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INTRODUCCION GENERAL

1. Importancia econdémica y social de los frutos rojos

Los frutos rojos o frutos del bosque son un grupo no filogenético de frutos que
se caracterizan por presentar dicho color rojo, asociado a la presencia de
antocianinas. Estos compuestos, ademas, son importantes puesto que confieren
propiedades beneficiosas para la salud (Basu et al., 2018; Golovinskaia & Wang,
2021; Manganaris et al., 2014; Yousefi et al., 2021), haciendo que sean frutos
muy apreciados por el consumidor. Dentro de este grupo se incluyen, entre otros,
los frutos de fresa, frambuesa, mora, arandano, grosella, cereza, madrono y
endrina/araidn. En esta tesis, nos vamos a centrar sobre todo en el fruto de

frambuesa y grosella.

La producciéon mundial tanto de frambuesa como de grosella se ha incrementado
notablemente en las ultimas décadas, especialmente en el caso de la frambuesa,
que ha pasado de una produccion de 130K Tm a principio de los afios 60s hasta
casi 900K Tm producidas en 2021, siendo especialmente importante en la ultima
década donde la produccién mundial se ha incrementado cerca de un 50%
(FAOSTAT - https://www.fao.org; acceso enero 2023) (Fig. 1). En el caso de la
grosella, la produccidon mundial ha pasado de 300K Tm en el afio 1961 hasta
mas de 700K Tm en 2021 (FAOSTAT - https://www.fao.org; acceso enero 2023)

(Fig. 1).

Actualmente, Espaia es uno de los principales productores a nivel mundial de
fruto de frambuesa, ocupando el sexto puesto tras Rusia, México, Serbia,
Estados Unidos y Polonia, con una contribucion de mas de un 5% en la
produccion mundial. La produccion europea del fruto de grosella, centrada
mayoritariamente en los paises del norte de Europa y en particular en Polonia,
alcanza mas de 170K Tm representando un 28% de la produccion mundial
(FAOSTAT - https://www.fao.org; acceso enero 2023).
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Figura 1: Produccion mundial en toneladas de frutos de frambuesa y grosella de las ultimas seis
décadas (de 1961 a 2021) segun FAOSTAT (acceso enero 2023).

1.1. El género Ribes

La familia Grossulariaceae presenta un unico género, el género Ribes, que esta
formado por unas 633 especies (https://www.worldfloraonline.org) e incluye las
comunmente llamadas grosellas. El género Ribes lo forman arbustos perennes
caducifolios, generalmente inermes, que producen frutos en forma de baya de
sabor agrio de gran valor comercial, y que se distribuyen por zonas templadas y
frias del centro y norte de Asia y de Europa (Milivojevic et al., 2012; Sun et al.,
2021a). Ademas de su valor en agricultura, cabe mencionar sus aplicaciones en
farmacologia, ya que se han reportado propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antihipertensivas en extractos de frutos, flores, hojas, raices,

tallos y corteza (Sun et al., 2021a).

La grosella negra (Ribes nigrum) es una de las especies econdmicamente mas
importantes, siendo Polonia su principal exportador cubriendo el 80-90% de la
produccion mundial (Cortez & Gonzalez de Mejia, 2019). Sus frutos, con un
caracteristico sabor amargo y astringente, se suelen consumir como fruto fresco
o procesado como licor, mermelada, jalea 0 como suplementos nutricionales
(Milivojevic et al., 2012).



Respecto a su morfologia podemos decir que es un arbusto espinoso de
aproximadamente 1.5 metros de altura, con hojas simples de tres a cinco l6bulos
con borde aserrado (Fig. 2A) y glandulas amarillas en la parte inferior. Sus frutos
son negros, en forma de baya y pulposos con muchas semillas (Fig. 2B). Las
flores aparecen de mayo a junio en forma de inflorescencia (racimos de 10 a 20
flores) que nacen de la axila de las hojas, de color rojizo en el exterior y verde en
el interior y con el caliz mas largo que los pétalos (Fig. 2A) (NatureGate -

https://luontoportti.com).

Figura 2: Hojas, flores (A) y frutos (B) de Ribes nigrum. Fotografias obtenidas de pixabay.com

1.2 El género Rubus

La frambuesa del género Rubus pertenece a la familia Rosaceae que cuenta con
aproximadamente 100 géneros y 3000 especies, entre las que se incluyen
especies de gran importancia econémica como la fresa (Fragaria x ananassa),
la manzana (Malus domestica), el melocoton (Prunus pérsica), la cereza (Prunus

avium) y la rosa (Rosa ssp.).

El género Rubus es uno de los mas grandes de la familia Rosaceae conteniendo
mas de 700 especies de arbustos o herbaceas perennes divididas, éstas, en 12
subgéneros, los cuales se distribuyen principalmente por zonas templadas del
hemisferio Norte (Meng et al., 2022). En Europa se encuentran unas 100

especies que forman parte de cinco subgéneros: Chamaemorus, Cyclactis,
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Anoplobatus, Idaeobatus y Rubus (Patel et al., 2004). Esta gran complejidad y
diversidad genética hace que este género, ademas de su gran importancia para

la agricultura, sea muy atractivo para estudios cientificos.

Su fruto carnoso es una polidrupa y, ademas de por su apariencia suculenta y su
agradable sabor, es muy apreciado por su alto valor nutricional, el cual esta
asociado a sus altos niveles de metabolitos polifenoles (Meng et al., 2022).
Ademas, se ha visto que su consumo frecuente es beneficioso para la salud, en
particular, se conoce por su importante papel en el tratamiento de hiperglucemia
y dislipidemia (Pifia-Contreras et al., 2022), asi como en el tratamiento de

heridas, inflamacion y quemaduras (Meng et al., 2022; Patel et al., 2004).

En la actualidad, las especies de frambuesa mas cultivadas son: Rubus idaeus
(frambuesa roja), Rubus strigosus (frambuesa silvestre), Rubus occidentalis

(frambuesa negra) y Rubus neglectus (frambuesa purpura) (infoagro.com).

La frambuesa roja (Rubus idaeus), nativa de Europa y el norte de Asia, es una
de las especies mas conocidas y representativas del género Rubus, ademas de
ser la mas importante econdmicamente por su alta demanda en el mercado a
nivel mundial. La planta de frambuesa se puede definir como un arbusto de tipo
enredadera que alcanza una altura de entre uno y dos metros y con unas
estructuras denominadas coronas en la parte inferior. De estas coronas nacen
las raices, ramas o tallos y estolones subterraneos con los que la planta puede
reproducirse de forma asexual. Ademas, presenta hojas compuestas de tres a
cinco foliolos con borde aserrado, flores pequefas y blancas (floracién de junio
a julio) formadas por cinco pétalos caducos poco visibles, cinco sépalos largos,
numerosos estambres libres y varios ovarios pero un solo évulo fértil. Sus frutos
rojos destacan por tener sabor dulce pero acido y forma esférica presentando
agregados de drupa de entre 1 a 1.4 cm (Morales, 2009; Tao et al., 2023;

infoagro.com).

En la figura 3 se muestra un diagrama que recoge las principales estructuras

morfoldgicas de la planta. Rubus idaeus.
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Figura 3: Esquema morfoldgico de la planta Rubus Idaeus. Imagen adaptada de Pixabay.com

2. Caracteres asociados a calidad de fruto

Los principales caracteres asociados a la calidad del fruto son los relacionados
con su aspecto como firmeza, tamafio y color, ademas del aroma, sabor y valor
nutricional. Tras la fecundacion, comienza el desarrollo de la semilla y, al mismo
tiempo, el pericarpio (ovario fecundado) sufre modificaciones que culminan con
la formacion del fruto maduro. La maduracion del fruto es un proceso complejo
que implica aumento del tamano y disminucion de la firmeza, asi como cambios
en la concentracion de determinados metabolitos, tanto primarios como

secundarios que son los responsables del color, sabor y aroma del fruto maduro.



2.1. Tamano y textura del fruto

Tanto el tamafo como el peso final y la firmeza son caracteristicas importantes
que definen, en gran parte, su calidad desde un punto de vista comercial puesto
que son caracteristicas importantes para el consumidor. Ademas, en fresa se ha
descrito que tanto el tamafio del fruto como su firmeza y su peso pueden afectar
a otras caracteristicas de calidad como puede ser el sabor o la composicion
nutricional (Ali & Serge, 2022). De ahi que estas caracteristicas sean uno de los

objetivos actuales de los programas de mejora.

El aumento del tamafio del fruto, aunque esta influenciado tanto por la genética
como por el ambiente, se debe basicamente a procesos de division y elongacién
celular que tienen lugar en diferentes tipos celulares, asi como en distintos

momentos del desarrollo (Mauxion et al., 2021).

La firmeza del fruto es otra caracteristica de interés en los programas de mejora,
puesto que afecta no sdlo a las caracteristicas organolépticas sino también a su
vida post-cosecha y por tanto a la aceptacién por parte del consumidor. El
crecimiento del fruto contribuye, en cierta forma, a la pérdida de firmeza que va
sucediendo de forma simultanea durante la maduracién. En el caso de la
frambuesa, por ejemplo, el ablandamiento progresivo del fruto durante la
maduracion esta asociado a su propia expansion, provocando la distension de
las células de la hipodermis y epidermis del mesocarpio. A su vez, se produce la
separacion de las drupas del receptaculo, la ruptura de la pared celular de las
células del mesocarpio y la perdida de turgencia de la piel (Sexton et al., 1997).
En general, la pérdida de firmeza y cambios en la textura de los frutos vienen
determinados por la accion conjunta de varias enzimas que actuan sobre la
pared celular, principalmente pectinasas, actuando en la pectina, asi como otros
enzimas que modifican la celulosa y hemicelulosa (Li et al.,, 2021b). Se ha
observado que los genes (-galactosidasa y expansina se activan durante los
primeros estadios de maduracion del fruto controlando la actividad de otras
enzimas hidrolasas relacionadas con la maduracion, como poligalacturonasas,
pectin-metil-esterasas, pectato-liasas, endo-transglucosilasas de xiloglucano y

endo-1,4-B-glucanasas (Simpson et al., 2017).



2.2. Sabor y aroma del fruto

El sabor y el aroma contribuyen en gran medida a la percepcion organoléptica
general del fruto, y son factores muy importantes para determinar su calidad,
siendo los principales responsables de su aceptacion por parte de los
consumidores (Bhat et al., 2015; Fan et al., 2021; Goldenberg et al. 2018; Bejaei
et al., 2020).

El sabor caracteristico del fruto al final de la maduracién se debe principalmente
a la cantidad y tipo de azucares, asi como el ratio entre los niveles de azucares
y acidos (Ritala et al., 2022). El dulzor que presenta el fruto maduro se debe al
aumento en su contenido en azucares, principalmente glucosa, fructosa y
sacarosa (Crespo et al., 2010; Mennella et al., 2017; Mikulic-Petkovsek et al.,
2012; Woznicki et al., 2017). A lo largo de la maduracién se produce un
incremento en el flujo de la gluconeogénesis y de la degradacion de almidon, asi
como de otros polisacaridos. También se produce una disminucion del contenido
de acidos, y por lo tanto de la acidez, asi como una degradacién de flavonoides,
taninos y otros compuestos que producen amargor (Prasanna et al., 2007). Estos
procesos, en el caso de frutos no climatéricos como la mayoria de los frutos
rojos, tiene lugar de forma muy rapida en los estadios finales de la maduracién
(Samkumar et al., 2022). La acidez del fruto también juega un papel muy
importante en el sabor, y depende principalmente del ratio entre la acumulacién
y degradacion de acidos organicos, siendo el acido citrico y el acido malico los
que estan presentes en mayor cantidad en la mayoria de los frutos (Fuzfai et al.,
2004; Mayuoni-Kirshinbaum & Porat, 2014; Zheng et al., 2021b). Los acidos
organicos se acumulan sobre todo en los primeros estadios de maduracion, y a
medida que avanza la maduracién, éstos se van degradando. Dependiendo del

fruto, esta degradacion es mas o menos severa (Zheng et al., 2021b).

El aroma del fruto, que también influye en su sabor, se debe a la combinacion de
una gran variedad de compuestos volatiles, principalmente ésteres, aldehidos,
alcoholes, cetonas, lactonas, terpenoides y apocarotenoides, cuya identidad y
concentracion es especifica no solo a nivel de especie, sino también de cada
variedad (El Hadi et al., 2013).



Los compuestos volatiles son compuestos lipofilicos de bajo peso molecular
(menor de 300 Dalton) y volatilidad alta a temperatura ambiente. En el fruto de
frambuesa se han identificado cerca de 300 volatiles (Aprea et al., 2015) y mas
de 150 en el caso de grosella negra (Dvaranauskaite et al., 2008). Existe una
gran diversidad de compuestos volatiles, lo cual se debe (1) a que se sintetizan
a partir de diferentes rutas metabdlicas, pudiendo asi partir de lipidos,
aminoacidos (leucina, isoleucina y fenilalanina), terpenoides y carotenoides (Goff
& Klee, 2006); (Il) éstos, adicionalmente, sufren distintos tipos de modificaciones,
como metilaciones, acilaciones, hidroxilaciones, oxidaciones, reducciones y/o
ciclaciones (El Hadi et al., 2013). A pesar de la gran variabilidad de compuestos
volatiles que posee el fruto, se ha descrito que sélo una pequena parte de éstos
(unas pocas decenas) tienen un fuerte impacto en el aroma (El Hadi et al., 2013).
Por ejemplo, se ha descrito que los ésteres son los principales responsables del
aroma dulce y floral en fruto de fresa (Pott et al., 2018). En frambuesa, los
volatiles  4-(4-hidroxifenil)butan-2-ona (también denominada cetona de
frambuesa), a-ionona, B-ionona, dihidro-B-ionona, hexanal, (2)-3-hexenal, (E)-2-
hexenal, eucaliptol, (Z)-3-hexen-1-ol , 1-octen-3-ol, linalool, alcohol bencilico,
teaspirano, damascenona y naftaleno se han identificado como los principales
compuestos implicados en el aroma del fruto, siendo los tres primeros los que
parecen tener mayor importancia (Aprea et al., 2015; Zhang et al., 2021a). En el
caso del fruto de grosella negra, los compuestos volatiles que mas influyen en el
aroma a fruto fresco son metil-butanotato, etil-butanoato, etil-hexanoato, cineol,
linalool, 4-terpineol, 2-metoxi-3-isopropilpirazina, B-damascenona, 1-octen-3-
ona y, especialmente, 4-methoxy-2-methyl-2-butanethiol (Jung et al., 2016;
Varming et al., 2004).

2.3. Color y capacidad antioxidante del fruto

Otro de los caracteres importantes en la calidad del fruto relacionado tanto con
su aspecto como con su valor nutricional es su color. Tanto el color rojo intenso
de la frambuesa, como el color azul oscuro de la grosella vienen determinados
por la acumulacion de determinados metabolitos secundarios denominados
antocianinas, localizados mayoritariamente en la piel (Garcia-Conesa et al.,
2018; Ponder et al., 2021).
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Se denominan metabolitos secundarios a aquellos compuestos sintetizados en
la propia planta que, a diferencia de los metabolitos primarios, no estan
implicados directamente en su supervivencia, crecimiento y reproduccion, sino
que participan en su interaccion con el ambiente (Yang et al., 2018). De este
modo, una concentracion deficitaria de estos compuestos no provoca la muerte
inmediata de la planta, pero si disminuye la probabilidad de supervivencia a largo
plazo, ya que son importantes en la respuesta a diversos factores de estrés, tanto

bidticos como abidticos (Yang et al., 2018; Zaynab et al., 2018).

Los metabolitos secundarios son un grupo muy heterogéneo pero, a grandes
rasgos, se pueden clasificar en 4 grupos: () compuestos fendlicos, que incluye
principalmente a flavonoides (antocianinas, flavonoles, flavanoles, flavanonas,
flavonas y taninos condensados), acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y
taninos; (ll) terpenos, entre los que encontramos carotenoides, esteroles y sus
derivados; (lll) alcaloides o compuestos nitrogenados; y (IV) glicésidos, donde

también se incluyen glucosinolatos y saponinas (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Los frutos rojos son especialmente ricos en compuestos polifendlicos,
destacando las antocianinas que, como ya se ha mencionado, son las
responsables del color caracteristico que presentan estos frutos ademas de ser
importantes por su valor nutraceutico (Golovinskaia & Wang, 2021). Las
antocianinas son un grupo de compuestos del grupo de flavonoides que se
encuentran en su mayoria glicosilados. Estos compuestos se acumulan en las
vacuolas y son los responsables de los tonos azules, morados y rojos, siendo
cianidina, delfinidina, pelargonidina, peonidina, petunidina y malvidina las
mayoritarias en frutos rojos (Mattioli et al., 2020). Por ejemplo, pelargonidina-3-
glucdsido es la antocianina mayoritaria en fruto de fresa (Giampieri et al., 2012),
delfinidina-3-rutindésido en fruto de grosella negra (Simerdova et al., 2021),
cianidina-3-rutinosido en fruto de cereza (Cao et al., 2015), derivados
glucosilados de cianidina en fruto de mora (Kaume et al., 2012) y derivados
glucosilados de cianidina y pelargonidina en fruto de frambuesa (Beekwilder et
al., 2005a).
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La variabilidad de tonos de color que otorgan las antocianinas a los frutos se
debe a las diferentes modificaciones (hidroxilacion, metilacion, glicosilacion y
acilacién) que pueden presentar. Por ejemplo, a mayor numero de grupos
hidroxilo en la molécula de antocianina el color es mas azulado y, por el contrario,
mayor cantidad de grupos metilo cambian la tonalidad a rojizo (Alappat &
Alappat, 2020). Las antocianinas forman complejos no covalentes con otros
flavonoides, como flavonas y flavonoles, que pueden estabilizar el color, siendo
este complejo mas estable cuando la antocianina se encuentra acilada. La
acilacién ayuda también a que las antocianinas no sean degradadas por altas
temperaturas o largas exposiciones a la luz (Ponder et al., 2021). Esta gran
variabilidad de tonos de color hace que las antocianinas se hayan empleado
como colorantes alimentarios desde hace mas de tres décadas, siendo una
alternativa mas saludable a los colorantes artificiales (Cortez et al., 2017). Hay
que destacar, ademas, que se emplean como aditivos en confiteria, cosméticos
y textiles (Kapoor et al., 2022). Ademas del color, las antocianinas confieren a
los frutos multitud de propiedades nutraceuticas, como gran poder antioxidante
y antiinflamatorio, actividad antimicrobiana, y su capacidad para contrarrestar el
inicio y la progresion de enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares,
cancer y diabetes (Alappat & Alappat, 2020; Mattioli et al., 2020).

Otros compuestos importantes por tener una alta actividad antioxidante y por sus
propiedades nutraceuticas son los taninos. Estos compuestos pueden dividirse
en taninos condensados y taninos hidrolizados. Los taninos condensados,
también denominados proantocianinas, tienen principalmente un papel defensivo
frente a depredadores y patdégenos. Recientemente, se les ha atribuido un gran
potencial terapéutico, ya que han demostrado tener capacidad antimicrobiana,
antioxidante, anticancer, neuroprotectora, cardioprotectora, inmunomoduladora,
antidiabética e incluso un papel importante en la prevencion de la obesidad (Rauf
et al., 2019). Dentro de los taninos hidrolizados encontramos el enorme y diverso
grupo de los elagitaninos. Este grupo de metabolitos es muy diverso habiéndose
descrito en la actualidad mas de un millar (Yamada et al., 2018). Son, ademas,
conocidos por tener propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antimutagénicas (Garcia-Conesa et al., 2018). A estas propiedades se les
atribuye un papel importante en la reduccion de peso, colesterol LDL, triglicéridos
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y glucosa (Garcia-Conesa et al., 2018). Los elagitaninos son especialmente
abundantes en fruto de frambuesa, de hecho, se les atribuye mas de la mitad de
la capacidad antioxidante de este fruto (Beekwilder et al., 2005a). Uno de los
elagitaninos mas conocido y estudiado es el acido elagico, el cual se asocia con
la prevencion o reduccion del efecto de enfermedades cronicas, como cancer,
diabetes y enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, ademas de
poseer propiedades antiaterosclerdticas, antiestrogénicas, antinociceptivas,
antifibréticas, antialergénicas, antimicrobiales, antivirales, antiparasiticas,
ostegénicas, cicatrizantes y de proteccién frente a xenobdticos organicos y
toxinas (Sharifi-Rad et al., 2022).

Tanto antocianinas como taninos estan presentes en el fruto maduro de grosella
y frambuesa, aunque la concentracion de éstos sigue patrones diferentes a lo
largo de la maduracion. Las antocianinas, con funciones principalmente de
proteccion frente a la radiacion y atraccion de animales para el consumo de la
fruta y dispersion de semillas, van acumulandose a lo largo de la maduracién,
alcanzando su maximo en el fruto maduro (Baldi et al., 2018; Beekwilder et al.,
2005b; Jarret et al., 2018). Por el contrario, los taninos, cuya funcion es evitar el
consumo de la fruta antes de que la semilla esté madura y servir de precursores
para otros metabolitos secundarios, estan presentes en mayor cantidad en los
primeros estadios de maduracion y tienden a disminuir a lo largo de la
maduracion (Baldi et al., 2018; Beekwilder et al., 2005b; Jarret et al., 2018).

En la figura 4 se muestra un esquema de la relacion entre metabolismo primario

y secundario, asi como las rutas metabdlicas de biosintesis de los principales

grupos de polifenoles

13



+—1 Glucosa

Acido |&—* Acido
ascorbico l Eritrosa-4P — — / shikimico
PEP | \ AC|dp§i|h_|dro-
shikimico \ .
! Acido
alico
FFA |« Acetil-CoA 9

l Acido J
Acido citrico elagico
Acido malico

v

Acido linoleico — Aminoacidos Aminoacidos
Acido linolénico l aromaticos
(fenilalanina,
- - tirosina y
Fenilalanina | +— triptéfano)

- ________l ___________ I -

Y v

Acido cinamico TANINOS

CSmJﬁf’Egs « v HIDROLIZABLES

(Alcohcles, acidos, «—]
aldehidos, acetonas,
ésteres, lactonas...)

Acido cumarico -
# Acido cafeico
'Aoido ferdlico

4-coumaroil-CoA —| Acido sinaptico

............................................ i

Naringenina-chalcona

v

Miricetina Quercetina

Naringenina
T l |—> Kaempferol T

Dihidromiricetina |«—— Dihidrokaempferol |—— | Dihidroquercetina

v v v

Leucodelfinidina Leucopelargonidina Leucocianidina [—®| Catequina
Delfinidina Pelargonidina Cianidina —>| Epicatequina

' '

ANTOCIANINAS

\ 4

A J

Y

Gallocatequina Afzelequina l

v v

TANINOS
CONDENSADOS

v Epiafzelequina

v

Epigallocatequina

Yy

Figura 4: Esquema general de los principales metabolitos relevantes en la calidad del fruto. La
linea discontinua marca la separacion entre metabolismo primario y secundario, asi como el
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2.4. Vitaminas y otros parametros de calidad

Los frutos rojos se caracterizan también por ser una gran fuente de vitaminas y
minerales. Entre los cuales podemos encontrar vitaminas A (retinol), C (acido
ascorbico), E (tocoferol), K, B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 (niacina), B6
(piridoxina), B9 (acido folico) y los minerales de hierro (Fe), calcio (Ca), magnesio
(Mg), potasio (K), sodio (Na), zinc (Zn), fosforo (P), cobre (Cu) y selenio (Se),

destacando, ademas, el alto contenido en fibra (Golovinskaia & Wang, 2021).

Por supuesto, no estan presentes en las mismas proporciones en todos los frutos
rojos, la grosella negra destaca por su mayor cantidad en calcio, hierro, potasio,
fosforo, selenio y vitaminas B1, B2 y C. Por su parte, la frambuesa presenta altos
niveles de vitaminas B3, B6, C ademas de magnesio (Golovinskaia & Wang,
2021). Los frutos de grosella negra y frambuesa son especialmente ricos en fibra
alimentaria en comparacion con otros frutos rojos (Akimov et al.,, 2020;
Golovinskaia & Wang, 2021).

Cabe destacar la vitamina C, un acido organico que esta presente en altas
cantidades en ambos frutos, especialmente en grosella negra (Woznicki et al.,
2017), habiendo demostrado, ademas, ser un potente antioxidante, pudiendo
donar dos electrones de forma secuencial para neutralizar radicales libres
(Padayatty et al., 2003). Debido a esto, el acido ascorbico ha demostrado tener
también un amplio efecto sobre las propiedades funcionales de los polisacaridos
en la propia planta, previniendo su degradacion por radiacion, cambiando la
morfologia y las propiedades funcionales del almidon, y mejorando ciertas
propiedades de estructuras de recubrimiento (Zou et al., 2020). Asimismo, el
acido ascorbico tiene un gran valor nutricional, ademas de por su mencionada
capacidad antioxidante, desempefia también, un importante papel en la
prevencion del cancer, el envejecimiento, la regulacibn de procesos
inmunolégicos y genéticos y la reduccion de la aterosclerosis (Arrigoni & De
Tullio, 2002; Skrovankova et al., 2015; Zou et al., 2020).
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3. Factores implicados en la maduracion del fruto

La maduracion del fruto es un proceso complejo que implica la accion conjunta
de hormonas y factores de transcripcion (TF), ademas de la participacion de
otros metabolitos como los azucares, entre otros. Cada fruto tiene unas
caracteristicas propias, de hecho, pueden provenir de distintas partes de la flor,
por ejemplo, la parte carnosa del fruto de fresa proviene del receptaculo floral y
serian los aquenios, provenientes del ovario fecundado, los verdaderos frutos.
Sin embargo, en todos los casos el desarrollo y la maduracion de los frutos estan
desencadenados por la accion de hormonas, sufriendo cambios de la expresién
genética similares. Generalmente, las hormonas actuan modulando la expresion
de factores de transcripcion implicados en la maduracién. A su vez, estos
factores de transcripcion pueden estar también involucrados en la propia sintesis
de hormonas, ademas de estar regulados por estimulos ambientales o del propio
desarrollo, es decir, sefiales hormonales, genéticas, ambientales y de desarrollo
trabajan de forma coordinada para el desarrollo y la maduracién del fruto (Li et
al., 2021b).

3.1. Factores internos responsables del proceso de maduracion

Los frutos se pueden clasificar como climatéricos o no climatéricos, atendiendo
a su respiracion y al papel que desempena el etileno en su maduracion. Los
frutos climatéricos, que tienen como especie modelo el tomate, tienen un pico de
produccién de CO2 y etileno al comienzo de la maduracion del fruto. Es
importante destacar que este tipo de frutos siguen madurando una vez
recolectados. Algunos ejemplos de frutos climatéricos son manzana, pera, kiwi,
platano, mango, aguacate, arandano, madrofio, higo, melon, ciruela, melocoton,
etc. Por su parte, los frutos no climatéricos, cuya especie modelo es la fresa, no
experimentan ese pico en la produccion de etileno ni CO2, y es el acido abscisico
(ABA), no el etileno, quien tiene un papel principal en la maduracion. Ademas de
la fresa, otros ejemplos de frutos no climatéricos son uva, cereza, frambuesa,
grosella, mora, endrina, pifia, naranja, limoén, granada, etc. Estos frutos no tienen
la capacidad de seguir madurando una vez separados de la planta, por lo que es
importante para la calidad del fruto que sean recolectados en su punto justo de

maduracion.
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El etileno controla a nivel fisiolégico, bioquimico y molecular la mayoria de los
procesos de la maduracién (color, firmeza, sabor y aroma) de frutos climatéricos.
Esta gran diversidad de respuestas a etileno podria atribuirse a los factores de
transcripcion ERF (Ethylene Response Factors, por sus siglas en inglés), una de
las familias de factores de transcripcion mas grandes descritas en plantas (Liu et
al., 2015). Por ejemplo, en cuanto a la textura del fruto, se ha observado que en
melocoton los promotores de genes implicados en la pared celular tienen sitios
de unién a ERF (Wang et al., 2017). Es decir, la produccién masiva y
autoestimulada de etileno que tiene lugar al comienzo de la maduracion en frutos
climatéricos desencadena, a través de sus receptores ETR (Ethylene Receptor,
por sus siglas en inglés), una cascada de transduccion de sefales que regulan
la expresion genética de muchos de los genes implicados en diferentes procesos

de la maduracién (Bapat et al., 2010).

Otros factores de transcripcidon importantes implicados en la maduracién del fruto
en tomate son TAG7 (TOMATO AGAMOUS 1), AP2a (APETALA 2a), FUL1
(FRUITFULL 1), FUL2 (FRUITFULL 2), HB1 (HEMOGLOBIN 1), MADS1
(perteneciente a la familia de FT MADS-box) y MYB70 (perteneciente la familia
de FT MYB) (Cao et al., 2020). En la regulacién de la maduracion, y afectando
por tanto a la calidad del fruto de tomate, destacan especialmente la familia de
factores de transcripcion NAC-NOR (Liu et al., 2022) y SPL-CNR (Lai et al.,
2020). Por ejemplo, en fruto de tomate, NOR186 (NON-RIPENING-186) regula
positivamente la maduracion uniéndose al promotor de SIACS2, un gen clave
para la biosintesis de etileno, y activando su expresién (Gao et al., 2020); y la
mutacion CNR (COLOURLESS NON-RIPENING), resultante de un cambio
epigenético espontaneo en el promotor del gen SBP-box (SQUAMOSA promoter
binding protein—like por sus siglas en inglés), da como resultado frutos incoloros
con una pérdida sustancial de adhesion entre células, y por tanto una
disminucion en la firmeza del fruto (Manning et al., 2006). Cabe mencionar
también los factores de transcripcion MADS-RIN, que regulan la expresiéon de
genes de biosintesis y recepcién de etileno, formacion de carotenoides, aroma 'y
metabolismo de la pared celular (Cao et al., 2020; Seymour et al., 2013). En
frutos no climatéricos el etileno no controla la maduracion del fruto, pero el factor

homologo de MADS-RIN en fresa si esta implicado en algunos aspectos de la
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maduracion, como el silenciamiento de genes relacionados con la pared celular
(Merchante et al., 2013) o en la regulacion de genes del metabolismo de

fenilpropanoides (Vallarino et al., 2020).

En el caso de los frutos no climatéricos, donde se incluyen frambuesa y grosella,
es el ABA quien tiene el papel principal en la maduracion, promoviendo la sintesis
de antocianinas, acumulacién de azucares, produccion de compuestos volatiles
asociados al aroma y ablandamiento del fruto entre otros procesos (Li et al.,
2022). El contenido en ABA en fruto de fresa esta controlado principalmente por
la expresion de FaNCED1, que codifica la enzima 9-cis-epoxycarotenoid
dioxygenase (NCED) (Liao et al., 2018). Muchos factores de transcripcion de la
familia MYB también regulan los niveles de ABA y favorecen la maduracion del
fruto de fresa, como FVYMYB79, que a su vez esta regulado por ABA, formando
una retroalimentacion positiva entre ambos (Cai et al., 2022), o FaGAMYB que
induce la sintesis de ABA a través de otros factores de transcripcion como
NCED1, NCED2, ABI5 (ABA INSENSITIVE 5) y DREB1 (DEHYDRATION
RESPONSIVE ELEMENT BINDING 1) (Sanchez-Gémez et al., 2022; Vallarino
et al., 2015; Xie et al., 2020). EI ABA también participa en la maduracion de frutos
climatéricos, mediante su propia acumulacion y regulando la expresion de genes

relacionados con la sintesis de etileno (Kou et al., 2021).

Otras hormonas implicadas en el proceso de maduracién, tanto en frutos
climatéricos como no climatéricos, son auxinas, citoquininas, giberelinas,
brasinoesteroides y los acidos jasmonico y salicilico. Tras la fecundacién se
produce un aumento de auxinas, giberelinas, citoquininas y brasinoesteroides,
que son especialmente importantes durante las primeras fases de desarrollo del
fruto, ya que aumentan los procesos de division y expansién celular provocando
el aumento en tamano de fruto (Fenn & Giovannoni, 2021; Sanchez-Gémez et
al., 2022). Auxinas y giberelinas, en coordinacion con ABA y etileno, parecen ser
fundamentales para la regulacion de estos primeros estadios de maduracion en
todos los frutos, sin embargo, el resto de las hormonas desempefian un papel
mayor o menor en funcién de cada especie (Fenn & Giovannoni, 2021). En
estadios avanzados en la maduracion de frutos no climatéricos, se conoce que

el ABA y las auxinas tienen efecto antagoénico entre ellas (Fenn & Giovannoni,
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2021). En el caso de los frutos climatéricos, auxinas, giberelinas y citoquininas
retardan la maduracion, ya que las auxinas disminuyen la sensibilidad al etileno
(Li et al., 2021b) y las giberelinas y citoquininas inhiben su sintesis (Li et al.,
2017); por su parte, ABA, brasinoesteroides y acido jasmonico, cuyos niveles van
aumentando durante la maduracion, favorecen la sintesis de etileno (Li et al.,
2021b; Liu et al., 2016; Zhu et al., 2023) acelerando diferentes aspectos de la
maduracion. Por ejemplo, se ha observado que el tratamiento con acido
jasmonico impide el ablandamiento del fruto de tomate manteniendo la
acumulacién de carotenoides y licopeno (Liu et al., 2018). Del mismo modo, se
ha reportado que, en frutos no climatéricos como la uva, el acido jasmonico
acelera los cambios de color y textura (Coelho et al., 2019), y la aplicacién
exogena de brasinoesteroides aumenta el peso del fruto, asi como su contenido
en azucares y antocianinas, disminuyendo, ademas los niveles de &cidos
organicos (Zheng et al., 2020). Respecto al acido salicilico no se conoce bien el
mecanismo de regulacion durante la maduracion, aunque si se ha observado
que en frutos climatéricos inhibe la sintesis de etileno (Li et al., 2021b). En
general se conoce que la aplicacion externa de acido salicilico retrasa la
maduracion de muchos frutos (Changwal et al., 2021). Por ejemplo, se ha
observado que en pera su concentracion es mas alta al comienzo de la
maduracion y va disminuyendo a lo largo de ésta (Oikawa et al., 2015); y en fruto
de platano el tratamiento con acido salicilico disminuye el ablandamiento de la
fruta, la relacion pulpa:cascara, el contenido de azucares y la tasa de respiracion
(Srivastava & Dwivedi, 2000). Ademas, recientemente se ha demostrado que el
acido salicilico enddégeno, al igual que el exégeno, tienen un papel importante
regulando la produccion de etanol durante la postcosecha en fruto de tomate
(Changwal et al., 2021).

Es evidente que durante todo el proceso de desarrollo y maduracion existe una
gran interaccion entre hormonas controlando y coordinando todos los procesos
que ocurren en el fruto (Li et al., 2021b; Liao et al., 2018). Pero, ademas, otros
metabolitos como los azucares o las poliaminas también estan implicados
directamente en la maduracion de los frutos como es recogido en las revisiones
de Gao et al. (2021) y Rook et al. (2006). Se conoce que las poliaminas

putrescina, espermina y espermidina tienen un papel en el control de la
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maduracion, especialmente en frutos no climatéricos. Por ejemplo, en fruto de
fresa se observd un gran incremento en la espermina al comienzo de la
coloracion relacionado con un aumento en la expresion de FaSAMDC (S-
ADENOSYLMETHIONINE DECARBOXYLASE), promoviendo la maduracion del
fruto a través la expresion de otros genes implicados en firmeza y contenido de
poliaminas, azucares, antocianinas y hormonas como etileno, ABAy auxina (Guo
et al., 2018). En fruto de fresa, recientemente se ha publicado que mediante la
inhibicion de la expresion de FaPAOS (POLYAMINE OXIDASE 5), involucrado en
la sintesis de una poliamina oxidasa que convierte la espermina en espermidina
y luego en putrescina (Zarza et al., 2017), se favorece la acumulacién de
espermidina, espermina y ABA, favoreciendo una maduracion mas acelerada del
fruto. Por el contrario, en frutos en los que se sobreexpresd FaPAOS, se encontrd
el efecto opuesto reforzando esta hipdtesis (Mo et al., 2020). En frutos
climatéricos, no hay evidencias de que las poliaminas estén directamente
involucradas en la maduracion del fruto, aunque parece que limitan la tasa de
maduracion o la sobremaduracién (Tassoni et al., 2006). Por ejemplo, en fruto de
tomate Cherry se ha observado que los niveles de putrescina aumentan
gradualmente durante la maduracion y alcanzan su maximo en la etapa de
madurez, mientras que los niveles de espermidina y espermina disminuyen

durante el proceso de maduracién (Tsaniklidis et al., 2016).

En cuanto a los azucares, hay claras evidencias de la participacion de sacarosa,
glucosa, fructosa y trealosa-6P, entre otros, en procesos de maduracion del fruto
(Liu et al., 2013). Por ejemplo, en el estudio de Jia et al. (2013) se observa que
existe una estrecha correlacidn entre los cambios en el contenido en sacarosa y
el crecimiento y desarrollo del fruto de fresa; ademas, la sacarosa exdgena y su
analogo no metabolizable turanosa indujeron la acumulacion de ABA en el fruto
provocando la aceleracién de su maduracion. También se ha demostrado que
ABA y sacarosa tienen un efecto sinergético acelerando la maduracion del fruto
de fresa (Luo et al.,, 2020). Se profundizara mas sobre la sefalizacién de
azucares y su interaccion con hormonas durante la maduracién del fruto en el

capitulo 1.
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3.2. Influencia de factores externos en la calidad del fruto

Las predicciones sobre el cambio climatico pronostican un aumento global de la
temperatura, cambios en los patrones de precipitacion y condiciones climaticas
extremas que afectaran a los procesos fisioldgicos de las plantas, influyendo
también en la calidad de los frutos. En general, todo ello implicara un gran
impacto socioeconémico. Debido a esto, existe una necesidad urgente de
conocer mejor cuales son las respuestas de las plantas a estos cambios en los
factores ambientales, ya que esto ayudara a desarrollar nuevos genotipos con
cierta tolerancia a dichos cambios, permitiendo asi anticiparse al impacto en la

agricultura.

Ademas, se conoce que estos factores externos como la disponibilidad de agua,
la temperatura, la radiacién, la luz o la salinidad, influyen no sdlo el crecimiento
y desarrollo vegetativo de la planta, sino que también afectan al proceso de
maduracion del fruto, afectando a su calidad (DaMatta et al., 2010). Por ejemplo,
recientemente se ha observado que en fruto de arandano los factores de
transcripcion tipo MYB, como VeEMYBA1, VeMYBPA1y VeMYBC2, relacionados
con la acumulaciéon de antocianinas, estan inducidos por la radiacion UV-B (Li
et al., 2021a). En fruto de uva también se ha visto que la radiacion UV
desencadena una cascada de senalizacién que activa VWFLS1 (FLAVONOL
SYNTHASE 1), WGT5y VWGT6 (flavonol glycosyltranferases), implicados en la
biosintesis de fenilpropanoides y terpenoides (Carbonell-Bejerano et al., 2014).
La radiacion UV-B y el ABA también han demostrado tener un efecto sinérgico
incrementando la biosintesis de fenoles en los estadios finales de la maduracion
en este fruto (Berli et al.,, 2011). Del mismo modo, se ha observado que la
radiacion UV-C aumenta la actividad de la enzima PAL (phenylalanine amonia
lyase por sus siglas en ingles), asi como el contenido total de fenoles,

antocianinas y acido ascorbico en fruto de fresa (de Oliveia et al. 2016).

Se ha descrito que la luz activa la expresion de PavBBX6 y PavBBX9,
pertenecientes a la familia de genes b-box, que desencadenan la biosintesis de
ABA estimulando la produccién de antocianinas en fruto de cereza (Wang et al.,

2023). Ademas, en fresa, al aumentar la exposicion a la luz aumenta la expresion
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de FaMYB10, que acelera la sintesis y acumulacién de antocianinas en el fruto
(Kadomura-Ishikawa et al., 2015). Recientemente, también se ha observado que
en fruto de zarzamora (Rubus hongnoensis) la luz roja aumenta el contenido total
de fenoles y la combinacion de luz roja, verde y blanca aumenta el contenido
total en flavonoides (Oh et al., 2021).

La temperatura influye también en la produccion y calidad de los frutos, por
ejemplo, se ha descrito que un aumento excesivo de la temperatura puede
detener la acumulacién de azucares y la maduracion en fruto de uva (Greer &
Weedon, 2013). También se ha observado que en fresa a temperaturas
intermedias (18°/10°C) las plantas producen antes los frutos y en mayor
cantidad, pero a bajas temperaturas (16°/8 °C) los frutos presentan mas cantidad
de azucar, menos acidos y mejor sabor (Massa et al., 2015), por lo que podria
decirse que cuando la maduracion ocurre a bajas temperaturas, los frutos tienen
mayor calidad, aunque la produccién se ve perjudicada. A nivel molecular se ha
visto que las bajas temperaturas provocan la fosforilacion de FvMYB10
inhibiendo la acumulacion de antocianinas (Mao et al., 2022), influyendo,
ademas, en otros aspectos de la calidad del fruto de fresa como el color y la
capacidad antioxidante (Li et al., 2021a). Esto coincide con un estudio realizado
en fruto de jujube, en el que aumentando la temperatura entre 1.5 y 2.5°C
aumenta significativamente la cantidad de antocianinas, flavonoides,
carotenoides y azucares (Jiang et al., 2020). Un comportamiento similar fue
observado en grosella negra, en el que un aumento de temperatura de 12 a 18°C
provocod un aumento de las antocianinas mayoritarias en el fruto, delphinidin-3-
O-rutinoside y cyanidin-3-O-rutinoside (Allwood et al., 2019). Sin embargo,
cuando la temperatura aumenta a 24°C, se observé que el contenido de estos
compuestos disminuye, seguramente debido a su degradacion por calor extremo
(Allwood et al., 2019; Romero et al.,, 2021). En un estudio realizado en
frambuesa, se midié la composicion quimica de los frutos a diferentes
temperaturas (12, 18 y 24°C) y se observo que a baja temperatura aumenta la
concentracion de acido ascoérbico, mientras que al subir la temperatura aumenta
significativamente el contenido en elagitaninos y se producen cambios en la
concentracion de las antocianinas mayoritarias, por ejemplo, la cianidina-3-

soforosida disminuye mientras que la cianidina-3-O-glucosilrutindsida)-rutinésida
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aumenta. En cuanto a los acidos organicos mayoritarios en el fruto, acido citrico
y acido malico, en una revisién reciente se ha reportado que, aunque el grado de
variacion depende de la especie estudiada, generalmente una subida de
temperatura aumenta la concentracion de acido citrico y disminuye la de acido
malico (Romero et al., 2021). En frutos rojos, esto se ha descrito en grosella
negra (Woznicki et al., 2017) y fresa (Saridas, 2021).

En cuanto a la salinidad, Mizrahi (1982) demostré que en plantas tratadas con
sal se incrementaban todos los parametros relacionados con el proceso de
maduracion del fruto de tomate: tiempo de desarrollo, pigmentacion, contenido
en solidos solubles, sabor, ablandamiento, vida postcosecha, produccion de

etileno y COo, etc.

Es evidente que la disponibilidad de agua es un factor importante para la
produccion de cualquier fruto. En el caso del fruto de fresa, por ejemplo, se ha
observado que aumentando la cantidad de agua disponible se incrementa tanto
el peso como la cantidad de frutos producidos (Yuan et al., 2004). Sin embargo,
estudios mas recientes han demostrado que en déficit de riego aumenta la
cantidad en el fruto de algunos compuestos fendlicos, azucares, acidos
organicos y aumenta el ratio azucar/acido. Esto se ha observado en frutos de
algunas variedades de fresa como “Flamenco”, aunque esta tendencia no se
cumple en otras variedades estudiadas como “Eva’s Delight’, en las que las
plantas con déficit de irrigacién produjeron frutos con menor cantidad de

azucares y acidos organicos (Weber et al., 2017).

4. Analisis metabolomicos

Los distintos aspectos asociados a la calidad de los frutos estan condicionados
por una inmensa cantidad y variedad de metabolitos, que podrian verse como el
producto final de la expresién genética (Weckwerth & Fiehn, 2002). Se considera
que los metabolitos representan mejor al fenotipo y cambian mas rapido que el
material genético, mostrando los eventos bioldgicos que estan ocurriendo en ese
preciso instante, y poniendo de manifiesto la gran importancia de los estudios
metabolémicos en los programas de mejora (Nicholson et al., 2011).
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4.1. Herramientas metabolémicas

Los metabolitos comprenden un grupo muy diverso de compuestos que
presentan diferentes propiedades fisico-quimicas, por lo que para generar un
perfil metabdlico son necesarias distintas técnicas de analisis y de separacion.
Las dos técnicas principales de deteccidon para el estudio de perfiles
metabolomicos son la espectrometria de masas (EM) y la resonancia magnética
nuclear (RMN). La RMN presenta varias ventajas respecto a la EM como alta
reproducibilidad, cuantificacion absoluta y que sea una técnica no destructiva,
sin embargo, la EM ofrece una alta sensibilidad, permitiendo detectar mas
metabolitos, y puede combinarse con técnicas de separacion como la
cromatografia de gases (CG) o la cromatografia liquida (CL) para cuantificar las
diferentes clases de metabolitos (Augustijn et al., 2021). La EM se basa en la
medicién de la relacion masa-carga de especies ionicas. Tras la inyeccion de la
muestra en el instrumento y su evaporacion, los metabolitos se cargan mediante
distintos métodos de ionizacién, como la ionizacion electronica (IE), ionizacion
por electroespray (ESI, por sus siglas en inglés), ionizacién quimica (IQ), o
desorcidén/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI, por sus siglas en inglés).
Para obtener una amplia cobertura del metaboloma, la ionizacion debe realizarse
tanto en modo positivo como negativo (Dettmer et al., 2007). Finalmente, las
especies ionicas seran analizadas dependiendo de su relacion masa-carga (m/z)
en el analizador, como cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas en
inglés), trampa de iones (Tl) y Resonancia de Ciclotrén I6nico por Transformada
de Fourier (FT-ICR, por sus siglas en inglés). Los analizadores del EM también
pueden ser hibridos, como el triple cuadrupolo (QQQ) o el Q-TOF, que combina
un solo cuadrupolo Q-EM y un TOF-EM; o puede presentar un sistema EM en
tandem (EM/EM), que implica la fragmentacion de iones precursores en otros
iones que se detectan en una segunda etapa de EM. Dentro de los analizadores
de masas uno de los mas elegidos, debido a su alta resolucién, sensibilidad,
robustez y precision de masa, ademas de su extenso rango dinamico, calibracion
de masa mas facil y capacidades de masa en tandem, es Orbitrap (Yan et al.,
2022), que funciona a modo de trampa iénica donde los diferentes iones oscilan

a diferentes frecuencias, dando lugar a su separacion.
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La CL-EM tiene muchas aplicaciones, ya que es capaz de separar y medir una
gran cantidad de familias de compuestos, incluso en mezclas complejas,
utilizando una combinacion de diferentes métodos de extraccidn, columnas de
separacidon y deteccion de masas. La CL-EM es una de las herramientas mas
empleadas en la actualidad para los analisis de metabolitos del metabolismo
secundario (Bakir et al., 2020; Ciocan et al., 2023; Fayek et al., 2021; Michailidis
et al., 2020; Olennikov et al., 2020; Otify et al., 2023; Vitalini et al., 2020; Xu et
al., 2020b). Una de las técnicas mas utilizadas para estudios metabolomicos es
la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés), que
separa los componentes de la muestra basandose en diferentes tipos de
interacciones quimicas entre las sustancias analizadas y la columna
cromatografica, mediante su inyeccion en una fase mdvil (liquida) que pasa a
través de una fase estacionaria (columna cromatografica). La utilizacion de los
diferentes detectores dependera de la naturaleza de los compuestos a
determinar. El primer tipo de HPLC utilizado fue el denominado de fase normal
(NP-HPLC, por sus siglas en inglés) que consiste en una fase estacionaria polar
y una fase movil apolar, y se usa cuando el compuesto de interés presenta una
alta polaridad. Hoy en dia, debido a su versatilidad, se utiliza mucho mas la
cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa (RP-HPLC, por sus
siglas en inglés), que consiste en una fase estacionaria apolar y una fase movil
moderadamente polar. La resolucion cromatografica del HPLC ha sido mejorada
por la cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC, por sus siglas en inglés),
que ademas ofrece mayor sensibilidad, permitiendo una mayor resolucién en la
separacion de metabolitos, y mayor velocidad de analisis, lo que hace que se
esté convirtiendo en la opcién mas comunmente empleada (Dettmer et al., 2007).
En la tabla 1 se muestran varios ejemplos de trabajos metabolémicos en

diferentes frutos empleando las distintas técnicas de CL mencionadas.

En CL-EM se pueden diferenciar dos enfoques metodolégicos: no dirigido, que
abarca todas las sefales de metabolitos detectadas para proporcionar una vision
general metabdlica; y dirigido, que se centra en determinados grupos de
metabolitos caracterizados quimicamente y anotados bioquimicamente,
teniendo también en cuenta la informacion estructural del analisis de

espectrometria de masas en tandem (EM/EM), extractos de referencia, analisis
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de mutantes y recursos web (Shimizu et al., 2018). La CL-EM/EM se utiliza para
identificar mas especies de metabolitos o para detectar clases de metabolitos
individuales, y se ha hecho muy popular debido a su alta sensibilidad y
versatilidad, a no necesitar derivatizacion quimica y, ademas, por la llegada de
nuevas técnicas de ionizacion (Cui et al., 2018). Para analisis metabolémicos no
dirigidos la CG presenta diversas ventajas respecto a CL, ya que ofrece una
mayor resolucién, permite la cuantificacion de metabolitos de bajo peso
molecular (inferior a 600Da) como los compuestos volatiles, y puede medir
distintas clases de compuestos con un solo tipo de columna. Ademas, existe una
base de datos de picos estandarizados muy grande y, debido a su modo de
ionizacion mediante la fragmentacion de moléculas segun su estructura, facilita
su identificacion y reduce la necesidad de espectrometria de masas en tandem

(Papadimitropoulos et al., 2018).

La CG-EM acoplada a la microextraccion en fase solida de espacio de cabeza
(HS-SPME, por sus siglas en inglés) es la técnica de referencia para la
elaboraciéon de perfiles metabolémicos de compuestos volatiles, que logra que
los compuestos volatiles presentes en las muestras alcancen el equilibrio en el
espacio de cabeza en un espacio confinado, antes de hacerlos pasar por una
fibra de extraccion recubierta con determinados materiales que permiten su
adsorcioén, hasta que se alcanza una fase de equilibro, seguido de una elucién
térmica de estos metabolitos de la fibra y su entrada en el CG por flujo de gas
(Alshehri et al., 2020; Lioupi et al., 2022; Wang et al., 2022). En los ultimos afos
muchos autores han elegido estas técnicas para el estudio de perfiles de
compuestos volatiles en frutos (Brendel et al., 2021; Farag et al., 2022; Fella et
al., 2022; Khalil et al., 2017; Li et al., 2021c; Lieb et al., 2018; Mihaylova et al.,
2022; Muto et al., 2020; Pott et al., 2021a; Singh & Sharma, 2022; Xin et al.,
2018). La CG-EM es también una de las técnicas mas elegidas para la
elaboracion de perfiles de metabolitos primarios y recientemente se ha utilizado
para muchos estudios en fruto (Allwood et al., 2019; Cuadros-Inostroza et al.,
2016; Farag et al., 2022; Fayek et al., 2021; Li et al., 2019; Michailidis et al., 2020;
Otify et al., 2023; Ramadan et al., 2020; Rodrigues et al., 2021; Singh & Sharma,
2022; Vallarino et al., 2020). Sin embargo, la CG-EM esta limitada a metabolitos
de bajo peso molecular (50-600Da) y compuestos volatiles, por lo que a los
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metabolitos no volatiles, termolabiles y polares es necesario someterlos a un
proceso quimico de derivatizacion antes del analisis (Beale et al., 2018), que
reduce su polaridad y aumenta su volatilidad. El analisis de masas para CG se
puede realizar con diferentes instrumentos, como tiempo de vuelo o cuadrupolo,
siendo TOF la que presenta mayor sensibilidad (Aebi et al., 2002). En la tabla 2

se muestran varios ejemplos de trabajos metabolémicos en diferentes frutos

empleando las distintas técnicas de CG mencionadas.

Tabla 1: Plataformas de cromatografia

metabolomicos en fruto en los ultimos 5 afios (2018-2023).

Plataforma

Analizador

Fruto

liquida empleadas para diferentes estudios

Referencia

UPLC-ESI-EM/EM

HPLC-ESI-EM

UPLC-ESI-EM/EM

UPLC-EM TI (Orbytrap) Mikan (Citrus unshiu) Kim et al., 2022a
UPLC-EM Q-TOF Pitaya (Hylocereus polyrhizus) Wu et al., 2019
CL-EM Q-TOF Manzana rosa (Syzygium Jamil et al., 2018
Samarangense) ’
HPLC-ESI-EM TI (Orbytrap) Grosella negra (Ribes nigrum) Allwood et al., 2019
HPLC-ESI-EM Q Fresa (Fragaria viridis) Olennikov et al., 2020
HPLC-EM TI (Orbytrap) Tomate (Solanum lycopersicum) Bakir et al., 2020
HPLC-EM Aceituna (Olea europea) Fayek et al., 2021
UPLC-ESI-EM/EM Q-TOF Tomate (Solanum lycopersicum) Otify et al., 2023
HPLC-ESI-EM QQQ (Q-TRAP) Manzana (Malus domestica) Xu et al., 2020a
HPLC-ESI-EM Q-TOF Fresa (Fragaria x ananassa) Nascimento et al., 2019a
HPLC-EM/EM Aceituna (Olea europea) ;i(;q%nez-Herrera etal,
UPLC-ESI-EM/EM QQQ (Q-TRAP) Baya de Goji (Lycium barbarum) Shi et al., 2019
UPLC-ESI-EM Q-TOF Acerola (cereza) (Malpighia Xu et al., 2020b

QQQ (Q-TRAP)

Tl (Esquire 6000)

Sandia (Citrullus spp.)

Manzana (Malus domestica) y pera

(Pyrus communis)

Pifa (Ananas comosus)

emarginata)

Yuan et al., 2021

Commisso et al., 2021

Gao et al., 2022
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HPLC-ESI-EM y EM/EM Tl (Orbytrap) Aceituna (Olea europea) Alves et al., 2019

HPLC-ESI-EM Q-TOF Uva (Vitis vinifera) VanderWeide et al., 2018
HPLC-ESI-EM/EM TI (Orbytrap) Arandano (Vaccinium corymbosum)  Yang et al., 2023
UPLC-ESI-EM/EM Q Fresa (Fragaria x ananassa) Wang et al., 2023
UPLC-ESI-EM/EM TI (Orbytrap) Coco (Cocos nucifera) Guo et al., 2022
HPLC-EM Tl (Orbytrap) Tomate (Solanum lycopersicum) Kim et al., 2022b
HPLC-EM/EM TI (Orbytrap) Ginseng (Panax ginseng) Choi et al., 2021
HPLC-ESI-EM Q-TOF Cebolla (Allium cepa) Metrani et al., 2020
CL-ESI-EM Q-TOF Naranja (Citrus sinensis) Afifi et al., 2023
UPLC-EM Q-TOF Melocoton (Prunus persica) Zhang et al., 2020
HPLC-ESI-EM/EM QQQ (Q-TRAP) Baya de Goji (Lycium barbarum) Wang et al., 2020
HPLC-ESI-EM QQQ ,';'gtir/;?eﬂe)'on africano) (Cucumis  \1a1yleke, 2022
HPLC-ESI-EM TI (Orbytrap) Fresa (Fragaria x ananassa) Zheng et al., 2022
UPLC-ESI-EM/EM QQQ (Q-TRAP) Pera (Pyrus bretschneideri Rehd.) Zhang et al., 2023
UPLC-EM/EM QQQ (Q-TRAP) Pimienta (Zanthoxylum bungeanum) Fei et al., 2022
HPLC-ESI-EM/EM QQQ (Q-TRAP) Meldn (Cucumis melo) Zhang et al., 2021b
HPLC-EM/EM QQQ (Q-TRAP) Litchi (Litchi chinensis) Jiang et al., 2023
UPLC-ESI-EM/EM Q Cereza (Prunus avium) Yang et al., 2021a
UPLC-EM Q-TOF Frambuesa china (Rubus chingii) Chen et al., 2021
UPLC-ESI-EM/EM QQQ (Q-TRAP) Papaya (Carica papaya) Zheng et al., 2021a
HPLC-ESI-EM Q Uva (Vitis vinifera) Villano et al., 2023
LC-ESI-EM/EM QQQ (Q-TRAP) Pepino (Cucumis sativus) Ren et al., 2023
UPLC-ESI-EM/EM QQQ (Q-TRAP)  Kiwi (Actinidia sp.) Sun et al., 2021b
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Tabla 2: Plataformas de cromatografia gaseosa empleadas para diferentes estudios
metabolémicos en fruto en los ultimos 5 afios (2018-2023).

Plataformas

Fruto

Referencia

CG-EM y SPME-CG-EM
CG-TOF-EM
CG-EM
HS-SPME-CG-EM
CG-EM
HS-SPME-CG-EM y CG-EM
HS-SPME-CG-EM
HS-CG-EM
HS-SPME-CG-EM
SPME-CG-EM
CG-EM
HS-SPME-CG-EM
CG-TOF-EM
CG-EM

CG-EM

CG-EM

CG-EM y H-RMN
CG-EM
SPME-CG-EM/O
HS-SPME-CG-M
CG-TOF-EM
CG-EM
HS-SPME-CG-M
CG-Q-EM
SPME-CG y H-RMN
CG-TOF-EM
CG-EM

CG-EM
CG-EM/EM
HS-SPME-CG-EM
HS-SPME-CG-EM
HS-SPME-CG-EM
HS-SPME-CG-EM

Mikan (Citrus unshiu)

Pitaya (Hylocereus polyrhizus)
Cereza (Prunus avium)

Grosella negra (Ribes nigrum)
Carambola (Averrhoa Carambola)
Albaricoque (Prunus armeniaca)
Melocoton (Prunus persica)
Naranja (Citrus sp.)

Fruta de la pasion (Passiflora edulis SIEM)
Melocoton (Prunus persica)
Espino amarillo (Hippophae rhamnoides)
Papaya (Carica papaya)
Melocoton (Prunus persica)

Fresa (Fragaria x ananassa)
Mango (Mangifera indica)
Banana (Musa sp.)

Nectarina (Prunus persica)

Higo (Ficus carica)

Carambola (Averrhoa Carambola)
Coco (Cocos nucifera)

Tomate (Solanum lycopersicum)
Cebolla (Allium cepa)

Pera (Pyrus spp.)

Pifia (Ananas comosus)

Tomate (Solanum lycopersicum)
Ginseng (Panax ginseng)

Pifia (Ananas comosus)

Fresa (Fragaria x ananassa)
Fresa (Fragaria x ananassa)

Uva (Vitis vinifera)

Cidro (Citrus medica)

Uva (Vitis vinifera)

Uva (Vitis vinifera)

Kim et al., 2022a

Wu et al., 2019
Karagiannis et al., 2018
Pott et al., 2021a
Ramadan et al., 2020
Farag et al., 2022
Mihaylova et al., 2022
Brendel et al., 2021
Lietal., 2021c

Xin et al., 2018

Singh & Sharma, 2022
Lieb et al., 2018

Muto et al., 2020
Nascimento et al., 2019a
Khanum et al., 2020
Nascimento et al., 2019b
Covarrubias et al., 2021
Allegra et al., 2018

Li et al., 2023a

Guo et al., 2022

Kim et al., 2022b
Romo-Pérez et al., 2020
Li et al., 2023b

lkram et al., 2020
D’Angelo et al., 2018
Choi et al., 2021

lkram et al., 2021

Min et al., 2020

Zheng et al., 2022
Villano et al., 2023

Xu et al., 2019

He et al., 2020

Yue et al., 2022
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4.2. Integracion de datos metabolomicos enfocados a la identificacion de

marcadores moleculares aplicables en los programas de mejora de fruto

El deseo de mejorar la cantidad y calidad de los cultivos es practicamente tan
antiguo como la propia agricultura, y hoy en dia, puede logarse mediante el uso
de tres técnicas diferentes: seleccion artificial, hibridacion y mejora molecular.
Gracias al gran avance en la secuenciacion genética de las ultimas décadas se
han desarrollado técnicas de mejora moleculares muy eficientes, como la
seleccién asistida por marcadores (MAS, por sus siglas en inglés) o la
modificacién genética que han permitido el cambio de una seleccion basada
exclusivamente en el fenotipo a una seleccién que atiende a genotipo mas
fenotipo (Shen et al., 2022), impulsando asi la seleccion de regiones genémicas

(o loci) asociadas a un fenotipo de interés.

El desarrollo de perfiles metabolédmicos nos proporciona un analisis cualitativo y
cuantitativo completo de los numerosos metabolitos presentes en una muestra
biolégica en un momento fisiolégico concreto. La integracion de estos datos
metaboldmicos mediante analisis estadisticos multivariantes proporciona una
herramienta poderosa para (1) realizar estudios comparativos entre determinados
genotipos o variedades, condiciones de crecimiento y/o cambios ambientales,
() esclarecer el funcionamiento y regulacion de rutas metabdlicas, (lll) asi como
identificar biomarcadores metabdlicos que afecten a la calidad del fruto (Romero
et al., 2021). Recientemente, se han llevado a cabo muchos de estos estudios
de integracion metabolémica en frutos. Por ejemplo, en un estudio comparativo
entre diferentes variedades de frutos de manzana y pera, se han caracterizado
variedades que podrian resultar atractivas para los consumidores por su alto
contenido en polifenoles en el caso de la manzana o bajo contenido en sacarosa
en el fruto de pera (Commisso et al., 2021). Gracias a otro estudio reciente,
mediante la identificacion de diferencias significativas entre los perfiles
metabolomicos de la variedad silvestre y cultivada de fruto de sandia, se ha
conseguido entender un poco mas sobre los diferentes procesos que han
ocurrido a lo largo de la domesticacién (Yuan et al.,, 2021). Ademas de
comparativas entre variedades, estas técnicas también se estan aplicando para

comparar el metaboloma de distintos estadios del desarrollo, asi como diferentes
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tejidos del mismo fruto. Por ejemplo, se ha estudiado el perfil metabolémico de
pericarpio, piel y semillas en fruto de mel6n amargo, mostrando que el pericarpio
y las semillas contenian cantidades significativas de compuestos fendlicos y
flavonoides, mientras que la piel contenia una mayor cantidad de fitoesteroles
(Mishra et al., 2021). Recientemente, otro estudio compara los perfiles
metabolomicos de fruto de mikan a lo largo de las diferentes etapas del
desarrollo, mostrando cambios significativos en la cantidad de azucares, acidos
organicos, aminoacidos, flavonoides, carotenoides y compuestos volatiles, en
base a lo cual sus autores proponen una ruta metabolémica que conecta todos
estos metabolitos, y muestra en qué etapas del desarrollo del fruto se esta
favoreciendo la sintesis o degradacién de cada uno de ellos (Kim et al., 2022a).
Otro estudio compara los perfiles metabolémicos de fruto de pitaya en diferentes
estadios de su desarrollo tanto en la piel como en la pulpa, y sugieren que la
disminucién de aminoacidos, asi como el incremento de azucares y acidos
organicos observados en la pulpa pueden contribuir en la formacion de
betalainas, un grupo de pigmentos con propiedades nutracéuticas (Wu et al.,
2019). También se han comparado los perfiles metabolémicos de frutos de
cereza en el momento de la cosecha y tras su almacenamiento postcosecha en
frio, mostrando diferencias en la concentracion de ocho azucares solubles,
incluyendo una disminucion de fucosa y un aumento de xilosa y arabinosa que
podrian explicar el aumento en la tasa de respiracion y la disminucion en el
contenido en sélidos solubles que también se observan en los frutos (Karagiannis
et al., 2018).

La combinacién de la metabolomica con otras ciencias 6micas como gendmica,
transcriptomica o protedmica, nos ofrece una visibn mas holistica y puede
ayudarnos a entender mejor los mecanismos bioldégicos que subyacen en los
procesos fisiologicos (Beale et al., 2018). Por ejemplo, la combinacion de
técnicas metaboldmicas, como la cuantificacion de metabolitos a través de EM,
con técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en
inglés) han permitido desarrollar estrategias para la mejora de diferentes cultivos
(Pandey et al., 2016; Pott et al., 2021b; Yang et al., 2021b). La integracién de
datos metaboldmicos y transcriptomicos también pueden ser una gran estrategia

para la mejora de determinadas caracteristicas de los cultivos. Por ejemplo, se

31



han obtenido resultados muy interesantes combinando los perfiles
metaboldmicos de flavonoides obtenidos por UPLC con analisis de
secuenciacion de ARN de alto rendimiento, obteniendo correlaciones entre la
biosintesis de antocianinas y un aumento en la expresién de los genes PAL2
(PHENYLALANINE AMMONIA LYASE 2), CHS (CHALCONE SYNTHASE) y CHI
(CHITINASE), asociandolo con la pigmentacion de tres variedades de tubérculo
de patata (Cho et al., 2016). Otro estudio reciente, que integra metabolémica y
transcriptomica, ha reportado una correlacion entre el contenido en sacarosa, el
azucar mayoritario, y 15 genes candidatos, asi como entre el contenido en acido
citrico, el acido organico mayoritario, y 19 genes candidatos en dos variedades

de fruto maduro de pifa (Gao et al., 2022).

La mayoria de las caracteristicas asociadas a la calidad de los cultivos son
cuantitativas, por lo que muestran una variacion continia debido a su herencia
poligénica y a las influencias ambientales. A las regiones del ADN que se
correlacionan con la variacion de un rasgo cuantitativo en el fenotipo de una
poblacién de organismos se le denomina loci de rasgos cuantitativos o QTL, por
sus siglas en inglés. Para el mapeo de QTL se utiliza una poblacién biparental
procedente de un cruce entre dos progenitores con rasgos contrastados. De esta
forma, mediante el empleo de mapas de ligamiento junto con la caracterizaciéon
fenotipica de un rasgo determinado, podemos estimar el numero de loci que
rigen estos rasgos y la identificacién de sus posiciones en el genoma (Tanksley,
1993; Zorrilla-Fontanesi et al., 2011). La identificacion de QTL que controlan
determinadas caracteristicas de interés y el descubrimiento de marcadores
vinculados a estos QTL, estan permitiendo la mejora asistida por marcadores en
muchos cultivos para la obtencién de cosechas de alta calidad (Pott et al., 2018).
En particular, la identificacion de loci metabdlicos de rasgos cuantitativos (mQTL)
mediante la integracién de datos metabolomicos, gendmicos y transcriptomicos,
ha demostrado ser un método eficaz para el andlisis de caracteristicas
agrondmicas, asi como para entender mejor los mecanismos moleculares de
rasgos importantes de la ruta gendmica y metabdlica subyacente (Bilbrey et al.,
2021; Vallarino et al.,, 2019; Wei et al., 2023). Consiste en el empleo de
herramientas metabolémicas para detectar mQTL asociado a determinadas

caracteristicas metabolomicas, y tras realizar un analisis de ligamiento de los
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metabolitos de interés, los hallazgos se contextualizan con el genoma anotado
actual (Bilbrey et al., 2021). Por ejemplo, en un estudio reciente realizado en fruto
de fresa, mapearon 152 mQTL de flavonoides y 26 QTL asociados al color que
co-localizan en algunos grupos de ligamiento con los principales QTL
relacionados con el sabor y los flavonoides previamente descubiertos,
incluyendo un mQTL para pelargonidina-3-glucésido, la antocianina mas
abundante en fruto de fresa, que explicaba de un 14% a un 27% de su variaciéon
(Labadie et al., 2020). Pott et al., (2020) también identificaron 309 mQTL para 77
metabolitos secundarios polares en fruto de fresa y observaron una asociacion
entre la expresion de FaF3'H, que codifica la proteina flavonoide 3'-hidroxilasa,
y un mayor contenido de flavonoides. En otro trabajo realizado en fruto de
grosella negra se han identificado QTLs para las antocianinas principales
asociadas al color del fruto, delfinidina-3-O-glucdésido y cianidina-3-O-glucésido,
que co-localizaron con un QTL para el contenido total de antocianina en el grupo
de ligamiento (GL) 3, asi como delfinidina-3-O-rutinésido y cianidina-3-O-
rutindsido en los GL1 y GL2; ademas uno de los QTL del GL3 explicaba mas del
60% de la variacion en los metabolitos cumaroilados (Abreu et al., 2020). Los
mQTL identificados podrian usarse para disefiar estrategias para mejorar la

calidad de frutos mediante ingenieria metabdlica dirigida (Vallarino et al., 2019).

Una de las desventajas que presenta el estudio de QTLs empleando poblaciones
biparentales es la propia generacion de la poblacién. Otro enfoque mas
novedoso para la identificacion de variantes genéticas hereditarias en una
poblacion natural, que permite identificar QTL de forma muy eficiente, es el
mapeo de ligamientos mediante estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS, por sus siglas en inglés) (Pott et al., 2021b). Los GWAS aprovechan al
maximo las poblaciones naturales, asumiendo que a lo largo del tiempo han
sufrido un elevado numero de eventos de recombinacion y, por tanto, presentan
mucha mas diversidad genética (Vallarino et al., 2023). Los analisis de GWAS se
basan en el desequilibrio de ligamiento, los polimorfismos de nucleétido unico
(SNP, por sus siglas en inglés) y la variacion fenotipica para identificar loci
subyacentes a un rasgo particular abarcando el genoma completo (Li, 2020),
permitiendo asi establecer una relacién estadistica entre los marcadores

genéticos y los fenotipos dentro de las poblaciones naturales, y constituyendo un
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enfoque eficaz y prometedor para la particion de rasgos complejos (Khan et al.,
2021). La combinaciéon de GWAS con plataformas metabolémicas (MGWAS) ha
permitido la deteccion simultanea de un gran numero de marcadores genéticos
para el contenido en metabolitos primarios en varios cultivos que son
econdmicamente importantes, como tomate, arroz y maiz (Pott et al., 2021b),
demostrando ser una técnica poderosa para diseccionar los procesos
bioquimicos y genéticos de estos cultivos (Yang et al., 2021b). Un claro ejemplo
del potencial de esta aproximacion para la agricultura es el estudio de Ye et al.
(2017) en tomate. En este estudio se identifico el gen SIFALMT9 (ALUMINUM-
ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 9) como necesario para la acumulacion
de malato, acido organico mayoritario, durante la maduracién del fruto. El analisis
filogenético revela que SI-ALMT9 podria haber sido un factor critico durante el
proceso de domesticacion y mejora del fruto, brindando asi la oportunidad de
mejorar las cualidades de sabor y resistencia para otras variedades. Otro estudio
muy reciente ha identificado /oci implicados en la calidad postcosecha del fruto
de mora, reportando un 68% de heredabilidad en la firmeza del fruto, de la cual
un 27% de la variacion se asocia a tres homdélogos de poligalacturonasa, pectina
metilesterasa y glucano endo-1,3-B-glucosidasa, que se ubicaron en los

cromosomas Ra06, Ra01 y Ra02, respectivamente (Chizk et al., 2023).

Por supuesto, la bioinformatica es indispensable para la integracion y
organizacion de los datos obtenidos a partir de las tecnologias dmicas, ademas
de ayudarnos a interpretar la informacion y proporcionar un medio facil para
acceder a bases de datos (Ambrosino et al., 2020; Yang et al., 2021b). En
definitiva, los avances en metabolémica, gendémica y transcriptomica, y su
integracion, junto con otras plataformas de fenotipado de alto rendimiento y
procesamiento de datos, nos permiten hallar nuevos genes candidatos, regiones
genomicas subyacentes, redes de genes, metabolitos y otras moléculas de
sefalizacion implicadas en la calidad de los frutos y en como pueden afectar a

dicha calidad los cambios ambientales.
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OBJETIVOS

Esta tesis comprende dos objetivos principales, divididos en tres capitulos:

1.

Esclarecer el papel de los azucares como moléculas de sefalizacién en

procesos relacionados con la maduracion y la calidad del fruto.

Estudio del impacto del ambiente, asi como la interaccion genotipo x
ambiente (GxE) en la calidad del fruto de frambuesa y grosella negra
mediante aproximaciones metabolomicas. Para ello nos hemos planteado

los siguientes objetivos especificos:

2.1 Empleo de herramientas “Odmicas” para la caracterizacion
organoléptica y nutricional de frutos maduros de cuatro variedades

comerciales de frambuesa y grosella negra en diferentes ambientes.

2.2 ldentificacidbn de marcadores metabolémicos relacionados con la
calidad de fruto y estudio de su dependencia del genotipo y/o del

ambiente.
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CAPITULO 1:

Sugar signaling during fruit ripening
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Sugar signaling during fruit ripening

Duran-Soria S., Pott D.M., Osorio S. & Vallarino J.G. (2020). Sugar Signaling
During Fruit Ripening. Frontiers in Plant Science 11:564917.

Sugars play a key role in fruit quality, as they directly influence taste, and thus
consumer acceptance. Carbohydrates are the main resources needed by the
plant for carbon and energy supply and have been suggested to be involved in
all the important developmental processes, including embryogenesis, seed
germination, stress responses, and vegetative and reproductive growth.
Recently, considerable progresses have been made in understanding regulation
of fruit ripening mechanisms, based on the role of ethylene, auxins, abscisic acid,
gibberellins, or jasmonic acid, in both climacteric and non-climacteric fruits.
However, the role of sugar and its associated molecular network with hormones
in the control of fruit development and ripening is still poorly understood. In this
review, we focus on sugar signaling mechanisms described up to date in fruits,
describing their involvement in ripening-associated processes, such as pigments
accumulation, and their association with hormone transduction pathways, as well

as their role in stress-related responses.

Doi: http://dx.doi.org/10.3389/fpls.2020.564917
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CAPITULO 2:

Exploring genotype-by-environment
interactions of chemical composition
of raspberry by using a metabolomics
approach
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Exploring genotype-by-environment interactions of chemical

composition of raspberry by using a metabolomics approach

Duran-Soria, S., Pott, D.M., Will, F.; Mesa-Marin, J., Lewandowski, M.,
Celejewska, K., Masny, A., Zurawicz, E., Jennings, N., Sensteby, A., Kriiger E. &
Osorio S. (2021). Exploring Genotype-by-Environment Interactions of Chemical
Composition of Raspberry by Using a Metabolomics Approach. Metabolites
11(8):490.

Promoting the consumption of fruits is a key objective of nutrition policy
campaigns due to their associated health benefits. Raspberries are well
appreciated for their remarkable flavor and nutritional value attributable to their
antioxidant properties. Consequently, one of the objectives of present-day
raspberry breeding programs is to improve the fruit's sensory and nutritive
characteristics. However, developing new genotypes with enhanced quality traits
is a complex task due to the intricate impacts genetic and environmental factors
have on these attributes, and the difficulty to phenotype them. We used a multi-
platform metabolomic approach to compare flavor- and nutritional-related
metabolite profiles of four raspberry cultivars (‘Glen Ample’, ‘Schénemann’,
‘Tulameen’ and ‘Veten’) grown in different European climates. Although the
cultivars appear to be better adapted to high latitudes, for their content in soluble
solids and acidity, multivariate statistical analyses allowed us to underscore
important genotypic differences based on the profiles of important metabolites.
‘Schénemann’ and ‘Veten’ were characterized by high levels of anthocyanins and
ellagitannins, respectively, ‘Tulameen’ by its acidity, and ‘Glen Ample’ for its
content of sucrose and [B-ionone, two main flavor contributors. Our results
confirmed the value of metabolomic-driven approaches, which may foster the

development of cultivars with enhanced health properties and flavor.

Doi: https://doi.org/10.3390/metabo11080490
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Dissecting the impact of environment,
season and genotype on blackcurrant
fruit quality traits
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Dissecting the impact of environment, season and genotype on

blackcurrant fruit quality traits

Pott D.M., Duran-Soria S., Allwood J.W., Pont S., Gordon S.L., Jennings N.,
Austin C., Stewart D., Brennan R.M., Masny A., Segnsteby A., Kruger E., Jarret
D., Vallarino J.G., Usadel B. and Osorio S. (2022). Dissecting the impact of
environment, season and genotype on blackcurrant fruit quality traits. Food
Chemistry 402, 134360.

This work aims to determine the effect of genotype x environment (GxE)
interaction that influence blackcurrant (Ribes nigrum) fruit quality. We applied
metabolomics-driven analysis on fruits from four cultivars grown in contrasting
European-locations over two seasons. By integrating metabolomics and sensory
analysis, we also defined specific metabolic signatures associated with consumer
acceptance. Our results showed that rainfall is a crucial factor associated with
accumulation of delphinidin- and cyanidin-3-O-glucoside, the two mayor
blackcurrant pigments meanwhile temperature affects the main organic acid
levels which can be decisive for fruit taste. Sensorial analysis showed that
increases in terpenoid and acetate ester volatiles were strongly associated with
higher appreciation score, while proacacipetalin, a cyanogenic-glycoside, was
positively associated to bitter taste. Our results pave the way for the selection of

high-quality cultivars and suitable production sites for blackcurrant cultivation.

Doi: http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.134360
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CONCLUSIONES

1. Los azucares, por si mismos o interaccionando con hormonas, actuan como
moléculas de sefializacién regulando la expresion genética y controlando

varios procesos de maduracion del fruto.

2. Lasacarosa tiene un papel importante en la maduracion del fruto, acelerando
el proceso de maduracién, interactuando con la MAD-box de los factores de

transcripcion RIN y en la sintesis de antocianinas y carotenoides.

3. Las variedades aqui estudiadas de los frutos de frambuesa y grosella negra
parecen estar mejor adaptadas a las condiciones climaticas del Norte de
Europa, debido a que favorecen la acumulacion de SSC, acidos organicos y
materia seca. Ademas, las bajas temperaturas y lluvias durante el verano en

estas zonas favorecen la acumulacion de Vitamina C.

4. El ambiente ejerce un fuerte impacto en metabolitos primarios y volatiles y
nuestros resultados confirman su influencia en el sabor y el aroma del fruto
maduro. Como el aumento de B-ionona en fruto de frambuesa debido a la
alta radiacion, y la mayor abundancia de volatiles en fruto de grosella negra

por bajas temperaturas y baja radiacion durante el mes previo a la cosecha.

5. El genotipo ha demostrado tener mucho peso en determinados metabolitos
primarios y compuestos volatiles relacionados con la calidad de los frutos,
como la acumulacién de acido ascorbico, terpenoides y algunos compuestos

fendlicos en fruto de grosella negra.

6. Antocianinas y elagitaninos estan condicionados principalmente por factores
genéticos. Sin embargo, la cantidad y composicion de estos metabolitos
secundarios también puede alterarse por factores climaticos, por ejemplo,
temperatura y radiacion altas, distinto fotoperiodo y una mayor frecuencia de
precipitaciones o mayor humedad ambiental pueden favorecen la sintesis de

antocianinas en el fruto maduro.
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7. Nuestros resultados en fruto de grosella negra muestran una correlacion
positiva entre sabor fermentado y metil-, etil-, prenil-, butyl- y petil-acetatos,
asi como entre la apreciacion general y un regusto dulce con determinados
ésteres: metil- y etil-octanoato, metil- y etil- exanoato, metil-butirato, metil-
decanoato y etil-butanoato. Estos metabolitos son posibles marcadores de
calidad de fruto y pueden ayudar a conseguir variedades mejoradas en

cuanto a sabor y aroma.

8. Las herramientas metabolémicas han demostrado ser eficaces para evaluar

la calidad de los frutos y su gran potencial para obtener cultivos mejorados.
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