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Resumen

Los frutos de pomelo son sensibles a desarrollar lesiones en la piel, conocidas como dafo por frio (DF), durante
la conservacion a bajas temperaturas. En el pomelo rojo Star Ruby los DF se restringen a las zonas amarillas de la
piel, mientras que las zonas rojas, que acumulan el caroteno licopeno, permanecen intactas. El DF esta asociado
a la produccién de especies reactivas del oxigeno y el licopeno presenta gran capacidad antioxidante, por lo que
este pigmento podria estar implicado en la tolerancia frente al dafio oxidativo. Para comprobar esta hipdtesis se
compar¢ el comportamiento a baja temperatura (2 °C) entre frutos de pomelo con diferencias en el contenido de
licopeno (0,92 vs.45,2 ug/gPF). Los frutos con alta concentracién de licopeno (50 veces superior) fueron més to-
lerantes al DF y tuvieron una mayor capacidad (2-3 veces) para secuestrar el oxigeno singlete (SOAC). El estudio
del sistema antioxidante enzimdtico y no enzimatico (acido ascdrbico y glutation) no reveld un papel relevante en
la proteccién frente al DE. Los resultados sugieren que el oxigeno singlete estaria implicado en el dafio oxidativo
provocado por el frio en los frutos de pomelo y que el licopeno protegeria del dafo celular producido por esta
especie reactiva, incrementado la tolerancia.
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Abstract

Grapefruit are sensitive to develop chilling injury (CI) symptoms during low temperature storage. In red grapefruit
Star Ruby chilling damage during cold storage was restricted to yellow areas of the skin, while the red areas that
accumulate lycopene remain largely unaffected. CI has been associated with the production of reactive oxygen species
and lycopene has potent antioxidant capacity, thus this pigment might be responsible or be involved in the tolerance
against oxidative damage. To test this hypothesis, we have compared the postharvest behavior at low temperatures
between grapefruit with great differences in lycopene content (0,92vs.45,2 ug/gPF). Fruit with high concentration
of lycopene in the skin (50 times) were more tolerant to CI and at the same time had a higher capacity (2-3 times)
to scavenger singlet oxygen radical (SOAC). The study of the enzymatic antioxidant and non-enzymatic (ascorbic
acid and glutathione) systems did not revealed an important role in the protection against CI. Collectively, these
results suggest that in grapefruits singlet oxygen would be involved in the oxidative damage caused by storage at
low temperatures and that lycopene may protect against the cell damage caused by this reactive oxygen species,
increasing then the tolerance to cold stress.

Keywords: Carotenoids, citrus, cold storage, lycopene, postharvest.

Introduccion servacion a temperaturas inferiores a 10 °C. Estos dafios se
manifiestan como picados, hendiduras y ennegrecimiento en

Los frutos de pomelo se encuentran entre los citricos mds  la piel, que deprecian considerablemente la calidad comercial
sensibles a desarrollar dafios por frio (DF) durante la con-  delos frutos (Lafuente y Zacarias, 2006). En trabajos previos
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se ha comprobado que los frutos de pomelo de la variedad Star
Ruby, que acumulan el caroteno licopeno en la piel y la pulpa
¥, por lo tanto, tienen coloracidn roja, desarrollan severos
dafos en la piel cuando se almacenan a 2 °C, especialmente
en las zonas con tonalidades verdes o amarillas, mientras que
las zonas rojizas o mas coloreadas permanecen practicamente
intactas (Lado, et al., 2015a). Este efecto podria estar rela-
cionado con la capacidad antioxidante del licopeno, ya que
existen numerosas evidencias que indican la implicacién del
estrés oxidativo en la induccién y desarrollo de los dafios por
frio en los frutos citricos (Sala y Lafuente, 2000). El licopeno
es un carotenoide lineal que posee un total de 11 dobles
enlaces en la molécula, lo que le confiere una significativa
actividad antioxidante (Singh y Goyal, 2008), con el doble
de capacidad para secuestrar el radical 1O, que el f-caroteno
y 10 veces respecto al a-tocoferol (Di Mascio, et al., 1989).

Durante anos se han acumulado numerosos resultados
en distintas especies que demuestran la activacion de los di-
ferentes procesos que conforman el sistema antioxidante en
los vegetales como respuesta al estrés por bajas temperaturas
(Toivonen, 2004). En los frutos citricos se ha comprobado que
laactividad de la enzima catalasa tiene un papel determinante
en la proteccion frente a los DF (Sala y Lafuente, 2000). A su
vez, se ha demostrado también que algunos frutos con mayor
concentracién de pigmentos (carotenoides o antocianos) son
capaces de resistir mas eficazmente a distintos tipos de estrés
y reducir el ataque de patégenos. Tal es el caso de tomate con
una elevada acumulacién de antocianos (Zhang, et al., 2013),
lo que conlleva un aumento de su vida postcosecha. Resulta-
dos similares se han descrito en boniato, donde un aumento
del contenido de B-caroteno en plantas transgénicas provoco
una mayor actividad antioxidante total y un aumento en la
resistencia a estrés salino (Kim, et al., 2012). En este sentido, la
tolerancia de las zonas rojas del pomelo rojo Star Ruby frente al
DF podria estar relacionada también con una mayor activaciéon
del sistema antioxidante en las zonas rojas de los frutos que
acumulan licopeno, frente a las zonas amarillas de estos frutos
o de frutos amarillos de otras variedades de pomelo.

Con el objetivo de comprobar esta hipdtesis y aprovechan-
do que los frutos de pomelo rojo Star Ruby acumulan elevadas
cantidades de carotenoides totales, y especialmente licopeno,
cuando se desarrollan en condiciones de oscuridad (Lado, et
al.,2015b), se evalud laincidencia de los DF durante 8 semanas
de conservacion a 2 °C en frutos de coloracion amarilla normal
(frutos control) frente a frutos de piel de color rojo intenso
desarrollados en oscuridad. Paralelamente, se analizaron las
actividades del sistema antioxidante enzimdtico (enzimas
catalasa-CAT, superdxido dismutasa-SOD, ascorbato peroxi-
dasa-APX y glutation reductasa-GR) y no enzimatico (acido
ascorbico y glutation) y se evalu6 la capacidad del tejido para
inactivar especies reactivas del oxigeno, especialmente oxigeno
singlete, durante el almacenamiento refrigerado.

Materiales y Métodos
Material vegetal y disefio experimental

Se cosecharon frutos maduros de pomelo rojo (Citrus para-
disi) de la variedad Star Ruby en el Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA) en Moncada, Valencia (Es-
pana), en diciembre de 2013. Para estimular la acumulacién
de licopeno y, por tanto, la coloracién roja de la piel, un lote
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de 50 frutos, aproximadamente a mitad del nimero final, se
taparon con plastico negro entre finales de julio y principios
de agosto, evitando la exposicion a la luz hasta el momento
de la cosecha (SR-rojo). Como frutos control (SR-control)
se utilizaron frutos localizados en el exterior de los mismos
arboles y expuestos directamente a la luz, por lo que pre-
sentaron la tonalidad amarilla caracteristica (Figura 1). Los
detalles del experimento se describen en Lado et al. (2015b).
Los frutos de SR-control (no tapados) y SR-rojo (tapados)
fueron cosechados en madurez fisioldgica y se almacenaron
durante 8 semanas a 2 °C.

El disefio experimental fue completamente al azar con
tres repeticiones por tratamiento y momento. Cada repeticion
estaba compuesta por 10 frutos (en el caso de la evaluacién
de DFy color). El resto de los frutos sometidos al tratamiento
fueron utilizados parala obtencién de tejido para el analisis de
carotenoides. Para detectar posibles diferencias entre frutos
control y frutos rojos se realizo una prueba T de comparacién
de medias, admitiendo una probabilidad de error de 0,05.
En todos los casos se utilizé el software estadistico Infostat.

Evaluacion del daifio por frio

A lo largo del periodo de almacenamiento se determiné el
dafio por frio (DF) en la piel de los frutos SR-control y SR-ro-
jo mediante la incidencia (numero de frutos con sintomas/
nimero total de frutos * 100) y el indice de dafo por frio
(IDF) alas 2, 4y 8 semanas de almacenamiento, para estimar
la severidad de los dafios. Para ello se utilizaron tres repeti-
ciones de 10 frutos por tratamiento, los cuales se clasificaron
en diferentes categorias utilizando una escala visual, segun
el siguiente criterio: O=sin danos visibles; 1= dafos ligeros,
abarcando hasta un 10% de la superficie del fruto; 2=danos
moderados, abarcando entre 10 y 50% de la superficie del fru-
to; 3= dafios severos, abarcando mas del 50% de la superficie
del fruto (Lafuente, et al., 1997). El IDF se calcul6 mediante
la férmula: ¥ (nimero de frutos de cada categoria x valor de
cada categoria)/ numero total de frutos examinados.

Determinacion del color de la piel

Para la determinacion del color se utilizé un colorimetro Mi-
nolta CR-330, registrandose las coordenadas Hunter L* a* y
b* que se representaron como la relacién a/b. Un valor de a/b
negativo se refiere a frutos de coloraciéon verdosa, en torno a
cero es el viraje de color y valores positivos indican coloracion
naranja-rojiza. Los mismos frutos que se utilizaron para la de-
terminacion del color se utilizaron para la obtencion de tejido,
pelando la parte externa y coloreada de la corteza (flavedo),
que se congeld en nitrégeno liquido, se triturd en un molinillo
e inmediatamente se almacen6 a -80 °C para posterior analisis.

Extraccion, cuantificacion
e identificacion de carotenoides

La extraccion y cuantificacion de carotenoides se llevé a cabo
apartir de 0,5 g de tejido de flavedo segtin protocolo detallado
descrito por Rodrigo et al. (2003). Al finalizar la extraccion,
la muestra se llevo a sequedad completa mediante corriente
deN,, se resuspendié en 1 ml de acetona y se incub6 durante
la noche a -20 °C. Tras centrifugar a 13000g durante 10 min
a4 °C, el sobrenadante se transfirié a un nuevo vial, se llevd
a sequedad en corriente de N, y se almacené en atmosfera
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de N, a -20 °C hasta el momento de andlisis. Durante todo
el procedimiento se tuvo especial atencion en evitar la ex-
posicién a la luz de las muestras trabajando en condiciones
de baja luminosidad, con el fin de evitar la fotodegradacion,
la isomerizacion y los posibles cambios estructurales de los
carotenoides. Todas las muestras se extrajeron al menos por
triplicado. La identificacion y cuantificacion de los carotenoi-
des individuales se realiz6 por cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a detector de fotodiodos (HPLC-PDA),
segun lo detallado en Alquezar et al. (2008).

Determinacion de actividad enzimatica

La extraccion de proteinas se realizo a partir de 0,5 g de tejido
congelado, utilizando un mortero en un bafio con hieloa 4 °C
y arena de mar como abrasivo. Se agregaron 2,5 ml de tampdn
de extraccion (fosfato de potasio 100 mM y Triton X-100
0,1%, pH 7,5) y se lavé el mortero con 2,5 ml, recuperando el
extracto en un tubo, previo filtrado a través de dos capas de
muselina. El extracto se utiliz6 para la determinacién de las
cuatro actividades enzimaticas por espectrofotometria (Ther-
mo-Spectronic Genesis UV10, USA), utilizando los siguientes
tampones durante el proceso: para APX (EC1.11.1.11) se utili-
z6 tampdn PBS 50 mM (pH 7,1) suplementado con ascorbato
de sodio 1 mM, EDTA 0,1 mM y dos gotas de Triton X-100;
para la actividad SOD (EC1.15.1.1), PBS 50mM 50mM (pH
7,8) con 4cido dietil-diamino-pentacético 1,33 mM; para
la actividad CAT (EC1.11.1.6) y GR (EC1.6.4.2) se utiliz6
tampon PBS pH 6,8 y 7,5, respectivamente.

Laactividad APX se determind siguiendo la reduccion de
la absorbancia a 290 nm provocada por el consumo de acido
ascorbico presente. La actividad SOD se determino siguiendo
la reduccién del tetrazolio nitroblue inducida por perdxido
de hidrégeno, utilizando el sistema xantina-xantina oxidasa.
Laactividad CAT se evalu6 siguiendo la cinética de la reduc-
cion del cloruro de titanio frente al peréxido de hidrégeno
y la actividad GR se analiz6 determinado durante 2 min el
aumento de la absorbancia (412 nm) generado por el aducto
DTNB-GSH al reducirse el glutation oxidado (GSSG). Todos
los ensayos se desarrollaron a 25 °C. El contenido de proteina
soluble total se determin¢ utilizando BSA como estiandar
segun el método de Bradford (1976). Todas las actividades
se expresaron como unidades arbitrarias por mg de proteina.
Los procedimientos/cinéticas realizados para cada enzima se
detallan en Arbona et al. (2003).

Determinacion de contenido
de acido ascorbico (AsA)
y dehidroascorbico (DHA)

La extraccion se realizo a partir de 0,5 g de tejido congelado
con 4 ml de dcido meta fosférico 0,1%. Los detalles de la ex-
traccion de AsA y DHA se especifican en Alds et al. (2014). La
cuantificacion de AsA se realizo mediante un HPLC (Dionex,
Barcelona, Espafia), equipado con un detector de fotodiodos
y el software Chromeleon (Dionex, Barcelona, Espafia). Una
alicuota de 10 puL de la muestra final se inyectd en el sistema
cromatografico equipado con una columna Ultrabase C18
(100 mm 4,6 mm X 2,5 um) a 35 °C. La fase mévil consistio en
metanol:agua pH 2,5 (15:85, v/v) con un flujo de 0,2 ml/min.
La cuantificacidén de AsA se realiz6 a 248 nm utilizando
un detector de fotodiodos. Para la cuantificacion se utiliz6
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una curva patron realizada en un rango de concentraciones
entre 1 y 100 ug/ml, a partir de una solucién del estandar
de AsA disuelto en acido metafosférico 2%. El contenido de
DHA se calculé como la diferencia entre vitamina C total y
el contenido de AsA. La vitamina C total se calculé como la
suma de AsA + DHA. El contenido de DHA fue minimo en
relacion al acido ascorbico (< 8,0 mg/100 gPF) en todas las
muestras, por lo cual no se presentan estos resultados. Todas
las muestras se realizaron por triplicado.

Determinacion de glutation

La extraccion se realiz6 a partir de 0,5 g de flavedo en mor-
tero, utilizando 5 ml de acido metafosférico al 5% a 4 °C. A
continuacion se filtré la muestra con muselina y se centrifugd
a 10000 g durante 15 min a 4 °C. Una alicuota de 400 pL se
mezcl6 con 600 pL de tampoén fosfato 0,5 M (pH 7,5). Se
prepard la mezcla de reaccion (RM) con NADPH 0,3 mM,
DTNA 6 mM y agua destilada y se atemperd durante 1 horaa
25 °C. Para la determinacion del glutation total, tanto la forma
oxidada como la reducida (GSH+GSSG), se colocaron 50 pL de
agua destilada en 1 ml de muestra diluida y se incubé a tempe-
ratura ambiente durante 1 hora (a). Para determinar el GSSG
(glutation oxidado), a 1 ml de muestra diluida se agregaron
20 pL de 2-vinilpiridina y 30 uL de trietanolamina y se incubd
durante 1 horaa 25 °C (b). Parala determinacion en cada caso
se colocaron 500 pL de RM en una cubeta y se afiadieron 200
pL dela muestraa ob. A continuacién se afiadieron 136 pL de
glutation reductasa (GR), mezclando activamente para iniciar
inmediatamente la lectura en espectrofotometro a 412 nm
durante 2 minutos. Se prepararon curvas estandar tanto para
el GSH, a partir de una solucién 100 mM, como para el GSSG,
a partir de una soluciéon 50 mM. Una vez obtenidos ambos
valores, se calculd el glutation reducido como el glutation total
(GSH+GSSG) - glutation oxidado (GSSG). Los resultados se
expresaron en nmol/g de peso fresco.

Determinacion de actividad SOAC

El procedimiento detallado para la determinacion de la acti-
vidad SOAC se describe en Ouchi etal. (2010) y Aizawa et al.
(2011), si bien se realizaron algunas modificaciones. Se realizé
una extraccion en un mortero, previamente refrigerado a4 °C,
con 6 ml de etanol/cloroformo/agua (50:50:1, v/v/v), utilizan-
do arena de mar como abrasivo. El extracto fue filtrado con
una capa de muselina y se utiliz6 una alicuota de 200 pL en
la reaccion. La alicuota se mezcld con 2 ml de 2,5-diphenil-
3,4-benzofurano 0,10 mM (DPBE Sigma-Aldrich, Barcelona,
Espana) y se agrego posteriormente 1 ml de endoperdxido
1,5 mM (EP, Invitrotech, Japén). El DPBF se utiliz6 como la
sonda indicadora de la capacidad para secuestrar el oxigeno
singlete y el EP como generador de esta especie reactiva. Se
registraron los cambios en la absorbancia del DPBF a 413 nm
durante 1 horaa 35 °Cy se utiliz6 a-tocoferol (Sigma-Aldrich,
Barcelona, Espafia) como estandar. El valor relativo SOAC
para cada muestra se calculé como:

*
(t1/2muestra- tl/ZbIanco)/(tl/ZaToc- t1/2blank aToc)

([a-Toc g/L]/[muestra g/L])

donde: vida media de la muestra (t,,ueqa); Vida media del
blanco (t,/yune); Vida media del a-Tocoferol (t,,.,) ¥ vida
media del blanco utilizado con el a-Tocoferol (t;), 1k atoc)-
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Resultados
Color, carotenoides e incidencia del DF

Los frutos de pomelo Star Ruby cultivados en oscuridad
durante las ultimas etapas del desarrollo y la maduracién
presentaron en el momento de la cosecha una piel de color
rojo intenso, con una relacién a/b de 0,45, mientras que los
frutos expuestos ala luz desarrollaron una coloracién amarilla
con una relacién de color a/b de 0,04 (Figura 1 y Tabla 1).
El analisis de carotenoides en la piel de ambos frutos reveld
que el contenido en carotenoides totales fue cuatro veces mas
elevado en la piel de los frutos rojos que en los amarillos,
debido principalmente a que el contenido en el caroteno
licopeno era cerca de 50 veces superior (Tabla 1).

SR-Control

SR-Rojo

Figura 1. Sintomas de DF en la piel de frutos de pomelo
SR control (SR-Control) y frutos rojos (SR-Rojo) en el
momento de la cosecha y después de 4 y 8 semanas de
almacenamiento a 2 °C.

Los sintomas iniciales de DF se detectaron en aproxi-
madamente un 7% de los frutos control tras dos semanas
de conservacion a 2 °C en frio. Conforme avanzo el periodo
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de conservacion se incrementd la intensidad y el porcentaje
de DF en los frutos de piel amarilla, alcanzando después de
ocho semanas una incidencia severa que afecté al 93% de los
frutos (Tabla 1). En estas condiciones el aspecto visual de los
frutos estuvo seriamente comprometido, con una elevada se-
veridad de los sintomas que afect6 a su aceptaciéon comercial
(Figura 1). En los frutos de color rojo, sin embargo, apenas
se desarrollaron sintomas de DF, el cual alcanz6 solamente a
un 33% de los frutos al finalizar el periodo de conservacién
y con una baja intensidad (0,5 en una escala de 0 a 3). Estos
frutos todavia mantienen su apariencia y calidad comercial
a pesar de la presencia de pequenas lesiones en la piel dificil-
mente detectables (Figura 1), y podrian superar los periodos
cuarentenarios exigidos en las exportaciones.

Evaluacion de la capacidad antioxidante

La evaluacién de la capacidad del tejido para inactivar las
especies reactivas del oxigeno, especificamente el oxigeno
singlete (SOAC), mostré un valor entre dos a tres veces
superior en los frutos rojos en el momento de la cosecha,
que se mantuvo o incluso aumenté durante el periodo de
conservacion (Figura 2).

SOAC (unidades relativas x10-3)

Semanasa 2 °C

I SR control I SR rojo

Figura 2. Capacidad para secuestrar el oxigeno singlete
(SOAC-unidades relativas x10-3) en la piel de frutos de
pomelo SR control (SR-Control) y frutos rojos (SR-Rojo)
en el momento de la cosecha y después de dos, cuatro y
ocho semanas de almacenamiento a 2 °C. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre frutos control y
rojos (prueba T, p<0,05).

Incidencia de DF (%)
Color Carotenoides Licopeno 2 sem 4 sem 8 sem
(a/b) (ug/g PF) (ug/g PF)
SR-control 0,04+0,01b 20,9£0,80b 0,92+0,07b 6,7a 73a 93a
SR-rojo 0,45+0,01a 78,1+0,49a 45,2+0,24a 0,0b 13b 33b

Tabla 1. Color de la piel, contenido de licopeno y de carotenoides totales en la piel de frutos de pomelos Star Ruby (frutos
control y frutos rojos) en cosecha y porcentaje de frutos con dafio por frio después de 2, 4 y 8 semanas de almacenamiento
a 2 °C. Medias seguidas de igual letra dentro de la misma columna no difieren significativamente (prueba T, p<0,05).
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GR CAT
SRcontrol SR-rojo SRcontrol SR-rojo
Cosecha 1,97+0,07 1,64+0,11 0,48+0,02b 2,47+0,23a
2 sem 1,55+0,05 1,65+0,12 2,71+0,28b 4,62%0,23a
4 sem 1,65+0,06 1,61+0,07 2,38+0,23b 4,76+0,28a
8 sem 1,71+0,03 1,79+0,07 1,98+0,17b 4,05%0,40a
APX SOD
SRcontrol SR-rojo SRcontrol SR-rojo
Cosecha 0,01+0 0,01+0 315,8+10,5, 222,8+8,5,
2 sem 0,01+0 0,01+0 367,8+11,3 399,5+7,0
4 sem 0,01+0 0,02+0 279,1+5,6 298,2+20,6
8 sem 0,02+0 0,020 301,7+11,3 334,0+33,2

Tabla 2. Actividad (U /mg proteina) de las principales enzimas antioxidantes (catalasa-CAT, glutation reductasa-GR,
superoxido dismutasa-SOD y ascorbato peroxidasa-APX) en la piel de frutos de pomelo Star Ruby en el momento de la

cosecha y después de dos, cuatro y ocho semanas de almacenamiento a 2 °C. Medias seguidas de igual letra dentro de la
misma enzima y fila no difieren significativamente, ausencia de letras significa ausencia de diferencias (prueba T, p<0,05).

AsA (mg/100g PF) GSH (nmol/g PF)
SR-control SR-rojo SR-control SR-rojo
Cosecha 307 £ 9,2a 122 £ 3,4b 109 + 8,0 125 + 8,0
2 sem 217 £ 6,5a 115+ 1,3b 125 + 3,0 110 + 6,0
4 sem 227 £ 4,2a 109 + 9,1b 147 + 1,0 156 + 2,0
8 sem 211 + 3,3a 102 £ 5,2b 114 + 7,0b 141 + 4,0a

Tabla 3. Contenido de acido ascérbico-AsA (mg/100g PF) y glutation-GSH (nmol/g PF) en la piel de frutos de pomelo Star
Ruby en el momento de la cosecha y después de dos, cuatro y ocho semanas de almacenamiento a 2 °C. Medias seguidas de
igual letra no difieren significativamente, ausencia de letras significa ausencia de diferencias (prueba T, p<0,05).

La actividad de las enzimas SOD, APX y GR no se mo-
dific6 sustancialmente durante el almacenamiento en frio y
tampoco se observaron diferencias entre los frutos control y
los frutos rojos. Sin embargo, la actividad CAT fue superior en
los frutos rojos desde el momento de la cosecha y permanecié6
mas elevada durante todo el periodo de almacenamiento
(Tabla 2). A su vez, la actividad de esta enzima aumento por
las bajas temperaturas, se incrementd a partir de la segunda
semana de almacenamiento y permanecié elevada durante
todo el periodo de conservacion.

En relacién al sistema antioxidante no enzimatico, el
contenido de AsA fue superior (x2) desde el momento de la
cosecha en los frutos control, mas sensibles a los DF, diferencia
que se mantuvo durante todo el periodo de conservacion (Ta-
bla 3). A su vez, en el caso del glutation los valores permane-
cieron relativamente constantes durante la conservacion y sin
diferencias entre los dos tipos de frutos evaluados (Tabla 3).

Discusion

Los frutos de pomelo son altamente sensibles a las bajas tem-
peraturas de conservacion y desarrollan DF a temperaturas
inferiores a 10 °C. Sin embargo, los resultados de este trabajo
demuestran que la presencia de cantidades importantes de
licopeno en la piel minimizd la aparicién de sintomas de DF
durante al menos ocho semanas de conservacién a 2 °C (Figura
1y Tabla 1), sugiriendo que la presencia de este caroteno puede
estar relacionada con la tolerancia a las bajas temperaturas.
El licopeno es uno de los carotenoides con mayor capacidad
antioxidante, cuya accion se ha relacionado con la inactivacién
de especies reactivas del oxigeno, principalmente el radical
oxigeno singlete (Di Mascio, et al., 1989; Martinez y Melen-
dez-Martinez, 2015). En este sentido, los dafios por frio que
se producen en los frutos citricos durante la exposicion a bajas
temperaturas se han asociado a un proceso de estrés oxidativo,
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por lo que cobra sentido que este caroteno pueda vincularse a
un aumento en la capacidad antioxidante del tejido resistente
a desarrollar DF y, por tanto, a una mayor proteccion frente a
las especies reactivas del oxigeno (Lado, et al., 2015a).

La capacidad para secuestrar el oxigeno singlete (SOAC)
mostrd un valor entre dos a tres veces superior en la piel de los
frutos de pomelo rojo (Figura 2), en los que habia aumentado
mas de 50 veces la concentracion de este caroteno, lo que
sugiere que esta especie reactiva de oxigeno podria poten-
ciar el desarrollo de DF en los frutos de pomelo. Diferentes
trabajos han demostrado que esta especie reactiva podria,
ademas de provocar dafio directo a nivel de las membranas
celulares, actuar como una molécula sefial en la activacién
del proceso de muerte celular programada (Apel y Hirt 2004;
Wagner, et al., 2004) potenciando en este caso la aparicion de
los sintomas de dano. Es interesante destacar que la mayor
capacidad SOAC en la piel de los frutos rojos ya se detect6 en
el momento de cosecha, lo que puede indicar que seria una
caracteristica inherente a la composicién de la piel de estos
frutos rojos. Alternativamente, también podria estar relacio-
nado a que los frutos ya estuvieran expuestos en el campo a
condiciones estresantes, posiblemente bajas temperaturas,
que provocarian un aumento en estas especies toxicas. El
licopeno podria ejercer un importante papel en este proceso.

El sistema antioxidante de respuesta a diversos estreses
en las plantas es muy complejo y se compone de un gran
nimero de procesos que se activan, en este caso, en res-
puesta a las bajas temperaturas (Hossain, et al., 2012). Se
destacala activacion de las enzimas antioxidantes CAT, SOD,
APX, GR y otras (sistema enzimatico) y los cambios en el
contenido en los metabolitos antioxidantes como el AsA y
el GSH (sistema no enzimatico) (Sevillano, et al., 2009). En
este sentido, se evalué también la posible contribucién de
ambos sistemas en la proteccién frente al DF en los frutos de
pomelos SR-control (sensibles) y SR-rojos (tolerantes). Entre
las enzimas evaluadas, la Ginica que incrementd su actividad
en respuesta a las bajas temperaturas fue la CAT, mostrando
también diferencias entre frutos sensibles y tolerantes al DF
(Tabla 2). En el caso de los frutos citricos se ha descrito que
esta enzima es clave en la proteccién frente a las bajas tem-
peraturas en frutos de diferentes variedades de mandarina
(Salay Lafuente, 1999; Lafuente, et al., 2004; Ghasemnezhad,
et al., 2008). Sin embargo, el aumento de la actividad CAT
en ambos tratamientos durante la exposicion al frio (Tabla
2) sugiere que esta enzima estaria mds relacionada con la
respuesta a las bajas temperaturas y que los frutos rojos son
capaces de mantener un nivel superior de actividad enzima-
tica en estas condiciones. Por lo tanto, la mayor actividad
CAT en frutos tolerantes podria estar contribuyendo solo
parcialmente a la tolerancia al DE

Enrelacion ala actividad del resto de las enzimas del siste-
ma antioxidante (APX, SOD y GR), los resultados indican que
no parecen estar relacionadas con la tolerancia inducida al frio
en frutos de pomelo, de forma similar a lo que se ha descrito
en otros frutos sensibles al frio como el pepino (Qian, et al.,
2013) o el mango (Chongchatuporn, et al., 2013). El estudio
del sistema antioxidante no enzimdtico tampoco reveld una
implicacién con la tolerancia de los frutos de pomelo rojos alos
DE, ya que los frutos control mostraron el doble de contenido
de AsA que los frutos rojos durante todo el almacenamiento
y no se encontraron diferencias en el contenido de glutation
(Tabla 3). Es asi como estos metabolitos antioxidantes (AsA 'y
GSH) pueden constituir mas bien una respuesta de los frutos
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frente al estrés por frio no relacionada directamente con la pro-
teccion o tolerancia frente a este estrés en los frutos de pomelo.

Es importante destacar entonces que, si bien existia
alguna indicacién en la literatura de que las zonas rojas del
pomelo podrian mostrar una mayor tolerancia a los dafios
por frio, hasta la fecha no se habia demostrado que la pre-
sencia del licopeno era responsable de esta tolerancia, lo que
constituye una primera evidencia fisioldgica de la relevancia
del presente trabajo. En segundo lugar, se demuestra que
no es a través del sistema antioxidante general, ni mediante
otros antioxidantes como la vitamina C o el glutatidn, sino
que es el licopeno el compuesto antioxidante al que parece
estar asociada esta tolerancia. En tercer lugar, se demuestra
también que la presencia de licopeno en frutos potencia la
capacidad del tejido para inactivar la especie reactiva oxigeno
singlete en aquellos frutos mas tolerantes, sugiriendo que
esta especie reactiva parece estar mediando en el desarrollo
de dafios por frio en los citricos. Finalmente, y desde una
perspectiva aplicada, la recoleccion y clasificacion de frutos
de pomelo en base a la coloracion roja de la piel es una
posibilidad interesante de manejo para evitar los dafios por
frio y contribuir a superar las restricciones cuarentenarias.
Es asi como algunos paises exportadores de citricos ya es-
tan actualmente utilizando esta estrategia en los frutos que
destinan a la exportacién y requieren varias semanas de
exposicion a baja temperatura.
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