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Abstract

The doctoral thesis aims to study the physiological and molecular mechanisms that
influence the turgor and firmness of the fruits, as well as their shelf life, identifying at the
agronomic level the existence or not of molecular markers, the nutrition of Calcium and
Boron will be adapted to the tree nutrition to influence the firmness of the fruits and the
quality of the final product. Therefore, different foliar treatments will be directly tested in
the field, checking their effectiveness, which it will allow to improve fruit quality and
increase their shelf life.
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Resumen

La tesis doctoral pretende estudiar los mecanismos fisioldgicos y moleculares que influyen
en el turgor y la firmeza de los frutos, asi como en su vida util. Pudiendo identificar a nivel
agrondmico la existencia o no de marcadores moleculares, se adaptara la nutriciéon de
Calcio y Boro en el arbol para incidir en la firmeza de los frutos que, en su caso, repercutira
en la calidad del producto final. Se ensayaran de forma directa en campo diversos
tratamientos foliares comprobando su eficacia, lo cual nos permitira mejorar la calidad de
los frutos con el consiguiente incremento de su vida til.
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1. INTRODUCCION

Prunus es un género perteneciente a la familia de las Rosaceae. Entre las 19 especies que
componen este género, podemos encontrar algunas de elevado valor agrondémico, como:
melocotonero (Prunus persica), nectarino (Prunus persica var. Nectarina), paraguayo (Prunus
persica var. platycarpa), almendro (Prunus dulcis), ciruelo (Prunus domestica L.), albaricoquero
(Prunus armeniaca), cerezo (Prunus avium). En Espafia, en el afio 2018, la extension de su cultivo
abarcé mas de 770.000 ha y su produccién ascendié hasta 1.340.005 t. En 2016, su cultivo aporto
mas de 1.300 millones de € (1). Son frutos climatéricos y como tal, se ha detectado que la
expresion de factores de insensibilidad y de respuesta al etileno podria estar modulando la
produccion del mismo (2), afectando al tiempo que conservan sus propiedades fisiolégica s y
organolépticas tras la cosecha.
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Las acuaporinas, implicadas en la formaciéon del fruto , son estructuras proteicas
pertenecientes a la familia MIP (Proteinas Intrinseca de Membrana), que permiten el paso del
agua libremente a través de las membranas celulares a favor de gradientes de presion osméticos
o hidrostaticos (3). Tradicionalmente se han clasificado en funcién de su composicién
aminoacidica y de su localizaciéon celular, dando como resultado distintas sub-familias, siendo la
mas grande la sub-familia PIP. Ademas, existen evidencias de que el flujo de iones esté relacionado
con la conductividad hidraulica de las membranas y la actividad de las acuaporinas (4). También
se ha observado que la planta es capaz de regular la funcionalidad y expresion de acuaporinas, en
situaciones de diferentes tipos de estrés (5). La activacién/desactivacidn de algunas acuaporinas
se produce por cascadas de fosforilacién/desfosforilacién, regulada por el calcio citoplasmico, a
través de su interaccién con una proteina quinasa (6).

De esta manera, la concentraciéon de calcio en la disoluciédn nutritiva puede determinar el
restablecimiento de la conductancia hidraulica de las raices (7). Ademas, el calcio y el potencial
hidrico del apoplasto son responsables de la fosforilaciéon de algunas acuaporinas (8); y se ha
sugerido un papel del calcio citosélico en la regulacion del turgor (9). El boro juega un papel clave
en la funcién de la pared celular de la planta y bajos niveles de boro reducen su capacidad para la
absorcion de agua y nutrientes, lo que a menudo provoca a la vez una deficiencia de calcio (10). El
principal problema en la nutricién de boro y calcio es la falta de movilidad en suelos y la planta, lo
que dificulta su traspaso de la hoja a los frutos. Existen estudios de los beneficios de la aplicacién
foliar de B en los cultivos (11).

El objetivo principal es establecer un protocolo de aplicacién de nutrientes via foliar (Cay
B) para evitar las pérdidas de agua por los frutos y el mantenimiento de las estructuras celulares.
Para ello se abordaran los objetivos parciales:1) caracterizar la absorcién y transporte de agua a
través de los arboles; 2) estudiar el efecto de los tratamientos nutricionales sobre el paso del agua
a través de las hojas a los frutos; 3) estudiar la implicacién y respuesta de las acuaporinas en las
hojas y en los frutos para determinar su relacién con la firmeza y la vida util, y 4) incrementar la
absorcién de calcio y By el transporte de agua a la parte aérea del arbol y al fruto relacionandolos
con la actividad de las acuaporinas y el turgor de las células del fruto.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cultivos v disefio experimental

Aplicacion experimental en campo de los tratamientos previamente testados en
condiciones controladas. El spray foliar se suministra en la fase de cuaje de fruto, un total de
dos difusiones. Las especies objeto de estudios son: Prunus persica, Prunus persica var.
platycarpa, Prunus armeniaca y Prunus avium. Sobre ellos se aplicaron un total de 7
tratamientos, manteniendo un octavo cultivo en condiciones de cultivo estandar. Los minerales
aportados por los distintos tratamientos son: 1) Calcio (Ca); 2) Calcio+ Boro (Ca + B); 3) Calcio
+ Silicio (Ca + Si); 4) Calcio + Proteina (Ca + Prot);5) Calcio + Boro + Proteina (Ca + B + Prot);
6) Calcio + Silicio + Proteina (Ca + Si + Prot) y 7) Proteina (Prot).

2.2 Determinaciones Analiticas

2.2.1 Conductancia hidraulica (L), Potencial osmético y turgor de los frutos

Lo se medira con la bomba de Scholander. El potencial osmético determinara mediante
valoracién con un osmoémetro. El turgor de los frutos se analizara mediante la sonda de presion
celular.

2.2.2 Crecimiento

Se determinara por medio del desarrollo de los frutos (peso fresco y seco).
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2.2.3 Andlisis de nutrientes en fruto
Los aniones se analizardn por cromatografia iénica y los cationes por ICP.

2.2.4 Andlisis de la eficiencia en el uso del agua vy nutrientes

Se calculara mediante la relacién entre la absorcién de agua y la de los nutrientes con la
fijacion de carbono.

2.2.5 Andlisis de la integridad de membrana del fruto

Se usara la técnica histolégica de tincién de Evans Blue (12) y el indice de estabilidad de la
membrana analizando la fuga de electrolitos a través de la membrana.

2.2.6 Andlisis metabolémico

Se realizara un andlisis de aminodacidos, azucares, 4cidos organicos, etc..., y se relacionaran
con los efectos fisiolégicos. Se determinara por andlisis dirigido por espectrometria de masas
acoplado a HPLC.

2.2.7 Expresion de AQPs

Se realizara usando cebadores especificos de las subfamilias PIP1 y PIP2 de acuaporinas y
RT-PCR cuantitativa a tiempo real.
2.2.8 Calidad fisico quimica y sensorial de los frutos

Se determinara el contenido en soélidos solubles (SSC), pH y determinacién de acidez
titulable (TA) expresada en porcentaje de acido citrico. El Color de los frutos se determinara
empleando un colorimetro calculando el indice de color (13). Los analisis sensoriales se realizaran
de acuerdo con las normas internacionales en una habitacion estandar.

2.2.9 Firmeza

La firmeza se determinara con un texturémetro midiendo la cantidad de fuerza (N) para
pinchar 8 mm de profundidad (sonda de 4 mm de didmetro).

2.2.10 Incidencia de decaimiento

La incidencia de decadencia se expresara como un porcentaje de fruta infectada relacionada
con el ndmero inicial de fruta (14).

2.2.11 Andlisis microbiolégico

Las cargas microbianas se analizaran tal y como ha descrito anteriormente (15). Se
realizaran recuentos de levadura y mohos, microorganismos mesofilicos y psicrotroficos,
enterobacterias hasta un periodo de 2 semanas de almacenamiento.

2.2.12 Andlisis de enzimas de degradacién de la pared celular

Se determinara el peso de la pared celular de los frutos y actividades enzimaticas
pectinmetilesteresa y poligalacturonasa.

3. RESULTADOS

Entre los resultados esperados destaca la determinacién y caracterizacion de los
mecanismos de transporte de agua y nutrientes hacia el fruto, asi como la caracterizacion de
acuaporinas implicadas en dichos procesos. Se caracterizaran ademas los procesos fisiologicos
que determinan el crecimiento y madurez de los frutos y la relaciéon de su vida qtil con la
degradacion de la pared celular a través de la caracterizacion de algunas de las enzimas
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implicadas. Se establecera un protocolo de nutricién foliar que permita mejorar la calidad y
aumentar la vida util de los frutos, mejorando sus propiedades de membrana y de pared celular.

4. CONCLUSIONES

Los ensayos preliminares han derivado en los tratamientos actuales donde se prevé
clarificar la implicacién de iones como Ca y B, en el transporte de agua y calidad del fruto.
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