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Comportamiento de las clementinas extra-tempranas

'Clemenrubi' y 'Orogros' injertadas sobre

tres patrones de citricos.

Compuestos bioactivos y actividad antioxidante

Los citricos son uno de los cultivos frutales mas importantes del mundo. Es fundamental utilizar portainjertos de citricos en
este cultivo, ya que todas las variedades, ya sean naranjas, mandarinas, limones y pomelos, son muy sensibles a Phytophthora
spp., presente en casi todos los suelos. La seleccién del patrén 6ptimo es crucial para el cultivo comercial de citricos, ya que
afecta la produccidn de frutos, el tamafo del arbol, las enfermedades y la adaptacién a ciertas condiciones del suelo. Ademaés,
el portainjertos puede afectar los parametros de calidad interna de los frutos citricos, incluyendo zumo total, sélidos solubles,
acidez, capacidad antioxidante, contenido de azlcares y acidos orgénicos. En este estudio se evalud el efecto de tres portainjertos
(citrange Carrizo, citrange C-35 y Forner-Alcaide 5) sobre parametros fisicoquimicos, azlcares, dcidos organicos, actividad
antioxidante total, contenido fendlico total, fibra bruta y flavonoides, en frutos de clementinas de las variedades 'Clemenrubi 'y
'Orogrés. Los resultados indican que el efecto del portainjerto sobre los pardmetros medidos es un fenémeno bastante complejo
que depende en gran medida de las interacciones especificas entre el portainjerto y cada variedad en particular. El portainjertos
C-35 produjo los frutos mas pesados y de mayor tamafno, mientras que el portainjertos Forner-Alcaide 5 produjo los frutos con

mayor contenido de flavonoides.

PALABRAS CLAVE: 4cidos organicos, azicares, C-35; calendario de mercado; calidad; clementinas, citrange carrizo; FA-5, perfil
polifendlico, portainjertos, variedad temprana.

M.R. Martinez-Cuenca'®, P. Legua? F. Hernandez® y M. A, Forner-Giner'

'Centro de Citricultura y Produccién Vegetal, Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias. Moncada, Valencia, Espafa.
e-mail: forner_margin@gva.es (M.A.F-G.); martinez_mru@gva.es (M.-RM.-C)

2Universidad Miguel Hernandez, Departamento de Ciencias Vegetales y Microbiologia, Grupo de Investigacién en Produccién
y Tecnologia Vegetal. Orihuela, Alicante, Espana. e-mail: p.legua@umh.es (P. L.); francisca.hernandez@umbh.es (F. H.)

*Correspondencia: martinez_mru@gva.es

1. INTRODUCCION

Los citricos son uno de los

cultivos frutales comerciales mas
importantes del mundo. Espana
produce 2,4 millones de toneladas
de mandarinas, siendo el segundo
productor mundial y el mayor
exportador [1]. Es fundamental el uso
de portainjertos de citricos en este
cultivo, ya que todas las variedades,
ya sean; naranjas, mandarinas,
limones y pomelos son altamente
sensibles a Phytophthora spp.,
presente en casi todos los suelos.
Los portainjertos tienen un gran
impacto en el habito de crecimiento
de los vastagos y en el rendimiento
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y la calidad de la fruta [2]. Ademas,
el portainjerto puede afectar los
parametros de calidad interna de

los frutos citricos, incluidos el zumo
total, los sdlidos solubles, el indice
de acidez, la capacidad antioxidante,
el contenido de azlcares y acidos
organicos [3,4,5].

El patron mas utilizado en Espana
en la actualidad es citrange Carrizo
[Citrus sinensis (L.) Osb. X Poncirus
trifoliata (L.) Raf.], empleado en mas
del 80% de la produccion en vivero
[6]. Recientemente se han plantado
algunos huertos espanoles con
portainjertos de citrange C-35 (C.
sinensis x P. trifoliata); ya que es
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resistente al nematodo de los citricos
(Tylenchuslus semipenetrans Cob.)

y los arboles de este portainjerto
alcanzan un tamano menor que

el Carrizo citrange [7]. El patron
Forner-Alcaide 5 es un nuevo
portainjerto de citricos liberado del
programa de mejora de portainjertos
de citricos del Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (IVIA),
resistente al Citrus Tristeza Virus
(CTV) y muy interesante por su
tolerancia a la salinidad [8], clorosis
férrica [9] y nematodo de los citricos
[10]. Ademas, produce frutos de alto
rendimiento y excelente calidad [11].



Los citricos y productos derivados
tienen un efecto beneficioso sobre la
salud humana por sus propiedades
nutricionales y antioxidantes, y su
consumo esté asociado con una
disminucion de la incidencia de
enfermedades cardiovasculares y
un menor riesgo de ciertos tipos

de cancer [12]. En el presente
estudio evaluamos por primera

vez el efecto de tres portainjertos
(Citrange Carrizo, C-35 citrange

y Forner-Alcaide 5 (FA-5)) sobre
parametros fisicoquimicos, azticares
y acidos orgénicos, actividad
antioxidante total, contenido total
de fenoles, fibra bruta y flavonoides,
de las clementinas 'Clemenrubi' y
'Orogrés. Ambas clementinas son
mutaciones tempranas de 'Oronules’
y se estan registrando en la UE

y comercializando en Espana. La
informacién generada ayudara a los
obtentores a seleccionar el mejor
patrén para sus plantaciones de
clementinas.
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2. MATERIAL VEGETAL

2.1 Material vegetal y disefio de
ensayos de campo

Los portainjertos de citricos
utilizados en el experimento fueron
CC, C-35y FA- 5, Las semillas
procedian de los progenitores
originales que se encuentran en

la coleccién de germoplasma

del IVIA (Instituto Valenciano

de Investigaciones Agrarias).

Las variedades de mandarinas
clementinas tempranas estudiadas
fueron 'Clemenrubi'y 'Orogros', las
yemas se obtuvieron de la coleccidn
de germoplasma del IVIA y los
plantones se injertaron a los 12
meses de edad.

Todos los procesos de vivero se
realizaron en un invernadero a
prueba de afidos, bajo condiciones
controladas de temperatura (18°C-
27°C) y 80% de humedad relativa. En
marzo de 2004, 1 ano después de la

brotacion, los arboles se plantaron
en campo (diseno de bloques al azar
con dos repeticiones de seis arboles
para cada combinacion de variedad/
patrén). La distancia entre arboles
fue de 6 x 4 m. La parcela estaba
rodeada de arboles barrera en los
cuatro lados. Los arboles fueron
injertados con la variedad un afo
después (julio de 2005).

El campo estaba ubicado en COPAL-
Cooperativa Agricola en la localidad
de Algemesi (a unos 15 km del Mar
Mediterraneo, Valencia, Espana).

La textura del suelo dentro de los
primeros 50 cm de profundidad se
clasificé como suelo franco arcilloso,
con pH de 8,5, 44,4% CaCO3,

171% carbonato de calcio activo y
conductividad eléctrica en el extracto
de saturacion a 25°C de 5,79 mS cm™',

Los arboles se regaron con sistema
de riego por goteo (pH agua 7,8,
conductividad eléctrica de 2,0 a 3,5
mS cm™, La fertilizacién se aplico
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a partir del afio 2 y se incremento
anualmente. A partir del afo 6, las
cantidades aplicadas fueron: nitrato
amonico (33%) 2 kg arbol-, fosfato
monoamonico 0,5 kg arbol”', KNOs
0,7 kg arbol'y quelato de hierro 20 gr
arbol™, Después del afo 3, se realizd
poda manual después de la cosecha.

2.2 Muestreo de material vegetal

En 2014, cuando los arboles tenian 10
anos se recolecté aleatoriamente una
seleccion de frutos representativos
en estado de madurez comercial,
tomadas de 12 arboles y 20 frutas
por arbol (5 frutas de cada posicién
cardinal de la copa).

Se selecciond una muestra de 25
frutos de cada combinacion variedad/
patron para medir las caracteristicas
fisicoquimicas del fruto.

Se utilizaron tres muestras (15

frutos cada una) para determinar

las caracteristicas de calidad en

el zumo. Las frutas se exprimieron
juntas (3 repeticiones para cada
combinacién) con un exprimidor
eléctrico. El zumo recién exprimido
se centrifugd a 15.000 rpm y 4°C

por 20 min (centrifuga Sigma 3-18K,
Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode and Harz, Alemania).

Cada muestra se dividié en dos,
siendo una utilizada para analisis

de acidos orgénicos, azlicares,
actividad antioxidante y contenido
fendlico total (se mantuvo congelada
a -18°C hasta su analisis) y la otra
liofilizada para la identificacion de los
compuestos polifendlicos.

2.3 Analisis fisicoquimicos

Para cada fruto se midieron los
siguientes pardmetros: ancho maximo
o diametro ecuatorial, ED (mm), y
largo del fruto, FL (mm), utilizando

un pie de rey digital (modelo CD-15
DC; Mitutoyo (UK) Ltd, Telford, Reino
Unido) con una precision de 0,01 mm;
peso fresco del fruto (PF, g) utilizando
una balanza digital Sartorius (modelo
BL-600, con una precision de 0,01 g).

Seguidamente, las muestras de cada
combinacién variedad/portainjerto se
dividieron en 3 grupos y se utilizaron
para analizar:
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El color del zumo, midiendo las
variables de color CIELAB L* (brillo
o luminosidad; 0 = negro, 100 =
blanco), a* (-a* = verdoso, +a* =
rojo) y b* (-b* = azulado, +b* =
amarillento) utilizando un Chroma
Meter (C-300 Minolta Corp., Osaka,
Japén) acoplado a un procesador de
datos Minolta DP-301. Estos valores
luego se usaron para calcular el
grado del angulo Hue [H°* = arctang
(b*/a*)], donde 0° = rojo-purpura;
90° = amarillo, 180° = verde azulado
y 270° = azul y Chroma [C* = (a** +
b*?)]%, indicativo de la intensidad o
saturacion del color.

Los sdlidos solubles totales (TSS),
determinados segtn [11] con un
refractometro portétil (Atago Co,,
modelo N-1, Tokio, Japon, precisién
de 0,2°Brix) y se expresaron como
grados Brix a 20°C.

El indice de acidez (TA) y el pH,
determinados usando el equipo 877
Titrino plus (Metrohm ion analysis
CH9101, Herisau, Suiza) con NaOH 0,1
N hasta pH 8,1 usando 1 mL de zumo
diluido en 25 mL de H20 destilada, y
los resultados se expresaron como

g equivalentes de acido citrico por
100 g' PF (peso fresco), ya que este
es el acido organico dominante en la
naranja.

El indice de maduracion (RI), se
calculé como la relacién entre TSS y
TA.

El contenido de fibra bruta (FC) se
determiné mediante un analizador
de fibra Ankon (modelo A220,
Macedonia, NY, EE. UU.), siguiendo
la metodologia oficial establecida por
el Ministerio de Agricultura, Pesca

y Alimentacion de Espana [13]. Los
resultados se expresaron como g

100 g~' PS (peso seco).

2.4. Analisis de contenidos de
Azicares y Acidos Orgénicos

Los acidos orgdnicos y azlcares
individuales también se determinaron
usando tres muestras de zumo para
cada combinacion de variedad/
patron como se describe en [14].
Brevemente, se filtré un mililitro del
extracto (filtro Millipore de 0,45 um)
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y se inyecté en un HPLC (Hewlett-
Packard, serie 1100, Wilmington
Del,, EE.UU.). El sistema de elucién
consistio en acido fosférico al 0,1%
con un caudal de 0,5 mL min™,

Los acidos organicos se eluyeron

a través de una columna Supelco
[columna SupelcogelTM C-610H
(30 cm X% 7,8 mm)] y una columna
Supelguard (5 cm X 4,6 mm,
Supelco, Inc., Bellefonte, PA, EE.UU.)
y se detectaron por absorbancia a
210 nm. Para las determinaciones
de azlcar, se uso el mismo HPLC,
sistema de elucién, velocidad de
flujo y columnas. Los azlcares se
detectaron con un detector de indice
de refraccion (Hewlett-Packard,
serie 1100, G1362A, Wilmington

Del,, EE.UU.). Se realizé una curva
estandar de acidos orgénicos puros
(4cidos oxdlico, citrico, tartarico,
malico, acético, fumarico, succinico
y L-ascérbico) y una curva estandar
de azucares puros (glucosa, maltosa,
fructosa, sacarosa y sorbitol). Las
curvas de calibracion utilizadas
para la cuantificacion, obtenidas
mediante inyeccion por triplicado
de soluciones estandar, mostraron
una buena linealidad (R?>0,999).
Los resultados tanto para los
acidos organicos individuales como
para los azlicares se expresaron
como g 100 mL-", Se realizaron

tres repeticiones por combinacion
variedad/portainjerto.

2.5. Actividad antioxidante total
(TAA)

La TAA se cuantificé por
espectrofotometria como se describe
en [15]. Este procedimiento permitié
determinar tanto el TAA hidrofilico
como el lipofilico en una misma
extraccion. Brevemente, para cada
submuestra, se homogeneizaron

5 mL de zumo de citricos en 5 mL
de tampon fosfato 50 mM pH=7.8

y 3 mL de acetato de etilo, luego

se centrifugaron a 10000 x g
durante 15 min a 4 °C. La fraccion
superior se utilizé para TAA debido
a compuestos lipofilicos (L-TAA)

y la inferior para TAA debido a
compuestos hidrofilicos (H-TAA). En
cada caso se determind el TAA por
triplicado en cada extracto mediante



el sistema enzimatico compuesto por
el croméforo 2,2 "-azino-bis-(acido
3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

sal diamonica (ABTS), la enzima
peroxidasa de rébano y su sustrato
oxidante (perdxido de hidrégeno),
en el que se generan radicales
ABTS+ y se monitorizan a 730 nm.
La disminucién de la absorbancia
después de agregar el extracto fue
proporcional al TAA de la muestra.
Se realizé una curva de calibracion
con Trolox ((R)-(+)-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametil-croman-2-acido
carboxilico) (0 a 20 nmol), y los
resultados se expresan como mg de
Trolox equivalente (TE) 100 g~' pPF.
Se realizaron tres repeticiones por
combinacién variedad/portainjerto.

2.6. Contenido fendlico total por el
reactivo de Folin-Ciocalteau

El contenido fendlico total

(TPC) se cuantificé utilizando el
reactivo de Folin-Ciocalteu como
se describe en [16]. Se midid la
absorcién de la muestra a 760 nm
utilizando un espectrofotémetro
(ThermoSpectronic Heyios v,
Inglaterra). Se realizaron tres
repeticiones por combinacion
variedad/patrén y los resultados se
expresaron en mg de acido galico
equivalente (GAE) 100 g™' PF.

2.7. Analisis HPLC-DAD-ESI-MSn,
Identificacion y Cuantificacién de
Compuestos Fendlicos

Se mezclaron 50 mg de muestra
liofilizada con 1 mL de MeOH
(vortex), y la extraccién se realizé
en bafo ultrasénico por 1 min a
temperatura ambiente, El extracto
se centrifugd a 4.000 rpm durante
4 min y se paso a través de un
filtro de PTFE de 0,45 um (Waters,
Milford, EE. UU.) antes de inyectarlo
en el sistema cromatogréfico. El
analisis cromatografico se realizé
en una trampa de iones HPLC-
ESI-DAD-MSn serie Agilent 1100
(Waldbronn, Alemania). Una
columna Agilent Pursuit XRs 5 C18
de fase reversa (250 x 4,6 mm de
d.i. y tamafo de particula de 5 um,
Waldbronn, Alemania). Se utilizé
agua/acido férmico (95:5, v/v) y
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acetonitrilo como fases méviles Ay
B, respectivamente, con un caudal
de 0,8 mL min~', El gradiente se inicio
con 5% de solvente B, alcanzando
60% de solvente B a los 37 min, y
98% a los 40 min, el cual se mantuvo
hasta los 2 min. El volumen de
inyeccion fue de 10 pL. Se usaron
comparaciones cromatograficas con
estandares analiticos, espectros de
absorbancia y espectros de masas,
utilizando experimentos de MSn
(datos no mostrados), para identificar
compuestos. Las flavanonas y el
C-glucésido se monitorearon y
cuantificaron a 360 nm. Se realizaron
tres repeticiones por combinacion
variedad/patrdn y los resultados se
expresaron como mM de hesperideno
para flavanonas y de quercetina para
C-glucésido.

2.8 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron
con el programa Statgraphic
Centurion XVII (Statistical Graphics
Corporation 2014) utilizando los
portainjertos como factor de andlisis
para cada variedad. El método
seguido para discriminar entre
medias (Prueba de Rangos Mdiltiples)
fue el procedimiento de Diferencia
Minima Significativa (LSD) de Fisher
al 95% de intervalo de confianza
(p<0,05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Parametros fisicoquimicos

Los resultados de los parametros
fisicoquimicos se presentan en la
Tabla 1.

El factor “patrén” afecto
significativamente el peso del

fruto y el didmetro ecuatorial. El
citrange C-35 produjo los frutos

mas pesados y de mayor tamanio.

El citrange C-35 también indujo el
mayor peso y tamano de la fruta

en otro estudio sobre el cultivar de
naranja ‘Navelina’ [11]. La interaccion
“patrén x variedad” fue significativa
para los parametros quimicos

(pH, SST, TAy Rl). En general, la
variedad ‘Clemenrubi’ injertada sobre
citrange Carrizo y FA-5 tiene mayor
contenido en SST (Figura 1a). En
cuanto a la interaccion "portainjerto
x variedad” sobre el pardmetro
acidez, ‘Clemenrubi’ injertado sobre
los tres portainjertos ensayados
mostré valores superiores de TA

en comparacion con ‘Orogros’
(Figura 1c), mientras que con
respecto al pH fue ‘Orogros’ el que
mostré valores mas altos (Figura 1d).
Este efecto del patrén sobre la acidez
del zumo y el Rl también se describio
sobre la naranja navel "Lane Late"
injertada sobre cuatro portainjertos

Tabla 1. Efecto del portainjerto sobre el peso fresco (PF, g), tamafo (ED, didmetro ecuatorial,
mm; FL, longitud del fruto, mm), pH, sélidos solubles totales (SST, °Brix), acidez (TA, g acido
citrico L") e indice de maduracién (RI, TSS/TA) de frutos de clementina de las variedades
'Clemenrubi' y 'Orogrés'.

Parametro PF (g) ED (mm) FL(mm) pH
Patrén
Citrange Currizo— 83.8 b* 542b 511 49a 1(59 o 79.Eb Nla
Citrange C-35 103.;0 592a 51.6 503 a 10.3 11.8a 94b 7

FA-5 903b 557b 50.9 39b 10.8 N.5a 9.3b

Variedad

Clemenrubi 90.6 90.6 51.2 3.5 10.7 12.2 9.1

Orogrés ~ 94.7 94.7 51.2 5.8 10.6 9.9 10.8

ANOVA®©
DS - - NS - NS . "k
Variedad NS NS a NS e N57 R Y
Patrén x Variedad NS NS NS i *& it Y

* &k

°NS = no significativo a p < 0,05; *,** y

, significativos a p < 0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente.

Valores seguidos de la misma letra, dentro de la misma columna, no fueron significativamente diferentes
(p<0,05), segin la prueba de minima diferencia significativa (LSD).
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Figura 1. Gréficos de interaccién patrén x variedad para SST (a), Rl (b), TA (c), pH (d), a* (e)
y He™ (f).

Tabla 2. Efecto del portainjerto sobre el color del zumo de frutos de clementina de las variedades
'Clemenrubi' y 'Orogros'.

Parametro
Patrén
Citrange Carrizo ~ 40.50° 19a 83a 85a 768 a
Citrange C-35  395b 1.8b 77b 79b 76.8a
FA-5 385¢c¢ 19a 75b 7.7 b 754b
Variedad
Clemenrubi 39.6 1.8 7.8 8.1 771
Orogrés 39.4 19 7.8 8.1 75.7
ANOVA®"
Patrén . * P U rax
Variedad NS o NS NS i
Patrén x Variedad NS S NS NS e

*kx

°NS = no significativo a p < 0,05; *,** y***, significatives a p < 0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente.
"Valores seguidos de la misma letra, dentro de la misma columna, no fueron significativamente diferentes (p <
0,05), segin la prueba de minima diferencia significativa (LSD).

Tabla 3. Efecto del portainjerto sobre la concentracién de azicares y dcidos orgénicos
(g 100 mL"') del zumo de frutos de clementina de las variedades 'Clemenrubi' y 'Orogrés'.

Parametro Glucosa Fructosa Sucrosa Citrico Malico Ascorbico
Patron
Citrange Carrizo 1.7 2.4 4.7 1.0 bt 0.24a 0.045
Citrange C-35 1.8 2:5 4.6 1.3a 0.22b 0.042
FA-5 1.8 25 4.5 1.20 0.21b 0.041
Variedad
Clemenrubi 1.9 27 4.5 1.3 0.22 0.04
Orogroés 1.6 23 4.7 11 0.22 0.03
ANOVA®
Patrén NS NS NS i i NS
Variedad PR NN * o NS *
Patrén x Variedad NS NS i i 4l NS

*x*

°NS = no significativo a p < 0,05; *,** y***, significativos a p < 0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente.
*Valores seguidos de la misma letra, dentro de la misma columna, no fueron significativamente diferentes
(p<0,05), segin la prueba de minima diferencia significativa (LSD).
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diferentes [17]. En un estudio sobre
los efectos de las combinaciones de
variedad/patrén en el sabor de los
citricos, encontraron que los niveles
de SST y acidez dependen de la
combinacién del material vegetal [5],
mientras que en otros estudios no
vieron efecto significativo del patrén
sobre la acidez del zumo y el IR
[18,19,20].

El indice de maduracion (TSS/TA) es
un parametro importante relacionado
con las caracteristicas de calidad

de las frutas citricas [21] y uno buen
parametro para correlacionar la
calidad de la fruta con la aceptacion
del consumidor [22]. ‘Orogrés’
injertado sobre citrange C-35 mostré
el mayor indice de maduracion
(Figura 1b). En general, el valor del IR
superior a 10 se considera un sabor
agradable para la aceptacién de los
consumidores [23]. Ademas, los frutos
de '‘Orogrés' alcanzaron valores mas
altos de TSS en zumo y menores de
TA en frutos injertados en citrange
C-35y lo que podrian mejorar el
sabor del zumo y, por lo tanto, la
calidad comercial y la aceptacion del
consumidor.

El color se considera uno de los
factores externos mas importantes

de la calidad de la fruta, ya que la
apariencia de la fruta influye en gran
medida en los consumidores. El
método utilizado al ser no destructivo
se puede aplicar tanto en el campo
como en la industria para mostrar
con precision el grado de maduracion
aparente de la fruta [24]. El factor
“patrén” afectd significativamente
todos los parametros de color; sin
embargo, la interaccidn “portainjerto
x variedad” solo afecto los
parametros a* y Ho* (Tabla 2). Los
frutos de los arboles injertados en
Carrizo citrange tuvieron un color de
zumo mas luminosos (parametro L*
mas alto). Por otro lado, los drboles
injertados sobre Carrizo citrange y
FA-5 produjeron frutos con el zumo de
color naranja mas intenso (parametro
a* mas alto) (Tabla 2). En la Figura 1e,
se muestra que ‘Clemenrubi’ injertado
sobre citrange C-35 presento los
valores més bajos de a* mientras que
‘Orogros’ presentd los valores mas



altos. Los frutos con mejor color de
zumo se produjeron en FA-5,

En resumen, estos datos muestran
la influencia del portainjertoy la
variedad en los parametros fisicos

y quimicos del fruto, que es un
fendmeno complejo y dependiente
en gran medida de las interacciones
especificas entre el portainjertos y
cada variedad en particular.

3.2. Aziicares y Acidos Organicos

El factor “variedad” afecto
significativamente el contenido de
azlcares y acidos organicos, mientras
que el factor “patron x variedad”
solo afecto al nivel de sacarosa, y los
acidos citrico y

malico (Tabla 3). Los frutos de
clemenrubi sobre citrange C-35,
FA-5 y citrange Carrizo tuvieron
significativamente mas glucosa y
fructosa que los frutos de ‘Orogrés:!
Sin embargo, se encontré una
interaccion significativa “portainjerto
x variedad” para la sacarosa del
zumo, por lo que los frutos de
'Orogros’ tuvieron mas sacarosa
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que los frutos de ‘Clemenrubi’
injertados en citrange C-35y FA-5
(Figura 2a). Los valores mas bajos

de 4cido citrico se obtuvieron en
citrange Carrizo, mientras que los
valores mas altos de acido citrico se
obtuvieron en citrange C-35 y FA-5
(Tabla 3). Los frutos de 'Clemenrubf’
injertados en citrange C-35 mostraron
el mayor contenido de acido citrico
(Figura 2b). Los valores mas altos de
acido maélico se registraron en arboles
de ‘Clemenrubi’ y ‘Orogrés' injertados
sobre citrange Carrizo (Figura 2c).
Nuestros resultados muestran como
la interaccion “patrén x variedad”
influye en los azlicares y acidos
organicos de la clementina.

3.3. Actividad antioxidante total,
contenido fenélico total y fibra
bruta

Los efectos de las combinaciones
de variedad/patron sobre la
actividad antioxidante, el contenido
fendlico total y la fibra cruda de las
clementinas no se han estudiado
previamente de manera sistematica
y exhaustiva. Los resultados
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Figura 2. Gréficos de interaccién patrén x
variedad para sacarosa (a), cido citrico (b)
y acido mdlico (c).
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obtenidos indican que la interaccion
"portainjerto X variedad” afecté
significativamente los tres parametros
(Tabla 4 y Figura 3).

Los valores mas altos de TPC

se registraron en los arboles de
'‘Orogrés' injertados sobre citrange
C-35y FA-5, sin embargo, los arboles
de ‘Clemenrubi’ registraron los
valores mas altos de TPC injertados
sobre citrange Carrizo (Figura 3a).

Los resultados de TAA (tanto H-TAA
como L-TAA) mostraron que el patrén
FA-5 indujo la mayor H-TAA para
frutos de 'Clemenrubi' mientras que
indujo la menor H-TAA para frutos de
'‘Orogrés' (Figura 3b). Sin embargo,
el portainjerto Carrizo citrange

indujo mayor L-TAA para frutos de
‘Clemenrubi’ y menor para frutos de
'‘Orogrés’ (Figura 3c).

El contenido de fibra cruda también
se vio afectado por la interaccion
“patrén x variedad” (Tabla 4). En
este caso, también el portainjertos
FA-5 indujo el mayor contenido

de fibra bruta para frutos de
‘Clemenrubi’ mientras que indujo los
menores valores de fibra bruta para
frutos de ‘Orogrés’ (Figura 3d). Estos
resultados muestran el alto grado
de interaccién entre portainjerto/
vastago.
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Figura 3. Gréficos de interaccién patrén x variedad para TPC (a), H-TAA (b), L-TAA (c) y CF (d).
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3.4. Identificacion y Cuantificacién
de Compuestos Fendlicos

Los flavonoides estdan ampliamente
distribuidos en las frutas y cada
especie se caracteriza por un
patrén particular de glucésidos de
flavanona[12].

En este estudio se detectan
seis flavonoides en clementinas
‘Clemenrubi’ y ‘Orogros’ (Figura 4).

La interaccion "patréon x variedad”
afect6 significativamente a las
flavanonas y C-glucésidos. Como

se muestra en la Tabla 5, la

variedad Orogrds, injertada sobre

el portainjerto FA-5 presentd los
mayores valores de flavonoides Api-
6,8-di-C-glc, Nar-7-O-rut y Hes-7-Or
(Figura 5), También encontramos
diferencias significativas entre
portainjertos en relacién al contenido
de flavonoides, siendo FA-5 el que
produjo el mayor contenido de
flavonoides en el zumo; mientras

que los portainjertos Carrizo
citrange y C-35 citrange mostraron
tendencias similares y sin diferencias
significativas.
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Varios autores han evaluado el
efecto del portainjerto en relacion al
contenido de flavonoides en Citrus
sp., ¥ lo han calificado como un
factor agronémico importante [25].
Ademas, dependiendo del estado de
desarrollo del fruto, la presencia y/o
concentracion de flavonoides también
puede verse afectada. Por lo tanto,

la mayoria de las especies de Citrus
acumulan cantidades sustanciales de
flavonoides durante el desarrollo de
sus érganos [26].
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4. CONCLUSIONES

Hasta donde sabemos, este es

el primer estudio que examina la
influencia de tres portainjertos

de citricos (Carrizo citrange, C-35
citrange y F-5) en los compuestos
bioactivos presentes en el zumo de
clementinas 'Clemenrubi' y 'Orogrés',
muy interesantes para el mercado de
fruta fresca por su precocidad en la
maduracion.

Los presentes resultados indican
que el efecto del portainjertos sobre
los parametros fisicoquimicos,
actividad antioxidante, fendlicos

Tabla 4. Efecto del portainjerto sobre el contenido de fenoles totales (TPC), actividad antioxidante
total (TAA) y fibra bruta (CF) del zumo de frutos de clementina de las variedades 'Clemenrubi’

y 'Orogrés'.
Parémetro L* a” b* (e
Patrén
Citrange Carrizo 69.5 30.5b* 7.2 0.34
Citrange C-35 757 19.7 c 6.5 0.34
FA-5 73.0 355a 6.7 0.35
Variedad
Clemenrubi 72.2 31.0 6.7 0.36
Orogroés 73.3 26.2 7.0 0.32
ANOVA®
Patrén NS i NS NS
Variedad NS s NS i
. - .a .

Patrén x Variedad

* ok h

°NS = no significativo a p < 0,05; *,** y

, significativos a p < 0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente.
*Valores seguidos de la misma letro, dentro de la misma columna, no fueron significativamente diferentes

(p < 0,05), segin la prueba de minima diferencia significativa (LSD).

Tabla 5. Efecto del portainjerto sobre el perfil de polifenoles (Flavanonas y C-glucésidos) del

zumo de frutos de clementina de las variedades 'Clemenrubi' y 'Orogrés'.

Api-6,8-di-

Dios-6-C-

Api-7-O-

Nar-7-O- Hes-7-O-

Parametro Cagle 5l o = Ly Didymin
Patron
Citrange Carrizo  137.8 bb 1019b 507.6b 78b 122.8b 280.9
Citrange C-35 151.8b 104.5b 504.0b 9.6 ab 1271 b 268.9
FA-5 180.5¢ 1209 a 5573 a 8.7a 1433 a 295.2
Variedad
Clemenrubi  137.3 103.5 510.5 8.0 127.4 281.1
Orogrés  176.2 4.7 535.4 9.4 134.7 282.3
ANOVA®
Patrén A * by % ek NS
Variedad ik * NS = NS NS
Patrén x Variedad e NS NS % S NS

*hw

°NS = no significafivo a p < 0,05; *,** y

, significativos a p < 0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente.
*Valores seguidos de la misma letra, dentro de la misma columna, no fueron significativamente diferentes

(p <0,05), segin la prueba de minima diferencia significativa (LSD).
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totales, azlicares y acidos organicos
y flavonoides de los frutos de
clementina es un fendémeno
bastante complejo que depende en
gran medida de las interacciones
especificas entre el portainjerto y
cada variedad en particular.

Asi, el portainjerto de citrange C-35
produjo los frutos mas pesados y

de mayor tamano, mientras que el
portainjerto FA-5 produjo el fruto con
mayor contenido de flavonoides.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo ha sido financiado por
el Instituto Nacional de Investigacion
y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(RTA2014-0059), la Generalitat
Valenciana y fondos FEDER.

5. BIBLIOGRAFIA

[1] FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations).
FAOSTAT [online]. 2014, Disponible:
http://faostat3.fao,org/download/Q/QC/E.

[2] Castle WS. Career perspective on
citrus rootstocks, their development and
commercialization. HortScience 45: 11-15,
2010a.

[3] Castle WS, Baldwin JC, Muraro RP,
Littel R. Performance of “Valencia" sweet
orange trees on 12 rootstocks at two
locations and an economic interpretation
as a basis for rootstock selection.
HortScience 45: 523-533, 2010b.

[4] Cantuarias-Aviles, T, Maurao FAA,
Stuchi ES, da Silva SR, Espinoza-Nufez
E. Tree performance and fruit yield and
quality of "Okitsu" Satsuma mandarin
grafted on 12 rootstocks. Sci Hortic 113:
318-322, 2010.

[5] Benjamin G, Tietel Z, Porat R.
Effects of rootstock/scion combinations
on the flavor of citrus fruit. J Agric Food
Chem. 61: 11286-11294, 2013.

[6] MAPA (2013a). Estadisticas Agrarias
[online] Disponible: http://www.
magrama.gob.es/es/estadistica/ temas/
estadisticasagrarias/agricultura/default,
aspx.

[7] Cameron JW, Soost RK. C35 and
C32: citrange rootstocks for citrus.
HortScience 21: 157-158, 1986.

[8] Forner-Giner MA, Primo-Millo

E, Forner JB. Performance of Forner-
Alcaide 5 and Forner-Alcaide 13, Hybrids
of Cleopatra Mandarin x Poncirus

15



| Material Vegetal

Trifoliata, As Salinity-Tolerant Citrus
Rootstocks. J Am Pomol Soc 63: 72-80,
2009.

[9] Llosa MJ, Bermejo A, Cano A,
Forner-Giner MA. The citrus rootstocks
Cleopatra mandarin, Poncirus Trifoliata,
Forner-Alcaide 5 And Forner-Alcaide 13
vary in susceptibility to iron deficiency
chlorosis. J Am Pomol Soc 63 (4): 160-167,
2009.

[10] Verdejo-Lucas S, Galeano M,
Sorribas FJ, Forner 1B, Alcaide A.

Effect on resistance to Tylenchulus
semipenetrans of hybrid citrus rootstocks
subjected to continuous exposure to high
population densities of the nematode. Eur
J Plant Pathol 109: 427-433, 2003.

[11] Forner-Giner M A, Alcaide A,
Primo-Millo E, Forner J B. Performance
of Navelina orange on 14 rootstocks in
Northern Valencia (Spain). Sci Hortic 98:
223-232, 2003.

[12] Cano A, Bermejo A. Influence

of rootstock and cultivar on bioactive
compouds in citrus peel. J Sci Food Agric
91: 1702-1711, 2011,

[13] MAPA. Métodos Oficiales de
Analisis. Tomo |: 344-346, 1993b,

[14] Legua P, Forner JB, Hernandez
F, Forner-Giner MA. Physicochemical
properties of orange juice from ten
rootstocks using multivariate analysis.
Sci Hortic 160: 268-273, 2013,

16

[15] Legua P. Hernandez F. Diaz-Mula
HM, Valero D, Serrano M. Quality,
bioactive compounds and antioxidant
activity of new flat-type peach and
nectarine cultivars: a comparative study.
J Food Sci 76: C729-C735, 2011a.

[16] Singleton VL, Orthofer R, Lamuela-
Raventés RM. Analysis of total phenols
and other oxidation substrates and
antioxidants by means of Folin-Ciocalteu
reagent. Method Enzymol 299: 152-178,
1999.

[17] Legua P, Bellver R, Forner J,
Forner-Giner MA. Plant growth, yield
and fruit quality of “Lane Late" navel
orange on four citrus rootstocks. Span J
Agric Res 9: 271-279, 2011b.

[18] Tuzcu O, Yildrim B, Yesiloglu T.
Effect of different rootstocks and sector
son fruit yield and its distribution to the
tree canopy. Procceding International
Society Citriculture, X Congress, Agadir,
Morocco, 405-408, February 2004,

[19] Garcia-Sanchez F, Pérez-Pérez JG,
Botia P, Martinez V. The response of
young mandarin trees grown under saline
conditions depends on the rootstock. Eur
J Agron 24:129-139, 2006.

[20] Demirkeser TH, Kaplankiran M,
Yildiz E. The effects of some citrus
rootstocks on fruit yield and quality for
Rohde Red Valencia orange during the
period of the juvenility in Doryol (Hatay-
Turkey) conditions. 7th International
Society of Citrus Nurserymen Congress.
Cairo, Egypt, N° 28, september 17-21
2005,

NOm. 460 = 1= Trimestre 2022
LEVANTE AGRICOLA

[21] Tounsi MS, Wannes W,
Ouerghemmi |, Jegham S, Njima YB,
Hamdaoui G, Zemnin H, Marzouk

B. Juice components and antioxidant
capacity of four Tunisian citrus varieties. J
Sci Food Agric 91: 142-151, 2011,

[22] Harding PL, Fisher DF. Seasonal
changes in Florida grapefruits, United
Stated Department of Agriculture,
Technical Bulletin: 886, 1945,

[23] Navarro JM, Pérez-Pérez J, Romero
P, Botia P. Analysis of the changes in
quality in mandarin fruit, produced by
deficit irrigation treatments. Food Chem
199: 1591-1596, 2010.

[24] Olmo M, Nadas A, Garcia JM.
Nondestructive methods to evaluate
maturity level of oranges. J Food Sci 65:
365-369, 2000.

[25] Gil-lzquierdo A, Riquelme MT,
Porras |, Ferreres F. Effect of the
rootstock and interstock grafted in lemon
tree (Citrus limon (L.) Burm.) on the
flavonoid content of lemon juice. J Agric
Food Chem 52: 324-331, 2004,

[26] Mata M L, Andrés-Lacueva C,
Jauregui O, Lamuela-Raventés RM.
Determination of flavonoids in a Citrus
fruit extract by LC-DAD and LC-MS. Food
Chem 101: 1742-1747, 2007,



