron menores que los iniciales de los 

frutos de naranja.  

Es interesante el hecho de que la menor estimulación de la expresión del gene CsAAT que 

se observa en los frutos de las tres variedades tratados con etileno, también se manifiesta en los 

frutos incubados en aire. Así, apenas se modificó la expresión en el flavedo de los frutos de 

Clemenules, la inducción en los de Ortanique fue relativamente importante a los 6 días, pero en 

los de Navelate fue muy superior y aumentó con el tiempo de incubación. En general, el pre-
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tratamiento de los frutos con el 1-MCP contrarrestó eficientemente los cambios en la expresión 

de la CsAAT que se indujeron tanto en etileno como en aire. 

  

 

La comparación de la expresión de CsAAT por los distintos tratamientos en frutos de 

naranja en distinto estadíos de maduración reveló que el efecto más destacable se produjo en los 

recién recolectados y en los almacenados en aire (Figura 23). En el momento de la cosecha, la 

expresión del gen CsAAT en el flavedo de los frutos maduros fue cerca de 80 veces superior a la 
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Figura 23. Efecto de la aplicación de etileno (5 ppm) y 1-MCP (1 ppm) individualmente o en 
combinación, en la expresión relativa de una alcohol aciltransferasa de cítricos (CsAAT) en el 
flavedo de frutos virando de Clemenules, Ortanique y Navelate, y de frutos maduros de 
Navelate. Los valores obtenidos están normalizados frente al nivel de expresión del flavedo de 
frutos virando de  Navelate al inicio del experimento al que se le asignó un valor de 1. A: 
Aire; E: Etileno; MA: MCP+Aire; ME: MCP+Etileno. 
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de los frutos virando, de forma consistente con la emisión de ésteres alifáticos que se detectó en 

estos mismos frutos (Tabla 22). Mientras que en estos frutos la expresión solo se incrementó 

ligeramente durante la incubación en aire, en los frutos virando se produjo una importante y 

progresiva inducción. El tratamiento con etileno, sin embargo, produzco una estimulación de la 

expresión del gen CsAAT similar en los frutos en los dos estadíos de maduración. Finalmente, el 

pre-tratamiento con 1-MCP evitó en todos los casos los cambios de expresión que se produjeron 

en los frutos incubados en aire o etileno (Figura 23). 
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DISCUSIÓN 

 

El objetivo que se ha planteado en este capítulo ha sido estudiar el efecto del etileno sobre 

la emisión de CVs en frutos de la mandarina Clemenules (Citrus clementina), el híbrido 

Ortanique (Citrus reticulata x Citrus sinensis) y la naranja Navelate (Citrus sinensis, L.Osbeck). 

Para ello, los frutos se trataron tanto con etileno, para comprobar el efecto directo de la 

hormona, como con el inhibidor de su acción, 1-MCP, para comprobar el efecto en la emisión 

natural de los frutos. 

La aplicación de etileno a los frutos virando promovió el cambio de color del flavedo, 

mientras que el inhibidor de su acción retrasó el proceso,  similar a los resultados descritos por 

otros autores (Stewart y Wheaton, 1972; Purvis y Barmore, 1981; Porat et al., 1999; Rodrigo y 

Zacarias, 2007). Además, estos tratamientos provocaron importantes diferencias en el perfil de 

emisión de los distintos CVs respecto a los que se producen durante la maduración natural. En 

general, los resultados muestran que el tratamiento con 1-MCP provocó el efecto contrario al 

tratamiento con etileno, sobre todo en cuanto a la emisión de CVs lo que sugiere que dicha 

emisión puede estar mediada por el etileno, a pesar de los bajos niveles que se producen durante 

la maduración de los frutos cítricos (Golding et al., 1999; Lurie et al., 2002; Herrera, 2007a). 

Los cambios más destacados inducidos por el etileno en la emisión de CVs fue la estimulación 

de ésteres alifáticos, como hexil hexanoato, hexil acetato y hexil butanoato, entre otros, tanto en 

frutos del híbrido Ortanique como en la naranja Navelate. Durante la maduración natural sólo se 

identificó hexil hexanoato en frutos maduros (estadío TC) de naranja (Tabla 8) y su 

concentración fue 15 veces inferior a la determinada en frutos desverdizados con etileno 

(Tablas 18). Este efecto del etileno es específico sobre la emisión de CVs, ya que en ningún 

caso se identificaron ésteres en el contenido de las glándulas del flavedo de estos frutos. En el 

híbrido la presencia de ésteres alifáticos fue menor, tanto en número como en abundancia 

respecto a la naranja, donde se llegaron a cuantificar niveles de estos compuestos hasta 9 veces 

superiores (Tablas 17 y 18). Estos resultados están de acuerdo con estudios previos en otras 

variedades de cítricos, como el híbrido Fortune, donde se comprobó que el tratamiento con 

etileno fue capaz de estimular la emisión de ésteres alifáticos de forma proporcional a la 

concentración de la hormona aplicada (Herrera, 2007a; Herrera et al., 2007b).  

En los frutos de las tres variedades estudiadas el pre-tratamiento con el inhibidor de la 

acción del etileno, 1-MCP, no estimuló la emisión de ésteres, que fue similar a la de los frutos 

mantenidos en aire, lo que indica que la emisión de estos compuestos se estimula 

específicamente por etileno y que solamente en los frutos de naranja se produce de forma 

natural la emisión de ésteres. Numerosas investigaciones han estudiado el efecto del 1-MCP 

sobre la ruta de biosíntesis de ésteres, demostrándose el papel clave del etileno regulando la 
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biosíntesis de estos compuestos, especialmente en frutos de maduración climatérica (Fan et al., 

2000; Flores et al., 2002; Lurie et al., 2002; Defilippi et al., en 2005a; Balbotín et al., 2007). En 

una línea transgénica de melón Cantaloupe en la que se inhibió la síntesis de etileno mediante la 

introducción del gen antisentido de la ACC oxidasa (ACO), enzima clave en la síntesis de 

etileno, se ha comprobado que la incubación de discos de pulpa con diferentes precursores 

afectó principalmente la reducción de ácidos grasos a aldehídos y, por tanto, parece ser la etapa 

de la ruta biosintética de ésteres dependiente de la acción del etileno. Además, en ese estudio se 

observó que los frutos transgénicos tratados con etileno y los frutos controles no transformados 

emitían los ésteres hexil y butil acetato, y el alcohol butanol, pero no los frutos transgénicos sin 

tratar, lo que indica la dependencia del etileno de este paso específico (Flores et al., 2002). En 

frutos de manzana en los que se ha inhibido la producción de etileno mediante la manipulación 

de la ACO, los estudios de Defilippi et al. (2005b) demostraron que aunque la concentración de 

la mayoría de los CVs estaba sustancialmente reducida, el efecto más claro era sobre los ésteres 

y alcoholes. Este efecto se revertía por la aplicación de etileno durante 8 días, alcanzando 

valores similares a los obtenidos en frutos no transformados. Del mismo modo, el tratamiento 

con 1-MCP en manzanas control indujo cambios en el perfil de CVs similares a los observados 

de las manzanas transgénicas ACC antisentido, reduciendo la acumulación de ésteres y sin 

grandes cambios en los aldehídos. En papaya, Balbotín et al. (2007) identificaron que los CVs 

principales son ésteres y alcoholes, y que el tratamiento con 1-MCP reducía de forma 

importante gran cantidad de ésteres, lo que indica su dependencia del etileno. En manzana 

Anna, donde los CVs mayoritarios del aroma son aldehídos, alcoholes y ésteres, la aplicación de 

1-MCP redujo un 70% la emisión de dichos CVs (Lurie et al., 2002). Del mismo modo, estudios 

en albaricoques y melón han detectado una clara reducción de los ésteres y alcoholes por el 

tratamiento con 1-MCP (Fan et al., 2000, Flores et al., 2002). La interpretación de este conjunto 

de resultados en frutos climatéricos es que el etileno estimula o induce la actividad alcohol 

deshidrogenasa y alcohol aciltransferasa, pero no la aldehído deshidrogenasa, además de otros 

elementos de la ruta biosintética de ésteres (Schaffer et al., 2007; Granell y Rambla., 2013) y, 

por ello, en la gran mayoría de frutos de maduración climatérica se produce esa importante 

estimulación de la emisión de ésteres durante la maduración. Los resultados de esta Tesis 

indican que en los frutos cítricos, a pesar de su maduración no-climatérica, tienen la capacidad 

de estimular la síntesis de ésteres específicos por el etileno, lo que indica que comparten con 

frutos climatéricos parte de los procesos característicos de la maduración, pero que han perdido 

la capacidad de activarlos de forma natural. En este sentido, es interesante destacar que los 

frutos de naranja son los únicos de los estudiados en esta Tesis en los que se pudo detectar 

emisión de ésteres durante la maduración, que parece estar mediada por el etileno endógeno, ya 

que el tratamiento con 1-MCP la redujo (Tabla 18). Este resultado sugiere que la acción del 

etileno podría tener un papel importante durante la maduración natural de los frutos de naranja 
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y, posiblemente, estos frutos pudieran ser más sensibles o tener un umbral de respuesta más bajo 

a la acción de esta hormona durante la maduración que otros frutos cítricos como la mandarina o 

los híbridos.  

Por otro lado, el análisis de la emisión de CVs en frutos de naranja en distinto estadío de 

maduración reveló que la emisión de ésteres alifáticos es altamente dependiente del estadío de 

maduración del fruto. Así, en los frutos virando de color sólo se detectó emisión de estos 

compuestos después de 6 días de exposición al etileno y emisiones traza en los frutos incubados 

en aire. Sin embargo, en frutos maduros (coloreados) fue relevante la emisión natural de ésteres 

en el momento de la cosecha, lo que indica que en los frutos de naranja la maduración natural 

conlleva la emisión de ésteres alifáticos, posiblemente en relación con un aumento en la 

sensibilidad a la acción del etileno. Estos resultados están de acuerdo con la mayor expresión 

del gen CsAAT, que codifica una enzima con homología a una alcohol aciltransferasa de fresa 

(Aharoni et al., 2000), en el flavedo de los frutos maduros. Sin embargo, durante la incubación 

en aire sólo se produjo aumento en la expresión de la CsAAT en los frutos virando, que 

alcanzaron valores muy superiores a los de los frutos maduros. El efecto estimulador del etileno 

en la emisión de ésteres y en la expresión del gen CsAAT fue diferente en función del estadío de 

maduración del fruto, ya que mientras en los frutos maduros se produjo un claro aumento en la 

emisión de estos CVs a los 3 días del tratamiento, en los virando no, a pesar de que la expresión 

de CsAAT se estimuló de forma similar en los dos casos (Tabla 18 y 22, y Figura 23). Una 

posible explicación a este proceso puede tener en cuenta que en los frutos maduros en el 

momento de la cosecha ya emitían algunos ésteres alifáticos y la posterior exposición al etileno 

estimularía un proceso ya iniciado. En los frutos virando, sin embargo, debería activarse de 

novo todo el proceso que implicaría la inducción de actividades enzimáticas clave en la síntesis 

de ésteres y síntesis de sus precursores (alcoholes, ácidos grasos, etc.) por lo que sería un 

proceso más lento, siendo necesarios 6 días de exposición a la hormona para alcanzar niveles de 

ésteres alifáticos similares a los de los frutos maduros (Tabla 18 y 22, y Figura 23).  

Además de la emisión de ésteres, el tratamiento con etileno o 1-MCP también afectó de 

forma destacada a otros CVs importantes del aroma de los frutos cítricos. En particular, destaca 

el efecto sobre la emisión del monoterpeno linalol, que se redujo durante el tratamiento con 

etileno mientras que el tratamiento con 1-MCP la incrementó o mantuvo en niveles similares a 

los iniciales, en todas las especies estudiadas (Tabla 16, 17 y 18). En frutos del híbrido Fortune 

también se observaron resultados similares (Herrera, 2007a), lo que refuerza la idea que se la 

síntesis de linalol parece inhibirse por la acción del etileno.   

En cuanto a los sesquiterpenos, los resultados de este trabajo muestran que estos CVs 

presentan una inducción por el tratamiento con etileno, especialmente la emisión de valenceno, 

que fue uno de los CVs que experimentó un mayor aumento por la aplicación de la hormona 

(Tabla 16 a 21). Estos resultados, de nuevo, coinciden con los descritos por otros autores en 
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distintas variedades de cítricos, como la mandarina híbrida Fortune y la naranja Valencia late 

(Citrus sinensis), donde también se ha observado una clara estimulación de la acumulación de 

valenceno en el flavedo en respuesta a la aplicación de etileno exógeno (Sharon-Asa et al., 

2003; Herrera, 2007a). Es interesante destacar que en este estudio el efecto de la aplicación de 

etileno se produjo sobre todo en la emisión de valenceno y no sobre su contenido (Tabla 16 a 

21), ya que el contenido de este sesquiterpeno fue variable en los frutos de las tres especies 

estudiadas, e incluso en la mandarina Clemenules y en frutos virando de la naranja Navelate no 

se detectó en nuestras condiciones experimentales (Tablas 19, 20 y 21). En los frutos del 

híbrido Ortanique se detectó la presencia de valenceno en los extractos de flavedo, pero sus 

variaciones por los distintos tratamientos no siguieron una tendencia que permita asociarlo a 

efectos específicos de la acción del etileno (Tabla 20).  

A comparar la emisión de valenceno entre los frutos virando y maduros de la naranja 

Navelate, se pudo apreciar la fuerte influencia del estadío de maduración del fruto. Así, en los 

frutos virando recién recolectados la tasa de emisión de valenceno fue unas 10 veces menor que 

en los maduros, pero los efectos del etileno y del 1-MCP fueron mucho más acusados, 

estimulando e inhibiendo, respectivamente, la emisión de valenceno (Tablas 18 y 22). Después 

de 3 y 6 días de exposición al etileno, la emisión de valenceno en los frutos virando se 

incrementó 5 y 14 veces respecto a los valores iniciales, respectivamente, y unas tres veces 

respecto a la de los frutos tratados en aire (Tabla 18). Por el contrario, en los frutos maduros la 

exposición al etileno produjo el efecto opuesto y la emisión de valenceno se redujo más de la 

mitad respecto a los valores iniciales y con mínimas diferencias respecto a los frutos en aire 

(Tabla 22). Por otro lado, es interesante destacar que en los frutos virando pre-tratados con 1-

MCP e incubados en aire se redujo sustancialmente (2,5 veces) la emisión de valenceno 

respecto a los frutos no pre-tratados, lo que indica que la emisión de este CV durante la 

maduración natural, al menos después de la cosecha, es parcialmente dependiente del etileno. 

Este conjunto de resultados demuestran que, en primer lugar, el etileno es capaz de estimular la 

emisión de valenceno cuando se está iniciando, de forma similar a lo que se ha comentado 

anteriormente para los ésteres alifáticos, posiblemente cuando el proceso está activándose, 

mientras que cuando la emisión ya ha llegado a altos niveles no se consigue mantener esa 

estimulación e incluso no requiere la presencia de etileno. Además, la emisión de valenceno que 

se produce en los frutos de naranja parece deberse a la acción del etileno, ya que se redujo de 

forma muy efectiva por el 1-MCP. Estos resultados coinciden con los obtenidos previamente en 

frutos de la mandarina híbrida Fortune donde el tratamiento con etileno también modificó de 

forma distinta la emisión de valenceno en función del estadío de maduración del fruto (Herrera, 

2007a) y sugieren que los frutos virando son más sensibles al etileno que los maduros. Este 

efecto del etileno estimulando ciertos procesos de la maduración en frutos virando de forma más 

acusada que en frutos maduros no parece ser exclusivo o restringirse a la emisión de valenceno 
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o de ésteres, ya que otros procesos como la coloración de la piel y la acumulación de 

carotenoides también experimentan un comportamiento similar (Rodrigo y Zacarías, 2007). 

Estas evidencias sugieren que el etileno puede estimular procesos que se están iniciando y que 

en fases posteriores cuando ya se ha alcanzado una alta tasa o un nivel umbral la aplicación de 

la hormona ya no produce efectos adicionales. Este fenómeno podría reflejar que el etileno 

tendría en los frutos cítricos un efecto estimulador sobre estos procesos de la maduración y que 

una vez iniciados tendría un papel más secundario. 

La aplicación de etileno a frutos cítricos provoca cambios sustanciales en la expresión 

génica, especialmente en la piel donde se ha descrito que la  hormona modifica la expresión de 

cerca de 1500 genes en frutos de mandarina Satsuma después de 3 días de tratamiento (Fujji et 

al., 2007). Entre los genes que aumentaron su expresión se encuentra una terpeno sintasa, que se 

indujo progresivamente durante el tiempo de exposición a etileno, pero no se ofrecen más 

detalles de la actividad terpeno sintasa de este gen (Fujji et al., 2007). Mayuoni et al. (2011a) 

compararon cambios fisiológicos y de calidad en la pulpa de mandarinas Michal tratadas con 

etileno y concluyeron que la hormona no parece modificar ni regular parámetros relacionados 

con la maduración interna, entre los que mencionan el aroma. De forma similar, Nishikawa et 

al. (2002) no observaron diferencias en el contenido de CVs en extractos de piel de naranja 

tratada o no con etileno. Sin embargo, el análisis de los cambios en el transcriptoma en la pulpa 

de mandarinas Michal tratadas con etileno reveló que la hormona induce una serie de cambios 

importantes en la expresión de genes de diferentes rutas metabólicas, como la de 

fenilpropanoides, carbohidratos, etc. (Mayuoni et al., 2011b), lo que sugiere que el etileno 

modifica la expresión génica en la pulpa de los frutos y puede tener un papel o afectar a 

procesos que tienen lugar en ese tejido. Sin embargo, estos estudios no aportaron evidencias de 

efectos directos en la expresión de genes implicados en la síntesis de CVs.  

El análisis de la expresión de 7 genes implicados en la síntesis de terpenos volátiles en los 

frutos de las tres variedades reveló diferencias importantes para cada gen y, además, en algunos 

casos  el patrón de  respuesta a los tratamientos fue diferente en cada variedad. En general, no se 

observó un efecto claro del etileno o del 1-MCP sobre la expresión de los dos genes de 

limoneno sintasas (LIM 1 y LIM 2). Mientras que LIM 1 se expresó a niveles similares en las 

tres variedades, LIM 2 mostró mayor expresión  en Ortanique que en Navelate o Clemenules 

(Figuras 18, 19 y 20). Los niveles de transcritos de los dos genes y en las tres variedades 

descendieron después de la cosecha y aparentemente sin un efecto significativo de regulación 

por etileno, por lo que cabe atribuirlo más probablemente a un efecto sobre los frutos 

cosechados. En el caso de la β-PIN tampoco se observaron efectos consistentes en las tres 

variedades y en respuesta a los diferentes tratamientos. En general, el patrón de expresión en la 

mandarina Clemenules y la naranja Navelate fue similar, y diferente al del híbrido Ortanique. 

Aunque el etileno aceleró el descenso a los 3 días, posteriormente también se detectó una 
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importante reducción en todos los casos. Este comportamiento junto con el del híbrido, que fue 

diferente al de las otras variedades, permite concluir que este gen no parece estar regulado por 

etileno. De forma similar, el gen OCI tampoco mostró un comportamiento consistente entre 

variedades y a pesar de que en algunos casos se estimuló por 1-MCP a los 3 días, los efectos 

desaparecieron posteriormente y el efecto del etileno exógeno no fue consistente, por lo que 

tampoco puede asociarse a una regulación mediada por la hormona.  

El gen LIN, a diferencia de los genes anteriores, presentó un patrón de expresión que 

indica que puede estar regulado negativamente por el etileno. En las tres variedades los niveles 

de transcritos se detectaron en los frutos tratados con 1-MCP e incubados en aire o en etileno, y 

la aplicación exógena de la hormona redujo el nivel de expresión en Clemenules y Navelate. 

Todo ello indica que este gen puede estar reprimido por la acción del etileno en los frutos 

cítricos. Además, este comportamiento es consistente con los datos de emisión en frutos 

intactos, ya que los mayores valores se detectaron en los frutos de Clemenules y Navelate 

tratados con 1-MCP (Tablas 16, 17 y 18). Es interesante también el hecho de que la expresión 

de LIN fue mucho mayor en estos frutos, mientras que en los de Ortanique que los valores de 

expresión relativa fueron muy inferiores (Fig. 7-9), y tampoco se detectó emisión de linalol en 

los frutos intactos. Todo ello indica una buena correlación entre los niveles de expresión de LIN 

y la emisión de linalol, que parece reprimirse por el etileno.  

La estimulación de la VAL por etileno se ha descrito anteriormente en frutos de la naranja 

Valencia (Citrus sinensis) y que su expresión aumenta progresivamente con la maduración del 

fruto (Sharon-Asa et al., 2003). Los resultados de esta Tesis muestran claramente que la 

expresión de la VAL aumenta durante la vida postcosecha de los frutos de las tres variedades 

estudiadas y que se estimula notablemente por etileno. El hecho de que en los frutos pre-

tratados con 1-MCP se reduzca notablemente la acumulación del mRNA que se produce en los 

frutos control indica que la expresión del gen de forma natural parece deberse a la acción del 

etileno. Es interesante el comportamiento de los frutos del híbrido, ya que los niveles de 

transcritos fueron menores que en las otras dos variedades (Figuras 18, 19 y 20), pero la 

emisión de valenceno fue sensiblemente superior a la de los frutos de la naranja Navelate 

(Tablas 17 y 18). A pesar de estas diferencias entre variedades que pueden ser de base genética 

y el carácter híbrido de la mandarina Ortanique, los resultados muestran una clara correlación 

entre los cambios en la expresión del gen y la emisión de valenceno en los frutos de las tres 

variedades analizadas. Los resultados en la naranja Navelate confirman esta situación, donde la 

elevada expresión que se produce en los frutos tratados 3 días con etileno (Figura 20) va 

acompañada de la mayor emisión de valenceno, con valores superiores a 20 ng/g PF (Tabla 18).  

En cuanto a las AATs, enzimas implicadas en el último paso en la síntesis de ésteres, es 

interesante mencionar que en diferentes frutos climatéricos se ha demostrado el papel clave del 

etileno en la regulación de diferentes miembros de esta familia de genes. En melón transgénico 
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Cantaloupe en el que se suprimió la síntesis de etileno endógeno, se observó una reducción 

considerable de la expresión de dos AAT (Cm-AAT1 y Cm-AAT2) y se redujo 

considerablemente la emisión de ésteres, de forma similar a lo que ocurría en los frutos 

controles tratados con 1-MCP, mostrando así una clara regulación por etileno (Yahyaoui et al., 

2002). Defilippi et al. (2005) estudiaron la implicación del etileno en la síntesis de ésteres en 

frutos de manzana en los que se había inhibido la producción etileno mediante el gen antisentido 

ACO. Estos trabajos mostraron una reducción en la emisión de ésteres asociada a una 

disminución en la actividad AAT, dependiente de etileno, mientras que la regulación de los 

genes correspondientes a las actividades ADH y LOX eran independientes de la hormona 

(Defilippi et al., 2005a, 2005b). 

Dado que la actividad AAT parece ser clave en la regulación de la síntesis de ésteres en 

diversos frutos climatéricos y no climatéricos (Aharoni et al., 2000; Flores et a., 2002;  Schaffer 

et al., 2007), en esta Tesis se llevó a cabo una búsqueda de genes de cítricos homólogos a AATs 

implicadas en la síntesis de ésteres en frutos y se identificaron diferentes genes con homología a 

AATs de melón, manzana y fresa, y tras realizar análisis de expresión preliminares, se 

seleccionó uno de ellos, CsAAT, para proseguir con el estudio. El gen CsAAT, que se identifica 

y se describe por primera vez en este trabajo, presentó una homología del 40% con una AAT de 

fresa (Aharoni et al., 2000), y mostró un patrón de expresión que se correlacionó con los datos 

de emisión de ésteres en los frutos intactos de las tres variedades. En los frutos de mandarina no 

se detectó emisión de ésteres en ninguna de las condiciones ensayadas y los niveles de 

transcritos de la CsAAT se mantuvieron a niveles mucho más bajos que en los frutos de naranja 

o el híbrido (Tablas 16, 17 y 18, y Figura 23). Además, el incremento en la expresión de 

CsAAT por etileno sólo se detectó a los 6 días de tratamiento y no estuvo acompañada de niveles 

detectables de ésteres. Estas evidencias indican la incapacidad de los frutos de mandarina de 

emitir ésteres alifáticos que podría estar estrechamente relacionada con la reducida expresión 

del gen CsAAT en estos frutos. La disponibilidad del genoma completo de la mandarina 

Clementina podría facilitar el estudio de la secuencia de este gen y analizar las posibles 

diferencias en la secuencia codificante o en otros elementos reguladores que explicasen las 

diferencias en producción de ésteres entre la mandarina y otras especies de frutos cítricos. En 

los frutos de la naranja Navelate y del híbrido Ortanique se observó un patrón de expresión de 

CsAAT que indica una clara regulación por etileno, con una fuerte estimulación por la 

exposición a la hormona y niveles más reducidos en los frutos pre-tratados con 1-MCP. Estos 

resultados corroboran los obtenidos por Herrera (2007a) en los frutos de la mandarina híbrido 

Fortune y refuerzan la conclusión de que los frutos cítricos tienen capacidad para estimular la 

actividad AAT, de forma similar a los frutos climatéricos, pero a diferencia de éstos la 

capacidad se pierde al eliminar el etileno exógeno. La comparación de la emisión de ésteres y 

expresión de CsAAT mostró que la mayor emisión de ésteres alifáticos se produce en los frutos 
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de naranja respecto a los del híbrido y ésta fue paralela a la mayor expresión del gen CsAAT e 

inducción por etileno. Parece por tanto, que los frutos de naranja son los que poseen mayor 

capacidad de emisión de ésteres alifáticos y que los híbridos, tanto Fortune como Ortanique, han 

podido heredar esta característica, mientras que en los frutos de mandarina esta actividad está 

sensiblemente reducida.  

Finalmente, el análisis de la emisión de ésteres y de la expresión del gen CsAAT en frutos 

de naranja en dos estadíos de maduración indica que, a pesar de que la regulación y 

estimulación por etileno se mantiene en un estadío de maduración más avanzado (frutos 

maduros o coloreados), una vez alcanzado un determinado nivel de emisión de ésteres no sigue 

incrementándose aunque la expresión de CsAAT sea elevada (Tabla 18 y 22, Figura 23). Esto 

podría ser debido a una disminución en la concentración o disponibilidad de los precursores que 

dan lugar a los ésteres (alcoholes y /o ácidos grasos correspondientes). En particular, la emisión 

del alcohol hexanol, precursor de los ésteres más abundantes en el aroma de las naranjas 

tratadas con etileno, disminuyó de forma notable a los 7 días de tratamiento con etileno en las 

naranjas maduras, mientras que en frutos virando la máxima emisión de hexanol y ésteres 

alifáticos tuvo lugar a los 6 días de tratamiento con la hormona (Tablas 18 y 22).  
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RESULTADOS 

 

El mutante deg (decreased number of oil glands), también denominado `liso´, es un 

mutante de la mandarina Clementina de la colección del Centro de Genómica del IVIA, 

generado mediante mutagénesis física con rayos gamma a yemas de Clementina. Este mutante 

se caracteriza por presentar una drástica reducción en el número de glándulas de aceite en el 

flavedo, lo que le confiere un aspecto liso a la piel del fruto (Figura 24) (Carrera et al., 2007). 

En esta Tesis se propuso como objetivo estudiar si la reducción en el número de glándulas de 

aceite afectaba la emisión, contenido y biosíntesis de CVs en los frutos de este mutante en 

comparación con los de la mandarina Clementina, tanto a lo largo de la maduración como en 

respuesta a diferentes condiciones postcosecha.  

Para llevar a cabo este trabajo se recolectaron frutos del mutante deg en diferentes 

estadíos de maduración de las parcelas experimentales del Centro de Genómica del IVIA 

(Moncada, Valencia). Como controles se utilizaron frutos de mandarina Clementina de árboles 

localizados en la misma parcela que los del mutante y, por tanto, sometidos a las mismas 

prácticas de cultivo y condiciones ambientales. 

 

 

 

Dado que la característica fenotípica distintiva del mutante deg es su reducido número de 

glándulas de aceite en el flavedo (Figura 6), se llevó a cabo un recuento de las mismas en frutos 

virando. En los frutos del mutante se contabilizaron 7 ± 2 glándulas/cm2, frente a 40 ± 2 en los 

de la mandarina Clementina, lo que demuestra que en los frutos utilizados en el presente estudio 

se ha mantenido la característica afectada de la mutación.  

 

1. Caracterización de la emisión, acumulación y biosíntesis de CVs en frutos del 

mutante deg durante la maduración natural 

 

1.1 Evolución del color e IM de frutos del mutante deg durante la maduración 

Para establecer los estadíos de maduración fisiológicamente equivalentes entre ambos 

genotipos, se utilizaron los parámetros de color e IM de los frutos. Los frutos se recolectaron 

Figura 24. Corte transversal de frutos maduros (estadío TC, izquierda) y verdes inmaduros 
(estadío VI, derecha) de la mandarina Clementina (control) y del mutante deg, en los que se 
puede apreciar el menor número de glándulas y el grosor del flavedo de los frutos del mutante.

Control 

 

deg 
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entre los meses de agosto a noviembre y se seleccionaron los siguientes estadíos de maduración: 

Verde Inmaduro (VI), Verde Maduro (VM), Virando (V) y Totalmente Coloreado (TC) (Figura 

25). 

 

La evolución del color externo e interno de los frutos del mutante fue similar a la de los 

frutos control, aunque externamente mostraron cierto retraso en la desverdización natural (Tabla 

24; Figura 25). La evolución del IM a lo largo de la maduración también fue muy similar en 

ambos genotipos, aunque el IM fue ligeramente superior en el mutante en los estadíos V y TC 

(Tabla 24).  

 

 

 

1.2 Emisión de CVs en frutos del mutante deg durante la maduración 

El mutante deg, a pesar de tener un número muy inferior de glándulas de aceite, presentó 

una variación de CVs en el espacio de cabeza similar a la de los frutos de la mandarina 

Tabla 24. Índice de color (Hunter a/b) y de madurez (IM) de frutos de la mandarina 
Clementina (control) y del mutante deg en diferentes estadíos de maduración: Verde 
Inmaduro (VI), Verde Maduro (VM), Virando (V) y Totalmente Coloreado (TC). El color de 
los frutos corresponde a la media de al menos 6 frutos. El IM corresponde a la media de 3 
grupos de 10 frutos. Los frutos se recolectaron durante la campaña 2010/11. n.a: no 
analizado. 

VI Ago. -0,88 ± 0,01

VM 26 Oct. -0,61 ± 0,04 0,13 ± 0,01 8,42 ± 0,01

V 8 Nov. -0,15 ± 0,04 0,30 ± 0,01 9,63 ± 0,01

TC 30 Nov. 0,66 ± 0,04 0,18 ± 0,01 12,45 ± 0,02

VI Ago. -0,94 ± 0,01 n.a ± n.a n.a ± n.a

VM 26 Oct. -0,64 ± 0,04 0,19 ± 0,01 8,97 ± 0,02

V 8 Nov. -0,26 ± 0,04 0,24 ± 0,01 10,75 ± 0,01

TC 30 Nov. 0,64 ± 0,04 0,21 ± 0,02 13,07 ± 0,01

Control

deg

n.a n.a

Fecha IM
Color (Hunter a/b )

PulpaFlavedo

Figura 25. Aspecto interno y externo de frutos de la mandarina Clementina (control) y del 
mutante deg en los distintos estadíos de desarrollo y maduración utilizados en esta Tesis. Los 
estadíos seleccionados fueron: Verde Immaduro (VI), Verde Maduro (VM), Virando (V) y 
Totalmente Coloreado (TC). Las fechas de recolección de los frutos, junto con otros 
parámetros de calidad se indican en la Tabla 24. 
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Clementina; 53 y 58, respectivamente, pero la abundancia de los mismos fue entre 2 y 3 veces 

superior (Figura 26).  
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Figura 26. Perfil de emisión de los CVs mayoritarios de frutos de la mandarina Clementina 
(control) y del mutante deg durante la maduración. Dentro de cada panel la barra etiquetada 
como ‘Otros’ representa CVs minoritarios de cada categoría. La barra ‘otros’ del  panel de 
monoterpenos hidrocarbonados incluye a : 3-careno, α-felandreno, α-pineno, 2-β-pineno, p-
cimeno,  ρ-terpineno y α-terpinoleno; en el panel de monoterpenos oxigenados y ésteres 
incluye a: 4-terpineol, L-α-terpineol, α-terpeneol acetato, geraniol acetato; en el panel de 
sesquiterpenos incluye a: α-cubebeno, ciclosativen, ρ-elemeno, β-elemeno, α-selineno, 
patchuleno, zingibereno, isocariofileno, aromadendreno,  germacreno B, biciclogermacreno, δ-
cadineno, δ-guayeno, α-muroleno, α-bergamoteno, epibiciclosesquifelandreno y β-
sesquifelandreno; en el panel de alcoholes y aldehídos alifáticos incluye al nonanal y 2-
octanol. 
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Los cambios en la emisión de los CVs mayoritarios en frutos del mutante y de la 

mandarina control a lo largo de la maduración se muestran en la Figura 26. En ambos genotipos 

los frutos VI fueron los que presentaron una mayor emisión de CVs, que se redujo de forma 

considerable en los frutos VM y se mantuvo en niveles muy bajos en los estadíos V y TC 

(Figura 26). En cuanto a los CVs individuales destacaron los monoterpenos hidrocarbonados 

por su abundancia y diversidad, donde el limoneno fue el mayoritario, con concentraciones 

máximas de 3229 y 8681 ng/g PF en frutos VI control y mutante, respectivamente. Otros 

monoterpenos hidrocarbonados relevantes fueron el sabineno, β-mirceno y ocimeno, todos ellos 

con una emisión entre 4 y 6 veces superior en frutos del mutante en el estadío VI respecto a 

frutos control (Figura 26). También destacó en los frutos del mutante deg la mayor emisión de 

otros monoterpenos hidrocarbonados como el α-felandreno, -terpineno y α-terpinoleno (datos 

no mostrados).  

Es interesante mencionar que la emisión de los CVs del grupo de monoterpenos 

oxigenados y ésteres fue similar en ambos genotipos y, en general, siguieron una evolución 

comparable al resto de CVs, con máxima emisión en los frutos VI para descender 

posteriormente (Figura 26). Dentro de este grupo el CV más abundante fue el linalol, mientras 

que los monoterpenos de tipo aldehído y éster (representados en la Figura 26 en el panel de 

monoterpenos oxígenados y ésteres en la categoría de ‘Aldehídos, cetonas y ésteres’) fueron 

específicos del estadío VI, destacando el citronelal y el geranial entre los aldehídos y el terpenol 

y geraniol acetato entre los ésteres (específicos del mutante deg) (Figura 26). 

En el grupo de los sesquiterpenos destaca la elevada emisión del β-farneseno en el 

mutante, que fue 65 veces superior a la de los frutos control y más abundante en frutos VI 

(Figura 26). En cuanto a los sesquiterpenos cíclicos, el δ-cadineno (10,7 ng/g PF) fue el 

mayoritario en los frutos control, mientras que en el mutante deg lo fue el α-copaeno (14,5 ng/g 

PF). Otros sesquiterpenos cíclicos de importancia fueron el trans cariofileno y el β-cubebeno, y 

no se detectó valenceno en ninguna de las muestras analizadas (Figura 26).  

Los alcoholes y aldehídos alifáticos contribuyeron de forma minoritaria a la concentración 

total de CVs y se emitieron principalmente en el estadío VI. Destacaron el decanal y el octanol, 

cuya concentración fue similar en ambos genotipos, mientras que el 2-octanol y el nonanal 

(representados en la Figura 26 en el panel de alcoholes y aldehídos alifáticos en la categoría de 

‘otros’) fueron específicos de frutos control. 

 

1.3 Contenido de CVs en el flavedo de frutos deg durante la maduración 

En todos los estadíos de maduración analizados la concentración de CVs en el flavedo de 

frutos del mutante deg fue entre 4 y 6 veces inferior a la de los frutos control (Figura 27). En el 

flavedo de los frutos de Clementina, el número de CVs identificados fue ligeramente superior 

respecto al mutante; 47 y 36, respectivamente.  
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El patrón de evolución de los diferentes grupos de CVs terpenoides (mono-, 

sesquiterpenos y sus derivados) a lo largo de la maduración fue similar entre ambos genotipos, 
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Figura 27. CVs mayoritarios en el flavedo de frutos de la mandarina Clementina (control) y 
del mutante deg durante la maduración. En el apartado ‘otros’ se incluyen CV presentes en 
menor concentración. En el panel monoterpenos oxigenados la categoría ‘Otros’ incluye a: 4-
terpineol, L-α-terpineol, nerol, geraniol e isogeraniol; en el panel de sesquiterpenos ‘Otros’ 
incluye a: δ-elemeno, α-humuleno, aromadendreno, β-sesquifelandreno; en el panel de  
alcoholes y aldehídos alifáticos la categoría ‘Otros’ incluye a: nonanal, cis-3-hexanol y 
dodecanal. 
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siendo, en general, la concentración de los CVs superior en el estadío VI respecto al resto de 

estadíos de maduración. Los CVs del grupo de alcoholes y aldehídos alifáticos presentaron una 

tendencia diferente, ya que mostraron  un aumento transitorio con un máximo en el estadío V en 

los frutos control y en el VM en los frutos del mutante (Figura 27).   

El limoneno fue el CV mayoritario en el flavedo de ambos genotipos, con proporciones 

próximas al 90% del contenido total de CVs, aunque en los frutos del mutante la concentración 

fue entre 4 y 6 veces inferior a la de los frutos control. El resto de monoterpenos 

hidrocarbonados también mostró una mayor concentración en los frutos de Clementina, 

destacando por su abundancia el sabineno cuya concentración en el flavedo fue entre 9 y 23 

veces superior en Clementina.  

La concentración de linalol, monoterpeno alcohol mayoritario, se redujo durante la 

maduración y en los frutos control fue entre 5 y 8 veces superior que en los frutos deg, 

observándose las mayores diferencias en el estadío VI. Además, destacaron otros monoterpenos 

oxigenados como el L-α-terpineol por su abundancia, el 4-terpineol  por ser específico de tejido 

inmaduro de los frutos control, y el nerol, que se identificó únicamente en el estadío VI de 

ambos genotipos. Entre los monoterpenos aldehídos y cetonas destacó el citronelal, cuya 

concentración fue entre 4 y 8 veces inferior en frutos del mutante. 

La concentración de sesquiterpenos totales, al igual que los monoterpenos, se redujo 

durante la maduración. El sesquiterpeno más abundante en el flavedo de ambos genotipos fue el 

β-farneseno con un contenido máximo en el estadío VI, y niveles bajos y relativamente 

constantes en el resto de estadíos de maduración. La concentración de β-farneseno en el flavedo 

de frutos control fue entre 7 y 12 veces mayor que en el mutante. Entre los sesquiterpenos 

cíclicos destacó, por su abundancia, el muroleno cuyo contenido máximo se alcanzó en el 

estadío VI (29,8 y 3,1 g/gPF en frutos control y deg, respectivamente). El germacreno D fue 

específico de frutos control, mientras que el cariofileno, de los frutos del mutante y no mostró 

variaciones a lo largo de la maduración. No se identificó valenceno en ninguna de las muestras 

analizadas.  

La concentración de alcoholes y aldehídos alifáticos, al igual que el resto de CVs, fue 

superior en el flavedo de los frutos control, siendo los estadíos de maduración intermedios (VM 

y V) los más ricos en dichos compuestos. Dentro de este grupo el aldehído octanal fue el más 

abundante en el flavedo de los frutos control, seguido del decanal, mientras que el 2-hexenal fue 

específico de los frutos deg y el más abundante de este grupo (Figura 27).  

 

1.4 Composición de CVs en la pulpa de frutos del mutante deg durante la maduración 

La abundancia de CVs totales en la pulpa de los frutos deg fue entre 5 y 3 veces inferior, 

dependiendo del estadío de maduración, respecto a los frutos control. Por otro lado, la 
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contribución relativa de cada CV (porcentaje respecto al total) y su evolución durante la 

maduración fue similar en ambos genotipos (Figura 28). 

 

 

El limoneno fue el CV mayoritario, representando aproximadamente un 94% del total de 

CVs en ambos genotipos. Otros monoterpenos relevantes fueron el sabineno (menor al 1%) y β-

mirceno (entre el 1 y 2 %), que se mantuvieron en proporciones relativamente constantes a lo 
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Figura 28. Abundancia de CVs totales y porcentaje de CVs mayoritarios en la pulpa de frutos 
de la mandarina Clementina (control) y del mutante deg durante la maduración. En el apartado 
‘Otros’ se incluyen CVs presentes en menor concentración. En el panel monoterpenos 
hidrocarbonados la categoría ‘Otros´ incluye a: α-pineno, 2-β-pineno; en el panel de  
monoterpenos oxigenados la categoría ‘Otros’ incluye a: 4-terpineol, L-α-terpineol, β-
citronelol, geraniol; en el panel de  alcoholes y aldehídos alifáticos ‘Otros’ incluye a: nonanal 
y cis-3-hexanol. 
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largo de la maduración en ambos genotipos (Figura 28). El ocimeno sólo se detectó en la pulpa 

de los frutos control aunque en proporciones muy bajas.  

En el grupo de los monoterpenos oxigenados el mayoritario fue el linalol, cuyo porcentaje 

se mantuvo entre el 1 y 3 % del total de CVs. Además, destacó la isopiperitenona y el 4-

terpineol únicamente en los frutos control, que se incluyen en la categoría de ‘otros’ (Figura 

28). 

En ambos genotipos los sesquiterpenos representaron un porcentaje muy bajo del total de 

CVs en la pulpa (entre el 0,05 y 0,15%) identificándose exclusivamente δ-cadineno y el 

valenceno. El δ-cadineno sólo se detectó en los frutos VM de los dos genotipos, mientras que el 

valenceno únicamente se detectó en la pulpa de frutos control TC (Figura 28).  

Por último, dentro del grupo de alcoholes y aldehídos alifáticos destacaron por su 

abundancia el 1-octanol y el decanal, con porcentajes comprendidos entre 0,15 y 0,6% en ambos 

genotipos, excepto en la pulpa de frutos VM del mutante en la que no se identificó ningún CV 

de este grupo (Figura 28). Otros CVs minoritarios de este grupo fueron el nonanal y el cis-3-

hexen-1-ol.  

 

1.5 Análisis de la expresión de genes de la biosíntesis de CVs en el flavedo y la pulpa de 

frutos del mutante deg durante la maduración  

Con el objetivo de estudiar si las diferencias observadas en el contenido y composición de 

CV en el flavedo y pulpa de los frutos del mutante deg respecto a los frutos control están 

asociadas a cambios en la expresión de genes de biosíntesis de CVs, se analizó la expresión de 

diversas TPSs mediante RT-qPCR.  

La Figura 29 muestra la expresión relativa de 7 genes de TPSs en el flavedo de frutos de 

la mandarina Clementina y deg a lo largo de la maduración. En general, se observó que la 

expresión relativa y las variaciones en el patrón de expresión de las monoterpeno sintasas (β-

PIN, LIM 1 y 2, LIN y OCI) fueron diferentes en ambos genotipos. Así, la expresión de las 

monoterpeno sintasas β-PIN, y LIM1 y 2 fue siempre superior en el flavedo de frutos control, 

alcanzando un nivel máximo en los frutos VM y disminuyendo posteriormente. En el flavedo de 

los frutos deg la expresión se mantuvo baja y relativamente constante durante la maduración. 

Por el contrario, los niveles de transcritos de los genes LIN y OCI fueron mayores en los frutos 

verdes (VI y VM) y siempre superiores en el flavedo del mutante deg. La expresión del gen VAL 

se incrementó progresivamente a partir del estadío VM y fue siempre superior en el flavedo de 

los frutos control. En cuanto a la sesquiterpeno multiproducto TPS3 no se detectó expresión de 

este gen en ninguna de las muestras analizadas.  
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En general, los niveles de expresión de todas las TPSs en la pulpa, excepto la VAL, fueron 

inferiores a los del flavedo. Además, todas las TPSs mostraron una menor expresión en la pulpa 

de los frutos deg respecto a los frutos control (Figura 30). En la pulpa de ambos genotipos la 

expresión de β-PIN, LIM 1 y 2, y VAL aumentó con la maduración del fruto, alcanzándose, en 

general, la máxima expresión en frutos TC. Por otro lado, la expresión de LIN y OCI fue muy 

diferente y sólo se detectó expresión en la pulpa de frutos control TC.   
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Figura 29. Expresión relativa de 6 terpeno sintasas en el flavedo de frutos de la mandarina 
Clementina (control) y del mutante deg durante la maduración natural. Las terpeno sintasas 
analizadas fueron: β-pineno sintasa (β-PIN), ocimeno sintasa (OCI), limoneno sintasa 1 y 2 
(LIM 1 y LIM 2), linalol sintasa (LIN) y valenceno sintasa (VAL). Los valores de expresión 
obtenidos para cada gen están normalizados frente al nivel de expresión del flavedo de frutos 
control en el estadío VI, al que se le asignó un valor relativo de 1, excepto la VAL que está 
normalizada frente al flavedo de frutos control en el estadío TC. Las barras lisas corresponden 
a los frutos control y las rayadas corresponden a los frutos del mutante. 
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2. Efecto del tratamiento de desverdización con etileno  sobre la emisión, acumulación 

y biosíntesis de CVs en frutos del mutante deg 

 

En el capítulo anterior de esta Tesis Doctoral y en trabajos previos (Norman y Craft, 

1968; Porat et al., 1999; Nishikawa et al., 2002; Sharon-Asa et al., 2003; Herrera, 2007a; 

Mayouni et al., 2011) se ha observado que el tratamiento postcosecha con etileno puede afectar 

de forma importante a la composición y emisión de CVs en frutos cítricos. Por tanto, en este 

apartado se planteó estudiar el efecto del etileno sobre los CV en frutos del mutante deg en 

comparación con los de su línea parental.   
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Figura 30. Expresión relativa de 6 terpeno sintasas en la pulpa de frutos de la mandarina 
Clementina (control) y del mutante deg durante la maduración natural. Las terpeno sintasas 
analizadas fueron: β-pineno sintasa (β-PIN), ocimeno sintasa (OCI),  limoneno sintasa 1 y 2 
(LIM 1 y LIM 2), linalol sintasa (LIN) y valenceno sintasa (VAL). Los valores de expresión 
obtenidos para cada gen están normalizados frente al nivel de expresión del flavedo de frutos 
control en el estadío VI, al que se le asignó un valor relativo de 1, excepto la VAL que está 
normalizada frente al flavedo de frutos control en el estadío TC. Las barras lisas corresponden 
a los frutos control y las rayadas corresponden a los frutos del mutante. 
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El tratamiento con etileno se realizó en frutos virando, tanto en los controles como en 

deg, promovió el cambio de color, alcanzándose valores de a/b en torno a 0,7 a los 6 días, 

mientras que en los frutos incubados en aire no se produjeron cambios importantes respecto a 

los valores iniciales.  En la Figura 31 se muestra el aspecto y el color externo de los frutos de 

Clementina y del mutante deg sometidos a los distintos tratamientos. 

 

 

 

2.1 Efecto del tratamiento con etileno sobre la emisión de CVs en frutos del mutante deg 

Al inicio del tratamiento los frutos recién recolectados del mutante deg presentaron una 

emisión total de CVs aproximadamente el doble que los frutos control (Tabla 25). A los 6 días 

de tratamiento, la emisión de CVs disminuyó a niveles similares en ambos genotipos, pero de 

forma más acusada en los tratados con aire que con etileno. En general, los cambios en la 

emisión de CVs en respuesta a los diferentes tratamientos fueron similares en ambos genotipos 

(Tabla 25). El limoneno fue el CV mayoritario en los frutos recién cosechados (93-94%) y su 

emisión disminuyó drásticamente a los 6 días, especialmente en los frutos almacenados en aire 

(Tabla 25). El resto de monoterpenos hidrocarbonados siguió una tendencia similar, excepto el 

ocimeno que en los frutos en aire presentó una concentración mayor que en los tratados con 

etileno. La emisión del monoterpeno alcohol linalol también disminuyó durante los distintos 

tratamientos tanto en frutos control como en deg. 

  

Figura 31. Aspecto externo e índice color (Hunter a/b) de los frutos de mandarina 
Clementina (control) y del mutante deg durante el tratamiento de desverdización con etileno. 
Los frutos se incubaron durante 6 dias en una atmósfera de aire (A) o de etileno (E) (5 µl l-1) 
ppm). El color es la media de al menos 6 frutos.  
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La emisión de la mayoría de los sesquiterpenos se estimuló en ambos genotipos por el 

tratamiento con etileno, mientras que en aire se mantuvieron o descendieron respecto a los 

valores iniciales. Es de destacar que, a los 6 días del tratamiento con etileno la emisión 

mayoritaria en el espacio de cabeza fue de trans cariofileno, α-farneseno y valenceno, y en 

proporciones similares en los frutos control y del mutante. En particular, la emisión de 

valenceno en los frutos tratados con etileno alcanzó concentraciones 64 y 92 veces superiores en 

los frutos control y deg, respectivamente, respecto a los frutos correspondientes en aire. Es 

interesante mencionar que en ambos genotipos sólo se detectó emisión del norisoprenoide β-

ciclocitral y del éster hexil acetato en los frutos tratados con etileno (Tabla 25).  

 

2.2 Efecto del tratamiento con etileno sobre el contenido de CVs en el flavedo de frutos 

del mutante deg  

El análisis de los CVs en el flavedo reveló que el contenido total de CVs en frutos control 

fue entre 4 y 7 veces superior al mutante, y no se observaron grandes cambios en respuesta a los 

tratamientos (Tabla 26).  

Los distintos tratamientos postcosecha no tuvieron efectos importantes sobre la 

concentración de monoterpenos, exceptuando el limoneno (Tabla 26). Este monoterpeno 

mayoritario (94-95 % de los CVs totales) no varió respecto a los valores iniciales en los 

controles, pero en el flavedo de los frutos deg incubados en aire disminuyó un 50% y un 20% en 

los tratados con etileno. Otros monoterpenos relevantes como el sabineno, β-mirceno y linalol 

no cambiaron de forma importante respecto a las iniciales en respuesta a los diferentes 

tratamientos, aunque sus concentraciones fueron entre 4-10 veces inferiores en el flavedo de 

frutos del mutante (Tabla 26).   

Los tratamientos postcosecha tampoco afectaron de forma importante a las 

concentraciones de los sesquiterpenos, y sólo se observó una ligera disminución en los frutos 

deg tratados durante 6 días en aire. Es interesante mencionar que el β-sesquifelandreno, aunque 

en concentraciones muy bajas, se identificó únicamente en frutos deg. De forma similar los 

aldehídos y alcoholes alifáticos se mantuvieron prácticamente inalterados por los distintos 

tratamientos en los dos genotipos. Sin embargo, el aldehído 2-hexenal sólo se identificó en 

frutos deg y no se detectó en ninguna de las muestras de frutos control (Tabla 26).  
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2.3 Efecto del tratamiento con etileno sobre la expresión de genes de la biosíntesis de 

CVs en frutos del mutante deg  

Se estudió igualmente el efecto del etileno en la expresión de 7 genes de la biosíntesis de 

terpenos en el flavedo de frutos deg y de la mandarina Clementina. La expresión de los genes 

LIM 1, LIM 2 y β-PIN fue siempre superior en los frutos control que en el mutante. En los frutos 

control el tratamiento con etileno redujo la expresión de β-PIN y LIM 2, pero no de LIM 1. Sin 

embargo, y dado que la expresión de estos genes en los frutos recién recolectados del mutante 

era muy baja, apenas experimentaron cambios importantes por los tratamientos (Figura 32).  

 

 

Figura 32. Efecto de la aplicación de etileno (5 ppm) en la expresión relativa de 6 terpeno 
sintasas en el flavedo de frutos de la mandarina Clementina (control) y del mutante deg. Las 
terpeno sintasas analizadas fueron: β-pineno sintasa (β-PIN), ocimeno sintasa (OCI), limoneno 
sintasa 1 y 2 (LIM 1 y LIM 2), linalol sintasa (LIN) y valenceno sintasa (VAL). Los valores de 
expresión obtenidos para cada gen están normalizados frente al nivel de expresión en el 
flavedo de frutos de Clementina control al inicio del experimento, al que se le asignó un valor 
relativo de 1, excepto la VAL que está normalizada frente al flavedo de frutos control tratados 
con etileno 6 días. Las barras lisas corresponden a los frutos control y las rayadas a los del 
mutante. A: Aire, E: Etileno. 
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Los genes de las monoterpeno sintasas OCI y LIN tuvieron una mayor expresión en los 

frutos del mutante recién recolectados que en los controles, en ambos casos, experimentaron un 

aumento en aire y una inhibición por etileno. Finalmente, la expresión de la sesquiterpeno 

sintasa VAL fue prácticamente indetectable al inicio del experimento y se estimuló por etileno 

alrededor de 35 y 80 veces en los frutos control y mutantes, respectivamente (Figura 32).  

 

3. Estudio de la susceptibilidad de los frutos del mutante deg a la infección por el 

hongo Penicillium digitatum y cambios asociados en la emisión de CVs 

 

Recientemente se ha descrito que frutos de naranja transgénicos en los que se ha 

suprimido la expresión de un gen de la limoneno sintasa tienen una concentración de limoneno 

en el flavedo aproximadamente 100 veces menor y son más resistentes al ataque por bacterias, 

insectos y también a la infección por el hongo Penicillium digitatum, que es el principal 

patógeno de frutos cítricos durante la postcosecha (Rodriguez et al., 2011 y 2014). Por otro 

lado, se ha observado que los aceites esenciales del flavedo pueden ser una alternativa natural al 

uso de fungicidas químicos (Droby et la., 2008; Kouassi et al., 2010). Estos datos sugieren que 

los CVs de las glándulas de aceite pueden jugar un papel importante en la infección por P. 

digitatum o en la progresión de la misma y, por tanto, el mutante deg puede ser un excelente 

sistema experimental para estudiar este proceso. 

 

3.1 Incidencia y progreso de la infección por P. digitatum en frutos del mutante deg 

La incidencia de la infección en frutos del mutante deg varió en función de la zona de 

inoculación del hongo. Así, cuando la infección se realizaba en las glándulas de aceite el 

porcentaje de heridas infectadas era similar en los frutos del mutante y del control (tratamientos 

D y F). Cuando la inoculación se realizaba en la zona ‘no glándula’ la infección fue menor en el 

mutante (tratamiento B) (Figura 33). Las diferencias en el porcentaje de infección entre las 

zonas de inoculación sólo fue significativa a los 5 dpi; 60% de las heridas infectadas en zona 

‘no glándula’ del mutante frente a un 80% en frutos control o deg inoculados en `glándula´. Es 

interesante destacar que al final del experimento (6 dpi) el porcentaje de heridas infectadas en 

frutos deg inoculados en ‘no glándula’ fue del 80%, mientras que en frutos control y deg 

inoculados en `glándula´ fue del 100 y 93%, respectivamente (Figura 33). 
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Adicionalmente, durante el experimento también se determinó el progreso del diámetro de 

la infección (Figura 34). La evolución de este parámetro no mostró diferencias significativas 

entre los diferentes tratamientos, observándose que las heridas inoculadas con hongo seguían 

una evolución de la infección similar, independientemente del genotipo o de la zona de 

inoculación.  
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Figura 33. Progreso de la infección y porcentaje de heridas infectadas en frutos de la 
mandarina Clementina (control) y del mutante deg inoculados con P.digitatum (104 
conidios/mL). A: Frutos deg con herida en zona ‘no glándula’ inoculados con agua; B: Frutos 
deg con herida en ‘no glándula’ inoculados con  hongo; C: Frutos deg con herida en ‘glándula’ 
inoculados con agua; D: Frutos deg con herida en ‘glándula’ inoculados con hongo; E: Frutos 
control inoculados con agua; F: Frutos control inoculados con hongo. En cada tratamiento se 
inocularon 15 frutos (4 heridas por fruto), excepto en A y C que se inocularon 10 frutos (4 
heridas por fruto). Los resultados son la media del porcentaje de heridas infectadas ± DE para 
cada tratamiento y día post inoculación (DPI). Para cada día, letras diferentes indican 
diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0.05) en el porcentaje de heridas infectadas 
(test de Tukey). 
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3.2  Efecto de la infección con P. digitatum en la emisión de CVs en frutos del mutante 

deg  

El análisis de la emisión de CVs en frutos de la mandarina Clementina y del mutante deg 

sometidos a los diferentes tratamientos de inoculación se realizó a los 3 dpi. Los frutos de 

ambas mandarinas inoculados con agua presentaron una emisión de CVs similar, que fue entre 

90 y 350 veces inferior a la de los correspondientes frutos inoculados con P. digitatum (Tabla 

27). Una observación importante en cuanto al perfil de CVs es que, la emisión de α-farneseno, 

alcoholes, aldehídos y, ésteres alifáticos y ramificados fue exclusiva de los frutos inoculados 

con hongo, tanto control como deg.  

En el mutante deg la zona de inoculación e infección no tuvo un efecto importante en la 

composición cualitativa y cuantitativa de la mayoría de CVs emitidos, aunque la emisión de 

algunos monoterpenos, como el limoneno, fue sensiblemente mayor cuando la inoculación se 

realizó en las glándulas (Tabla 27). En general, los frutos de la mandarina Clementina 

inoculados con hongo presentaron una emisión muy superior de monoterpenos, 1-octanol y 

decanol, respecto a los frutos del mutante, mientras que la emisión de sesquiterpenos o ésteres 

(alifáticos o ramificados) fue similar (Tabla 27). 
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Figura 34. Progreso del diámetro del halo de infección en frutos de la mandarina Clementina 
(control) y del mutante deg inoculados con P.digitatum (104 conidios/mL). La descripción de 
cada tratamiento y el número de frutos utilizados se indica en la figura 33. Los resultados se 
representan como valores medios del diámetro de infección ± DE para cada tratamiento y día. 
DPI: Días post inoculación. 



Resultados 

- 145 - 
 

 

α
-P

in
e

n
o

1
,0

9
±

0
,0

3
2
,8

4
±

0
,5

8
6
5
,9

3
±

3
2
,3

2

S
a
b

ie
n

e
n

o
0
,6

5
±

0
,2

5
0
,3

2
±

0
,1

2
1
,4

0
±

0
,1

7
0
,3

7
±

0
,1

3
1
0
1
,9

8
±

9
,2

5

3
-C

a
r
e

n
o

4
4
,4

3
±

5
,2

1

β
-M

ir
c
e

n
o

1
0
,2

3
±

2
,7

9
0
,2

6
±

0
,1

3
1
6
,8

6
±

0
,2

1
0
,4

6
±

0
,1

5
2
0
7
,1

5
±

9
8
,3

7

L
im

o
n

e
n

o
2
,4

8
±

0
,1

1
1
6
6
,4

2
±

3
9
,7

1
5
,7

3
±

2
,5

7
3
0
4
,6

8
±

8
9
,6

8
2
,7

2
±

0
,1

0
3
6
6
4
,6

7
±

1
2
6
3
,8

1

O
c
im

e
n

o
3
,6

0
±

3
,0

5
8
5
3
,9

7
±

1
4
1
,2

7
7
,4

1
±

3
,5

3
9
7
8
,2

8
±

1
0
2
,5

3
1
1
,7

6
±

2
,7

4
1
6
2
5
,1

7
±

4
2
7
,5

1

L
in

a
n

o
l

6
,6

8
±

2
,6

1
0
,1

5
±

0
,0

1
9
,6

2
±

1
,6

7
0
,1

3
±

0
,0

4
7
7
,3

8
±

3
,3

8

4
-T

e
r
p

in
e

o
l

0
,3

6
±

0
,1

6
0
,5

5
±

0
,0

1
8
,0

0
±

0
,1

8

L
-α

-T
e

r
p

in
e

o
l

1
,7

5
±

0
,8

1
3
,9

0
±

2
,1

2
4
6
,9

1
±

5
,2

1

T
r
a
n

s
 c

a
r
io

fi
le

n
o

1
,9

8
±

0
,0

7
3
,7

0
±

0
,3

6
1
,2

8
±

0
,3

6
4
,9

4
±

0
,3

4
1
,1

2
±

0
,0

3
5
,4

3
±

0
,2

4

α
-H

u
m

u
le

n
o

0
,0

6
±

0
,0

2
0
,0

4
±

0
,0

1

V
a
le

n
c
e

n
o

0
,5

8
±

0
,1

5
1
,1

3
±

0
,0

1
0
,4

3
±

0
,1

8
1
,9

4
±

0
,1

0
0
,5

3
±

0
,2

1
2
,4

1
±

0
,0

5

α
-F

a
r
n

e
s

e
n

o
1
7
,8

6
±

8
,3

6
3
0
,3

8
±

8
,1

9
4
2
,2

1
±

8
,8

3

1
-O

c
ta

n
o

l
4
,7

4
±

0
,0

4
5
,8

8
±

2
,6

4
9
7
,9

8
±

8
,4

7

H
e

x
a
n

o
l

1
,5

2
±

0
,4

0
2
,1

5
±

0
,1

2

1
-d

e
c
a
n

o
l

2
,8

1
±

0
,3

5

E
ti

l 
c
a
p

r
o

a
to

0
,1

9
±

0
,0

3
0
,2

1
±

0
,0

7

H
e

x
e

n
o

l 
b

u
ta

n
o

a
to

0
,1

8
±

0
,0

3
0
,3

6
±

0
,0

3
0
,2

5
±

0
,0

1

H
e

x
e

n
il
 i
s

o
b

u
ta

n
o

a
to

0
,4

7
±

0
,0

6
0
,6

3
±

0
,1

1

H
e

x
il
 b

u
ta

n
o

ta
to

0
,5

7
±

0
,0

1
0
,5

8
±

0
,0

4
0
,8

9
±

0
,0

7

H
e

x
il
 h

e
x
a
n

o
a
to

0
,3

6
±

0
,0

6

H
e

x
il
 b

e
n

z
o

a
to

0
,6

1
±

0
,3

2
0
,3

6
±

0
,0

1
0
,9

0
±

0
,3

0

C
is

-3
-h

e
x
e

n
o

l 
fo

r
m

a
to

0
,1

8
±

0
,0

1
0
,1

2
±

0
,0

5
0
,2

7
±

0
,0

5

H
e

x
y
l-

2
-m

e
ti

l 
b

u
ta

n
o

a
to

0
,3

8
±

0
,0

9
0
,3

2
±

0
,0

3
0
,4

1
±

0
,0

8

T
r
a
n

s
-3

-h
e

x
e

n
o

l 
b

u
ta

n
o

a
to

1
,1

2
±

0
,1

0
0
,9

5
±

0
,1

7
1
,5

1
±

0
,0

8

T
r
a
n

s
-2

-h
e

x
e

n
il
 b

u
ti

r
a
to

0
,2

6
±

0
,0

8
0
,1

8
±

0
,0

1
0
,1

8
±

0
,0

5

3
-H

e
x
e

n
il
 b

u
ti

r
a
to

1
,5

9
±

0
,1

2
1
,7

0
±

0
,3

3
3
,7

7
±

0
,2

7

C
is

-3
-h

e
x
e

n
il
 m

e
ti

l 
b

u
ta

n
o

a
to

1
,1

6
±

0
,2

5
0
,9

1
±

0
,1

5
1
,5

7
±

0
,2

9

C
is

-β
-h

e
x
e

n
il
 c

a
p

r
o

a
to

0
,9

9
±

0
,1

0
1
,0

4
±

0
,1

1
1
,5

4
±

0
,0

9

C
is

-3
-h

e
x
e

n
il
 b

e
n

z
o

a
to

0
,8

4
±

0
,4

4
0
,4

5
±

0
,0

6
1
,1

7
±

0
,3

4

E
m

is
ió

n
 t

o
ta

l 
d

e
 C

V
9
,1

9
±

3
,5

5
1
1
0
9
,9

1
±

2
0
2
,8

9
1
5
,8

1
±

6
,9

5
1
3
9
9
,5

0
±

2
1
5
,0

8
1
7
,2

6
±

3
,4

3
6
0
6
7
,7

8
±

1
8
7
0
,5

1

D
e
g

 G
 A

g
u

a
D

e
g

 N
G

 H
o

n
g

o
D

e
g

 N
G

 A
g

u
a

n
g

/g

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

E
s

te
r
e

s
 r

a
m

if
ic

a
d

o
s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

E
s

te
r
e

s
 a

li
fá

ti
c
o

s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

S
e

s
q

u
it

e
r
p

e
n

o
s

 l
in

e
a
le

s

N
.D

N
.D

T
r

N
.D

A
lc

o
h

o
le

s
 y

 a
ld

e
h

íd
o

s
 a

li
fá

ti
c
o

s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

M
o

n
o

te
r
p

e
n

o
s

 a
lc

o
h

o
le

s

N
.D

S
e

s
q

u
it

e
r
p

e
n

o
s

 c
íc

li
c
o

s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

M
o

n
o

te
r
p

e
n

o
s

 h
id

r
o

c
a
r
b

o
n

a
d

o
s

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

N
.D

A
 B

3
D

P
I 

C
 D

 E
F

C
o

n
tr

o
l 

H
o

n
g

o
C

o
n

tr
o

l 
 A

g
u

a
D

e
g

 G
 H

o
n

g
o

T
ab

la
 2

7.
 E

fe
ct

o 
de

 la
 in

oc
ul

ac
ió

n 
co

n 
P

. d
ig

it
at

um
 e

n 
la

 e
m

is
ió

n 
(n

g/
g 

P
F

) 
de

 lo
s 

C
V

s 
m

ay
or

it
ar

io
s 

en
 f

ru
to

s 
de

 la
 m

an
da

ri
na

 C
le

m
en

ti
na

 (
co

nt
ro

l)
 y

 d
el

 
m

ut
an

te
 d

eg
. L

a 
em

is
ió

n 
de

 lo
s 

C
V

 s
e 

ev
al

uó
 a

 lo
s 

3 
D

P
I 

en
 lo

s 
fr

ut
os

 s
om

et
id

os
 a

 lo
s 

si
gu

ie
nt

es
 tr

at
am

ie
nt

os
: A

, m
ut

an
te

 d
eg

 c
on

 h
er

id
a 

en
 ‘

no
 g

lá
nd

ul
a’

 
(N

G
) 

in
oc

ul
ad

o 
co

n 
ag

ua
; 

B
, m

ut
an

te
 d

eg
 c

on
 h

er
id

a 
en

 ‘
no

 g
lá

nd
ul

a’
 (

N
G

) 
in

oc
ul

ad
o 

co
n 

ho
ng

o 
(P

. d
ig

ita
tu

m
);

 C
, m

ut
an

te
 d

eg
 c

on
 h

er
id

a 
en

 ‘
gl

án
du

la
’ 

(G
) 

in
oc

ul
ad

o 
co

n 
ag

ua
; 

D
, 

m
ut

an
te

 d
eg

 c
on

 h
er

id
a 

en
 ‘

gl
án

du
la

’ 
(G

) 
in

oc
ul

ad
o 

co
n 

ho
ng

o;
 E

, 
fr

ut
os

  
co

nt
ro

l 
co

n 
he

ri
da

 i
no

cu
la

do
s 

co
n 

ag
ua

; 
F

, 
fr

ut
os

 
co

nt
ro

l c
on

 h
er

id
a 

in
oc

ul
ad

os
 c

on
 h

on
go

. C
ad

a 
va

lo
r 

co
rr

es
po

nd
e 

a 
la

 m
ed

ia
 ±

 D
E

 d
e 

al
 m

en
os

 2
 r

ép
li

ca
s 

de
 6

 f
ru

to
s 

ca
da

 u
na

.. 
N

.D
: n

o 
de

te
ct

ad
o 



 



- 147 - 
 

DISCUSIÓN 

 

Las glándulas de aceite del flavedo son las estructuras celulares en las que se acumulan 

los aceites esenciales en los frutos cítricos (Turner et al., 1998; Lucker et al., 2002; Voo et al., 

2012) y, en particular, las células epiteliales que recubren estas cavidades son las que sintetizan 

y secretan los CVs de los aceites esenciales (Voo et al., 2012). Estas estructuras se forman en 

estadíos muy tempranos del desarrollo del fruto y se van llenando progresivamente durante el 

desarrollo y maduración, aumentando de forma considerable el volumen de aceite esencial que 

contienen (Knight et al., 2001; Voo et al., 2012). En este capítulo se ha abordado el estudio de 

un mutante de mandarina, denominado deg (decreased oil glands), que se generó mediante 

mutagénesis con rayos gamma a yemas de la mandarina Clementina de Nules, que se caracteriza 

por tener un número muy reducido de glándulas de aceite en el flavedo (Carrera et al., 2007). 

Así pues, se ha caracterizado el contenido de CVs en el flavedo de los frutos y cómo el reducido 

número de glándulas puede afectar a los cambios en la composición, emisión y contenido de 

CVs durante la maduración del fruto. Por otro lado, la disponibilidad de este mutante también 

ha permitido estudiar el papel de las glándulas de aceite del flavedo, y de su contenido en CVs, 

en dos situaciones de interés en la conservación postcosecha de los frutos: la respuesta a la 

desverdización por etileno y la infección por el hongo Penicillum digitatum, principal patógeno 

postcosecha de frutos cítricos.  

La característica fenotípica más relevante del mutante deg es la importante reducción en 

el número de glándulas de aceite (Carrera et al., 2007). En este trabajo se ha observado que el 

número total de glándulas de aceite de este mutante no varía durante el periodo de maduración 

del fruto en concordancia con lo descrito para otros frutos cítricos (Voo et al., 2012; Rodriguez 

et al., 2014) y se mantiene la proporción  relativa de 1:5 en el número de glándulas por fruto 

entre el mutante y el parental (Carrera et al., 2007). Es interesante destacar que en el mutante 

deg otros parámetros del desarrollo del fruto como el tamaño, peso, coloración interna y 

externa, o el índice de madurez no parecen estar alterados de forma significativa, aunque se ha 

descrito que presenta un menor espesor del flavedo a lo largo de todo el periodo de desarrollo y 

maduración (Carrera et al., 2007), como se ilustra en la Figura 24, lo que podría tener una 

importante repercusión favoreciendo la liberación de volátiles de las glándulas de aceite, ya que 

estas estructuras están integradas en este tejido. Sin embargo, el menor espesor del flavedo en el 

mutante deg podría ser una consecuencia de la reducción del número de glándulas, que haría 

que las capas celulares del flavedo tuvieran menor espesor.  

La comparación del perfil de CVs entre el mutante deg y los frutos control de Clementina 

a lo largo de la maduración del fruto mostró que las diferencias entre ambos genotipos eran 

principalmente de tipo cuantitativo y no cualitativo (Figuras 26, 27 y 28). En ambos genotipos 
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la mayor emisión y contenido de CVs (Figura 26 y 27) se identificó en el estadío más inmaduro 

analizado (Verde Inmaduro), coincidiendo con trabajos previos donde se describe que la mayor 

biosíntesis y acumulación de CV en frutos cítricos se produce en etapas finales del desarrollo 

del fruto y previas a la maduración (Rouseff y Leahy, 1995; Voo et al., 2012). En general, la 

emisión de CVs en plantas es un proceso regulado por el programa de desarrollo y en diferentes 

especies se ha descrito que la emisión de determinados CVs en órganos o tejidos como flores, 

frutos u hojas es máxima cuando aún no han culminado su desarrollo (hojas jóvenes o flores 

antes de estar receptivas para ser polinizadas) manteniendo o disminuyendo los niveles de 

emisión en estadíos posteriores a medida que avanza el desarrollo (Duradeva et al., 2013).  

Uno de los resultados más relevantes obtenidos en este capítulo fue que, en general, en 

todos los estadíos de maduración la concentración de CVs en el flavedo de frutos deg fue muy 

inferior a la de los frutos control (Figura 27). Este resultado era esperable, ya que los frutos del 

mutante tienen un menor número de glándulas de aceite que los frutos control y, por tanto, su 

capacidad de síntesis y acumulación de CVs debe estar reducida. Sin embargo, y en contraste 

con estos resultados, el análisis de los CVs acumulados en el espacio de cabeza 

correspondientes a los CVs que se emiten, mostró que los frutos deg emiten una mayor 

concentración de monoterpenos y sesquiterpenos, siendo este hecho especialmente remarcable 

en los frutos inmaduros (Figura 26). Esta aparente contradicción entre la menor concentración 

de CVs en el flavedo y la mayor emisión de los mismos en frutos deg en comparación con los 

frutos control, sugiere que la emisión de los CVs en frutos cítricos no tiene lugar por un simple 

mecanismo de difusión y que no está regulada sólo por la diferencia de volatilidad y la 

concentración de los CVs, sino que también deben de estar implicados procesos activos de 

emisión, como ha sido previamente propuesto en otras plantas (Altenburguer y Matile, 1990; 

Gershenzon et al., 2000; Flamini y Cioni, 2010). Además, el menor número de glándulas de 

aceite en el mutante deg podría generar un desequilibrio entre el contenido y emisión de CVs, y 

una alteración en la regulación de estos procesos que conllevaría a una mayor emisión.  

En este sentido, también es interesante resaltar la observación de que los frutos del 

mutante deg tienen un menor espesor del flavedo (Carrera et al., 2007; Figura 24), tejido en el 

que están embebidas las glándulas de aceite. Por tanto, un menor número de capas de células de 

la epidermis podría facilitar la difusión/liberación de los CVs desde las glándulas al espacio de 

cabeza, especialmente en el estadío Verde Inmaduro que es el periodo del desarrollo del fruto 

donde está teniendo lugar la síntesis y acumulación activa de CVs (Voo et al., 2012). Por otra 

parte, es significativo que la reducción en el contenido de los principales CVs terpenos en el 

flavedo de deg respecto a su línea parental sea en una proporción muy similar a la del número 

de glándulas de aceite (1:5) (Figura 27), lo que sugieren que estas estructuras en el mutante no 

tienen alterada su capacidad de sintetizar y acumular CVs, y que la mutación sólo afectaría al 

número de glándulas y al espesor del flavedo.  
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Como se ha mencionado anteriormente, las principales diferencias entre el perfil de CVs 

de los frutos control y del mutante fueron de tipo cuantitativo y no cualitativo. Sin embargo, hay 

que destacar la emisión o presencia en frutos deg de dos CVs: β-farneseno, exclusivamente en 

los frutos VI del mutante (Figura 26), y el aldehído 2-hexenal que sólo se detectó en el flavedo 

de deg (Figura 27). Estos dos CVs se han asociado en diferentes plantas y tejidos vegetales a 

situaciones de estrés biótico o abiótico. La emisión de β-farneseno se ha descrito como una 

respuesta de defensa directa o indirecta de muchas plantas frente al ataque de herbívoros (Crock 

et al., 1997; Schnee et al., 2002; Kännaste et al., 2008), mientras que la producción de 2-

hexenal, un derivado de la oxidación de ácidos grasos vía lipoxigenasa (Kant et al., 2009), 

parece tener un importante papel induciendo todo un conjunto de respuestas de defensa frente a 

diversos estreses (revisado en Scala et al., 2013). Por otra parte, y a nivel molecular, también se 

ha observado una elevada expresión de las monoterpeno sintasas OCI y LIN en el flavedo de 

frutos VI del mutante (Figura 29) y una  mayor emisión de ocimeno en los frutos deg. La 

emisión de ocimeno y/o linalol se ha asociado específicamente a la respuesta de las plantas 

frente a estrés biótico y/o abiótico (Arimura et al., 2004; van Schie et al., 2007; Huang et al., 

2010). Por tanto, en su conjunto estos resultados podrían indicar una activación constitutiva de 

señales de estrés en frutos deg. En este sentido se podría sugerir que los frutos cítricos pueden 

tener mecanismos de adaptación a través de la regulación de la emisión de compuestos volátiles, 

ya que estos pueden tener funciones relevantes de interacción con el medio ambiente o frente a 

estreses. Así, puede ser atractivo especular que el menor contenido de CVs en el mutante 

provocaría la estimulación de la emisión de los mismos, como una respuesta adaptativa para 

compensar la menor concentración de CVs.  

En la pulpa de los frutos cítricos la acumulación de aceites esenciales tiene lugar en unas 

estructuras denominadas ’depósitos de aceite’ o ‘glándulas de aceite’ que se localizan en el 

centro de las vesículas de zumo (Davis, 1932) y que están rodeadas por células con una elevada 

actividad metabólica y secretora (Burns et al., 1992). A pesar de la relevancia de los CVs en la 

calidad organoléptica de los frutos cítricos y sus productos derivados (Perez-Cacho y Rouseff, 

2008), existen muy pocos estudios sobre la estructura y formación de los depósitos de aceite 

donde se acumulan los CVs en las vesículas de zumo (Burns et al., 1992). Dado que el mutante 

deg fue seleccionado por presentar una disminución del número de glándulas de aceite en la piel 

del fruto, en esta Tesis se planteó estudiar si esta alteración también afectaría a la síntesis y 

acumulación de CVs en la pulpa del fruto. En todos los estadíos de maduración analizados el 

contenido total de CVs en la pulpa de deg fue entre 4 y 5 veces inferior al de los frutos control, 

mientras que las proporciones relativas de cada CV individual fueron similares en ambos 

genotipos (Figura 28). Estos resultados sugieren que el mutante deg posee, de modo similar a lo 

que ocurre en el flavedo, una reducción en el número de estructuras (depósitos o glándulas de 

aceite) que acumulan CVs en las vesículas de zumo. Se ha propuesto que la formación de los 
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primordios de las vesículas de zumo en frutos cítricos tiene lugar a partir de células epidérmicas 

y subepidérmicas de la cara adaxial de la pared del carpelo, y que la formación y ultraestructura 

de las células que conforman la glándula de aceite en las vesículas es muy similar a la de las 

glándulas de aceite del flavedo o las hojas (Thomson et al., 1976; Burns et al., 1992;). Así pues, 

y dado el origen común de las estructuras celulares que almacenan y sintetizan los CVs tanto en 

el flavedo como en las vesículas de zumo, los resultados indican que la alteración del mutante 

deg podría afectar posiblemente a un proceso general inicial que desencadena o controla la 

formación y el número de las estructuras especializadas que contienen los CVs en ambos tipos 

de tejidos del fruto.   

La regulación de la acumulación y emisión de CVs en diferentes tejidos vegetales reside 

en gran medida en el control transcripcional de los genes implicados en su biosíntesis 

(Dudareva et al., 2004; Muhlemann et al., 2012, Duradeva et al., 2013). Estudios preliminares 

en el mutante deg mostraron que diversos genes de las rutas MEP y MEV, precursores de los 

CVs terpenos en los plastidios y citosol, respectivamente, se expresan con menor intensidad en 

el flavedo del mutante en comparación con frutos control (Carrera et al., 2007; y comunicación 

personal), sugiriendo un aporte reducido de precursores a la síntesis de terpenos en deg. El 

análisis de la expresión de diferentes TPS en el flavedo y la pulpa de frutos deg a lo largo de la 

maduración mostró que la mayoría de los genes se expresan a niveles reducidos en los tejidos 

del mutante en comparación con los frutos control, acorde con la menor concentración de CVs 

terpenos (Figuras 29 y 30). Sin embargo, la mayor emisión de CVs en frutos deg, 

especialmente en frutos inmaduros, no se correlaciona con la menor expresión relativa de las 

TPSs, indicando de nuevo la existencia de mecanismos específicos, independientes de la 

biosíntesis, que regulen la emisión de CVs desde las glándulas de aceite al espacio de cabeza, y 

que en el caso del mutante deg estarían alterados. 

El tratamiento exógeno con etileno a frutos cítricos durante la postcosecha afecta a la 

emisión y contenido de CVs, en general, disminuyendo determinados monoterpenos y  

aumentando los sesquiterpenos y ésteres alifáticos (Ortuño et al., 1993; Sharon-Asa et al., 2003; 

Herrera, 2007a; Herrera et al., 2007b; Capitulo II de esta Tesis). Dado que el mutante deg tiene 

un número reducido de glándulas de aceite en el flavedo y presenta alteraciones tanto en el 

perfil de emisión como en el contenido de CVs, en este capítulo se propuso evaluar el efecto del 

tratamiento exógeno con etileno sobre la emisión y contenido de CVs en frutos deg, que se 

complementó con el análisis de la expresión de diversas TPS. El tratamiento postcosecha con 

etileno a frutos virando (desverdización) promovió cambios similares en el perfil de emisión de 

CVs en los frutos deg y control (Tablas 25), y concordantes con los descritos en el capítulo II 

de esta Tesis.  La emisión de los monoterpenos disminuyó, tanto en los frutos mantenidos en 

aire como los tratados con etileno, mientras que el contenido de estos CVs y la expresión de las 

monoterpenos sintasas β-PIN, LIM 1 y LIM 2 (Tabla 25 y 26 y Figura 32) no experimentaron 
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variaciones importantes durante el tratamiento, siendo su expresión mayor en frutos control y 

asociada a un mayor contenido de monoterpenos en estos frutos. Sin embargo, la expresión 

relativa de los genes LIN y OCI fue mayor en deg, y no se correspondió con los cambios 

observados en ocimeno y linalol (Tabla 25 y 26 y Figura 32). En cuanto a los sesquiterpenos, 

la tendencia general fue a aumentar su emisión en respuesta al etileno (Tabla 25) y, en 

particular, el aumento en valenceno estuvo asociado al incremento en la expresión de la VAL 

(Figura 32). En conjunto, estos resultados indican que los frutos deg, a pesar del número 

reducido de glándulas, responden al tratamiento exógeno con etileno de forma similar a los 

frutos control, y no parecen tener alterada la respuesta a la hormona. 

En la última década se han realizado importantes avances en la caracterización del papel 

de los CVs como moléculas señalizadoras de defensa directa o indirecta de las plantas frente al 

ataque de depredadores herbívoros o patógenos microbianos (Dudareva et al., 2006; Unsicker et 

al., 2009; Huang et al., 2012; Duradeva et al., 2013). En particular en frutos cítricos, estudios 

realizados en naranjas transgénicas (Citrus sinensis) con una reducción de aproximadamente 

100 veces en el contenido de limoneno en el flavedo respecto a frutos control, se ha demostrado 

que son más resistentes al ataque de insectos (Ceratitis capitata) y de patógenos microbianos 

(P. digitatum o Xantomonas citri) (Rodriguez et al. 2011) y muestran una activación 

constitutiva de respuestas de defensa (Rodriguez et al., 2014). Por otro lado, también  se ha 

descrito el efecto estimulador de determinados monoterpenos (limoneno, - y -pineno, 

fundamentalmente) o de los CVs que emiten discos de flavedo o frutos heridos sobre la 

germinación de esporas y la elongación del tubo germinativo de P. digitatum, principal 

patógeno postcosecha de cítricos (French et al, 1978; Droby et al., 2008; Rodriguez et al., 

2011). Sin embargo, otros terpenos oxigenados como el citral o nerol parecen tener un efecto 

antifúngico o inhibitorio en ensayos de germinación in vitro de P. digitatum (Rodov et al, 1995; 

Rodriguez et al., 2011). En su conjunto, la información de la que se dispone actualmente sugiere 

que los monoterpenos, principalmente el limoneno, que se emiten y/o contienen las glándulas de 

aceite del flavedo podrían tener un papel fundamental en el reconocimiento y progresión de la 

infección por P. digitatum (Droby et al., 2008; Rodriguez et al., 2011). En este sentido, el 

mutante deg con un número reducido de glándulas de aceite y un menor contenido de CVs en el 

flavedo, es un excelente sistema experimental para abordar el estudio del papel de las glándulas 

y de los CVs que contienen o emiten, en la incidencia y progresión de la infección por P. 

digitatum. Para ello, se realizaron experimentos de inoculación de esporas del hongo de forma 

controlada en frutos deg en una zona libre de glándulas de aceite o en glándula de aceite 

(Figura 33), mientras que en los frutos control la herida e inoculación se realizó necesariamente 

en una glándula debido a la elevada densidad de las mismas en el flavedo. El porcentaje de 

heridas infectadas en frutos deg inoculados en zona de no glándula fue ligeramente más bajo 

que en frutos control y frutos deg inoculados en zona de glándula, aunque esta diferencia sólo 
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fue estadísticamente significativa a los 5 dpi (Figura 33) y la progresión del halo de infección 

fue similar en ambos genotipos (Figura 34). Estos resultados indicarían que si bien el éxito de 

la infección (como porcentaje de heridas infectadas) parece ser menor cuando se inocula fuera 

de la glándula, el avance de la misma no parece estar relacionado con la presencia de las 

glándulas. Estos resultados están de acuerdo con los descritos previamente en frutos de limón 

donde el porcentaje de heridas infectadas se redujo cuando la inoculación de esporas de 

Penicillium se realizó fuera de las glándulas (Rodov et al., 1995). Por lo tanto, los resultados en 

su conjunto sugieren que la ligera reducción del número de heridas infectadas en los frutos deg 

inoculados en zona de no glándula estaría directamente relacionada con la menor exposición de 

las esporas del hongo a los CVs de las glándulas de aceite y, en particular, el limoneno como 

volátil mayoritario podría jugar un papel crucial en la interacción patógeno-fruto, como ya se ha 

propuesto utilizando como sistema experimental naranjas transgénicas con bajo contenido en 

limoneno (Rodriguez et al., 2011). 

La infección con P. digitatum afectó de forma muy importante a los CVs: la emisión de 

CVs totales aumentó aproximadamente 100 veces en frutos deg y 300 veces en frutos control 

(Tabla 27). En general, la emisión de todos los CVs aumentó en respuesta a la infección, pero 

destacaron por su mayor concentración los monoterpenos limoneno, ocimeno y linalol (Tabla 

27), y por su emisión exclusiva en frutos infectados  los ésteres y alcoholes alifáticos, ésteres 

ramificados y el sesquiterpeno lineal α-farneseno (Tabla 27). Una observación importante es 

que la emisión de los CVs en los frutos deg infectados en la ‘glándula’ fue similar a la de los 

inoculados en zona de ‘no glándula’, y los niveles fueron aproximadamente 5 veces inferiores a 

los de los frutos control (Tabla 27). La mayor emisión de CVs totales en frutos control, en 

concreto los monoterpenos como volátiles mayoritarios, podría deberse a una mera liberación de 

los mismos desde las glándulas de aceite debido a su destrucción conforme avanza la infección 

del hongo en el flavedo. Sin embargo, no todos los CVs mostraron el mismo comportamiento 

diferencial de emisión, si bien los monoterpenos se emitieron entre 2 y 50 veces más en frutos 

control, los sesquiterpenos y los ésteres alifáticos y ramificados se emitieron en niveles 

similares en ambos genotipos (Tabla 27). Estos resultados podrían indicar que los procesos que 

desencadenan la emisión de los diferentes CVs son distintos. En el caso de los sesquiterpenos, 

alcoholes y ésteres que se emiten de forma exclusiva en respuesta a la infección, su síntesis y 

emisión podría estar estrechamente relacionada con el incremento en la producción de etileno 

que tiene lugar en frutos cítricos tras la infección con Penicillium (Marcos et al., 2005). En el 

Capítulo II de esta Tesis y en trabajos previos (Herrera et al., 2007b) se ha descrito que la 

aplicación exógena de etileno estimula de forma significativa la emisión de sesquiterpenos, en 

particular la de valenceno y α-farneseno, y la de ésteres alifáticos. Además, tal y como se ha 

discutido en el capítulo II de esta Tesis, en diversos frutos climatéricos se ha podido establecer 

una clara correlación entre el aumento de la producción de etileno durante la etapa climatérica 
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de maduración del fruto y la síntesis de alcoholes y ésteres alifáticos o ramificados 

característicos del aroma del fruto maduro (Flores et al., 2002; Yahyaoui et al., 2002; Defilippi 

et al., 2005a; Defilippi et al., 2005b). Diversos estudios también han correlacionado la síntesis 

de α-farneseno con la producción de etileno en diferentes frutos (Pechous et al., 2005; Gapper et 

al., 2006) y, como se ha descrito en el capítulo II, la desverdización con etileno aumentó la 

emisión de este sesquiterpeno lineal tanto en la mandarina Clemenules como en la naranja 

Navelate (Tablas 16 y 18). Por tanto, parece probable que la emisión de estos CVs en los frutos 

deg y control sea en respuesta a las cantidades masivas de etileno endógeno que se produce 

durante la infección, bien por los tejidos del propio fruto y/o el hongo (Achilea et al., 1985; 

Marcos et al., 2005).  
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RESULTADOS 

 

1. Composición de carotenoides en el flavedo y la pulpa de frutos de variedades de 

naranja (Citrus sinensis) y pomelo (Citrus paradisi) con distinta pigmentación  

 

Con el fin de estudiar la posible relación entre el contenido y composición de 

carotenoides y la presencia de compuestos norisoprenoides, se seleccionaron frutos maduros de 

las siguientes variedades o mutantes de naranja (Citrus sinensis): Navel Frost, Cara Cara, 

Navelate y Pinalate, y de pomelo (Citrus paradisi): Star Ruby, Flame y Marsh. Estas variedades 

se seleccionaron por sus marcadas diferencias en la pigmentación externa y/o interna del fruto 

(Figura 35), que se corresponden con importantes diferencias en el contenido y composición de 

carotenoides totales e individuales, lo que permitiría asociar el origen biosintético de 

determinados norisoprenoides a carotenoides específicos. 

 

 

 

1.1  Color del flavedo y la pulpa en frutos de las diferentes variedades de naranja y 

pomelo 

Los índices de color correspondientes a los frutos maduros utilizados en el estudio se 

muestran en Tabla 28.  

 

Figura 35. Aspecto externo e interno de los frutos maduros de naranjas (Citrus sinensis) de 
las variedades Cara Cara, Navel Frost, Pinalate y Navelate, y los pomelos (Citrus paradisi) 
de las variedades Star Ruby, Flame yMarsh utilizados en este estudio. Las caracterísiticas de 
color de los frutos se detallan en la Tabla 28.  



Resultados 

- 158 - 
 

 

 

El flavedo de los frutos maduros de las variedades parentales de naranja, Navel Frost y 

Navelate, presentaron una coloración externa con un índice a/b de 0,79±0,03 y 0,68±0,03, 

respectivamente, que corresponden a tonalidades anaranjadas. El mutante Cara Cara, presentó 

una coloración externa similar a la de su parental Navel, mientras que el mutante Pinalate tenía 

un índice de color entre 4 y 5 veces inferior al de la naranja parental Navelate, correspondiente a 

una tonalidad amarilla. El flavedo del pomelo Star Ruby tenía un índice de color (0,21±0,05) 

mayor al de las variedades Flame (0,08±0,02) y Marsh (0,07±0,02), en relación con la ligera 

tonalidad rojiza, frente al amarillo intenso de estas dos últimas variedades.  

En la pulpa las diferencias en los índices de color entre variedades fueron más marcadas 

que en el flavedo. Mientras que las líneas parentales de naranja, Navel Frost y Navelate, 

presentaron un índice de color cercano a 0, en los mutantes Cara Cara y Pinalate alcanzaron 

valores de 0,54±0,03 y -0,11±0,01, respectivamente, en proporción con la coloración roja y 

amarilla de sus pulpas. En pomelos se observó que, mientras que Marsh tenía una coloración 

blanca (-0,24±0,01) en Flame alcanzó un valor intermedio (0,29±0,03) por su coloración 

rosácea y la pulpa de Star Ruby presentó una coloración rojiza más intensa (0,54±0,03).  

 

1.2  Composición de carotenoides en el flavedo de frutos de las diferentes variedades de 

naranja y pomelo  

El flavedo de los frutos de la naranja Navel Frost presentó un contenido total de 

carotenoides de 153±38 μg/g PF, siendo la violaxantina el carotenoide más abundante (65%), 

seguido del fitoeno (12%) (Tabla 29). En el mutante Cara Cara la concentración de 

carotenoides totales fue un 17% superior, pero mientras la violaxantina sigue siendo el 

carotenoide mayoritario (57% del total) el contenido de fitoeno fue más del doble que en el 

parental. Es interesante destacar que el contenido del apocarotenoide β-citraurina en el flavedo 

Tabla 28. Índice de color (Hunter a/b) del flavedo y la pulpa de frutos maduros de las 
variedades de naranjas (Citrus sinensis) Navel Frost y su mutante Cara Cara, y Navelate y su 
mutante Pinalate, y de las variedades de pomelo (Citrus paradisi) Star Ruby, Flame y Marsh. 
El color de los frutos es la media + DE de 3 determinaciones por fruto, en al menos 6 frutos.

Color (Hunter a/b )

Naranjas

Navel Frost 0,79 ± 0,03 0,02 ± 0,01

Cara Cara 0,78 ± 0,02 0,54 ± 0,03

Navelate 0,68 ± 0,03 0,03 ± 0,01

Pinalate 0,16 ± 0,03 -0,11 ± 0,01

Pomelos

Star Ruby 0,21 ± 0,05 0,54 ± 0,03

Flame 0,08 ± 0,02 0,29 ± 0,03

Marsh 0,07 ± 0,02 -0,24 ± 0,01

PulpaFlavedo
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del mutante Cara Cara fue aproximadamente el doble que en su línea parental. El contenido en 

carotenoides totales y las proporciones de los diferentes carotenoides en el flavedo de Navelate 

fue similar al de la naranja Navel. En el mutante de color amarillo Pinalate la concentración de 

carotenoides totales en el flavedo fue más del doble que en el parental, destacando la elevada 

concentración de fitoeno, fitoflueno y ζ-caroteno que fueron 10, 5 y 40 veces mayores 

respectivamente. Por el contrario, el contenido en β,β-xantofilas fue inferior en el mutante, en 

particular la violaxantina que cuantificó aproximadamente la mitad que en Navelate (Tabla 29). 

El contenido de carotenoides totales en el flavedo de los frutos de pomelo fue mucho más 

bajo que en las naranjas, siendo el de Star Ruby 3 veces mayor que en Flame y Marsh. El 

flavedo de Star Ruby fue especialmente rico en carotenoides lineales como fitoeno (70%), 

fitoflueno (9,7%) y licopeno (4%) y violaxantina (9,4%). En Flame destacó también la 

proporción de fitoeno (65%) y violaxantina (27%), mientras que en Marsh, a pesar de tener un 

contenido de carotenoides totales similar a Flame, las proporciones de los carotenoides 

individuales eran muy distintas, con un mayor contenido en violaxantina (50%) y menor de 

fitoeno (33%) (Tabla 30). 

 

1.3  Composición de carotenoides en la pulpa de frutos de las diferentes variedades de 

naranja y pomelo  

En la pulpa de los frutos de naranja Navel Frost y Navelate los contenidos en carotenoides 

fueron bajos y similares, donde la violaxantina cuantificaba alrededor del 50%. En la pulpa del 

mutante Cara Cara destacó el elevado contenido de fitoeno (66%) y la presencia de licopeno 

(14%), lo que le proporciona el característico color rojo de la pulpa, y una menor concentración 

de xantofilas. Es importante mencionar que no se identificó licopeno en ninguna de las otras 

variedades de naranja estudiadas. La pulpa del mutante Pinalate tenía un alto contenido en 

carotenoides, similar al de Cara Cara pero en una proporción muy diferente, destacando la 

elevada concentración de carotenoides lineales: fitoeno (57%), fitoflueno (19%) y -caroteno 

(19%), y la baja concentración de xantofilas (menor del 5%) (Tabla 29).  

El mayor contenido de carotenoides totales en la pulpa de los frutos de pomelo se 

encontró en Star Ruby, destacando el licopeno (49%) como carotenoide mayoritario y el fitoeno 

(26,7%). En la pulpa de Flame y Marsh la concentración de carotenoides totales fue entre 9 y 13 

veces inferior, respectivamente, a la de Star Ruby. El carotenoide más abundante en Flame fue 

el β-caroteno (45%) mientras que en Marsh fue el fitoeno (34%) (Tabla 30). 
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2. Identificación de compuestos norisoprenoides en el flavedo y la pulpa de frutos de 

variedades de naranja (Citrus sinensis) y pomelo (Citrus paradisi)y con distinta 

pigmentación 

 

Mediante HS-SPME GC-MS se identificaron un total de 123 CVs, de los que 13 

correspondieron a compuestos norisoprenoides o derivados de éstos, que fueron los siguientes: 

6-metil-5-hepten-2-ona, β-ciclocitral, neral, nerol, nerol acetato, geranial, geraniol, geranil 

acetona, geraniol acetato, β-citronelol, citronelal, β-ionona y dihidro-β-ionona (Tabla 31).  

 

 

 

En general, no se observaron diferencias significativas en el contenido total de CVs, 

determinado como el área total de CVs identificados, para cada tejido entre los frutos de las 

diferentes variedades de naranjas y pomelos (datos no mostrados). 

 

2.1  Composición de norisoprenoides en el flavedo de frutos de diferentes 

variedades de naranja y pomelo 

En el flavedo de los frutos de naranja el porcentaje de norisoprenoides (% área respecto al 

total de CVs) fue, en general, superior en los mutantes que en los respectivos parentales (Figura 

36). El flavedo de la variedad Cara Cara fue la que presentó mayor proporción de 

norisoprenoides, destacando la presencia de β-ciclocitral (0,10%), que no se identificó en 

ninguna otra muestra de flavedo y un mayor porcentaje de citronelal (0,40%). Además, Cara 

Cara presentó una menor proporción de geraniol acetato, y Navel Frost fue la única variedad en 

la que no se identificó 6-metil-5-hepten-2-ona. El flavedo de Navelate mostró un perfil de 

norisoprenoides similar al de Navel Frost, mientras que el mutante Pinalate presentó una mayor 

Tabla 31. Principales compuestos norisoprenoides identificados en el flavedo y la pulpa de 
frutos de naranja (Citrus sinensis) de las variedades Navel Frost, Cara Cara, Navelate y 
Pinalate, y de pomelo (Citrus paradisi) de las variedades Star Ruby, Flame y Marsh. Los 
compuestos identificados están ordenados por orden creciente del LRI. a,: Índice de retención 
lineal en una columna capilar Stabilwax (Restek, Bellefonte, PA) (60m x 0,25mm d.i x 
0,50μm).  

Nº Compuestos LRI (a) Naranja Pomelo 
1 6-metil-5-hepten-2-ona 1363 ٧ ٧ 
2 Citronelal 1507 ٧ ٧ 
3 β-Ciclocitral 1668 ٧ ٧ 
4 Neral 1725 ٧ ٧ 
5 Nerol acetato 1749 ٧ ٧ 
6 Geranial 1771 ٧ ٧
7 Geraniol acetato 1778 ٧ ٧ 
8 β-Citronelol 1780 ٧ ٧ 
9 Nerol 1823 ٧ ٧ 

10 Dihidro-β-ionona 1867 ٧  
11 Geraniol 1867 ٧ ٧
12 Geranil acetona 1885 ٧ ٧ 
13 β-Ionona 1992 ٧ ٧ 
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abundancia de norisoprenoides, destacando un elevado porcentaje relativo en geranil acetona 

(0,31%), geraniol (0,72%) y geraniol acetato (0,26%) (Figura 36).  

 

 

 

 

Figura 36. Niveles relativos de los norisoprenoides identificados en la piel de frutos de 
naranjas (Citrus sinensis) de las variedades Cara Cara (C.C), Navel Frost (N.F), Pinalate (P) y  
Navelate (N). Los datos se expresan como porcentaje del total de compuestos volátiles 
identificados y son la media + DE de al menos 3 análisis independientes. 
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El flavedo de la variedad Star Ruby fue el que presentó mayor abundancia relativa de 

norisoprenoides en pomelos. Aunque, en general, las diferencias entre las diferentes variedades 

no fueron muy acusadas, destacó el mayor porcentaje de nerol acetato en Star Ruby, la ausencia 

de 6-metil-5-hepten-2-ona en Flame y la menor abundancia de nerol y geraniol acetato en Marsh 

(Figura 37).  

 

 

 

2.2  Composición de norisoprenoides en la pulpa de frutos de diferentes 

variedades de naranja y pomelo 

En la pulpa se observaron diferencias importantes en la abundancia relativa de los 

diferentes norisoprenoides entre los frutos de las distintas variedades de naranja y pomelo 

seleccionadas (Figuras 38 y 39). En las naranjas los mayores porcentajes de norisoprenoides se 

detectaron en la pulpa de los frutos de Cara Cara y Pinalate (Figura 38). En particular, en 

Figura 37. Niveles relativos de los norisoprenoides identificados en la flavedo de frutos de 
pomelo (Citrus paradisi) de las variedades Star Ruby (S.R), Flame (F) y Marsh (M). Los datos 
se expresan como porcentaje del total de compuestos volátiles identificados y son la media + 
DE de al menos 3 análisis independientes. 
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Pinalate y Cara Cara se identificó geraniol y, además, presentaron una mayor abundancia en 

geranil acetona y en 6-metil-5-hepten-2-ona, respecto a sus respectivos parentales. Además, en 

Cara Cara se encontraron una mayor proporción de neral, nerol, geranial, β-ionona, β-ciclocitral 

y β-citronelol (Figura 38).   
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Figura 38. Niveles relativos de los norisoprenoides identificados en la pulpa de frutos de 
naranja (Citrus sinensis) de las variedades Cara cara (C.C), Navel frost (N.F), Pinalate (P) y 
Navelate (N). Los datos se expresan como porcentaje del total de compuestos volátiles 
identificados y son la media + DE de al menos 3 análisis independientes. 
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La pulpa de Star Ruby fue la que mostró una mayor abundancia de compuestos 

norisoprenoides entre los pomelos, destacando el neral (entre 5 y 3 veces superior a Flame y 

Marsh, respectivamente), y geranial (entre 6 y 4 veces superior a Flame y Marsh, 

respectivamente). Los norisoprenoides, β-ciclocitral, 6-metil-5-hepten-2-ona y nerol acetato 

sólo se identificaron en la pulpa de los pomelos Star Ruby y Flame, y siempre en mayores 

concentraciones en el primero. Es interesante destacar que sólo se detectó β-ionona en la pulpa 

de los frutos de Star Ruby. En la pulpa del pomelo Marsh, con la excepción de geranil acetona y 

nerol donde los porcentajes fueron similares a los de Star Ruby, la proporción del resto de 

norisoprenoides fue siempre muy inferior o prácticamente ausentes respecto a las otras dos 

variedades (Figura 39).  

Figura 39. Niveles relativos de los norisoprenoides identificados en la pulpa de frutos de 
pomelo (Citrus paradisi) de las variedades Star Ruby (S.R), Flame (F) y Marsh (M). Los datos 
se expresan como porcentaje del total de compuestos volátiles identificados y son la media + 
DE de al menos 3 análisis independientes.
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DISCUSIÓN 

 

Los compuestos norisoprenoides se pueden generar a partir de los carotenoides por una 

degradación no enzimática (inespecífica) como enzimática, mediante acción de las CCD/CCO 

(dioxigenasas/oxigenasas de corte de carotenoides) (Simkin et al. 2004, Alquézar et al., 2008, 

Walter et al., 2010, Brandi et al., 2011; Rodrigo et al., 2013). Estos compuestos se caracterizan 

por tener una elevada intensidad aromática, ya que presentan un bajo umbral de percepción 

olfativa (Winterhalter y Rouseff, 2002). Aunque la concentración de los norisoprenoides es, en 

general, muy baja, en numerosos frutos como el tomate, melocotón, membrillo, sandía, uva, 

manzana, lichi o mango se ha observado que tienen un papel relevante en el aroma de los 

mismos (Schneider et al. 2001; Simkin et al., 2004; Britton et al., 2008; Klee, 2010; Vogel et al., 

2010). Dado que los precursores de los norisoprenoides volátiles son los carotenoides, existen 

diferentes trabajos que han abordado el estudio de la posible relación biosintética entre el 

contenido de carotenoides y de norisoprenoides. En uva (Vitis vinifera), por ejemplo, se ha 

observado una buena correlación entre la concentración de carotenoides durante la maduración 

del fruto y la de norisoprenoides en el vino (Crupi et al., 2010). En frutos del mutante de tomate 

tangerine, que acumula gran cantidad de carotenos lineales, se ha observado una menor emisión 

de los norsioprenoides cíclicos β-ciclocitral y β-ionona, mientras que la emisión de los lineales 

como el geranil acetona y 6-metil-5-hepten-2-ona fue muy elevada (Vogel et al., 2010). Por otra 

parte, estudios realizados en mutantes de tomate y sandía con distinto contenido y composición 

de carotenoides mostraron que en los frutos ricos en licopeno los norisoprenoides mayoritarios 

fueron geranial, neral, 6-metil-5-hepten-2-ona, 2,6-dimetilhept-5-1-al, 3-epoxi-geranial, (E,E)-

pseudoionona, geranil acetona y farnesil acetona, mientras que en los frutos ricos en β-caroteno 

los norisoprenoides principales eran la β-ionona y el β-ciclocitral (Lewinshon et al., 2005; 

Vogel et al., 2010). En cítricos, sin embargo, a pesar de ser frutos ricos en carotenoides y de la 

gran diversidad en el perfil de carotenoides entre frutos de diferentes especies y variedades, 

existen muy pocos estudios que hayan abordado la caracterización de norisoprenoides y su 

posible relación biosintética con la composición de carotenoides (Mahattanatawee, et al., 2005). 

Por tanto, el objetivo planteado en este capítulo ha sido caracterizar el perfil de compuestos 

norisoprenoides volátiles (C9-C13) y su posible correlación con la composición de carotenoides 

en frutos de diferentes variedades de naranja (Citrus sinensis) y de pomelo (Citrus paradisi) con 

distinta pigmentación en la piel y en la pulpa. 

El perfil de norisoprenoides y la composición de carotenoides se determinaron tanto en el 

flavedo como en la pulpa, ya que ambos tejidos muestran importantes diferencias en la 

pigmentación entre las especies y variedades seleccionadas, e incluso las diferencias en la 

pigmentación fueron más acusadas en la pulpa (Figura 35). Las naranjas Navel, Navelate y el 
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mutante Cara Cara (Tabla 28 y Figura 35) se caracterizaron por presentar una coloración 

externa naranja-intensa en el fruto maduro (Alquézar et al., 2008), mientras que los frutos de 

Pinalate, mutante espontáneo de Navelate, mostraron una coloración externa amarilla (Rodrigo 

et al., 2003). En los frutos de pomelos, el flavedo de la variedad Star Ruby fue el que presentó 

mayor índice de color (Tabla 28), seguido de Flame y Marsh (Banet et al., 1981, Gross 1987; 

Xu et al., 2006; Alquézar, 2008). En cuanto a la coloración interna, las variedades de naranja 

parentales (Navel y Navelate) tenían una pulpa del color naranja característica, mientras que los 

mutantes Cara Cara y Pinalate mostraron una coloración interna de color rojo intenso (Alquézar, 

2008, Alquézar et al., 2008) y amarillo (Rodrigo et al., 2003), respectivamente (Tabla 28 y 

Figura 35). En los pomelos destacó la coloración rojiza de la pulpa de Star Ruby frente a la 

rosada de Flame y la amarilla de Marsh (Alquézar, 2008). 

El flavedo de los frutos cítricos se ha descrito como una de las fuentes más ricas y 

complejas de carotenoides en plantas (Stewart y Leuenberger, 1976; Oberholster et al., 2001, 

Rodrigo et al., 2013), mientras que la pulpa de los mismos presenta generalmente un contenido 

de carotenoides sensiblemente inferior (Gross, 1987, Xu et al., 2006). Los frutos de los mutantes 

Pinalate y Cara Cara mostraron un contenido de carotenoides totales superior al de sus 

parentales, tanto en el flavedo como en la pulpa (Tabla 29). En cuanto a la composición de 

carotenoides individuales, la violaxantina, seguida del fitoeno, fueron los carotenoides más 

abundantes en el flavedo de las variedades parentales Navel Frost y Navelate (Rodrigo et al., 

2003, Rodrigo et al., 2004; Alquézar, 2008), mientras que en el flavedo de Cara Cara se 

observaron algunas diferencias cuantitativas respecto a su parental Navel. Una de las más 

destacables fue la mayor acumulación de fitoeno en Cara Cara  (Tabla 29), en concordancia con 

trabajos previos (Alquézar et al., 2008). En el flavedo de frutos maduros de Pinalate se 

detectaron altas concentraciones de carotenoides lineales y muy baja de 9-cis-violaxantina. 

Estos resultados son muy concordantes con un estudio previo en el que se caracterizaron los 

cambios en la composición de carotenoides en el flavedo de Pinalate a lo largo de la maduración 

y se concluye que la mutación en Pinalate se puede deber a un bloqueo de la ruta de biosíntesis 

de carotenoides a nivel del -caroteno (Rodrigo et al., 2003). Respecto a los frutos de las 

variedades de pomelo seleccionadas, Star Ruby presentó un contenido de carotenoides en el 

flavedo y la pulpa superior al resto de pomelos (Tabla 30) (Rouseff et al., 1992; Alquézar et al., 

2008). El flavedo de Star Ruby fue especialmente rico en carotenoides de tipo lineal (fitoeno, 

fitoflueno y licopeno) mientras que en Flame y Marsh destacaron la violaxantina y fitoeno, 

principalmente.  

En cuanto a la pulpa, es relevante destacar que en Cara Cara se detectó la presencia deβ-

caroteno y un elevado contenido de fitoeno y licopeno (80 % del total de carotenoides), siendo 

la presencia de este último exclusiva de este mutante y lo que le proporciona su característico 

color rojo, mientras que su parental Navel fue especialmente rico en xantofilas (Tabla 29) 
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(Alquézar et al., 2008). La pulpa del mutante Pinalate, al igual que el flavedo, mostró 

concentraciones inusualmente elevadas de los carotenos lineales fitoeno, fitoflueno y -

caroteno, y una reducción muy importante en xantofilas respecto a su línea parental (Tabla 29) 

(Rodrigo et al., 2003). La pulpa de los frutos del pomelo Star Ruby presentó aproximadamente 

10 veces más carotenoides que Flame y Marsh, destacando el licopeno, mientras que en Flame 

el carotenoide más abundante fue el β-caroteno y en Marsh el fitoeno (Tabla 30) (Gross 1987; 

Rouseff et al., 1992; Xu et al., 2006; Alquézar et al., 2013). Estudios llevados a cabo en pulpa 

de pomelos rojos muestran que Star Ruby es una de las variedades de pomelo rojo con mayor 

acumulación de licopeno y β-caroteno, llegando a alcanzar respecto a otras variedades de 

pomelos rojos una concentración de licopeno incluso 10 veces superior y entre 3 y 5 veces 

mayor de carotenos (Rouseff, 1992). 

Con el objetivo de conocer si la composición de carotenoides determina o condiciona el 

perfil de compuestos norisoprenoides volátiles en los frutos cítricos y la posible relación 

biosintética entre los mismos, tal como se ha descrito en otros frutos carotenogénicos como el 

tomate, la sandía, o el melocotón (Simkin et al., 2004, Lewinshon et al., 2005, Vogel et al., 

2010, Brandi et al., 2011), se analizaron los compuestos norisoprenoides en el flavedo y la pulpa 

de los frutos de las variedades y mutaciones de naranjas y pomelos seleccionados que, como se 

ha descrito anteriormente, tenían un perfil de carotenoides distintivo.  

En trabajos previos realizados en zumo de naranja de la variedad Valencia se ha detectado 

la presencia de α-ionona, β-ionona, β-ciclocitral y β-damascenona como los principales 

compuestos norisoprenoides volátiles derivados de carotenoides (Mahattanatawee, et al., 2005). 

Sin embargo, no existen estudios que relacionen el contenido en carotenoides con la presencia 

de estos norisoprenoides. En esta Tesis Doctoral se han identificado los siguientes compuestos 

norisoprenoides volátiles en el flavedo y la pulpa de las diferentes variedades/especies de 

cítricos estudiadas: neral, nerol, nerol acetato, geranial, geraniol, geraniol acetato, citronelal, 

geranil acetona, β-ciclocitral, β-citronelol, β-ionona, dihidro-β-ionona, 6-metil-5-hepten-2-ona 

(Tabla 31). En general, en las variedades de naranjas el porcentaje de norisoprenoides en el 

flavedo y en la pulpa fue superior en los frutos de los mutantes, que presentan coloraciones 

distintivas respecto a los parentales, mientras que entre los pomelos la mayor abundancia de 

norisoprenoides correspondió a la variedad Star Ruby, que también manifiesta una coloración 

roja distintiva más intensa  (Figuras 36 a 39). Por tanto, en los frutos de naranjas y pomelos con 

mayor concentración de carotenoides totales se corresponde con una mayor proporción de 

norisoprenoides, tal y como se ha descrito en otros frutos carotenogénicos (Kanasawud y 

Coruzet, 1990; Baldermann et al. 2005; Lewinson et al. 2005; Britton et al., 2008; Liu et al., 

2012). En particular, en el flavedo de la naranja Cara Cara destacó el β-ciclocitral, que se 

detectó de forma exclusiva en este mutante, y también un mayor porcentaje de citronelal 

(Figura 36). Estudios realizados en frutos de tomate con diferente composición de carotenoides 
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mostraron que mutantes con altos niveles de β-caroteno (genotipo High Beta) acumulaban los 

norisoprenoides β-ionona y β-ciclocitral (Lewinsohn et al., 2005; Vogel et al., 2010). Por tanto, 

la presencia de β-ciclocitral podría estar relacionada con el mayor contenido de β-caroteno en la 

pulpa de Cara Cara. Por otra parte, el flavedo de Pinalate, presentó una mayor abundancia de 

geraniol y su derivado geraniol acetato, y sobre todo de geranil acetona (Figura 36), que se 

correlaciona con la mayor concentración de carotenos lineales, en especial de fitoeno, en este 

mutante (Tabla 29). En el flavedo de los pomelos también se observaron correlaciones 

interesantes entre el contenido de carotenoides y la presencia o abundancia de determinados 

norisoprenoides. Por ejemplo, la β-ionona, que se observó únicamente en el flavedo de Star 

Ruby, podría deberse a la fragmentación del β-caroteno (Figura 37). Por tanto, parece probable 

que la concentración o acumulación específica de determinados carotenoides como el β-

caroteno, fitoflueno, fitoeno, -caroteno y licopeno en el flavedo de los pomelos también afecta 

a la abundancia de ciertos norisoprenoides como la β-ionona, 6-metil-5-hepten-2-ona, nerol o 

geraniol acetato. 

Aunque se han identificado algunos cambios importantes en el perfil o abundancia de 

determinados norisoprenoides volátiles en el flavedo de los frutos que parecen correlacionarse 

con la composición de carotenoides, las mayores diferencias entre las variedades seleccionadas 

se observaron en la pulpa. Así pues, tanto la pulpa de Pinalate como la de Cara Cara, ambas con 

altas concentraciones de carotenoides lineales, presentaron una mayor proporción de geranil 

acetona y 6-metil-5-hepten-2-ona, respecto a sus parentales (Figura 38 y Tabla 29). En frutos 

de tomate se ha descrito que los norisoprenoides geranil acetona y 6-metil-5-hepten-2-ona 

pueden derivar de la fragmentación de los carotenos lineales fitoeno, fitoflueno y -caroteno 

(Lewinshon, 2005) (Figura 5). Los resultados obtenidos del perfil de norisoprenoides en frutos 

cítricos sugieren que, al igual que en tomate, los precursores de la geranil acetona y 6-metil-5-

hepten-2-ona podrían ser también los carotenoides lineales, ya que tanto la pulpa de Pinalate 

como la de Cara Cara son especialmente ricas en este tipo de carotenoides. Además, la pulpa de 

Cara Cara mostró niveles más elevados de neral, nerol, geranial, y β-citronelol, que son posibles 

productos de licopeno, y este caroteno es muy abundante y entre las naranjas se encuentra 

exclusivamente en la pulpa de este mutante (Figura 38 y Tablas 29). En la pulpa de los 

pomelos, los norisoprenoides, β-ciclocitral y 6-metil-5-hepten-2-ona fueron exclusivos de los 

pomelos coloreados, Star Ruby y Flame, mientras que la β-ionona sólo se detectó en Star Ruby 

(Figura 39). En zumo fresco de la naranja Valencia se ha sugerido que la β-ionona podía 

formarse a partir de β-caroteno y β-criptoxantina, mediante la rotura oxidativa de la doble 

cadena entre los carbonos 9-10 y 9’-10’, respectivamente (Mahattanatawee, et al., 2005). Por 

tanto, la mayor concentración de β-caroteno en la pulpa de Cara Cara y Star Ruby podría 

explicar los niveles más elevados de β-ionona en estos frutos. Además, los frutos de Star Ruby, 

al igual que los de Cara Cara, presentaron mayor abundancia de los norisoprenoides geranial y 
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neral, lo que parece ser debido a la presencia de licopeno. En frutos de tomate y sandía se ha 

descrito al licopeno como precursor de citral (geranial y neral), ya que existe una clara 

asociación entre la concentración de este carotenoide y los niveles de citral (Lewinshon, et al. 

2005; Gao, et al., 2008). Por tanto, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que en la 

pulpa de los frutos cítricos el licopeno también puede ser el precursor del citral.   

La pulpa del pomelo blanco Marsh se caracterizó por una reducida abundancia en 

norisoprenoides, probablemente debido al bajo contenido en carotenoides en esta variedad 

(Tabla 30; Alquézar et al., 2013). En frutos de melocotón se ha observado que la menor 

coloración y contenido en carotenoides en una variedad de pulpa blanca respecto a la variedad 

parental de color amarillo-naranja, es debido a una mayor expresión y/o actividad de una 

enzima CCD que fragmenta carotenoides y genera mayor número y concentración de 

norisoprenoides (Brandi et al., 2011). Sin embargo, en el pomelo blanco Marsh el menor 

contenido en carotenoides no parece estar determinado por una mayor capacidad de 

fragmentación de carotenoides, ya que la abundancia de norisoprenoides también es muy baja 

(Figura 39). En los cítricos se han caracterizado bioquímicamente tres enzimas de la familia de 

las CCDs (Kato et al., 2006; Rodrigo et al., 2013) y sólo dos de ellas, CCD1 y CCD4, están 

implicadas en la generación de los norisoprenoides volátiles en frutos. Sin embargo, estas 

enzimas no parecen ser las responsables del bajo contenido en carotenoides coloreados en 

determinados frutos cítricos, como el pomelo blanco o limón (Kato et al., 2006; Rodrigo, 

comunicación personal). Por tanto, la reducida concentración de norisoprenoides volátiles en los 

frutos del pomelo blanco parece ser más probablemente una consecuencia del bajo contenido de 

carotenoides en esta variedad, es decir una menor disponibilidad de sustratos para la formación 

de estos CVs.  

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo, utilizando especies y variedades de 

naranja y pomelo con distintiva composición de carotenoides, sugieren una relación directa 

entre el contenido y composición de carotenoides y compuestos norisoprenoides volátiles, de 

forma similar a lo descrito en otros frutos carotenogénicos como el tomate, sandía o melocotón. 

Los resultados de este trabajo muestran que esta relación biosintética entre carotenoides-

norisoprenoides fue especialmente evidente en la pulpa de los frutos (Tablas 29 y 30, Figuras 

38 y 39). En el contexto de este trabajo conviene destacar que, aunque el contenido de 

norisoprenoides en la piel y la pulpa de las diferentes variedades estudiadas es relativamente 

bajo, los cambios en la composición de estos compuestos podrían tener una elevada repercusión 

en el aroma de los frutos, debido a su bajo umbral de percepción (Winterhalter y Rouseff, 2002; 

Mahattanatawee et al., 2005; Vogel et al., 2010), por lo que sería interesante ampliar estos 

estudios y analizar el impacto de los mismos, especialmente en la pulpa, en el aroma de los 

frutos y en la aceptación por el consumidor.  
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CONCLUSIONES 

 

1. El estudio comparativo de la emisión de CVs en frutos intactos, así como del contenido 

en el flavedo y la pulpa de frutos de la mandarina Clemenules, el híbrido Ortanique y la 

naranja Navelate a lo largo de la maduración muestra que los principales CVs son los 

monoterpenos por su abundancia y los sesquiterpenos por su diversidad, destacando el 

monoterpeno cíclico limoneno como el mayoritario en todas las situaciones. Se han 

encontrado mayores diferencias en número y cantidad de CVs en la emisión de frutos 

intactos que en el contenido en los tejidos de los frutos, con una mayor emisión en el 

hibrido Ortanique seguido de la naranja Navelate y la mandarina Clemenules.  

2. En los frutos de las tres variedades la emisión de CVs desciende durante la maduración, 

mientras que el contenido aumenta. Se detectaron 30 CVs comunes en los frutos de las 

tres variedades, mientras que entre las principales diferencias destaca la emisión de 

ésteres alifáticos en los frutos de naranja, y la presencia de los sesquiterpenos sinensales y 

la ausencia de valenceno en la mandarina. El híbrido Ortanique presentó características 

aromáticas intermedias entre la mandarina y la naranja, y su mayor capacidad aromática 

parece deberse a una mayor emisión y contenido de CVs. 

3. La emisión de CVs por los frutos intactos no parece estar directamente relacionada con la 

acumulación de éstos en las glándulas de aceite del flavedo.  

4. El análisis de la expresión de 7 terpeno sintasas reveló una mayor acumulación de 

transcritos en la piel que en la pulpa. Con la excepción de la VAL y el gen TPS3, la 

expresión del resto de genes no guardó relación con el contenido de los correspondientes 

CVs. Sin embargo, el aumento de la expresión de VAL y el descenso de TPS3 mostró un 

paralelismo con el incremento de valenceno y el descenso de sesquiterpenos, 

respectivamente. 

5. El tratamiento postcosecha con etileno produjo efectos similares en la emisión de CVs en 

los frutos de la mandarina Clemenules, el híbrido Ortanique y la naranja Navelate. Los 

efectos más relevantes inducidos por la hormona fueron un descenso en la emisión de 

limoneno y otros monoterpenos, un aumento del ocimeno y, especialmente, del 

valenceno. Es de destacar la estimulación por etileno de la emisión de ésteres alifáticos en 

el híbrido Ortanique y la naranja Navelate. Sin embargo, el etileno no afectó de forma 

importante el contenido de CVs en el flavedo en ninguna de las variedades.     

6. El efecto estimulador del etileno en la emisión de determinados CVs, como ésteres 

alifáticos y valenceno, es altamente dependiente del estadío de maduración del fruto. 

Además, la inhibición de la acción del etileno por 1-MCP redujo la emisión de ésteres 
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alifáticos en los frutos de naranja, lo que sugiere un papel del etileno endógeno en la 

emisión natural de estos volátiles.  

7. El efecto más significativo del etileno en la expresión de genes de terpeno sintasas fue la 

estimulación de la VAL y la inhibición de la LIN. Por otro lado, se ha identificado una 

nueva alcohol aciltransferasa (AAT) en cítricos, cuya expresión en frutos se regula 

positivamente por etileno y se correlaciona con la emisión de ésteres. 

8. La comparación del perfil de CVs entre el mutante deg, un mutante de la mandarina 

Clementina con reducido número de glándulas de aceite, y su línea parental reveló 

diferencias de tipo cuantitativo y no cualitativo. Así, mientras el contenido de CVs en el 

flavedo del mutante se redujo de forma proporcional al número de glándulas de aceite, la 

emisión total de CV en frutos deg fue sustancialmente superior a la de los frutos control. 

9. La emisión y presencia específica de β-farneseno y 2-hexenal, junto con un aumento en la 

emisión de ocimeno en frutos del mutante deg, sugiere una activación constitutiva de 

señales de estrés y defensa en los frutos del mutante. Estas respuestas estuvieron 

asociadas a una mayor expresión de las monoterpeno sintasas OCI y LIN.   

10. Los frutos del mutante deg también tienen reducido el contenido de CVs en la pulpa, lo 

que sugiere un efecto de la mutación en la génesis de las estructuras implicadas en las 

síntesis de CVs en ambos tejidos del fruto. Por otro lado, los frutos del mutante no 

tuvieron afectada la respuesta al etileno, pero parecen tener atenuada la infección por el 

hongo Penicillium en las áreas del flavedo libres de glándulas. En ambos genotipos, la 

infección por este hongo provoca un incremento considerable en la emisión de CVs, 

destacando la emisión específica de ésteres y alcoholes alifáticos, ésteres ramificados y el 

sesquiterpeno lineal α-farneseno. 

11. En el flavedo y la pulpa de frutos de naranja y pomelo con distinta pigmentación y 

composición en carotenoides se han identificado un total de 13 compuestos 

norisoprenoides volátiles (C9-C13). La abundancia de norisoprenoides fue mayor en las 

variedades y/o mutantes con mayor contenido en carotenoides, mostrando una relación 

sustrato-producto entre determinados carotenoides y norisopenoides. 

12. Los porcentajes relativos de los compuestos norisoprenoides fueron, en general, mayores 

en la pulpa que en el flavedo y las mayores diferencias en abundancia entre las variedades 

o mutantes también se observaron en este tejido. Es de destacar la mayor abundancia de 

geranil acetona y 6-metil-5-hepten-2-ona en la pulpa de los mutantes de naranja Pinalate 

y Cara Cara, ricas en carotenos lineales; y de 6-metil-5-hepten-2-ona, neral, geranial, β-

ionona y β-ciclocitral en la pulpa del pomelo rojo Star Ruby, con mayor contenido de 

carotenoides. 
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ANEXOS 
 
Tabla I. Rango de concentraciones utilizadas para la preparación de las curvas de calibrado y 
ecuaciones de las rectas obtenidas para la cuantificación de la emisión de CV. a: Rango de 
concentración: μg de CV depositados sobre el papel de filtro 

Volátiles Rango de concentración
a Ecuación recta de calibrado 

Pineno 0,05-200  Area x 1000=1,025E+07 x ng          r2=0,994 

Limoneno 0,125-500  Area x 1000=1,900E+07 x ng          r2=0,995 

Ocimeno 0,05-200  Area x 1000=7,896E+06 x ng          r2=0,993 

6-metil-5-hepten-2-ona 0,0025-10  Area x 1000=5,539E+06 x ng          r2=0,998 

Nonanal 0,0025-10  Area x 1000=1,322E+07 x ng          r2=0,994 

Hexil butanoato 0,025-100  Area x 1000=1,137E+08 x ng          r2=0,994 

Etil caprilato 0,025-100  Area x 1000=5,383E+07 x ng          r2=0,997 

Citronelal 0,00625-25  Area x 1000=1,210E+07 x ng          r2=0,996 

Decanal 0,0025-10  Area x 1000=2,550E+07 x ng          r2=0,996 

Linalol 0,0025-10  Area x 1000=3,519E+07 x ng          r2=0,996 

1-octanol 0,0025-10  Area x 1000=1,026E+07 x ng          r2=0,999 

Trans cariofileno 0,05-200  Area x 1000=7,072E+07 x ng          r2=0,998 

Hexil hexanoato 0,025-100  Area x 1000=5,965E+07 x ng          r2=0,999 

α-Humuleno 0,05-200  Area x 1000=7,819E+07 x ng          r2=0,998 

Citral 0,0025-10  Area x 1000=8,236E+07 x ng          r2=0,999 

L-α-Terpineol 0,00625-25  Area x 1000=3,849E+07 x ng          r2=0,999 

Valenceno 0,05-200  Area x 1000=7,992E+07 x ng          r2=0,999 

Geraniol acetato 0,0025-10  Area x 1000=9,496E+07 x ng          r2=0,998 

β-Citronelol 0,00625-25  Area x 1000=1,623E+07 x ng          r2=0,996 

Nerol 0,00625-25  Area x 1000=5,554E+07 x ng          r2=0,985 

Geranil acetona 0,0025-10  Area x 1000=3,837E+07 x ng          r2=0,997 

Geraniol 0,00625-25  Area x 1000=8,369E+06 x ng          r2=0,999 

β-ionona 0,025-10  Area x 1000=6,587E+07 x ng          r2=0,989 

Farneseno 0,0025-10  Area x 1000=7,255E+06 x ng          r2=0,999 

β-Ciclocitral 0,0025-10  Area x 1000=2,935E+07 x ng          r2=0,999 
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Tabla II. Rango de concentraciones utilizadas para la preparación de curvas de calibrado y 
ecuaciones de las rectas obtenidas para la cuantificación del contenido de CV. a: Rango de 
concentración: μg  CV inyectados en el CG-MS. 

Volátiles Rango de concentración
a
 Ecuación recta de calibrado 

Pineno 0,0075-0,12 Areax1000=1,353E+10 x ng          r2=0,999 

Limoneno 0,01-1,6 Areax1000=2,040E+10 x ng          r2=0,998 

Ocimeno 0,0075-0,12 Areax1000=9,255E+09 x ng          r2=0,999 

Cis-3-hexen-1-ol 0,001-0,16 Areax1000=1,538E+10 x ng          r2=0,999 

6-metil-5-hepten-2-ona 0,001-0,16 Areax1000=1,542E+10 x ng          r2=0,999 

Nonanal 0,001-0,16 Areax1000=1,264E+10 x ng          r2=0,999 

Butil hexanoato 0,001-0,16 Areax1000=1,730E+10 x ng          r2=0,999 

Hexil butanoato 0,001-0,16 Areax1000=1,570E+10 x ng          r2=0,999 

Etil capriato 0,001-0,16 Areax1000=3,106E+10 x ng          r2=0,999 

Citronelal 0,0037-0,60 Areax1000=2,017E+10 x ng          r2=0,999 

Decanal 0,001-0,16 Areax1000=2,764E+10 x ng          r2=0,999 

Linalol 0,001-0,16 Areax1000=2,560E+10 x ng          r2=0,999 

1-Octanol 0,001-0,16 Areax1000=2,213E+10 x ng          r2=0,999 

Trans cariofileno 0,003-0,50 Areax1000=2,499E+10 x ng          r2=0,999 

Hexil hexanoato 0,001-0,16 Areax1000=2,512E+10 x ng          r2=0,999 

β-Ciclocitral 0,001-0,16 Areax1000=2,512E+10 x ng          r2=0,999 

α-Humulene 0,003-0,50 Areax1000=3,021E+10 x ng          r2=0.999 

Citral 0,001-0,16 Areax1000=4.327E+10 x ng          r2=0.999 

α-Terpineol 0,0018-0,30 Areax1000=1,284E+10 x ng          r2=0,999 

Valenceno 0,005-0,80 Areax1000=3,039E+10 x ng          r2=0,999 

Geraniol acetato 0,001-0,16 Areax1000=2,038E+10 x ng          r2=0,999 

β-Citronelol 0,0037-0,60 Areax1000=1,576E+10 x ng          r2=0,999 

Nerol 0,0037-0,60 Areax1000=2,070E+10 x ng          r2=0,999 

Geraniol 0,0037-0,60 Areax1000=1,940E+10 x ng          r2=0,999 

Geranil acetona 0,001-0,16 Areax1000=2,625E+10 x ng          r2=0,999 

β-ionona 0,001-0,16 Areax1000=3,787E+10 x ng          r2=0,999 

Farneseno 0,001-0,16 Areax1000=2,199E+09 x ng          r2=0,999 
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Tabla III: Características espectroscópicas de los carotenoides más relevantes identificados. a: 
Longitud de onda máxima, b: % III/II de cada carotenoide, establecido por Britton et al. 
(1995), c: Identificado de forma tentativa 

Carotenoide      Observado  Literatura                          Referencias 

  max (nm) a                %III/I b               max (nm) a      %III/I 
b

     

E-Violaxantina  411, 437, 468 92 416, 438, 467 87         Britton, 1995 

β-Citraurina  458 0 456 0           Malachi, 1974 

(9Z)-Violaxantina  cis326, 410, 434, 463 95 cis326, 416, 440, 46 98  

Luteoxantina c  393, 416, 442 90 397, 419, 445 62           Lee, 2001 

Luteína  418, 444, 472 65 421, 445, 474 60 Britton, 1995 

Zeaxantina  430, 450, 478 35 428, 450, 478 26 Britton, 1995 

Anteraxantina c  440, 467 58 422, 444, 472 55 Britton, 1995 

Mutatoxantina c  424, 448 74 409, 427, 457 50 Britton, 1995 

α-Criptoxantina  419, 445, 473 72 421, 445, 475 60 Britton, 1995 

Fitoeno  283, 285, 300 10 276, 286, 297 10 Britton, 1995 

Fitoflueno  331, 346, 364 91 331, 348, 367 90 Britton, 1995 

β-Criptoxantina  423, 450, 479 30 428, 450, 478 27 Britton, 1995 

β-Caroteno  426, 451, 478 31 425, 450, 477 25 Britton, 1995 

α-Caroteno  cis295, 376, 397, 423 75 cis296, 374, 395, 41 71      Cunnigham, 1985 

-Caroteno  cis295, 376, 397, 423 75 c is296, 374, 395, 41 71      Cunnigham, 1985 

Licopeno   445,472,502 73 444,470,502 65 Britton, 1995 

Tabla IV: Ecuaciones de las rectas de calibrado utilizadas para la cuantificación de 
carotenoides 

Carotenoide           Recta de calibrado 

Fitoeno     μg=3,73158·10-7 Area r2=0,9944

Fitoflueno μg=1,79116·10-7 Area r2=0,9944

Licopeno μg=8,99645·10-8 Area r2=0,9963

β-Caroteno μg=8,34097·10-8 Area r2=0,9922

β-Criptoxantina μg=1,21613·10-7 Area r2=0,9866

Luteína μg=8,24810·10-8 Area r2=0,9900

Zeaxantina μg=1,13798·10-7 Area r2=0,9811

Tabla V: Resultados obtenidos de las curvas de calibrado para cada uno de los genes 
estudiados. a:Tm: (Temperatura de "melting"): Temperatura a la cual el 50% de las bases 
nitrogenadas de un DNA se encuentran apareadas con las bases de la otra cadena formando 
parte de la doble hélice, mientras que el otro 50% de las bases está desapareado. b: Th: 
Temperatura de hibridación utilizada durante la reacciones de PCR 

GEN Tma Thb 

LIN 79,0 60 

VAL 77,0 60 

LIM1 79,0 60 

LIM2 75,5 60 

βPIN 76,5 60 

OCI 75,5 60 

TPS3 74,0 57 

Cs AAT 79,0 55 
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Tabla VI: Tiempo de retención e índice de retención (LRI o índice de retención de Kovats) de 
los CV identificados en frutos de Clemenules, Ortanique y Navelate durante el desarrollo y la 
maduración en las condiciones cromatográficas descritas en la sección de Material y Métodos. 
El LRI se calculó a partir del tiempo de retención (RT) de la serie homóloga de n alcanos 
(C11-C28) en una columna Innowax (Agilent) en los que la representación del logaritmo del 
RT ajustado frente al número de átomos de carbono se obtiene una gráfica lineal en la que se 
pueden interpolar los RT del compuesto deseado para deducir su LRI. 

RT Compuesto LRI
4,35 α-Pineno 824
6,30 Hexanal 947
7,09 Sabineno 989
8,30 3-Careno 1047
8,36 Geraniol formato 1050
8,58 β-Pineno 1060
8,63 β-Mirceno 1063
9,66 Limoneno 1109

10,25 -Terpineno 1136
10,32 2-Hexenal 1139
11,09 Etil caproato 1174
11,40 Cis Ocimeno 1188
12,07 α-Terpinoleno 1218
12,57 Octanal 1242
12,96 2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno 1260
13,00 4,8-dimetil nonatrieno 1262
13,40 6-metil-5-hepten-2-ona 1281
15,00 3-Cis-hexene-1-ol 1359
15,20 Nonanal 1369
15,45 Cis epoxi ocimeno 1381
15,94 Timol 1406
16,10 Hexil butanoato 1414
16,45 Cis-Limoneno oxido 1432
16,75 Trans limoneno Oxido 1448
16,76 Etil Octanoato 1448
16,79 Trans sabineno hidrato 1450
16,90 6-metil-5-hepten-2-ol 1456
17,19 δ-Elemeno 1471
17,22 1-Heptanol 1473
17,53 β-Terpenol acetato 1489
17,59 Citronelal 1492
17,70 α-Copaeno 1498
18,10 Decanal 1520
18,36 Sativen 1534
18,56 2-Heptenal 1544
18,60 2-Nonenal 1547
18,85 α-Cubebeno 1560
19,00 4-acetil-1-metilciclohexano 1569
19,40 Linalol 1591
19,45 Zingibereno 1594
19,59 1-Decanol 1601
19,65 1-Octanol 1605
19,70 β-Cubebeno 1608
19,78 Isocariofileno 1612
19,88 β-Elemeno 1618
19,98 Hexil hexanoato 1623
20,20 Epi biciclosesquifelandreno 1636
20,32 Trans cariofileno 1643
20,50 4-Terpineol 1653
20,56 β-Ciclocitral 1656
20,65 Linalol acetato 1662
20,85 Carvomentenal 1673
20,87 Cis-p-menta-2,8-dienol 1674
21,02 Dihidrocarvona 1683
21,03 -Elemeno 1684
21,10 Butil butirato 1688
21,10 β-Sesquifelandreno 1688
21,20 Trans-p-menta-2,8-dienol 1694
21,29 Aromadendreno 1699
21,49 Trans-α-Bisaboleno 1711
21,57 β-Selineno 1715
21,77 Trans 2 decenal 1727

RT Compuesto LRI
21,90 α-Humuleno 1735
22,06 Citronelol acetato 1745
22,15 β-Farneseno 1750
22,15 -Selineno 1750
22,30 Neral 1759
22,37 δ-Cadineno 1763
22,52 δ-Selineno 1772
22,57 α-Terpenol acetato 1775
22,65 Carotol 1780
22,66 L-α-Terpineol 1781
22,67 Dodecanal 1782
22,70 δ-Guaieno 1783
22,71 -Gurjuneno 1784
22,71 Farnesil acetato 1784
22,73 Decil acetato 1785
22,77 β-Chamigreno 1788
22,91 Germacreno D 1796
23,16 Valenceno 1812
23,17 α-Muroleno 1812
23,24 α-Selineno 1817
23,32 Biciclogermacreno 1822
23,34 Trans carvol acetato 1823
23,46 Piperitenona 1831
23,50 Geranial 1833
24,08 -Cadineno 1870
24,21 Nerol acetato 1878
24,30 β-Citronelol 1884
24,50 2-Undecanol 1897
24,56 Perilla aldehído 1901
24,70 Cis-p-ment-1-(7)-8-diene-2-ol 1910
24,85 -isogeraniol 1920
25,10 Nerol 1937
25,14 Trans trans 2,4-decadienal 1939
25,26 2,4-Decadienal 1947
25,30 Dendrolasin 1950
25,40 Butil octanoato 1957
25,50 Isopiperitenona 1963
25,95 Geranil acetona 1994
26,14 Geraniol 2007
26,20 Octil butirato 2011
26,27 Limonen-10-ol-acetato 2016
26,32 2-Dodecenal 2020
26,58 Trans-2,6-nonadienal 2038
27,14 1-Octil acetato 2077
27,70 Dodecenil acetato 2117
27,99 Cariofileno oxido 2138
28,40 Perilla alcohol 2168
28,86 4-Careno 2202
28,90 Nerolidol 2205
29,28 α-Bisabolol 2233
29,57 Cedrol 2254
29,66 β-Terpineol 2261
29,81 Farnesol 2272
29,91 Elemol 2280
30,07 Verdiflorol 2292
30,15 α-Cadinol 2297
30,30 Juniper camfor 2308
30,31 β-Sinensal 2309
30,46 Trans trans farnesal 2320
30,60 Dihidrometil jasmonato 2331
30,65 α-Farneseno 2334
31,05 α-Sinensal 2363
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