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Abstract

rganic acids are abundant constituents of ripe fruits and are responsible for their

sourness. In addition, they contribute to their flavour. In many fruits, the most

abundant organic acids are malic and citric. The aims of this review are two-fold. The
first is to provide a clear overview of malic and citric acids in the flesh of fruits. The abundance
of different organic acids in commercially grown fruits is described. How this abundance
changes during fruit development is outlined. The metabolic pathways used in the synthesis
and dissimilation of malic and citric acids in fruits are described. The functions of malic and
citric acids in the flesh of fruits are discussed. Secondly, how environmental and cultural
practices can alter the organic acid content of fruits is considered.

Resumen

os dcidos orgdnicos son componentes abundantes de los frutos maduros y responsables

de la acidez, ademds contribuyen en su sabor. En muchos frutos, los dcidos mds

abundantes son el madlico y el citrico. Los objetivos de esta revisién son, en primer lugar,
proporcionar una resefia clara respecto de los dcidos madlico y citrico en los frutos. Se describe
la abundancia de diferentes dcidos en frutos cultivados comercialmente, la manera en que
esta abundancia cambia durante el desarrollo de los frutos y las rutas metabdlicas usadas
en la sintesis y la desasimilacién de los dcidos mdlico y citrico en los frutos; adicionalmente,
se discute sobre las funciones de estos dcidos en la pulpa de los frutos. En segundo lugar, se
aborda la manera en que las practicas ambientales y culturales pueden alterar el contenido
de los dcidos orgdnicos en frutos.
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m The organic acids that are accumulated...

Introduction

Organic acids together with sugars are the main soluble
components of ripe fruits and have a major effect on
taste, being responsible for sourness and contributing
to the flavour. Sourness is generally attributed to
proton release from acids, whereas their different
anions each impart a distinct taste (Johanningsmeiner
et al., 2005). Acidity is also one of the main ripening
indices that determines the harvest date of fruits used
either for direct consumption or industrial processing
(Neri, Pratella, & Brigati, 2003). In this article, organic
acids are often referred to by the names of their anions,
e.g. citrate and malate, and this is because at the pH
of the cytoplasm the bulk of their content is in this
form. The vast majority of the malate and citrate
content of the flesh of fruits is located in the vacuole,
and the pH of the vacuole determines the ratio of the
undissociated:dissociated acid (Etienne, Génard, Lobit,
Mbeguié-A-Mbéguié, & Bugaud, 2013).

Many fruits accumulate organic acids in their flesh at
certain stages of their development. Usually either one
or two acids account for the bulk of this content (Ulrich,
1971).The organicacid(s) thataccumulate are dependent
on the fruit in question (Ulrich, 1971). However, the
most abundant organic acids in many fruits are citric
and malic (Ulrich, 1971). A characteristic feature of this
accumulation in many fruits is that the concentrations
(mg-g* fresh weight - FW) of these acids increase until
the beginning of ripening and then decrease (Walker,
Battistelli, Moscatello, Chen, Leegood, & Famiani,
2011a; Famiani, Baldicchi, Battistelli, Moscatello, &
Walker, 2009; Famiani et al., 2012a; Famiani, Farinelli,
Palliotti, Moscatello, Battistelli, & Walker, 2014a).
However, the patterns of their changes during fruit
development are often different when the total amount
of these compounds per fruit is considered. In this
case, in the flesh of several fruits, there is an increase
in their content during most of fruit development and
ripening (Walker et al., 2011a; Famiani et al., 2012a).

The bulk of the organic acids present in the flesh of
fruits is not imported but rather synthesized in the
flesh from imported sugars (Ruffner, 1982a, 1982b;
Sweetman, Deluc, Cramer, Ford, & Soole, 2009; Etienne
et al, 2013). If these acids are metabolized during
ripening there are a number of fates. The main ones
are: metabolism by the Krebs cycle (respiration),
gluconeogenesis, fermentation to ethanol, amino acid
synthesis/interconversion, and as a substrate for the
synthesis of secondary metabolites such as pigments
(Ruffner, 1982a, 1982b; Famiani, Walker, Tecsi,
Chen, Proietti, & Leegood, 2000; Famiani et al., 2005;
Famiani, Casulli, Proietti, Walker, & Battistelli, 2007;
Famiani et al., 2014a; Famiani, Moscatello, Ferradini,
Gardi, Battistelli, & Walker, 2014b; Sweetman et al,,
2009; Etienne et al., 2013).

Introducciéon

Los dcidos orgdnicos junto con los azucares son los
principales componentes solubles de los frutos
maduros y tienen un efecto muy importante sobre
el sabor, debido a que son responsables de su acidez.
Generalmente, la acidez se atribuye a la liberacién
de protones de los dcidos, mientras que cada uno de
sus diferentes aniones imparte un sabor distintivo
(Johanningsmeiner et al., 2005). La acidez también
es uno de los principales indices de maduracién que
determina la fecha de cosecha de los frutos, sean para
el consumo directo o para la transformacién industrial
(Neri, Pratella, & Brigati, 2003). En este manuscrito,
a menudo se hace referencia a los dcidos orgdnicos
mediante los nombres de sus aniones, por ejemplo
citrato y malato; esto es porque en el pH del citoplasma,
la mayor parte de su contenido, se encuentra en esta
forma. La gran mayoria de malato y citrato de la pulpa
de los frutos estd localizada en la vacuola, y el pH de
ésta determina la relacién entre dcido no disociado y
disociado (Etienne, Génard, Lobit, Mbeguié-A-Mbéguié,
& Bugaud, 2013).

Muchos frutos, en ciertas etapas de su desarrollo,
acumulandcidosorgdnicosensupulpa; generalmente,
ya sea uno o dos dcidos representan la mayor parte
de este contenido, y dependen del fruto en cuestién
(Ulrich, 1971). Sin embargo, en muchos frutos, los
dcidos orgdnicos mds abundantes son el citrico y el
malico (Ulrich, 1971); una caracteristica distintiva de
esta acumulacién es que las concentraciones (mg-g*
de peso fresco [PF]) de éstos incrementa hasta el inicio
de la maduracién y luego disminuye (Walker, Battistelli,
Moscatello, Chen, Leegood, & Famiani, 2011a; Famiani,
Baldicchi, Battistelli, Moscatello, & Walker, 2009;
Famiani et al.,, 2012a; Famiani, Farinelli, Palliotti,
Moscatello, Battistelli, & Walker, 2014a). No obstante,
los patrones de sus cambios durante el desarrollo
del fruto frecuentemente son diferentes cuando se
considera la cantidad total de estos compuestos por
cada uno. En este caso, en la pulpa de varios frutos,
existe un incremento en el contenido durante la mayor
parte de su desarrollo y maduracién (Walker et al.,
2011a; Famiani et al., 2012a).

La mayoria de los dcidos orgdnicos presentes en la
pulpa de los frutos no son importados; mds bien
son sintetizados en la pulpa a partir de azudcares
transportados (Ruffner, 1982a, 1982b; Sweetman,
Deluc, Cramer, Ford, & Soole, 2009; Etienne et al.,
2013). Si estos dcidos son metabolizados durante la
maduracion, existen varios destinos; los principales son:
metabolismo mediante el ciclo de Krebs (respiracién),
gluconeogénesis, fermentacién a etanol, sintesis/inter-
conversiéon de aminodcidos y como sustrato para la
produccién de metabolitos secundarios, tales como
pigmentos (Ruffner, 1982a, 1982b; Famiani, Walker,
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The organic acid content of the flesh of fruits is affected
by environmental factors and cultivation practices
(e.g. temperature, light intensity, cultivar, rootstock,
mineral nutrition, water availability, fruit load/
pruning). However, how these factors alter metabolism
to bring about changes in organic acid content is in
most cases uncertain (Etienne et al., 2013).

This review focuses on malic and citric acids, which
are the most abundant organic acids in many fruits.
The aims of this review are two-fold. Firstly, to give
a clear overview of the occurrence, metabolism and
functions of these organic acids in fruits. Secondly, to
outline how different environmental conditions and
cultivation practices can alter the amount of these
compounds in the fruits.

Changes in the organic acid content of fleshy fruits
during their development and ripening

Organic acids accumulate in the flesh of many types of
fruits at certain stages of their development (Hulme,
1971; Ruffner, 1982a, b; Famiani et al, 2005). The
organic acids that are accumulated in fruits can be
divided into several metabolic groups, and these are
synthesized by different pathways. Firstly, the anions
of citric, isocitric and malic acids, namely citrate,
isocitrate and malate, are Krebs cycle intermediates (we
refer to these in this review as Krebs cycle acids), and
one or more of them (usually citric or malic) accounts
for a large proportion of the organic acid content of the
flesh of all fruits that have been studied (Ulrich, 1971).
Nevertheless, other types of organic acids may also be
abundant in certain fruits.

A second metabolic group is represented by ascorbic and
tartaric acid. Tartaric acid is synthesized from ascorbic
acid, and the latter is synthesized from imported sugars
(Ruffner, 1982a; Ford, 2012). Grapes usually contain
large amounts of tartaric acid in addition to malic acid
(Ruffner, 1982a).

A third metabolic group includes quinic acid, which
is synthesized by the shikimate pathway (Herrmann,
1995). Several fruits, such as apple, kiwifruit, papaya,
pear, quince, stone fruits, and soft fruits, often
contain substantial amounts of quinic acid (Arfaioli &
Bosetto, 1993; Kalt & McDonald, 1996; Moing, Svanella,
Gaudillere, Gaudillere, & Monet, 1999; Gonzdlez-
Aguilar, Buta, & Wang, 2003; Wu et al., 2007; Garcia-
Marifo, de la Torre, & Matilla, 2008; Nishiyama,
Fukuda, Shimohashi, & Oota, 2008; Ayaz, Kadioglu,
Bertoft, Acar, & Turna, 2001; Bae, Yun, Jun, Yoon, Nam,
& Kwon 2014; Szychowski, Munera-Picazo, Szumny,
Carbonell-Barrachina, & Herndndez, 2014). For a given
type of fruit, which organic acids are accumulated
in the flesh, and when this accumulation occurs
during development, are often characteristic features.
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Tecsi, Chen, Proietti, & Leegood, 2000; Famiani et al.,
2005; Famiani, Casulli, Proietti, Walker, & Battistelli,
2007, Famiani et al.,, 2014a; Famiani, Moscatello,
Ferradini, Gardi, Battistelli, & Walker, 2014b; Sweetman
et al,, 2009; Etienne et al., 2013).

El contenido de dcido orgdnico en la pulpa de los
frutos es afectado por factores ambientales y practicas
de cultivo (por ejemplo, la temperatura, intensidad
luminica, el cultivar, el portainjerto, la nutricién
mineral, disponibilidad de agua, la carga de fruto/
poda). Sin embargo, la manera en que estos factores
alteran el metabolismo para provocar cambios en el
contenido de dcidos orgdnicos es incierta en la mayor
parte de los casos (Etienne et al., 2013).

Esta revisiéon se concentra en los dcidos mdlico y
citrico, los cuales son los mds abundantes en muchos
frutos. Los objetivos de esta revisién son dos; en primer
lugar, proporcionar una resefia clara de la ocurrencia, el
metabolismo y las funciones de estos dcidos orgdnicos en
los frutos. En segundo lugar, resumir la manera en que
las diferentes condiciones ambientales y las prdcticas de
cultivo pueden afectar la cantidad de estos compuestos
en los frutos.

Cambios en el contenido de acidos orgdnicos en
frutos carnosos durante su desarrollo y maduracion

Los dcidos orgdnicos se acumulan en la pulpa de
muchos tipos de frutos en ciertas etapas de su desarrollo
(Hulme, 1971; Ruffner, 1982a, 1982b; Famiani et
al,, 2005); éstos pueden dividirse en varios grupos
metabdlicos, y son sintetizados mediante diferentes
rutas. En primer lugar, los aniones de los dcidos
citrico, isocitrico y madlico, es decir, citrato, isocitrato y
malato, son intermediarios del ciclo de Krebs (en esta
revision nos referimos a ellos como dcidos del ciclo de
Krebs), y uno o mds de ellos (usualmente el citrico o el
madlico) representan gran proporcion del contenido de
dcido orgdnico en la pulpa de los frutos que han sido
estudiados (Ulrich, 1971); no obstante, otros también
pueden ser abundantes en ciertos frutos.

Un segundo grupo metabdlico estd representado por los
dcidos ascoérbico y tartdrico. Este ultimo es sintetizado
a partir del dcido ascérbico, el cual es formado a partir
de azucares importados (Ruffner, 1982a; Ford, 2012).
Las uvas contienen, usualmente, grandes cantidades
de dcido tartdrico ademds de dcido madlico (Ruffner,
1982a).

Como tercer grupo metabdlico se encuentra el dcido
quinico, el cual es sintetizado mediante la ruta del
dcido shikimico (Herrmann, 1995). Varios frutos, tales
como manzana, kiwi, papaya, pera, membrillo, drupas,
frutos blandos, a menudo contienen cantidades
sustanciales de dcido quinico (Arfaioli & Bosetto, 1993;
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Table 1 summarizes the main organic acid(s) that are
accumulated in large amounts during development
and/or contained in the flesh of ripe fruits of different
shrubby and woody species.

In the flesh of many fruits, such as grape, cherry and
several soft fruits, the concentration of malate and/
or citrate (mg-g*' FW) increases until the beginning of
ripening and then decreases (Ruffner, 1982a; Famiani
et al., 2005, 2014a, 2014b; Walker et al., 2011a). The
bulk of the volume of the flesh of most fruits consists
of parenchyma cells, and in turn the bulk of the
volume of these cells consists of a large vacuole. Most
of the stored Krebs cycle acids are contained in these
vacuoles (Ruffner, 1982a, 1982b; Etienne et al., 2013).

During the ripening of some fruits, such as grape,
tomato and some soft fruits, the amount of malate/
citrate in terms of both concentration (mg-g*' FW) and
content per fruit (mg-fruit?) decreases, and this shows
that stored organic acids are dissimilated/metabolized
(Ruffner, 1982b; Goodenough, Prosser, & Young, 1985;
Famiani et al., 2005, 2009, 2014a, 2014b; Famiani
& Walker, 2009; Sweetman et al., 2009) (Figure 1). In
other fruits, such as mango, strawberry and some
cherries, the concentration of citrate/malate (mg-g*
FW) decreases during ripening; however, the amount
of these compounds per fruit (mg-fruit?) increases up
to commercial harvest (Figure 2). Therefore, in these
fruits there is no net dissimilation of malate/citrate,
and the decrease in their concentration (mg-g*' FW) is
only a dilution effect due to the increase in the size of
the fruits, which is brought about largely by vacuolar
expansion (Selvaraj & Kumar, 1989; Famiani et al,
2005; Walker et al., 2011a). Also, in kiwifruit no net
dissimilation was observed up to harvesting (Walton
& de Jong, 1990). In some plums the concentration
(mg-g' FW) of malate decreases during ripening. By
contrast, the amount of malate per fruit (mg-fruit?)
increases or remains constant for most of ripening,
and decreases only at a very advanced stage of ripening
(Famiani et al., 2012a) (Figure 3). Finally, in banana,
feijoa and lemon both the organic acid concentration
(mg-g' FW) and content per fruit (mg-fruit') increase
throughout ripening (Bartholomew & Sinclair, 1951;
Harman, 1987; Agravante, Matsui, & Kitagawa, 1991).
Therefore, during ripening there can be either a
net dissimilation or synthesis of stored Krebs cycle
acids, and which occurs is dependent on which fruit
is considered. However, a complicating factor is that
superimposed on any net synthesis or dissimilation of
malate/citrate that occurs over a period of days, there
is a cycle of synthesis and dissimilation (Walker et al.,
2011a and references therein). The function of this
turnover is uncertain; however, it could be associated
with the coordination of the import and utilisation of
nitrogenous compounds and associated pH regulation
(Walker et al., 2011a; Famiani et al., 2012a).

Kalt & McDonald, 1996; Moing, Svanella, Gaudillere,
Gaudillere, & Monet, 1999; Gonzdlez-Aguilar, Buta,
& Wang, 2003; Wu et al, 2007; Garcia-Marifio,
de la Torre, & Matilla, 2008; Nishiyama, Fukuda,
Shimohashi, & Oota, 2008; Ayaz, Kadioglu, Bertoft,
Acar, & Turna, 2001; Bae, Yun, Jun, Yoon, Nam, & Kwon
2014; Szychowski, Munera-Picazo, Szumny, Carbonell-
Barrachina, & Herndndez, 2014). Para un determinado
tipo de fruto, los dcidos orgdnicos se acumulan en la
pulpa y, cuando esta acumulacién ocurre durante el
desarrollo, a menudo son rasgos caracteristicos. El
Cuadro 1 resume los principales dcidos orgdnicos que
estdn acumulados en grandes cantidades durante el
desarrollo o contenidos en la pulpa de frutos maduros
de diferentes especies arbustivas y lefiosas.

En la pulpa de muchos frutos (tales como uvas, cerezas
y varios frutos blandos), la concentracién de malato y
citrato (mg-g' de PF) incrementa hasta el inicio de la
maduraciéon y entonces disminuye (Ruffner, 1982a;
Famiani et al., 2005, 2014a, 2014b; Walker et al., 2011a).
La mayor parte de la pulpa, en casi todos los frutos, se
compone de células de parénquima, y a su vez la gran
mayoria de estas se constituye dte una vacuola grande.
En gran medida los dcidos del ciclo de Krebs estdn
almacenados en estas vacuolas (Ruffner, 1982a, 1982b;
Etienne et al., 2013).

Durante la maduracién de algunos frutos (tales como
uvas, tomates y algunos frutos blandos), la cantidad de
malato/citrato, tanto en concentraciéon (mg-g! de PF)
como en contenido por fruto (mg-fruto?), disminuye,
y ello muestra que los dcidos orgdnicos almacenados
son desasimilados/metabolizados (Ruffner, 1982b;
Goodenough, Prosser, & Young, 1985; Famiani et
al., 2005, 2009, 2014a, 2014b; Famiani & Walker,
2009; Sweetman et al.,, 2009) (Figura 1). En otros
frutos (como mangos, fresas y algunas cerezas),
la concentracién de citrato/malato (mg-g! de PF)
disminuye durante la maduracién, pero la cantidad
de estos compuestos por fruto (mg-fruto?) incrementa
hasta la cosecha comercial (Figura 2). Por lo tanto, en
estos no existe desasimilacién neta de malato/citrato,
y el decremento en su concentraciéon (mg-g' de PF)
es solo efecto de dilucién debido al incremento en el
tamafio de los frutos; el cual es ocasionado en gran
parte por la expansién vacuolar (Selvaraj & Kumar,
1989; Famiani et al., 2005; Walker et al, 2011a).
Tampoco se observé desasimilacién neta en kiwis
hasta la cosecha (Walton & de Jong, 1990). En algunas
ciruelas la concentracién (mg-g' PF) de malato
disminuye durante la maduracién; en contraste, la
cantidad de malato por fruto (mg-fruto?) incrementa
0 permanece constante durante la mayor parte de
la maduracién, y sélo disminuye en una etapa muy
avanzada de dicha maduracién (Famiani et al., 2012a)
(Figura 3). Finalmente, en pldtano, guayabo y limén la
concentraciéon (mg-g' PF) de ambos dcidos orgdnicos
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Table 1. Main organic acid(s) that are accumulated in large amounts during development and/or contained in the
mesocarp of ripe fruits of different shrubby and woody species.
Cuadro 1. Principal(es) dcido(s) orgdnico(s) acumulado(s) en grandes cantidades durante el desarrollo y contenidos en
el mesocarpio de frutos maduros de diferentes especies arbustivas y lefiosas.

Especie Mal:;;(%;mlc / ACR:)?_QC?E‘ES(?;O(S) Referencias/Referencias
Apple/Manzana malic malico Wau et al. (2007)
Apricot/ Albaricoque citric/malic citrico/madlico Gurrieri, Audergon, Albagnac, and Reich
(2001), Baldicchi et al. (2015)
Banana/Pldtano malic madlico Agravante et al. (1991), Morvai and Molndr-Perl (1992)
Blackberry/Zarzamora isocitric isocitrico Whiting (1958)
Blueberry/Ardndano citric citrico Famiani et al. (2005)
Cherimola/Chirimoya malic malico Alique and Zamorano (2000)
Cranberry/Ardndano rojo citric citrico Celik, Ozgen, Serce, and Kaya (2008), Adamczak,
Buchwald, and Koztowski (2011)
Feijoa malic/ citric malico/ citrico Harman (1987)
Fig/Higo citric citrico Trad, Gaaliche, Renard, and Mars (2013)
Gooseberry/Grosella citric/malic citrico/madlico Famiani et al. (2009)
Grape/Uva malic/tartaric ~ madlico/tartdrico  Kliewer, Howarth, and Omori (1967)
Grapefruit /Pomelo citric citrico Clements (1964)
Guava/Guayaba citric citrico Soares, Pereira, Marques, and Monteiro (2007)
Goji berry/Goji citric citrico Mikulic-Petkovsek, Schmitzer, Slatnar,
Stampar, and Veberic (2012)
Japanese wineberry/ citric citrico Mikulic-Petkovsek et al. (2012)
Wineberry japonés
Jostaberry citric citrico Mikulic-Petkovsek et al. (2012)
Jujube malic madlico Gao, Wu, Yu, Wang, Ma, y Li (2012)
Kiwifruit/Kiwi citric/quinic citrico/quinico Walton and de Jong (1990), Nishiyama et al. (2008)
Lemon/Limén citric citrico Bartholomew and Sinclair (1951)
Litchi tartaric/malic  tartdrico/madlico = Hu, Wang, and Hu (2005)
Lime/Lima citric citrico Nour, Trandafir, and Ionica (2010)
Loquat/Nispero japonés malic madlico Chen, Liu, and Chen (2009)
Mandarin/tangerine/clementine / citric citrico Daito and Sato (2007), Nour et al. (2010), Legua,
Mandarina/tangerina/clementina Forner, Herndndez, and Forner-Giner (2014)
Mamey sapote/Mamey zapote malic madlico Arenas-Ocampo, Evangelista-Lozano, Errasquin-
Arana, Jiménez-Aparicio, and Ddvila-Ortiz (2007)
Mango citric/malic citrico/madlico Medlicott and Thompson (1985), Selvaraj and Kumar (1989)
Medlar/Nispero europeo malic/ citric madlico/ citrico Glew et al. (2003a and 2003b), Selcuk and Erkan (2015)
Mulberry/Mora malic malico Gundogdu, Muradoglu, Gazioglu-Sensoy, and Yilmaz (2011)
Orange (sweet)/Naranja (dulce) citric citrico Clements (1964)
Orange (sour)/Naranja (dcida) citric citrico Widodo, Shiraishi, and Shiraishi (1995)
Papaya citric citrico Gonzdlez-Aguilar et al. (2003)
Peach/Durazno malic malico Moing et al. (1999)
Pear/Pera malic/ citric malico/ citrico Arfaioli and Bosetto (1993)
Persimmon/Caqui citric/malic citrico/madlico Daood, Biacs, Czinkotai, and Hoschke (1992),
Romero-Rodriguez, Vazquez-Oderiz, Lopez-
Herndndez, and Simal-Lozano (1992)
Pineapple/Pifia citric citrico Bartolomé, Rupérez, and Fuster (1995)
Plum/Ciruela malic madlico Famiani et al. (2012a)
Pomegranate/Granada citric citrico Melgarejo, Salazar, and Artéz (2000)
Pomelo/Toronja citric citrico Nour et al. (2010)
Raspberry/Frambuesa citric citrico Famiani et al. (2005)
Ribes citric citrico Famiani et al. (2005)
Service tree/Serba malic malico Barbieri, Bignami, Cristofori, Paolocci, and Bertazza (2011)
Sweet cherry/Cereza dulce malic madlico Walker et al. (2011a)
Sour cherry/Cereza dcida malic madlico Fiizfai, Katona, Kovdcs, and Molndr-Perl (2004)
Strawberry/Fresa citric citrico Famiani et al. (2005)
Strawberry-tree /Madrofio malic madlico Ruiz-Rodriguez et al. (2011)
Sugar apple/Anona citric citrico Bolivar-Ferndndez, Saucedo-Veloz, Solis-

Pereira, and Sauri-Duch (2009)
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Figure 1. Concentration and content per fruit of malate
in the pericarp of grape berries (cv. Cabernet
Sauvignon) during their development and
ripening. The bars show the standard errors.
Adapted from Famiani et al. 2014a.

Figura 1. Concentraciéon y contenido de malato por

fruto en el pericarpio de bayas de uva (cv.
Cabernet Sauvignon) durante su desarrollo y
maduracién. Las barras muestran los errores
estandar. Adaptada de Famiani et al., 2014a.

The studies outlined above have dealt with changes
in organic acid content up to commercial ripeness.
In many fruits that are over-ripe there is a decline
in organic acid content (e.g. sour cherry, plum
and grape, unpublished data). If fruits are stored,
the storage conditions can affect the organic acid
content. In apple after storage under normal air for
3-6 months the malic acid concentration is lower
than at harvest (Ackermann, Fischer, & Amad, 1992;
Roth et al.,, 2007). However, this decrease can be
reduced if the atmosphere surrounding the apples
is modified (Roth et al., 2007). Also, in kiwifruit a
slight reduction of citric and malic acid contents
was observed after about five months of storage
under normal air (temperature = 0° + 0.5 °C, relative
humidity > 90 %) (unpublished data).
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Figure 2. Concentration and content per fruit of malate
in the mesocarp of cherry drupes (cv. Durone
Nero II) during their development and
ripening. The bars show the standard errors.
Adapted from Walker et al. 2011a.
Figura 2. Concentraciéon y contenido de malato por
fruto en el mesocarpio de drupas de cerezo
(cv. Durone Nero II) durante su desarrollo y
maduracion. Las barras muestran los errores
estandar.

y el contenido por fruto (mg-fruto?) incrementa a
lo largo de la maduracién (Bartholomew & Sinclair,
1951; Harman, 1987; Agravante, Matsui, & Kitagawa,
1991). Por ello durante la maduracién puede existir
cualquiera, una desasimilacién neta o sintesis de los
dcidos del ciclo de Krebs almacenados, y lo que ocurra
depende del fruto que sea considerado. Sin embargo,
un factor de complicacién es que, sobrepuesto a
cualquier sintesis o desasimilacién neta de malato/
citrato que ocurra en un periodo de dias, existe un
ciclo de sintesis y desasimilacién (Walker et al,
2011a y las referencias incluidas alli). La funcién de
esta rotacion es incierta, pero podria estar asociada
con la coordinaciéon de la importaciéon, utilizacién
de compuestos nitrogenados y la regulacién del pH
asociado (Walker et al., 2011a; Famiani et al., 2012a).
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Figure 3. Concentration and content per fruit of
malate in the mesocarp of plum drupes (cv.
Ozark Premier) during their development
and ripening. The bars show the standard
errors. Adapted from Famiani et al. 2012a.

Figura 3. Concentraciéon y contenido de malato por
fruto en el mesocarpio de drupas de ciruelo
(cv. Ozark Premier) durante su desarrollo
y maduracién. Las barras muestran los
errores estandar. Adaptada de Famiani et
al., 2012a.

Metabolism of Krebs cycle acids in fleshy fruits

Synthesis. The Krebs cycle acids that accumulate
within the flesh of fruits do not appear to be imported,
but rather they are synthesized within the flesh from
imported sugars (Ruffner, 1982b; Law & Plaxton, 1995).
Sugars can also derive from photosynthesis within
the fruit, however, these sugars account for only
a very small proportion of the sugars present in the
fruit (Kanellis & Roubelakis-Angelakis, 1993; Palliotti,
Silvestroni, & Petoumenou, 2010).

The bulk of Krebs cycle acids present in fruits is
synthesized from sugars in the following way.
Products from the metabolism of sugars enter
the glycolytic pathway and this converts them to
phosphoenolpyruvate (PEP). For example, imported
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Los estudios descritos anteriormente han abordado los
cambios en el contenido de dcidos orgdnicos hasta la
madurez comercial. En muchos frutos excesivamente
maduros (asi como cerezas dcidas, ciruelas y uvas)
existe disminucion en el contenido de dcidos organicos
(datos no publicados). Si los frutos son almacenados,
las condiciones de almacenamiento pueden afectar el
contenido de estos dcidos. En manzanas, después del
almacenamiento bajo condiciones de aire normal por
periodos de entre tres y seis meses, la concentraciéon
de d4cido madlico es mds baja que en la cosecha
(Ackermann, Fischer, & Amad, 1992; Réth et al., 2007);
sin embargo, esta disminucién puede ser reducida si
la atmosfera que rodea a las manzanas es modificada
(Roth et al.,, 2007). En kiwis también fue observada
una ligera disminucién del contenido de dcidos citrico
y madlico después de cinco meses de almacenamiento
bajo condiciones normales de aire (temperatura = 0°
0.5 °C, humedad relativa > 90 %) (datos no publicados).

Metabolismo de los acidos del ciclo de Krebs en
frutos carnosos

Sintesis. Los dcidos del ciclo de Krebs que se acumulan
entre la pulpa de los frutos no aparentan ser importados,
sino que son sintetizados al interior de la pulpa a
partir de azucares (Ruffner, 1982b; Law & Plaxton,
1995). Estos ultimos pueden derivar de la fotosintesis
al interior de los frutos, sin embargo representan una
proporciéon muy pequefia de los azdcares presentes
en el fruto (Kanellis & Roubelakis-Angelakis, 1993;
Palliotti, Silvestroni, & Petoumenou, 2010).

Para la sintesis de los dcidos del ciclo de Krebs
los productos del metabolismo de los azucares
entran en la ruta glucolitica y esto los convierte en
fosfoenolpiruvato (PEP). Por ejemplo, la sacarosa
introducida es frecuentemente hidrolizada a glucosa
y fructosa por una de las invertasas. Estos azuicares
son entonces fosforilados, ya sea por glucoquinasa o
fructoquinasa, y entran en la glucélisis. En las plantas,
la enzima citosélica fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC) es necesaria para la sintesis de los dcidos del
ciclo de Krebs a partir de los azdcares, ya que esta
cataliza la conversion de la PEP a oxalacetato (OAA)
(Ruffner, 1982b; Law & Plaxton, 1995). Si el fruto estd
acumulando malato, el OAA es convertido en malato
por la malato deshidrogenasa citosdlica (NAD-MDH),
y éste es transportado a través del tonoplasto hacia
el interior de la vacuola en donde es almacenado
(Ruffner, 1982b; Terrier & Romieu, 2001) (Figura 4).
Si el citrato estd siendo acumulando, una molécula
de PEP es convertida en OAA por la PEPC (Figura 5)
Una segunda PEP es convertida en acetil-CoA por
acciones secuenciales de la piruvato quinasa y la
piruvato deshidrogenasa. La acetil-CoA y el OAA son
entonces combinados por la citrato sintasa en la
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Figure 4. Simplified scheme showing malate synthesis.
MDH = malate dehydrogenase, OAA =
oxaloacetate, PEP = phosphoenolpyruvate and
PEPC = phosphoenolpyruvate carboxylase.

Figura 4. Esquema simplificado mostrando la sintesis
de malato. MDH = malato deshidrogenasa,
OAA = oxalacetato, PEP = fosfoenolpiruvato y
PEPC = fosfoenolpiruvato carboxilasa.

sucrose is often hydrolysed to glucose and fructose
by one of the invertases. These sugars are then
phosphorylated by either glucokinase or fructokinase
and enter glycolysis. In plants, the cytosolic enzyme
phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) is necessary
for the synthesis of the Krebs cycle acids from sugars.
It catalyses the conversion of PEP to oxaloacetate
(OAA) (Ruffner, 1982b; Law & Plaxton, 1995). If the
fruit is accumulating malate, OAA is converted to
malate by cytosolic malate dehydrogenase (NAD-
MDH), and malate is transported across the tonoplast
into the vacuole in which it is stored (Ruffner, 1982b;
Terrier & Romieu, 2001) (Figure 4). If citrate is being
accumulated one molecule of PEP is converted to OAA
by PEPC (Figure 5). A second PEP is converted to acetyl
CoA by the sequential actions of pyruvate kinase and
pyruvate dehydrogenase. Aceytl CoA and OAA are then
combined by citrate synthase in the mitochondrion
to give citrate. Citrate is then transported across the
tonoplast into the vacuole in which it is stored.
The amount of acids that are stored in the vacuole is
the major determinant of the content of Krebs cycle
acids in fruits. In the case of malate, it is thought that
transport processes at the tonoplast are the key factor
in determining the vacuolar content (Ruffner, 1982b;
Terrier & Romieu, 2001; Etienne et al., 2013).

Utilization of organic acids. During the ripening
of some fruits, such as grape, tomato and some soft
fruits, the amount of malate/citrate in terms of both
concentration (mg-g' FW) and content per fruit
(mg- fruit') decreases and this means that organic
acids are metabolized (Ruffner, 1982b; Goodenough
et al., 1985; Famiani et al., 2005, 2009, 2014a, 2014b;
Famiani & Walker, 2009; Sweetman et al., 2009).
There are a number of possible fates for this citrate/
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v
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Figure 5. Simplified scheme showing citrate synthesis.
Acetyl-CoA = acetyl-coenzyme A, MDH =
malate dehydrogenase, OAA = oxaloacetate,
PEP = phosphoenolpyruvate, PEPC =
phosphoenolpyruvate carboxylase pyruvate
and DH = pyruvate dehydrogenase.

Figura 5. Esquema simplificado mostrando la sintesis
de citrato. Acetil-CoA = acetil-coenzima
A, MDH = malato deshidrogenasa, OAA =
oxalacetato, PEP = fosfoenolpiruvato, PEPC =
fosfoenolpiruvato carboxilasa piruvato y DH
= piruvato deshidrogenasa.

mitocondria para resultar en citrato; el cual también
es transportado a través del tonoplasto hacia el
interior de la vacuola. La cantidad de dcidos que son
almacenados en la vacuola es el mayor determinante
del contenido de dcidos orgdnicos del ciclo de Krebs
en los frutos, y se cree que en el caso del malato los
procesos de transporte en el tonoplasto son factores
relevantes en la determinacién del contenido vacuolar
de los frutos (Ruffner, 1982b; Terrier & Romieu, 2001;
Etienne et al., 2013).

Utilizacion de d4cidos orgdnicos. Durante la
maduracién de algunos frutos (como uvas, tomates y
algunos frutos blandos), la cantidad de malato/citrato
en ambos términos, concentracién (mg-g' de PF) y
contenido por fruto (mg-fruto!), disminuye, y esto
significa que los dcidos orgdnicos estdn metabolizados
(Ruffner, 1982b; Goodenough et al., 1985; Famiani et
al., 2005, 2009, 2014a, 2014b; Famiani & Walker, 2009;
Sweetman et al., 2009). Existen varios posibles destinos
paraeste citrato/malato; estos son la oxidaciéon mediante
el ciclo de Krebs (respiracién), la gluconeogénesis, la
sintesis/transformacién de aminodcidos, la sintesis
de productos secundarios y la produccién de etanol
mediante fermentacion (Farineau & Laval-Martin, 1977;
Ruffner, 1982b; Famiani et al., 2000, 2005, 2014a).

Respiracion. El catabolismo del malato y el citrato, a
través de larespiracién, implica las siguientes reacciones:
el malato es transformado en piruvato por la enzima
madlica (ME) o a través de la acciéon combinada de MDH,
PEPCK y piruvato-quinasa (Figura 6), para después ser
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malate, and these are oxidation by the Krebs cycle
(respiration), gluconeogenesis, amino acid synthesis/
transformations, synthesis of secondary products and/
or the production of ethanol by fermentation (Farineau
& Laval-Martin, 1977; Ruffner, 1982b; Famiani et al.,
2000, 2005, 2014a).

Respiration. The catabolism of malate and citrate
through respiration implies the following reactions.
Malate is transformed into pyruvate, by ME or through
the combined action of MDH, PEPCK and pyruvate
kinase (Figure 6). Pyruvate is then metabolized by
pyruvate dehydrogenase before entering the Krebs
cycle. In addition, both malate and citrate can enter
the Krebs cycle directly (Figure 7). Then the Krebs
cycle either partially or completely oxidizes these
compounds to CO,. Cytosolic NADP-ME is important
in the dissimilation of Krebs cycle acids in several
fruits (Dilley, 1962; Goodenough et al.,, 1985; Chen
et al., 2009; Sweetman et al., 2009). Moreover, citrate
can be converted by cytosolic forms of the Krebs cycle
enzymes aconitase and isocitrate dehydrogenase to
2-oxoglutarate, which can then enter the Krebs cycle.
In addition, citrate can potentially be converted to OAA
and acetyl CoA by cytosolic ATP-citrate lyase. However,
there is uncertainty as to which of the above reactions
is used in many fruits: these could be dependent on the
fruit considered and the stage of development.

While all fruits carry out respiration there are marked
differences in both the rates and patterns of changes
in respiration between fruits of different plant species.
All fruits show a high respiration rate per gram of FW
at the beginning of their development and this then
decreases (largely as a result of the increase in the size
of the vacuole which reduces the amount of cytoplasm
per gram of FW). However, some fruits show a sharp
increase in respiration during ripening, and this is
called the climacteric. Fruits can be divided into two
types based on this: climacteric and non-climateric
fruits. Climateric fruits include apple, apricot, avocado,
chinene (Persea schiedeana Nees), kiwifruit, mamey
sapote, pear, peach, plum, soursop, and tomato; non-
climacteric fruits include cherry, strawberry, citrus,
grape, and pineapple (Tucker, 1993; Kader, 2002;
del Angel-Coronel, Cruz-Castillo, de la Cruz-Medina,
& Famiani, 2010). Organic acids may be utilized by
respiration during the climacteric. An increase in the
abundance of NADP-ME together with a dissimilation of
malate occurs in some fruits, such as tomato and loquat,
during the climacteric (Hirai, 1982; Goodenough et al.,
1985; Amords, Zapata, Pretel, Botella, & Serrano, 2003).
However, in the flesh of the non-climacteric fruit grape
there is a net dissimilation of malate during ripening
(Famiani et al., 2007, 2014a, 2014b), and, in at least one
variety of the non-climacteric cherry there is no net
dissimilation of stored organic acids in its flesh during
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metabolizado por la piruvato deshidrogenasa antes de
entraren el ciclode Krebs. Ademds, tanto el malato como
el citrato pueden penetrar a este ciclo directamente
(Figura 7); entonces, oxida de cualquier forma, parcial
o completamente, estos compuestos a CO,. La NADP-
ME citosélica es importante en la desasimilacion de los
dcidos del ciclo de Krebs en varios frutos (Dilley, 1962;
Goodenough et al., 1985; Chen et al., 2009; Sweetman
et al,, 2009). Asimismo, el citrato puede ser convertido
por las formas citosélicas de las enzimas del ciclo
de Krebs, aconitato e isocitrato deshidrogenasa, en
2-oxoglutarato, el cual puede entrar al ciclo; ademads,
el citrato puede ser potencialmente convertido en
OAA y acetil-CoA por ATP-citrato liasa citosélica. Sin
embargo, existe incertidumbre en cuanto a cudles de
las reacciones mencionadas son utilizadas en muchos
frutos: esto podria depender del fruto considerado y la
etapa de desarrollo.

Si bien todos los frutos llevan a cabo la respiracion,
existen marcadas diferencias entre la tasa y los
patrones de cambios entre frutos de diferentes especies
de plantas. Todos los frutos muestran una tasa alta de
respiracién por gramo de PF al inicio de sus desarrollos
y después disminuye (mayormente como resultado del
incremento en el tamafio de la vacuola, lo que reduce la
cantidad de citoplasma por gramo de PF). Sin embargo,
algunos frutos muestran un marcado incremento
durante la maduracién, a esto se le llama climaterio;
los frutos pueden dividirse en dos tipos basado en esto:
climatéricos y no climatéricos. Los primeros incluyen
manzana, albaricoque, aguacate, chinene (Persea
schiedeana Nees), kiwi, mamey zapote, pera, durazno,
ciruela, guandbana, tomate; los segundos cereza, fresa,
citricos, uva, pifa, entre otrso (Tucker, 1993; Kader,
2002; del Angel-Coronel, Cruz-Castillo, de la Cruz-
Medina, & Famiani, 2010). Los dcidos orgdnicos pueden
ser utilizados por la respiracion durante el climaterio.
Un aumento en la abundancia de la NADP-ME junto
con una desasimilaciéon del malato ocurre en algunos
frutos, tales como los tomates y los nisperos durante
el climaterio (Hirai, 1982; Goodenough et al., 1985;
Amords, Zapata, Pretel, Botella, & Serrano, 2003). No
obstante, en la pulpa de uvas no climatéricas existe
desasimilacién neta del malato durante la maduracién
(Famiani et al., 2007, 2014a, 2014b), y, en al menos
una variedad de cerezas no climatéricas no existe una
desasimilacién neta de dcidos orgdnicos almacenados
en sus pulpas durante esta etapa (Walker et al., 2011a).
Por lo tanto, no parece haber correlacién entre la
desasimilacién neta de los dcidos del ciclo de Krebs
en la pulpa de los frutos durante la maduracién y la
ocurrencia de un climaterio respiratorio.

Por muchos afios se pensd que el incremento en el
cociente de respiracion (CR = evoluciéon de CO, por
consumo de O,) durante la maduracion de las uvas
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Figure 6. Simplified scheme showing malate catabolism by
respiration. Acetyl-CoA = acetyl-coenzyme A, MDH
= malate dehydrogenase, ME = malic enzyme, OAA
= oxaloacetate, PEP = phosphoenolpyruvate, PEPCK
= phosphoenolpyruvatecarboxykinase pyruvate and
DH = pyruvate dehydrogenase.

Figura 6. Esquema simplificado mostrando el catabolismo
del malato por respiraciéon. Acetil-CoA = acetil-
coenzima A, MDH = malato deshidrogenasa,
ME = enzima madlica, OAA = oxalacetato, PEP =

PEPCK =

piruvato y DH =

fosfoenolpiruvato, fosfoenolpiruvato

carboxiquinasa piruvato

deshidrogenasa.

ripening (Walker et al., 2011a). Therefore, there does not
appear to be a correlation between the net dissimilation
of Krebs cycle acids in the flesh of fruits during ripening
and the occurrence of a respiratory climacteric.

For many years it was thought that the increase
in the respiratory quotient (RQ = CO, evolution/O,
consumption) during the ripening of grapes was a result
of the use of organic acids as a respiratory substrate
(Peynaud & Ribéreau-Gayon, 1971; Ruffner, 1982b;
Kanellis & Roubelakis-Angelakis, 1993). However, recent
studies have shown that this increase in RQ is largely
brought about by other processes such as fermentation
and the use of NADH in biosynthesis rather than
oxidative phosphorylation (Famiani et al, 2014a;
Famiani, Farinelli, Palliotti, Battistelli, Moscatello, &
Walker, 2015).

Gluconeogenesis. There is evidence for gluconeogenesis
from malate in the flesh of grape, cherry and tomato
during ripening (Ruffner, Koblet, & Rast, 1975; Ruffner &
Kliewer, 1975; Farinea & Laval-Martin, 1977; Leegood
& Walker, 1999; Osorio et al., 2013). The first steps in
gluconeogenesis from malate involve its conversion
to PEP. In plants, this conversion requires either
MDH and PEPCK or ME together with pyruvate,

Pyruvate | Piruvato

Pyruvate DH/
Piruvato DH

Pyruvate kinase |
Piruvato quinasa

Acetyl CoA | Acetil CoA

PEP
ME
-CO,
PEPCK
-CO,
Citrate /
<« Citrato
OAA ——
/ MDH

Krebs cycle |
Ciclo de Krebs

2 Co,

Malate / Malato «—

Figure 7. Simplified scheme showing citrate catabolism by
respiration. Acetyl-CoA = acetyl-coenzyme A, MDH
= malate dehydrogenase, ME = malic enzyme,
OAA = oxaloacetate, PEP = phosphoenolpyruvate,
PEPCK = phosphoenolpyruvate carboxykinase
pyruvate and DH = pyruvate dehydrogenase.

Figura 7. Esquema simplificado mostrando el catabolismo del

citrato por respiracion. Acetil-CoA = acetil-coenzima
A, MDH = malato deshidrogenasa, ME = enzima
malica, OAA = oxalacetato, PEP = fosfoenolpiruvato,
PEPCK = fosfoenolpiruvato carboxiquinasa piruvato
y DH = piruvato deshidrogenasa.

era resultado del uso de los dcidos orgdnicos como
sustrato respiratorio (Peynaud & Ribéreau-Gayon, 1971;
Ruffner, 1982b; Kanellis & Roubelakis-Angelakis, 1993).
Sin embargo, estudios recientes han mostrado que este
incremento, en el CR, es mayormente propiciado por
otros procesos, tales como la fermentacién y el uso de
la NADH en la biosintesis, en lugar de la fosforilacién
oxidativa (Famiani et al.,, 2014a; Famiani, Farinelli,
Palliotti, Battistelli, Moscatello, & Walker, 2015).

Gluconeogénesis. Existe evidencia de gluconeogénesis a
partir de malato en la pulpa de uva, cereza y tomate
durante la maduracién (Ruffner, Koblet, & Rast, 1975;
Ruffner & Kliewer, 1975; Farinea & Laval-Martin,
1977; Leegood & Walker, 1999; Osorio et al.,, 2013).
Los primeros pasos en la gluconeogénesis a partir del
malato involucran su conversiéon a PEP. En plantas,
esta conversién requiere de MDH y PEPCK o ME junto
con piruvato ortofosfato diquinasa (PPDK) (Walker &
Chen, 2002; Leegood & Walker, 2003). En el caso de la
PEPCK el malato es convertido en OAA por la malato
deshidrogenasa, para después ser transformado en PEP
por la PECK (Figura 8). En el caso de la enzima madlica y
la PPDK, el malato es convertido en piruvato por la ME
y este en PEP por la PPDK (Figura 8). En ambos casos
el PEP producido en esta forma pasa a ser azucares
por inversién de las reacciones de glucolisis (Plaxton,
1996). En la pulpa de las uvas, ciruelas, cerezas y de
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orthophosphate dikinase (PPDK) (Walker & Chen, 2002;
Leegood & Walker, 2003). In the case of PEPCK malate is
converted to OAA by malate dehydrogenase, and OAA
is then converted to PEP by PEPCK (Figure 8). In the
case of malic enzyme and PPDK, malate is converted
to pyruvate by ME and pyruvate is converted to PEP by
PPDK (Figure 8). In both cases the PEP so produced is
then converted to sugars by a reversal of the reactions
of glycolysis (Plaxton, 1996). In the flesh of grape,
plum, cherry and soft fruits, PPDK appears to be
either not present or at very low abundance (Famiani
etal., 2005, 2009, 2014b; Famiani & Walker, 2009). This
suggests that the majority of any gluconeogenic flux
in the flesh of these fruits utilizes the PEPCK pathway.
PPDK was detected in the fruit of cactus pear (Opuntia
ficus-indica) (Walker, Famiani, Baldicchi, Cruz-Castillo,
& Inglese, 2011b), but this plant is a Crassulacean
acid metabolism (CAM) plant and PPDK functions
in its photosynthesis. Although the contribution of
malate and citrate to the amount of stored sugars
in ripe fruits can potentially be up to 20 % (Famiani
et al., 2009), in reality it will be much lower. This is
because the vast majority of the dissimilated malate
and citrate is used by catabolic processes such as the
Krebs cycle (Ruffner et al., 1975; Famiani et al., 2015).
In grape this contribution is likely to be less than 1 %
(Famiani et al., 2015).

For many years it was thought that glycolysis was
inhibited in ripening grape and that malate provided
the bulk of the substrate used by metabolism.
Gluconeogenesis was thought to occur because there
was an excess of malate (Ruffner, 1982b; Sweetman et
al,, 2009). However, recent work has shown that this is
untrue and that sugars provide the bulk of the substrate
used by metabolism (Famiani et al., 2014a, 2015). One
explanation for the occurrence of gluconeogenesis
is that malate flux from the vacuole is not constant
during ripening, and there are times when there is an
enhanced efflux of malate which results in an excess of
malate in the cytosol (Famiani et al., 2015).

Amino acid and secondary product synthesis. Protein
synthesis occurs in the flesh of fruits during ripening,
as does the conversion of either stored or newly
imported amino acids into those amino acids that
accumulate within the ripe fruit (Kanellis & Roubelakis-
Angelakis, 1993). Moreover, secondary products, such
as pigments that give the fruit its color, are synthesized
during ripening. Stored Krebs cycle acids may provide
precursors for such amino acids and secondary product
synthesis in the flesh of fruits in which Krebs cycle
acids are dissimilated during ripening (Famiani et al,
2005, 2009, 2014a, 2014b; Pereira et al., 2006; Famiani
& Walker, 2009). Amino acids can be divided into
families on the basis of their biosynthetic pathway, with
each family having a different precursor. Aspartate,
glutamate, PEP and pyruvate are the precursors for the
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glycolysis pathway |
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-CO, Malate |
Malato

PPDK Pyruvate |
— .
PEP Piruvato

Malate /
Malato

Figure 8. Simplified scheme showing gluconeogenesis from
malate. MDH = malate dehydrogenase, OAA =
oxaloacetate, PEP = phosphoenolpyruvate and
PEPCK = phosphoenolpyruvate carboxykinase.

Figura 8. Esquema simplificado mostrando la gluconeogénesis

a partir de malato. MDH = malato deshidrogenasa,
OAA = oxalacetato, PEP = fosfoenolpiruvato y PEPCK

= fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.

los frutos blandos la PPDK aparenta estar ausente o
en una abundancia muy baja (Famiani et al., 2005,
2009, 2014b; Famiani & Walker, 2009). En general, lo
anterior sugiere que, cualquier flujo gluconeogénico
en la pulpa de estos frutos utiliza la ruta de la PEPCK.
La PPDK fue detectada en el fruto del nopal (Opuntia
ficus-indica) (Walker, Famiani, Baldicchi, Cruz-Castillo,
& Inglese, 2011b), pero ésta es de metabolismo dcido
de las crasuldceas (CAM) y la PPDK funciona en su
fotosintesis. Aunque la contribucién de malato y
citrato a la cantidad almacenada de aztcares en frutos
maduros puede, potencialmente, ser de hasta 20 %
(Famiani et al., 2009), en realidad serd mucho mads baja;
esto es porque la gran mayoria del malato y citrato
disimilados son utilizados en procesos catabdlicos,
como el ciclo de Krebs (Ruffner et al., 1975; Famiani
et al,, 2015). En uvas es probable que esta contribucién
sea menos de 1 % (Famiani et al., 2015).

Por muchos afios se crey6 que la glucélisis era
inhibida en la maduracién de la uva, y que el malato
proveia la mayor parte del sustrato utilizado por el
metabolismo. Se pensaba que la gluconeogénesis
ocurria porque existia un exceso de malato (Ruffner,
1982b; Sweetman et al., 2009). Sin embargo, trabajos
recientes han mostrado que esto es falso, y que los
azucares proveen la mayor parte del sustrato utilizado
por el metabolismo (Famiani et al., 2014a, 2015). Una
explicacion para la ocurrencia de la gluconeogénesis es
que el flujo de malato desde la vacuola no es constante
durante la maduracién, y hay ocasiones en las que es
un aflujo ampliado de malato, lo que resulta en exceso
de este dcido en el citosol (Famiani et al., 2015).
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Malate [ Malato Malate [ Malato
” MDH
OAA
ME l PEPCK
-CO, -CO,
PEP

Pyruvate Kkinase /
Pyruvate / Piruvato Piruvato quinasa

Pyruvate decarboxylase /
Piruvato decarboxilasa

-CO,
Acetaldehyde | Acetaldehido

Alcohol DH

Ethanol / Etanol

Figure 9. Simplified scheme showing conversion of malate to
ethanol by fermentation. Alcohol DH = alcohol
dehydrogenase, MDH = malate dehydrogenase,
ME = OAA = oxaloacetate,
PEP = and PEPCK =
phosphoenolpyruvate carboxykinase.

malic enzyme,
phosphoenolpyruvate

Figura 9. Esquema simplificado mostrando la conversion
de malato a etanol por fermentacién. Alcohol
DH = alcohol deshidrogenasa, MDH = malato
deshidrogenasa, ME = enzima madlica, OAA =
oxalacetato, PEP = fosfoenolpiruvato y PEPCK =
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.

synthesis of many amino acids (Lea, 1993). The carbon
skeletons of glutamate and aspartate are the organic
acids 2-oxoglutarate and OAA respectively, which
are intermediates of the Krebs cycle. OAA can also be
obtained from malate through the action of cytosolic
MDH. PEP can be synthesized from malate through the
action of MDH and PEPCK or ME and PPDK. Pyruvate
can be obtained through the combined action of MDH,
PEPCK and pyruvate kinase or through the action of ME.
Hence, the metabolism of many organic and amino acids
is closely linked. PEP is also a substrate for the synthesis
of secondary products (e.g. phenolic compounds and
pigments). Acetyl CoA is used as a precursor for the
synthesis of flavonoids and isoprenoids, and acetyl
CoA can derive from either pyruvate by the action of
pyruvate dehydrogenase, or citrate by the action of ATP
isocitrate lyase (Etienne et al., 2013).

Fermentation. Krebs cycle acids can also be converted
to ethanol. There is evidence for the occurrence of
aerobic fermentation to ethanol in the grape pericarp,
and this may be of common occurrence in the vineyard
(Romieu, Tesniere, Thanham, Flanzy, & Robin, 1992;
Tesniére, Romieu, Dugelay, Nicol, Flanzy, & Robin, 1994;
Terrier & Romieu, 2001). Similarly, in the juice sacs of
citrus during ripening there can be an accumulation
of ethanol and decreased aerobic respiration, and this
also occurs during the storage of harvested fruits (Roe,
Davis, & Bruemmer, 1984; Baldwin, 1993). Krebs cycle
acids are converted into ethanol as follows (Figure 9).

Sintesis de aminodcidos y productos secundarios. La
sintesis de proteina ocurre en la pulpa de los frutos
durante la maduracién; asi como lo hace la conversién
tanto de los aminodcidos almacenados como los recién
importados en aquellos que se acumulan dentro
del fruto maduro (Kanellis & Roubelakis-Angelakis,
1993). Asimismo, los productos secundarios, como los
pigmentos que dan color a los frutos, son sintetizados
durante la maduracién. Los dcidos del ciclo de Krebs
almacenados pueden proporcionan precursores parala
sintesis de tales aminodcidos y productos secundarios
en la pulpa de los frutos, en la que los dcidos del ciclo
son desasimilados durante la maduraciéon (Famiani
et al., 2005, 2009, 2014a, 2014b; Pereira et al., 2006;
Famiani & Walker, 2009). Los aminodcidos pueden
ser divididos en familias sobre la base de su ruta
biosintética, teniendo con cada familia diferente
precursor (por ejemplo, el aspartato, glutamato, PEP
y piruvato [Lea, 1993]). Los esqueletos de carbono del
glutamato y del aspartato son los dcidos orgdnicos
2-oxoglutarato y OAA, respectivamente, quienes son
intermediarios del ciclo de Krebs. EI OAA también
puede ser obtenido a partir del malato mediante
la acciéon de la MDH citos6lica. La PEP puede ser
sintetizada a partir del malato a través de la accién de
la MDH y PECK o la ME y PPDK. El piruvato puede ser
obtenido mediante la accién combinada de la MDH,
PEPCK y piruvato quinasa, o a través de la accién de la
ME. Asi, los metabolismos de muchos dcidos orgdnicos
y aminodcidos estdn cercanamente vinculados. La PEP
también es un sustrato para la sintesis de productos
secundarios (por ejemplo, compuestos fendlicos y
pigmentos). La acetil-CoA es utilizada como precursor
para la sintesis de flavonoides e isoprenoides, y puede
derivarse a partir de cualquiera, el piruvato por la
acciéon de la piruvato deshidrogenasa, o el citrato
por la accién de la ATP isocitrato liasa (Etienne et
al., 2013).

Fermentacién. Los dcidos del ciclo de Krebs también
pueden ser convertidos en etanol. Existe evidencia de
fermentacién aerdbica a etanol en el pericarpio de la
uva, y esto puede ser de ocurrencia comun en el viiedo
(Romieu, Tesniere, Thanham, Flanzy, & Robin, 1992;
Tesnieére, Romieu, Dugelay, Nicol, Flanzy, & Robin,
1994; Terrier & Romieu, 2001). Similarmente, en los
depositos de jugo de citricos durante la maduracién
puede haber acumulacién de etanol y respiracién
aerébica disminuida; lo cual también ocurre durante
el almacenaje de los frutos cosechados (Roe, Davis, &
Bruemmer, 1984; Baldwin, 1993). Los dcidos del ciclo
de Krebs son convertidos en etanol de la siguiente
manera (Figura 9): el citrato es transformado en malato
mediante reacciones catalizadas por las enzimas (o en
algunos casos en la forma citosdlica de éstas). El malato
pasa a ser piruvato, ya sea por la ME o por las acciones
combinadas de la MDH, PEPCK y piruvato quinasa.
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Citrate is converted to malate by reactions catalysed by
Krebs cycle enzymes (or in some cases their cytosolic
form). Malate is converted into pyruvate by either ME
or the combined actions of MDH, PEPCK and pyruvate
kinase. This pyruvate is then converted to ethanol by
the sequential actions of pyruvate decarboxylase and
alcohol dehydrogenase.

Glyoxylate cycle. This effectively enables acetyl-
CoA to be converted into malate. This cycle has
been suggested to function in malate synthesis in
young grape and banana fruits and also to provide
substrates for gluconeogenesis during post-harvest
ripening of banana (Surendranathan & Nair, 1976;
Pua, Chandramouli, Han, & Liu, 2003; Liu, Yang,
Murayama, Taira, & Fukushima, 2004; Terrier et al,,
2005). However, the enzyme isocitrate lyase (ICL),
which is necessary for the cycle to work, was not
detected in either the pericarp of several soft fruits
or grape berries at several stages of development
(Famiani et al., 2005; 2014b). Hence, our view is that
the occurrence of ICL (potentially as a component of
the glyoxylate cycle) in many fruit at certain stages
of development or under certain conditions remains
uncertain and further investigations are required.
However, these studies should determine the
abundance of the enzyme and not just its transcript.

Vacuolar storage of organic acids

In grape and other fruits, a widespread view is
that malate content is largely determined by its
compartmentation in the vacuole. That is, most of the
malate is located in the vacuole where it is inaccessible
to the enzymes that metabolize it. The main factor
that is thought to determine this compartmentation is
transport of malate across the membrane that separates
the vacuole from the cytosol (i.e. the tonoplast) (Ruffner,
1982b; Etienne et al., 2013). Embedded in the tonoplast
there are a number of proteins involved in malate/
citrate transport. Those involved in malate transport
likely include several different malate transporters, and
in addition there are malate channels. One transporter
is AttDT, which appears to be regulated by cytosolic pH.
Thatis, if the pH of the cytosol falls, an increase in malate
transport to the cytosol occurs (Hu et al., 2005). Less is
known about citrate transport processes (Hurth et al,,
2005; Etienne et al., 2013). However, for both malate
and citrate, the contributions of the different proteins
involved in their transport across the tonoplast are
poorly understood. In the case of citrate it is thought
that a combination of metabolism and transport
processes at the tonoplast may control its vacuolar
content (Etienne et al., 2013); however, this is not
certain. Neither is it certain that in all fruits transport
processes at the tonoplast are the predominant factor
in determining vacuolar malate content.
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Este piruvato es entonces convertido a etanol por las
acciones secuenciales de la piruvato decarboxilasa y
alcohol deshidrogenasa.

Ciclo del glioxilato. Esto permite a la acetil-CoA ser
convertida en malato. Se ha sugerido que este ciclo
funciona en la sintesis del malato en uvas y pldtanos
jovenes, y que también proporciona sustratos para la
gluconeogénesis durante la maduraciéon poscosecha
del pldtano (Surendranathan & Nair, 1976; Pua,
Chandramouli, Han, & Liu, 2003; Liu, Yang, Murayama,
Taira, & Fukushima, 2004; Terrier et al.,, 2005). Sin
embargo, la enzima isocitrato liasa (ICL), la cual es
necesaria para que el ciclo funcione, no fue detectada ni
en el pericarpio de varios frutos blandos ni en bayas de
uva en diversas etapas de desarrollo (Famiani et al., 2005,
2014b). Por lo tanto, nuestra opinién es que la ocurrencia
de la ICL (potencialmente como un componente del ciclo
del glioxilato), en muchos frutos en determinadas etapas
de desarrollo o bajo ciertas condiciones, sigue siendo
incierta y es necesario hacer futuras investigaciones.
Dichos estudios deberian determinar la abundancia de
la enzima y no sélo su transcripcion.

Almacenamiento vacuolar de dcidos orgdnicos

En las uvas y otros frutos, la opinién generalizada es
que el contenido de malato estd determinado en gran
medida por su compartimentaciéon en la vacuola. Es
decir, la mayor parte se encuentra en la vacuola, donde
es inaccesible a las enzimas que lo metabolizan. El
principal factor al que se atribuye la determinacién de
esta compartimentaciéon es el transporte del malato
a través de la membrana que separa a la vacuola
del citosol; es decir, el tonoplasto (Ruffner, 1982b;
Etienne et al, 2013). Existen diversas proteinas
incrustadas en el tonoplasto que se involucran en el
transporte de malato/citrato. Aquellas que participan
en el transporte del malato suelen incluir diferentes
transportadores, y ademds existen canales de este
dcido. Un transportador es el AttDT, el cual parece
estar regulado por el pH citosoélico. Es decir, si el pH
del citosol baja ocurre un incremento en transporte
de malato hacia el citosol (Hu et al., 2005). Poco se
conoce sobre los procesos de transporte del citrato
(Hurth et al., 2005; Etienne et al., 2013). Sin embargo,
tanto para malato como para citrato, las aportaciones
de las diferentes proteinas involucradas en su
transporte, a través del tonoplasto, son escasamente
comprendidas. En el caso del citrato, se piensa que
la combinacién del metabolismo y los procesos de
transporte en el tonoplasto pueden controlar su
contenido vacuolar (Etienne et al., 2013), pero esto no
es definitivo; tampoco lo es que en todos los frutos los
procesos de transporte en el tonoplasto sean el factor
predominante en la determinacién del contenido de
malato vacuolar.
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Functions of Krebs cycle acids in fleshy fruits

In all fruits, as in all plant tissues, Krebs cycle acid
anions are intermediates of many metabolic pathways.
However, in many fruits large amounts of Krebs cycle
acids accumulate in the vacuole, and these stored acids
have other functions. First, in many fruits they are
likely to contribute to making the fruit unpalatable
until its seed(s) have developed. When the seed(s) are
approaching maturity the fruit starts to ripen and its
concentration of Krebs cycle acids (mg-g* FW) decreases.
If there is a net dissimilation of these acids during
ripening they can be used as substrates for metabolism
(see above). Second, recent studies have suggested that
a key function of the Krebs cycle acids in fruits may
be in the coordination of the import and utilisation of
nitrogenous compounds and associated pH regulation
(Walker et al., 2011a; Famiani et al., 2012a).

Effects of both environmental conditions and
agronomical practices on the content of Krebs
cycle acids in fruits

Temperature. The temperature at which fruits are
grown affects both their titratable acidity and content
of stored organic acids. For both grape and kiwifruit
higher temperatures before ripening increase their
malate content (Klenert, Rapp, & Alleweldt, 1978;
Richardson et al., 2004), whereas higher temperatures
during ripening decrease their content (Kliewer, 1970;
Buttrose, Hale, & Kliewer, 1971; Hale & Buttrose, 1974;
Ruffner, Hawker, & Hale, 1976; Lakso & Kliewer, 1978;
Alleweldt, During, & Jung, 1984; Richardson et al,
2004; Lobit, Génard, Soing, & Habib, 2006). Similarly,
elevated temperatures during ripening decrease
titratable acidity (Kliewer, 1973; Wang & Camp, 2000;
Gautier, Rocci, Buret, Grassely, & Causse, 2005; Trad
et al.,, 2013). Furthermore, at least in grape before
ripening, the temperature difference between the day
and the night has an effect: cool nights and warm
days increase organic acid content (especially malic)
more than warm days and warm nights (Kliewer,
1973). Recently it was shown that in grape an increase
in maximum temperature (4 - 10 °C above controls)
before ripening resulted in a higher malate content (this
effect was enhanced by warmer nights); during veraison
and ripening the effect was to reduce malate content.
This was unless the minimum temperatures (during the
night) were also raised by 4 - 6 °C, because in this case
malate content was not reduced, suggesting that the
regulation of malate metabolism differs during day
and night (Sweetman, Sadras, Hancock, Soole, & Ford,
2014). Increased temperature of fruits during ripening
almost certainly decreases their content of Krebs
cycle acids by increasing the rate of many metabolic
processes. In fruits, as in all plant tissues, an increase
in temperature increases the rate of their metabolism,
and hence the consumption of compounds such

Funciones de los acidos del ciclo de Krebs en frutos
€arnosos

En todos los frutos, asi como en los tejidos de
plantas, los aniones de los dcidos del ciclo de Krebs
son intermediarios de muchas rutas metabdlicas. No
obstante, en muchos frutos, grandes cantidades de
dcidos del ciclo se acumulan en la vacuola, y estos,
almacenados, tienen otras funciones. En primera,
en varios es probable que contribuyan en hacerlos
desagradables hasta que su(s) semilla(s) se haya(n)
desarrollado. Cuando 1la(s) semilla(s) se estd(n)
aproximando a la madurez el fruto también lo hace,
y su concentracién de dcidos del ciclo de Krebs (mg-g* de
PF) disminuye. Si existe una desasimilacién neta de
estos dcidos durante la maduracion, ellos pueden ser
utilizados como sustratos para el metabolismo (ver
arriba). Segunda, estudios recientes han sugerido que
una funcién clave de los dcidos del ciclo de Krebs puede
estar en la coordinacién de la importacién y utilizacién
de compuestos nitrogenados y regulaciéon de pH
asociado (Walker et al., 2011a; Famiani et al., 2012a).

Efectos de las condiciones ambientales y las
practicas agronomicas sobre el contenido de
acidos del ciclo de Krebs en los frutos

Temperatura. La temperatura a la que los frutos son
cultivados afecta tanto su acidez titulable como el
contenido de dcidos orgdnicos almacenados. Para uvas
y kiwis, temperaturas mds altas antes de la maduracién
incrementan su contenido de malato (Klenert, Rapp,
& Alleweldt, 1978; Richardson et al.,, 2004); mientras
que, durante la maduracién disminuyen su contenido
(Kliewer, 1970; Buttrose, Hale, & Kliewer, 1971; Hale &
Buttrose, 1974; Ruffner, Hawker, & Hale, 1976; Lakso
& Kliewer, 1978; Alleweldt, During, & Jung, 1984;
Richardson et al., 2004; Lobit, Génard, Soing, & Habib,
2006). De manera similar, temperaturas elevadas durante
la maduracion disminuyen su acidez titulable (Kliewer,
1973; Wang & Camp, 2000; Gautier, Rocci, Buret, Grassely,
& Causse, 2005; Trad et al., 2013). Ademads, al menos en
uva antes de madurar, la diferencia de temperatura
entre el dia y la noche tiene efecto: noches frias y dias
calurosos aumentan el contenido de dcidos orgdnicos
(especialmente el dcido mdlico), mds que dias y noches
calurosas (Kliewer, 1973). Recientemente se mostro que,
en uva, un aumento en la temperatura mdxima (4 - 10
°C por encima de los testigos), antes de la maduracion,
resulté en mayor contenido de malato (este efecto fue
reforzado por noches mds cdlidas); en el envero y la
maduracién el efecto fue reducir el contenido de malato.
Esto sucedi6 a menos que las temperaturas minimas
(durante la noche), también fueron elevadas 4 -6 °C, ya
que en este caso el contenido de malato no se redujo, lo
que sugiere que la regulacién de su metabolismo difiere
durante el dia y la noche (Sweetman, Sadras, Hancock,
Soole, & Ford, 2014). El aumento de la temperatura

Revista Chapingo Serie Horticultura | Vol. XXI, ntim. 2, mayo-agosto 2015.



Famiani et al.

as sugars and stored Krebs cycle acids that serve as
metabolic substrates.

Temperature affects the flux through diverse pathways,
for example, respiration and secondary metabolite
synthesis (Ruffner, 1982b; Pereira et al, 2006).
Moreover, it has been proposed that an increase in
temperature could alter transport of malate/citrate at
the tonoplast resulting in a decrease in their vacuolar
content, and as a result more malate/citrate would be
available in the cytosol for use in metabolism (Etienne
et al., 2013).

An increase in the rate of respiration of fruits as
temperature increases has been shown in many studies
(Hansen, 1942; Ruffner et al., 1976; Ruffner, 1982b). The
results of Taureilles-Saurel, Romieu, Robin, and Flanzy
(1995a, 1995b) support an increase in flux through
the Krebs cycle in response to higher temperatures.
Transcriptlevels of several mitochondrial dicarboxylate/
tricarboxylate transporters increased with warming
(Rienth et al., 2014), suggesting/supporting an increased
import of malate into the mitochondria for respiration
(Sweetman et al., 2014).

Temperature affects the metabolic fate of dissimilated
malate in ripening grape berries. At higher
temperatures, the ratio of the amount of malate
utilized by respiration to that used by gluconeogenesis
is greater than at lower temperatures; however, at all
temperatures the proportion of malate utilized by
gluconeogenesis is small (Ruffner, 1982b; Famiani
et al.,, 2015). At lower temperatures there is a lower
rate of respiration and hence more malate is likely
used in gluconeogenesis. Furthermore, temperature
also increases the amount of ethanol produced by
fermentation (Terrier & Romieu, 2001). The explanation
for this is likely that an increase in temperature
increases the rate of metabolic processes, and an
increase in respiration provides ATP and NAD(P)H for
these. However, a high respiratory activity at elevated
temperatures consumes a large amount of O,, and
ethanol fermentation that produces ATP without
consuming O, increases. It has been concluded that
ethanol production is likely to be very common in
grapes grown in the vineyard, as bunches can be
subjected to temperatures as high as 50 °C (Romieu
et al., 1992). Indeed, the direct exposure of fruit to
light can increase their temperature well above air
temperature (Smart & Sinclair, 1976).

Light. Several environmental (latitude and orientation
of the field if it is on a hill) and cultural factors (training
system and pruning) affect light availability for both
fruits and leaves. However, the effect of light on fruit
composition is difficult to interpret. One reason is that
solar irradiance also increases fruit temperature (Smart
& Sinclair, 1976), and hence there is an interaction
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de los frutos durante la maduracién disminuye, casi
seguramente, su contenido de dcidos del ciclo de Krebs
mediante el incremento de la tasa de muchos procesos
metabdlicos. En frutos, asi como en todos los tejidos de
las planta, el aumento en la temperatura incrementa
la tasa de su metabolismo, y por lo tanto, el consumo
de compuestos, tales como los azuicares y dcidos del
ciclo de Krebs almacenados que sirven como sustratos
metabdlicos.

La temperatura afecta el flujo mediante diversas rutas,
por ejemplo, la respiracion y la sintesis de metabolitos
secundarios (Ruffner, 1982b; Pereira et al, 2006).
Asimismo, ha sido propuesto que el incremento en la
temperatura podria alterar el transporte de malato/
citrato en el tonoplasto, resultando en la disminucién
en su contenido vacuolar y mds malato/citrato estaria
disponible en el citosol para usarse en el metabolismo
(Etienne et al., 2013).

Un crecimiento en la tasa de respiracién de los
frutos conforme la temperatura incrementa ha
sido mostrado en muchos estudios (Hansen, 1942;
Ruffner et al, 1976; Ruffner, 1982b). Los resultados
de Taureilles-Saurel, Romieu, Robin, & Flanzy (1995a,
1995b) respaldan un aumento en el flujo a través del
ciclo de Krebs en respuesta a temperaturas altas. Los
niveles de transcripcién de varios transportadores
de dicarboxilatoftricarboxilato incrementaron con
el calentamiento (Rienth et al.,, 2014), sugiriendo y
respaldando importacién incrementada de malato
al interior de la mitocondria para la respiracién
(Sweetman et al., 2014).

En bayas de uva en maduracién la temperatura afecta
el resultado metabdlico del malato desasimilado. A
temperaturas mads altas, la relacién de la cantidad de
malato utilizada por la respiracién sobre aquella usada
por la gluconeogénesis es mayor que a temperaturas
mds bajas, sin embargo, en cualquiera la proporcién
de malato utilizado por la gluconeogénesis es pequefia
(Ruffner, 1982b; Famiani et al., 2015). A temperaturas
mds bajas existe una tasa de respiracién menor, y por
lo tanto es probable que mds malato sea usado en la
gluconeogénesis. Ademds, la temperatura también
incrementa la cantidad de etanol producida por la
fermentacién (Terrier & Romieu, 2001). La explicacién
para esto es probablemente que un incremento en la
temperatura eleve la tasa de los procesos metabdlicos,
y un aumento en la respiracién provee ATP y NAD(P)
H para estos. Sin embargo, alta actividad respiratoria
a temperaturas elevadas consume gran cantidad de
0,,y la fermentaciéon que produce ATP sin consumir
O, incrementa. Se ha concluido que es probable que
la produccién de etanol sea muy comun en uvas
cultivadas en el vifiedo; puesto que los racimos pueden
ser expuestos hasta a 50 °C (Romieu et al., 1992). De
hecho, la exposicién directa del fruto a la luz puede
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between light and temperature. A second reason is that
shade can delay ripening, and this can cause a higher
content of organic acids at harvest (Jackson & Lombard,
1993; Tombesi, Antognozzi, & Palliotti, 1993).

In grape, de Bolt, Ristic, Iland, and Ford (2008) varied
light intensity at constant fruit temperature. A much
lower amount of malate accumulated during stage I
of berry development and a lower decrease in malate
content occurred during stage III (ripening) in bunches
enclosed in boxes compared to those fully exposed to
light. The final content of malate was higher in the
berries enclosed by boxes. The final soluble solids
content (which is an important parameter in defining
the ripening stage) was similar in the two treatments.
In addition, Hummel and Ferree (1998) showed that in
grape increased illumination (compared to a control)
decreased total titratable acidity (TTA) and malate
content, and this was observed when grapes were
harvested at a similar soluble solids concentration or
at the same date. Yang, Zhu, Bu, Hu, Wang, and Huang
(2009) studied the effects of bagging on development
and quality of longan, and they found that the
amount of light transmittance affected malic acid
content. Photoperiod can also affect fruit composition
(including organic acid content) in some fruits such
as raspberry (Mazur et al., 2014). Overall these studies
suggest that light can alter the organic acid content of
fruits directly, that is by a means that is not dependent
on increasing fruit temperature.

Cultivar. The different cultivars of one species can
have very different organic acids contents (in terms of
either the type of acid present or its content) (Kliewer,
Howarth, & Omori, 1967; Arfaioli & Bosetto, 1993; Moing
et al., 1998; Gurrieri et al., 2001; Albertini, Carcouet,
Pailly, Gambotti, Luro, & Berti, 2006; Saradhuldhat &
Paull, 2007; Wu et al., 2007; Mufioz-Robredo, Robledo,
Manriquez, Molina, & Defilippi, 2011). For example,
for some fruits, such as grape, citrus and pineapple,
there are either high or low acidity cultivars (Diakou et
al,, 1997; Sadka, Dahan, Cohen, & Marsh, 2000; Sadka,
Dahan, Or, Roose, Marsh, & Cohen, 2001; Saradhuldhat
& Paull, 2007). Hence, cultivar can be one of the main
factors affecting organic acid content. However, the
differences in metabolism between these cultivars that
are responsible for these different organic acid contents
are not known with any certainty. It should be noted
that cultivars differ in their vegetative characteristics
(i.e. vigor and foliage density), and that this too could
indirectly affect the organic acid content of the fruit.

There have been many studies that have tried to link
organic acid contents to metabolism in the cytoplasm.
In peach the activities of PEPC, NAD-MDH and NADP-
ME could not explain the difference in malate and
citrate content between low- and high-acid cultivars
(Moing et al., 1998, 2000). Similarly, PEPC cannot

incrementar su temperatura muy por encima de la del
aire (Smart & Sinclair, 1976).

Luz. Muchos factores ambientales (latitud y orientacién
del campo, si estd sobre una colina) y culturales (sistema
de formacién y poda) afectan la disponibilidad de luz
para ambos, frutos y hojas. Sin embargo, su efecto sobre
la composicién del fruto es dificil de interpretar. Una
razén es que la irradiacién solar también incrementa
la temperatura del fruto (Smart & Sinclair, 1976), y por
lo tanto existe interaccién entre luz y temperatura.
Una segunda razén es que la sombra puede retrasar
la maduracién, y esto puede causar mayor contenido
de dcidos orgdnicos en la cosecha (Jackson & Lombard,
1993; Tombesi, Antognozzi, & Palliotti, 1993).

En uvas, de Bolt, Ristic, Iland, y Ford (2008) variaron la
intensidad de luz a temperatura constante del fruto.
Durante la etapa I del desarrollo de la baya se acumulé
menor cantidad de malato se acumuld, y durante la
etapa III (maduracién) ocurrié menor disminucién de
este dcido en los racimos que se encontraban en cajas,
comparados con aquellos completamente expuestos a
la luz. El contenido final de malato fue mads alto en las
bayas en cajas. La cantidad de sélidos solubles (la cual
es importante pardmetro en la definicién de la etapa
de desarrollo) fue similar en los dos tratamientos.
Ademds, Hummel y Ferree (1998) mostraron que en
uvas el incremento en la iluminacién (comparada con
un testigo) disminuyé la acidez titulable total (ATT)
y el contenido de malato; esto fue observado cuando
las uvas fueron cosechadas a concentracién de sélidos
solubles similar o en una misma fecha. Yang, Zhu, Bu,
Hu, Wang, y Huang (2009) estudiaron los efectos del
embolsado sobre el desarrollo y la calidad del longan,
y encontraron que la cantidad de transmitancia de luz
afecté el contenido de dcido mdlico. El fotoperiodo
también puede afectar la composicion del fruto
(incluyendo el contenido de dcido orgdnico), como
la frambuesa (Mazur et al., 2014). En general, estos
estudios sugieren que la luz puede alterar el contenido
de dcido orgdnico de los frutos directamente.

Cultivar. Los diferentes cultivares de una especie
pueden tener diferentes contenidos de dcidos orgdnicos
(en términos, ya sea, del tipo de dcido presente o
su contenido) (Kliewer, Howarth, & Omori, 1967;
Arfaioli & Bosetto, 1993; Moing et al., 1998; Gurrieri
et al, 2001; Albertini, Carcouet, Pailly, Gambotti,
Luro, & Berti, 2006; Saradhuldhat & Paull, 2007; Wu
et al, 2007; Mufioz-Robredo, Robledo, Manriquez,
Molina, & Defilippi, 2011); por ejemplo uvas, citricos
y pifias, existen ambos, cultivares de alta o baja acidez
(Diakou et al., 1997; Sadka, Dahan, Cohen, & Marsh,
2000; Sadka, Dahan, Or, Roose, Marsh, & Cohen, 2001;
Saradhuldhat & Paull, 2007). Por lo tanto, el cultivar
puede ser uno de los principales factores que afectan
el contenido de dcido orgdnico. Sin embargo, las
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account for differences in malate content of low- and
high-acid cultivars in apple and loquat (Chen et al,
2009; Yao et al.,, 2009). In both plum and cherry, there
was no correlation between the abundance of PEPCK
and malate/citrate dissimilation (Walker et al., 2011a;
Famiani et al., 2012a). The abundance of the enzyme
citrate synthase does not appear to be responsible for
the differencesin the citrate content of fruits of low- and
high-acid varieties of several fruits (e.g. citrus, melon,
peach and pineapple) (Canel, Bailey-Serres, & Roose,
1996; Sadka et al., 2001; Etienne, Moing, Dirlewanger,
Raymond, Monet, & Rothan, 2002; Saradhuldhat &
Paull, 2007; Tang, Bie, Wu, Yi, & Feng, 2010). On the
other hand, it has been suggested that NADP-ME may
play arole in determining the low malate content of low
acid cultivars of apple and loquat (Chen et al., 2009; Yao
et al., 2009). A comparison of low- and high-acid peach
varieties showed that there was a difference in the
expression of vacuolar proton pumps and it is possible
that this could be related to the ability of the vacuole to
store malate and citrate (Etienne et al., 2002).In tomato,
altered organic acids levels were found in lines which
contained sequences for i) PEPCK, ii) PEPC, numerous
membrane transporters and a fructokinase-like
protein, or iii) an alcohol dehydrogenase and an NADP-
linked malic enzyme (Eshed & Zamir, 1994; Causse et
al., 2004), indicating that it is likely that some of these
proteins are involved in altering the Krebs cycle acid
content of fruits. In citrus and pineapple, studies in
which low- and high-acid genotypes were compared led
to the suggestion that a reduction of aconitase activity
in high acidity genotypes played a role in determining
citric acid content (Bogin & Wallace, 1966; Sadka et al,,
2000; Saradhuldhat & Paull, 2007).

Taken together the above studies suggest that there is
not just one mechanism, but different ones that may use
a range of metabolic pathways that determine cultivar-
dependent differences in fruit organic acid content.

Rootstock. Fruit of ‘Rangpur’ (Citrus limonia Osb.) and
sweet lemon (Citrus limettioides Tan.), high-acid and low-
acid species, respectively, were reciprocally grafted.
The fruit content of organic acids was unchanged, and
in this situation the rootstock had very little effect
(Castle, 1995). However, there are studies which show
that rootstock can affect the organic acid contents of
fruits, such as cherry, citrus, grape, kiwifruit, peach, etc.
(Caruso, Giovannini, & Liverani, 1996; Boyes, Striibi, &
Marsh, 1997; Cantin, Pinochet, Gogorcena, & Moreno,
2010; Gong, Blackmore, & Walker, 2010; Usenik, Fajt,
Mikulic-Petkovsek, Slatnar, Stampar, & Veberic, 2010;
Orazem, Stampar, & Hudina, 2011a, 2011b; Legua et al,,
2014). In addition to a possible direct influence on the
organic acid content of the fruit, the rootstocks may
have indirect effects, that is by altering, for example,
vegetative vigor, density of the canopy (hence amount
of light reaching the fruit), source/sink ratio, water and
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diferencias en metabolismo entre estos cultivares que
son responsables de los contenidos de dcido orgdnico
no son conocidas con ninguna certeza. Cabe sefialar
que estos difieren en sus caracteristicas vegetativas (es
decir, vigor y densidad de follaje), y que esto también
podria afectar indirectamente el contenido de dcido
orgdnico del fruto.

Existen muchos estudios que han tratado de vincular los
contenidos de dcido orgdnico con el metabolismo en el
citoplasma. En duraznos, las actividades de la PEPC, NAD-
MDH y NADP-ME no podrian explicar la diferencia en el
contenido de malato y citrato entre cultivares de alta y
baja acidez (Moing et al., 1998, 2000). Similarmente, la
PEPC no puede explicar las diferencias en la cantidad
de malato de los cultivares de alta y baja acidez en
manzana y nispero (Chen et al., 2009; Yao et al., 2009).
En ciruelas y cerezas no hubo correlaciéon entre la
abundancia de PEPCK y la desasimilacién de malato/
citrato (Walker et al,, 2011a; Famiani et al, 2012a).
La copiosidad de la enzima citrato sintasa no parece
ser responsable por las diferencias en la cantidad de
citrato de frutos de variedades de baja y alta acidez (por
ejemplo, citricos, melones, duraznos y pifias) (Canel,
Bailey-Serres, & Roose, 1996; Sadka et al., 2001; Etienne,
Moing, Dirlewanger, Raymond, Monet, & Rothan, 2002;
Saradhuldhat & Paull, 2007; Tang, Bie, Wu, Yi, & Feng,
2010). Por otra parte, se ha sugerido que la NADP-ME
puede jugar un papel en la determinacién del bajo
contenido de malato de cultivares de baja acidez de
manzanas y nisperos (Chen et al., 2009; Yao et al., 2009).
Una comparacién de variedades de durazno de alta y
baja acidez mostré que habia diferencia en la expresién
de bombas de protones vacuolares, y es posible que esto
pudiese estar relacionado con la habilidad de la vacuola
para almacenar malato y citrato (Etienne et al., 2002).
En tomates, fueron encontrados niveles alterados de
dcidos orgdnicos en lineas que contenian secuencias
de 1) PEPCK, 2) PEPC, numerosos trasportadores de
membrana y una proteina similar a la fructoquinasa
0 3) una alcohol deshidrogenasa y una enzima mdlica
vinculada a la NADP (Eshed & Zamir, 1994; Causse
et al., 2004); indicando que es probable que algunas
de estas proteinas estén involucradas en alterar el
contenido de los dcidos del ciclo de Krebs en los frutos.
En estudios de citricos y pinas, fueron comparados
los genotipos de baja y alta acidez y sugieren que la
reduccion en la actividad de la aconitasa en los de alta
acidez jugd6 un rol al determinar el contenido de dcido
citrico (Bogin & Wallace, 1966; Sadka et al., 2000;
Saradhuldhat & Paull, 2007).

Tomadas en conjunto las investigaciones antes
mencionadas sugieren que no existe sélo un
mecanismo, sino diferentes que pueden usar una serie
de rutas metabdlicas que determinan las diferencias
dependientes del cultivar en el contenido de dcido
orgdnico del fruto.




114

The organic acids that are accumulated...

mineral salt uptake, and these are known to affect the
organic acid content of fruits.

Mineral nutrition. In the leaves of many plants nitrogen
metabolism is the major factor affecting the content
of Krebs cycle acids and large amounts of these can
accumulate (Smith & Raven, 1979). This is because the
assimilation of nitrate or ammonium into amino acids
is not a proton neutral process. Malate metabolism is
associated with the pH regulation necessary for this
nitrogen assimilation. For example, the assimilation of
nitrate into amino acids in leaves consumes protons.
Malic acid is synthesized in the leaf and malate is
transported to the root. This leaves protons in the leaf to
restore the pH (Raven and Smith, 1976). In contrast
to leaves, fruits import amides such as glutamine and
asparagine as their main source of nitrogen, and the
assimilation of these into compounds such as amino
acids is proton neutral. Hence, there is no requirement
for the synthesis of large amounts of malate in response
to their assimilation (Walker & Chen, 2002).

Most studies of the effect of mineral nutrition on fruit
quality have dealt with nitrogen and potassium, and
for both their effects vary in different studies. Nitrogen
supply affects plant vigor and the leaf]fruit ratio, which
can then affect both fruit ripening and humidity and
sunlight penetration inside the canopy. Therefore, it
is often difficult to determine whether the effect of
nitrogen is direct or indirect.

In grape, a low nitrogen status of the plant reduces
vine vigor, and berries from such plants have both a
high soluble solids content and pH together with a
low malic acid content (Reynard, Zufferey, Nicol, &
Murisier, 2011). In apricot a relatively low N supply
(80 kg-ha', as opposed to a higher N supply of 150
kg-ha') resulted in fruits with a slightly higher sugar
concentration and lower acid concentration (Radi,
Mahrouz, Jaouad, & Amiot, 2003). In peach and tomato
a higher nitrogen supply resulted in higher values
of titratable acidity and an increase in organic acid
contents (Davies & Winsor, 1967; Davies, 1964; Jia et
al., 1999). In orange a higher nitrogen supply resulted
in a higher titratable acidity (Reitz & Koo, 1960). On
the other hand, nitrogen supply caused a reduction
in titratable acidity in pineapple (Spironello, Quaggio,
Teixeira, Furlani, & Sigrist, 2004), and had no
significant effect in peach and kiwifruit (Cummings
& Reeves, 1971; Pacheco et al., 2008). In addition, the
form in which nitrogen is supplied affects the organic
acid content of fruits. Hydroponically-cultivated
tomato plants fed with NH,* had lower citrate and
malate contents in ripe fruits than plants fed with
NO, or NO, + NH,* (Xin-Juan, Qing-Yu, Xiao-Hui,
Shen, & Dong, 2012). Nevertheless, the differences
in malate/citrate content observed in these fruits
were much less than the differences in content in

Portainjerto. El fruto ‘Rangpur’ (Citrus limonia Osb.) y el
limé6n dulce (Citrus limettioides Tan.), especies de alta y
baja acidez, respectivamente, fueron reciprocamente
injertadas. El contenido de d4cidos orgdnicos del
fruto permanecié sin cambio, y en esta situacién el
portainjerto tuvo muy poco efecto (Castle, 1995); sin
embargo, existen estudios que demuestran que éste
puede afectar el contenido de dcidos orgdnicos de frutos
(como cerezas, citricos, uvas, kiwis, duraznos, etc.)
(Caruso, Giovannini, & Liverani, 1996; Boyes, Striibi, &
Marsh, 1997; Cantin, Pinochet, Gogorcena, & Moreno,
2010; Gong, Blackmore, & Walker, 2010; Usenik, Fajt,
Mikulic-Petkovsek, Slatnar, Stampar, & Veberic, 2010;
Orazem, Stampar, & Hudina, 2011a, 2011b; Legua et
al., 2014), y ademds de influencia directa pueden tener
efectos indirectos. Es decir, alterando, por ejemplo, el
vigor vegetativo, la densidad del dosel (por lo tanto, la
cantidad de luz que llega al fruto) la relacién fuente/
sumidero, la absorciéon de agua y sales minerales, y
estos son conocidos por afectar el contenido de dcido
orgdnico de los frutos.

Nutricion mineral. En muchas plantas el metabolismo del
nitrégeno en las hojas de es el principal factor que afecta
el contenido de dcidos del ciclo de Krebs, y grandes
cantidades de estos pueden acumularse (Smith & Raven,
1979). Esto es porque la asimilacién de nitrato o amonio
en aminodcidos no es un proceso de protén neutral; el
metabolismo del malato estd asociado con la regulacién
del pH necesario para esta asimilacién (por ejemplo,
incorporacién del nitrato en aminodcidos en las hojas
consume protones). El dcido mdlico es sintetizado en
la hoja y el malato es transportado a la raiz. Esto deja
protones en la hoja para restaurar el pH (Raven & Smith,
1976). En contraste con las hojas, los frutos importan
amidas, como la glutamina y la asparagina, como su
principal fuente de nitrégeno, y la asimilacién de éstas
en compuestos, tales como los aminodcidos, es neutral en
protones. Por lo tanto, no existe necesidad de la sintesis
de grandes cantidades de malato en respuesta a su
asimilacion (Walker & Chen, 2002).

La mayoria de los estudios sobre el efecto de la nutricién
mineral en la calidad de los frutos han abordado al
nitrégeno y potasio, y para ambos sus efectos varian.
El suministro de nitrégeno afecta el vigor de la planta
y la relacién hoja/fruto; la cual puede afectar, la
maduracién, humedad de fruto y la penetracién de luz
solar al interior del dosel. Por lo tanto, a menudo es
dificil determinar si su efecto es directo o indirecto.

Enuva, unbajoestatusdenitrégeno el vigordelas parras,
y los frutos de estas plantas presentan alto contenido
de solidos solubles y pH, junto con un bajo contenido
de dcido mdlico (Reynard, Zufferey, Nicol, & Murisier,
2011). En albaricoque, el suministro relativamente
bajo de N (80 kg-ha?, en lugar de 150 kg-ha') resulté en
frutos con concentracién de aztcares ligeramente mds
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leaves found in comparable studies (Walker & Chen,
2002). However, in this study (Xin-Juan et al., 2012)
no significant correlations were found between
the different organic acid contents in the fruits of
plants grown using different forms of nitrogen and
the content of the enzymes studied (PEPC, NAD-
MDH and CS), suggesting that other factors, such as
compartmentation, might be involved in determining
differences in organic acid content (Gutierréz-Granda
& Morrison, 1992).

In several studies, an increased potassium supply to
the plant has been found to increase the titratable
acidity of its fruits (Reitz & Koo, 1960; Embleton, Jones,
Pallares, & Platt, 1978; du Preez, 1985; Ruhl, 1989;
Spironello et al.,, 2004; Alva, Mattos, Paramasivam,
Patil, Dou, & Sajwan, 2006). However, in other cases an
increased potassium supply led to either a reduction of
fruit titratable acidity (Vadivel & Shanmugavelu, 1978;
Ramesh-Kumar & Kumar, 2007) or had no effect on
titratable acidity and organic acid contents (Cummings
& Reeves, 1971; Pacheco et al., 2008; Etienne, Génard,
Bancel, Benoit, Lemire, & Bugaud, 2014). In grape, musts
which contain high amounts of potassium also tend to
have high pH and malate content (Ruhl, 1989; Jackson
& Lombard, 1993; Mpelasoka, Schachtman, Treeby, &
Thomas, 2003). Failla, Scienza, and Brancadoro (1996)
found a relationship between potassium and malic
acid at veraison which, however, was not evident in
the ripe berry. The positive correlation between malate
and potassium contents is also demonstrated by the
positive correlation between malate content and ash
alkalinity (that is strongly related to potassium content)
found in ripe fruits (Genevois & Peynaud, 1947a, 1947b;
Souty, Perret, & Andre, 1967; Morrison & Noble, 1990).
It has been suggested that a possible explanation for
the relationship between potassium and organic acid
contents in some fruits is that potassium may have a
role in balancing the charge present on organic acid
anions in the vacuole (Lang, 1983; Lobit, Genard, Wu,
Soing, & Habib, 2003).

Water availability. Excess water supply, resulting from
either excessive rainfall or irrigation, can affect fruit
composition. In over-watered grapevines it appears that
a higher organic acid content of the fruit is brought
about by both a delay in the ripening of the fruit and
excessive growth of the leaves that shade the berries
(Smart & Coombe, 1983; Jackson & Lombard, 1993).
In grape, especially if grown in dry climatic regions,
irrigation can increase titratable acidity and organic
acid content (Esteban, Villanueva, & Lissargue, 1999;
des Gachons, Leeuwen, Tominaga, Soyer, Gaudillere, &
Dubourdieu, 2004; de la Hera-Orts, Martinez-Cutillas,
Lopez-Roca, & Gomez-Plaza, 2005).

When fruits of two cultivars of nectarines from well-
watered and under-watered trees were compared,
it was found that fruits from under-watered plants
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alta y concentracion de dcido mads baja (Radi, Mahrouz,
Jaouad, & Amiot, 2003). En durazno y tomate, mayor
abastecimiento de N resulté en valores mds altos de
acidez titulable e incremento en el contenido de dcido
orgdnico (Davies & Winsor, 1967; Davies, 1964; Jia
et al., 1999); en naranja, también se obtuvo acidez
titulable mads alta (Reitz & Koo, 1960). Por otro lado, el
suministro de N causé reduccién de acidez titulable en
pifia (Spironello, Quaggio, Teixeira, Furlani, & Sigrist,
2004). Otros estudios reportan que no tuvo efecto
significativo ni en durazno ni en kiwi (Cummings &
Reeves, 1971; Pacheco et al., 2008). Ademds, de efectos
varietales (durazno), la forma en que el N es adicionado
afecta el contenido de dcidos orgdnicos de los frutos.

Plantas de tomate cultivadas hidropénicamente,
nutridas con NH,*, mostraron contenidos de citrato
y malato mds bajos en frutos maduros que plantas
nutridas con NO, o NO, + NH,* (Xin-Juan, Qing-Yu, Xiao-
Hui, Shen, & Dong, 2012). No obstante, las diferencias
en la cantidad de malato/citrato observadas en estos
frutos fueron mucho menores que las encontradas en
hojas en estudios comparables (Walker & Chen, 2002).
Sin embargo, Xin-Juan et al. (2012) no encontraron
relaciones significativas entre los contenidos de dcido
orgdnico en los frutos de plantas cultivadas utilizando
diferentes formas de nitrégeno y el contenido de las
enzimas estudiadas (PEPC, NAD-MDH y CS); sugiriendo
que otros factores, como la compartimentacion, pueden
estar involucrados en la determinacién de diferencias
en el contenido de dcido orgdnico (Gutierréz-Granda &
Morrison, 1992).

En varios estudios, se ha encontrado que el suministro
incrementado de potasio a la planta aumenta la
acidez titulable de sus frutos (Reitz & Koo, 1960;
Embleton, Jones, Pallares, & Platt, 1978; du Preez,
1985; Ruhl, 1989; Spironello et al., 2004; Alva, Mattos,
Paramasivam, Patil, Dou, & Sajwan, 2006). No obstante,
en otros casos un abastecimiento mayor de potasio
condujo a la reduccién de la acidez titulable del fruto
(Vadivel & Shanmugavelu, 1978; Ramesh-Kumar &
Kumar, 2007) o al efecto nulo sobre la acidez titulable y
los contenidos de dcido orgdnico (Cummings & Reeves,
1971; Pacheco et al.,, 2008; Etienne, Génard, Bancel,
Benoit, Lemire, & Bugaud, 2014). En uva, mostos que
contienen altas cantidades de potasio también suelen
tener altos pH y contenido de malato (Ruhl, 1989;
Jackson & Lombard, 1993; Mpelasoka, Schachtman,
Treeby, & Thomas, 2003). Failla, Scienza, y Brancadoro
(1996) encontraron relacién entre el potasio y el dcido
madlico en el envero, la cual no fue evidente en la baya
madura. La correlacién positiva entre los contenidos
de malato y potasio es también demostrada entre la
cantidad de malato y la alcalinidad de la ceniza (que
estd fuertemente relacionada a la concentracién de
potasio) encontrada en frutos maduros (Genevois &
Peynaud, 1947a, 1947b; Souty, Perret, & Andre, 1967;
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had a lower amount of both malic and total acids
per fruit (Thakur & Singh, 2011). However, in most
other studies an increased supply of water decreased
the titratable acidity and organic acid content of ripe
fruits. In different citrus species (orange, clementine,
satsuma mandarin) cultivated using different amounts
of water supply, it was found that a lower availability of
water resulted in fruits with a higher titratable acidity
(Yakushiji, Morinaga, & Nonami, 1998; Gonzdlez-
Altozano & Castel, 1999; Brandon, Hockema, &
Etxeberria, 2001; Kallsen, Sanden, & Arpaia, 2011).
Apple and tomato fruits from well-watered plants
had a lower titratable acidity (Mills, Behboudian, &
Clothier, 1996; Veit-Kohler, Krumbein, & Kosegarten
1999). In strawberry, fruits from well-watered plants
and under-watered plants showed differences in
organic acid content, both when expressed on a fresh
and dry weight basis; however, these effects were not
uniform but cultivar dependent (Bordonaba & Terry,
2010). In peach, irrigation did not result in significant
differences in the contents of malic and citric acids,
and did not affect the seasonal pattern of changes in
the content of these acids (Wu, Genard, Lescourret,
Gomez, & Li, 2002).

Hence, the effect of water availability on the organic
acid content of fruits is complex, and this is because
of the interactions with other factors, such as
climatic conditions, cultivar and the time during fruit
development when water stress occurs. In addition,
water supply can increase vegetative growth, which
can have an effect, and increase yield (as result of
larger berries) and slows/delays ripening (Jackson &
Lombard, 1993). The situation is further complicated
because water availability can affect the volume of the
fruits and this causes complications when expressing
data from experiments. For example, a fruit whose
volume has increased as a result of additional water
import will have a lower organic acid content per FW
but its content per DW will be unaltered.

The use of saline water for the irrigation of tomato
resulted in a reduction in fruit growth and yield;
however, the fruit had increased contents of organic
acids, sugars and soluble solids. In addition, there
was an increase in the transcription of a PEPCK gene
(Incerti, Navari-Izzo, Pardossi, Mensual, & Izzo, 2007;
Saito et al., 2008).

Fruit load (source/sink ratio). A different fruit load is
the result of fruit-set, which can be affected by both
environmental and cultivation practices. Fruit thinning
and pruning (including defoliation) are important
tools to regulate fruit load and the source/sink ratio.
An increase in fruit load modifies fruit composition
directly by reducing the amount of sugars and other
nutrients imported into a fruit in a given period of
time. It also changes fruit composition indirectly by

Morrison & Noble, 1990). Se ha sugerido que una
posible explicacién para la relacién entre el potasio y
los contenidos de dcido orgdnico en algunos frutos es
que el potasio puede tener un papel en el equilibrio de
la carga presente en los aniones de dcidos orgdnicos
en la vacuola (Lang, 1983; Lobit, Genard, Wu, Soing, &
Habib, 2003).

Disponibilidad de agua. E1 suministro excesivo de agua,
sea resultante de lluvia o riego excesivos, puede afectar
la composicién del fruto. En vides sobre-irrigadas
parece que el contenido de dcido orgdnico mds alto del
fruto es provocado tanto por retraso en la maduracién
del fruto y por el crecimiento excesivo de las hojas que
sombrean a las bayas (Smart & Coombe, 1983; Jackson &
Lombard, 1993). En uva, especialmente si se cultiva en
regiones climdticas secas, el riego puede incrementar
la acidez titulable y el contenido de &dcido orgdnico
(Esteban, Villanueva, & Lissargue, 1999; des Gachons,
Leeuwen, Tominaga, Soyer, Gaudillere, & Dubourdieu,
2004; de la Hera-Orts, Martinez-Cutillas, Lopez-Roca, &
Gomez-Plaza, 2005).

Cuando los frutos de dos cultivares de nectarinas, de
plantas bien y mal irrigadas, fueron comparadas, se
encontrd que las segundas tuvieron una cantidad mads
baja de dcido mdlico y dcidos totales por fruto (Thakur
& Singh, 2011). Sin embargo, en muchos estudios,
mayor oferta de agua disminuy6 la acidez titulable y
el contenido de dcido orgdnico de frutos maduros. En
diferentes especies de citricos (naranja, clementina,
mandarina satsuma) cultivados usando diferentes
cantidades de agua, se encontré que la disponibilidad
mds baja de agua resulté en frutos con acidez
titulable mds alta (Yakushiji, Morinaga, & Nonami,
1998; Gonzdlez-Altozano & Castel, 1999; Brandon,
Hockema, & Etxeberria, 2001; Kallsen, Sanden,
& Arpaia, 2011). Los frutos de manzano y tomate
provenientes de plantas bien irrigadas tuvieron acidez
titulable mds baja (Mills, Behboudian, & Clothier, 1996;
Veit-Kohler, Krumbein, & Kosegarten 1999). En fresa,
de plantas bien y mal regadas mostraron diferencias
en el contenido de dcido orgdnico, tanto cuando se
expresO sobre la base de peso fresco como cuando
se hizo sobre peso seco, pero estos efectos no fueron
uniformes, sino dependientes del cultivar (Bordonaba
& Terry, 2010). En durazno, la irrigacién no result6 en
diferencias significativas en los contenidos de dcidos
malico y citrico, y no afect6 el patrén estacional de los
cambios en el contenido de estos dcidos (Wu, Genard,
Lescourret, Gomez, & Li, 2002).

Por lo tanto, el efecto de la disponibilidad de agua
sobre el contenido de dcido orgdnico de los frutos
es complejo, y esto es porque las interacciones con
otros factores, tales como las condiciones climdticas,
el cultivar y el tiempo durante el desarrollo del fruto
cuando el estrés hidrico ocurre. Ademads, el suministro
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slowing fruit development and ripening (Jackson &
Lombard, 1993; Poiroux-Gonord, Fanciullino, Bert,
& Urban, 2012). In grape, both a higher juice pH and
soluble solids content together with a lower content
of organic acids are often found in grape berries from
plants with a low fruit load (Jackson & Lombard,
1993; Palliotti & Poni, 2011). However, the results
of such studies are dependent on when the fruit is
sampled. That is whether they are harvested at the
same date or when they have a similar soluble solids
content (similar ripening stage). When berries were
harvested at a similar soluble solids concentration, it
was found that an increase in fruit load delayed the
time at which berries were suitable for harvesting,
and in these berries titratable acidity was reduced,
as were tartaric and malic acid contents (Hummel &
Ferree, 1998). These results suggest that an increase in
crop load decreases the amount of nutrients imported
into a given berry, and this then reduces the amount
of organic acids synthesized in each berry. Similarly,
in kiwifruit yield is negatively correlated with total
titratable acidity at harvest (Famiani, Casulli, Baldicchi,
Battistelli, Moscatello, & Walker, 2012b). In peach and
mango a different behaviour of citric and malic acids
was observed.

At the beginning of growth, fruits with high leaf]
fruit ratio had lower malate and higher citrate
concentrations, whereas near maturity, greater
assimilate supply was related to high malate and
low citrate concentrations Souty, Génard, Reich, &
Albagnac, 1999; Wu et al, 2002; Léchaudel, Joas,
Caro, Génard, & Jannoyer, 2005). In these studies the
comparisons were done on samples collected on the
same date and not at similar stages of development
and ripening; the pattern of changes in organic acid
contents indicate a slower development and late
ripening of fruits growing on shoots with a low leaf]
fruit ratios. However, it appears that fruits from plants
with a higher leafffruit ratio often have a higher
organic acid content, and this may be a result of an
increased import of photoassimilates. In banana, fruit
load had no effects on the accumulation of organic
acids in the fruits (Etienne et al., 2014).

Source-sink relationships can also be altered by
applying compounds that increase the sink strength
of the fruit. For example, the application of growth
regulators which promote fruit growth (such as the
cytokinin-like compounds CPPU and Thidiazuron) alter
the acidity of kiwifruits at harvest (Famiani, Battistelli,
Moscatello, Boco, & Antognozzi, 1999). However, this
change in acidity appears to be a result of earlier
ripening, and the effects of these plant growth
regulators are dependent on both the time of their
application and the concentration that is used (Cruz-
Castillo et al., 2014).

Revista Chapingo Serie Horticultura | Vol. XXI, niim. 2, mayo-agosto 2015.

de agua puede incrementar el crecimiento vegetativo,
lo que puede tener algin efecto, e incrementar el
rendimiento (como resultado de bayas de mayor
tamafio) y desacelera/retrasa la maduracién (Jackson &
Lombard, 1993). Esta situacion es atin mds complicada
porque la disponibilidad de agua puede afectar el
volumen de los frutos, y esto causa complicaciones
cuando se expresan los datos de los experimentos. Por
ejemplo, un fruto cuyo volumen se ha incrementado,
como resultado de la importacién adicional de agua,
tendrd menor contenido de dcido orgdnico por PF, pero
su contenido por PS estard sin alteracién.

El uso de agua salina para la irrigacién de tomate
resulté en reduccién del crecimiento y rendimiento
del fruto, sin embargo, el fruto habia incrementado
los contenidos de dcidos orgdnicos, azucares y sélidos
solubles. Ademds, hubo aumento en la transcripcién de
un gen PEPCK (Incerti, Navari-Izzo, Pardossi, Mensual,
& Izzo, 2007; Saito et al., 2008).

Carga de fruto (relacién fuente/sumidero). La carga
diferente de fruto es el resultado del amarre, lo que puede
ser afectado tanto por las prdcticas ambientales como
las de cultivo. El raleo de frutos y la poda (incluyendo la
defoliacién) son herramientas importantes para regular
la carga de frutos y la relacién fuente/sumidero. Un
incremento en la carga de fruto modifica la composicién
directamente mediante la reducciéon de la cantidad
de aztcares y otros nutrientes importados al interior
en un periodo de tiempo dado. Indirectamente,
también cambia la composicién del fruto mediante la
desaceleracién del desarrollo y 1a maduracién (Jackson
& Lombard, 1993; Poiroux-Gonord, Fanciullino, Bert, &
Urban, 2012). En uva, el pH mds alto en el jugo y la
cantidad de s6lidos solubles, junto con un contenido
de dcidos orgdnicos mds bajo, son frecuentemente
encontrados en bayas provenientes de plantas con una
baja carga de frutos (Jackson & Lombard, 1993; Palliotti
& Poni, 2011). Sin embargo, los resultados de tales
estudios dependen de cudndo se muestrea la fruta; es
decir, si son cosechadas en la misma fecha o cuando
tienen contenido similar de soélidos solubles (etapa
similar de maduracién). Cuando las bayas se cosecharon
a concentracion similar de sélidos solubles, se encontrd
que el incremento en la carga del fruto retrasé el
tiempo en el cual estas estuvieron adecuadas para la
cosecha, y su acidez titulable fue reducida, asi como lo
fueron los contenidos de los dcidos tartdrico y mdlico
(Hummel & Ferree, 1998). Estos resultados sugieren que
el aumento en la carga del cultivo disminuye la cantidad
de nutrientes importados al interior de la baya; lo que
reduce la concentracién de dcidos organicos sintetizados
en cada fruto. Similarmente, en kiwi el rendimiento estd
negativamente correlacionado con la acidez titulable
en la cosecha (Famiani, Casulli, Baldicchi, Battistelli,
Moscatello, & Walker, 2012b). En durazno y mango se
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Conclusions

The aims of this review were to give a clear overview of
the occurrence, metabolism and functions of organic
acids in fruits, together with an outline of how different
environmental conditions and cultivation practices
can alter their contents. The following points can be
emphasized.

The observation that organic acid concentration (mg-g’
FW) decreases during ripening can be misleading. This
is because in many fruits this decrease is not brought
about by the metabolism of the organic acid but by
an increase in the weight of the fruit caused by its
expansion. If there is an actual dissimilation of malate/
citrate during ripening, their metabolic fate can be
respiration, gluconeogenesis, amino acid synthesis/
transformations, synthesis of secondary products
and/or the production of ethanol by fermentation. If
gluconeogenesis occurs, then it appears that in most
fruits the PEPCK and not the PPDK pathway is utilized.

Although much progress has been made in
understanding the metabolism of malate and citrate
metabolism in fruits, many questions remain to be
answered. The reason why gluconeogenesis occurs in
fruits is one such question. To further understand this
requires a combination of biochemical and molecular
approaches. For example, metabolic studies in tomato
plants with reduced amounts of PEPCK in their fruits
have provided useful information on the pathways
of gluconeogenesis in tomato fruit (Osorio et al,
2013). In fruits both PEPCK and PEPC are present in
the cytosol of the same cells (Famiani et al., 2005).
PEPC functions in the conversion of PEP to malate
and PEPCK functions in the reverse reaction. To
understand how the activity of these enzymes are
coordinated will require biochemical approaches as
was used to study the regulation of these enzymes in
CAM plants (Walker & Chen, 2002). Another example
of an important gap in our knowledge of malate
metabolism in fruits is how malate transport across
the tonoplast is regulated. Molecular approaches have
identified homologues of malate transporters in fruits
(Etienne et al., 2013). However, to understand how the
activity of these transporters is regulated will require
biochemical studies using, for example, assays of
their activity in systems in which the transporters are
reconstituted into lipid vesicles. Such studies could
investigate the effects of metabolite effectors and
phosphorylation of the transporter. There have been
no such studies in fruits.

In several cases how environmental and agronomical
factors bring about changes in the organic acid
content of fruits is not simple. This may be due in
part to the fact that these factors can often change
conditions other than the one which is being studied

observé un comportamiento diferente de los dcidos
citrico y malico.

Al principio del crecimiento, los frutos con alta
relacién hoja/fruto tuvieron concentraciones mds
bajas de malato y mds altas de citrato; mientras que
cerca de la madurez, mayor suministro de asimilados
fue relacionado con altas concentraciones de malato
y bajas de citrato (Souty, Génard, Reich, & Albagnac,
1999; Wu et al., 2002; Léchaudel, Joas, Caro, Génard, &
Jannoyer, 2005). En estos estudios las comparaciones
fueron hechas sobre muestras colectadas en la
misma fecha, y no en etapas de desarrollo y madurez
similares. El patrén de cambios en el contenido
de dcidos orgdnicos indican desarrollo mds lento y
maduracién tardia de los frutos que crecieron en
brotes con relacién hoja/fruto baja. Sin embargo,
parece que los frutos provenientes de plantas con
relacién hoja/fruto mds alta, frecuentemente tienen
contenido de dcidos orgdnicos mds alto, y esto puede
ser resultado del aumento en la importacién de
fotoasimilados. En pldtano, la carga de fruto no tuvo
efectos sobre la acumulacién de dcidos orgdnicos en
ellos (Etienne et al., 2014).

Las relaciones de fuente-demanda también pueden
ser alteradas por la aplicacién de compuestos que
incrementan la fuerza de los frutos. Por ejemplo,
la aplicacién de reguladores del crecimiento que
promueven el crecimiento (como los compuestos
similares a citocinina CPPU y Thidiazuron) alteran la
acides del kiwi al momento de la cosecha (Famiani,
Battistelli, Moscatello, Boco, & Antognozzi, 1999).
Sin embargo, este cambio en acides parece resultar
de una madurez temprana, y los efectos de estos
reguladores dependen del tiempo de aplicacién y de la
concentracion aplicada (Cruz-Castillo et al., 2014).

Conclusiones

Los objetivos de esta revision fueron proveer una
resefia clara de la ocurrencia, el metabolismo y las
funciones de los dcidos orgdnicos en los frutos, junto
con un resumen de cémo las diferentes condiciones
ambientales y las prdcticas de cultivo pueden alterar
su contenido. Los siguientes puntos pueden ser
enfatizados.

La observacién referente a la disminuciéon de la
concentracion de dcido orgdnico (mg-g* de PF) durante
la maduracién puede ser engafiosa. Esto es porque en
muchos frutos esta disminucién no es provocada por el
metabolismo del dcido orgdnico sino por el incremento
en el peso del fruto causado por su expansion. Si existe
una verdadera desasimilacién de malato/citrato durante
la maduracién sus destinos metabdlicos pueden ser
respiracién, gluconeogénesis, sintesis/transformaciéon
de aminodcidos, sintesis de productos secundarios y
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(e.g. an increase in light exposure also increases
temperature; a high fruit load can delay ripening).
However, the effects of temperature are understood
in a number of situations. The light likely has a
direct effect on organic acids. For a given type of
fruit the cultivar has a large and reproducible effect
on organic acid content. However, in different fruits
it appears that different mechanisms (e.g. metabolic
pathways or transport processes at the tonoplast) are
responsible for these differences. Further studies,
using a combination of physiological, biochemical
and molecular approaches, are necessary to further
understand the mechanisms responsible for these
differences. An understanding of these mechanisms
would be of assistance in both genetic improvement
programs and in the optimization of cultural practices.
For many species/genotypes, an increased fruit load
decreases the organic acid content of the fruits. The
direct effects of cultural practices such as irrigation
and the application of fertilizers are complex. Often
their effects are variable, and this is because there are
interactions with other environmental and cultural
factors. Therefore, detailed studies are required to
define the effects of a given cultural practice under
different environmental and cultural conditions.
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