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Proteomics and its Response to Abiotic Stress 
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CSIC - Nutrición de Cultivos Frutales (NCF) 

El Grupo NCF aborda tanto la investigación aplicada como básica, con el fin de evitar la incidencia de las  
alteraciones fisiológicas en especies hortofrutícolas, buscando nuevas estrategias de fertilización foliar, a la  
vez que caracteriza la influencia de los tratamientos en la morfología de los tejidos y superficies foliares (SEM,  
TEM, histología) y en sus propiedades fisico-químicas y bioquímicas.. El grupo tiene fuertes vínculos con  
empresas productoras de frutas y de fertilizantes, y cabe hacer notar el interés de ambos sectores (el químico  
y el agrícola) en la búsqueda de estrategias sostenibles para mitigar la incidencia de las alteraciones  
relacionadas con el calcio. 

Los objetivos del grupo son: 

 El desarrollo de técnicas agronómicas para mejorar la calidad de fruto 

 El desarrollo de técnicas no destructivas para evaluar la calidad de fruto 

 El estudio del metabolismo de calcio en frutales y el desarrollo de estrategias de tratamientos foliares 

 El desarrollo de tratamientos físicos postcosecha para disminuir la incidencia de fisiopatías 

 El estudio de la proteómica del fruto y de sus alteraciones fisiológicas 

 El estudio de alérgenos del fruto 

 
Proyecto Life+ Multibiosol: Comienzan las pruebas de un nuevo mulching biobasado,  
biodegradable y aditivado 

En el marco del proyecto Life+ Multibiosol, coordinado por Aitiip Centro Tecnológico, y en  
el que la EEAD-CSIC es líder en los ensayos de campo, se quiere afrontar este reto  
tecnológico y ecológico, desarrollando un film biobasado, biodegradable y que además  
mejore las propiedades del suelo. Para ello se han iniciado las pruebas con hasta 10  
materiales distintos, que tienen un grosor de 20 micras aproximadamente, añadiendo  
además oligoelementos que mejorarán la nutrición de las plantas, aportándoles más  
vigor. 

El objetivo de esta prueba de campo es comprobar su resistencia, biodegradabilidad y los efectos de los oligoelementos sobre la  
planta y la tierra. 
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Alérgenos en la manzana y bitter pit 

El bitter pit es un desorden fisiológico que sufren las manzanas, peras y  
membrillos y está asociado a la absorción del calcio por el fruto o a la falta de  
ella. 

Los desequilibrios en la nutrición cálcica inducen la aparición de manchas en  
las frutas (manzanas, peras y melocotones) en las que, el grupo NCF del CSIC  
ha encontrado distintas proteínas que se han identificado como alérgenos  
que pueden provocar reacciones anafilácticas en personas sensibles. 

En el presente estudio, se aislaron muestras de tejidos de manzana sanos y  
afectados por bitter pit. Se analizó el perfil de proteínas de estas muestras  
por la tecnología DIGE (expresión diferencial de proteínas por electroforesis  
bidimensional). Los péptidos se separaron por cromatografía líquida (LC) y  
se identificaron por espectrometría de masas LTQ-Orbitrap. Mediante el uso  
de colorantes de cianina (fluorófobos), es posible en un mismo desarrollo  
electroforético, distinguir diferentes muestras de proteínas, puesto que cada  
una de ellas está coloreada con una tinción característica. 

Krawitzky M, Orera I, López-Millán AF, Oria R, Val J. (2016) Identification of bitter pit protein markers in Malus domestica using  
differential in-gel electrophoresis (DIGE) and LC–MS/MS. Postharvest Biology and Technology 111:  224-239. 
DOI: 10.1016/j.postharvbio.2015.09.006 

IX Simpósio Ibérico Maturaçao e Pós-Colheita 

Los miembros del Grupo de Investigación, participaron en el IX Simpósio  
Ibérico Maturaçao e Pós-Colheita, organizado en Lisboa por la Associação  
Portuguesa de Horticultura (APH). 

 
Se expusieron los siguientes trabajos desarrollados por el grupo: 

 
• LIFE  MULTIBIOSOL:  Plástico  biobasado,  biodegradable  y aditivado 

para una agricultura sostenible. Resultados preliminares. 

• Tratamientos físicos de bajo impacto para mitigar alteraciones  
fisiológicas de las manzanas. 

• Minerals markers for distinguishing fruit physiological disorders. 

                                    Contacto: jesus.val@csic.es   Telephone +34 976716139 

http://dx.doi.org/10.1016/j.postharvbio.2015.09.006


Proyecto CDTi “ManzImpacto: reducción de fisiopatías en manzana mediante la  
aplicación de tratamientos postcosecha combinados de bajo Impacto” 

El grupo de investigación NCF participa en un Proyecto  
CDTi concedido a la empresa SAT DYMA cuyo objetivo  es 
prolongar la vida útil de tres variedades de manzana:  
Golden, Verde Doncella y Reineta que se caracterizan por  
una elevada calidad comercial, nutricional y  
organoléptica y al mismo tiempo presentan una alta  
susceptibilidad a fisiopatías. Así pues, el objetivo general  
de este proyecto consiste en la reducción de fisiopatías  
de estas tres variedades de manzana mediante la  
aplicación de tratamientos combinados (choques  
térmicos + pulsos de bajo oxígeno) e inhibidores de  
etileno (1-MCP) así como la optimización de la  
conservación a través del control de estrés de anoxia  
mediante un sistema de atmósferas controladas  
dinámicas. 

En este proyecto se han desarrollado estrategias para la  
aplicación de tratamientos LOT (Low Oxygen Treatment)  
que han permitido proponer soluciones innovadoras de  
aplicación industrial. 
 

Clases del Grado en Ciencia y Tecnología de los Alimentos de la Universidad de  
Zaragoza en la EEAD 

Alumnos del grado en Ciencia y Tecnología de los Alimentos de  
la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza se  
desplazan a la Estación Experimental para recibir tres clases  
magistrales en la asignatura del curso 2015-2016: ‘Intensificación  
en el sector de frutas y hortalizas’. 

 

El científico de la EEAD-CSIC que colabora en esta actividad  
docente es Jesús Val, que en calidad de Director del Instituto,  
imparte una charla titulada “Presentación Institucional de La  
Estación Experimental de Aula Dei – CSIC. Como investigador  
experto en el metabolismo del calcio en frutales y en sus  
alteraciones fisiológicas asociadas, imparte otros dos  
seminarios titulados: “Calcio y calidad de fruto de especies  
leñosas: teoría y práctica” y “Nutrición y conservación  
postcosecha de manzana y melocotón”. 
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The incidence of fruit physiological disorders that cause 
corky spots, such as bitter pit and lenticel blotch pit in 
apples and other alterations in different plant species, 
impair the organoleptic and aesthetic quality of the 
fruit and cause serious losses in production. 
 

Calcium is a key element involved in the development 

of such disorders and in fruit quality. 
 

Plant tissues with high calcium levels fall later in 
senescence and are more resistant, not only to the 
incidence of corky spots, but also to pathogen attack. 



Calcium differentiates plant cells 



• Causing major economic losses (harvest, post-harvest, etc.) 

• More than 30 described in different horticultural commodities (Shear, 1975) 

Occurrence of Ca-related disorders in horticultural commodities 

Calcium (Ca)  Essential & rather immobile ← transpiration flow  

•  Key for plant growth, development & reproduction:  

• role in e.g.: circadian rhythms, immunity, redox state, hormone 
biosynthesis, signalling & signal transduction, biotic & abiotic stress 
responses (Hong-Bo et al., 2008) 

• In fruits: structural role in keeping cell wall integrity (Manganaris et al, 2005) 

Why calcium is so important? 



Calcium Homeostat Why calcium is so important? 



Calcium Homeostat Why calcium is so important? 



Signaling Why calcium is so important? 



Calcium transport  in fleshy fruits 

Fruit calcium uptake is very low 
Shoot 

Phloem Xylem 

Fruit 

Old leaf 

Young leaf 



Calcium transport  in fleshy fruits 



• Blossom end rot (Tomato, Pepper, …) 

• Vitrescency (Melon, Apple, …) 

• Tip Burn (Lettuce) 

• Bitter pit (Apple) 

• Cracking in Stone Fruit (Peach, Cherry, …) and citrus 

• Black Heart in celery 

• Senescency in flowers 

• Vitrescent dark spot in peaches 

 

Calcium Related Physiological Disorders of Fruits and Vegetables 



Calcium related physiological disorders: 
Lenticel blotch pit & bitter pit in golden cvs 



Bitter pit in Reinette 



Peach: Vitrescent Dark Spot 



May occur through: 
 

• Cuticle 
• Cuticular cracks & 

imperfections 
• Stomata and lenticels? 
• Thrichomes & specialised 

epidermal cells 

Theory 

Fruit surface penetration 

Lenticels 

Cuticle 

Foliar fertilization to the fruit 



Formulation design strategy 

Purpose 
e.g.,↑fruit quality, control 

deficiencies 

Target plants/organs 
e.g., fruits or leaves 

Formulation 
components 

Active ingredients 

Mode of application 
e.g., Droplet size, fruit surface 

treatment,…  

Timing of 
treatments 

Parameters  
to assess treatment performance 

Physical-chemical 
properties 

Adjuvants 

Environmental conditions 

Contact: jesus.val@csic.es 



• A commonly used agricultural practice 

• Good method when nutrient demand > root absorbing capacity  

• Alternative method e.g., in conditions  insolubility/low 
availability 

• Complementary strategy to root application 

•  It  has great potential, since: 

• Environmentally-friendly strategy  
  limited run off & water-soil contamination risks 

• Target-oriented strategy  
  aerial plant organs can be directly supplied accurate 
doses 

• As complementary strategy can help cut down costs and rise 
agricultural returns  

Foliar fertilization to the fruit 



In practical terms: 

 

• Increasingly used in agriculture 

• Chiefly to supply nutrients of reduced mobility (e.g., Fe, Mn, Zn, 

Ca…) 

• Traditionally used to control punctual deficiencies 

• Important tool for horticultural industry to supply nutrients to 

sink organs (e.g., Ca sprays & fruit quality)  

• Generally positive but maybe, no plant response  

• Also, risk of leaf/plant surface damage associated with: 
• Spray formulation (e.g., ↑[active ingredients; surfactants…])  

• Environmental conditions (e.g., burn due to sun 
exposure,….) 

• Plant related factors (e.g., leaf or fruit phenology,…) 

  

Foliar fertilization to the fruit 



• Ca sprays, especially as chloride or nitrate, are recommended and 
implemented worldwide as a routine measure of protection to avoid 
localized Ca deficiency in the fruit and improve its quality. 
 

• Foliar Ca applied to the leaves  cannot be transported to the fruit, 
therefore, it does not contribute to an appreciable increase of Ca in 
this organ (Kohl, 1966). 
 

• Ca must be applied directly to the surface of the fruit. 

Foliar calcium fertilization to the fruit 







Concentración de Ca2+ en pulpa y piel de manzanas Golden tratadas con calcio en aspersión 
foliar siguiendo 3 estrategias. Las flechas indican la aplicación de calcio 





Foliar calcium fertilization to the fruit 



Foliar calcium fertilization to the fruit 
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Bitter pit incidence during 3 moths of cold storage  

Control

1% CaCl2 + Tween 20

1% CaCl2 + AUA

0.5% Ca-organic_salt + AUA

1 % Ca-organic_salt + AUA



    Tratamiento: CaCl2 0,5% Calcio            nº aplicaciones 

    Testigo (sin tratar) 0 

   + Tween 20 1 

   + Tween 20 3 

   + Goma Tara  1 

   + Goma Tara  3 

Smothee Golden Delicious/M9   (2012) 
Tratamientos: 10 de julio, 10 de agosto y 31 de agosto 
Recolección: 10 de septiembre  

Foliar calcium fertilization to the fruit 



Ca Mg K 
Testigo 

p
u

lp
a 

3,15 4,93 165,60 

Tween 20 (1 aplic.) 4,27 4,80 154,46 

Tween 20 (3 aplic.) 4,16 5,08 172,97 

Goma Tara (1 aplic.) 3,26 5,00 173,17 

Goma Tara (3 aplic.) 4,23 5,31 168,87 

Significación ns ns ns 

Testigo 
p

ie
l 

16,86a 39,39b 292,75 

Tween 20 (1 aplic.) 22,35ab 35,22ab 278,45 

Tween 20 (3 aplic.) 30,55bc 30,31a 271,41 

Goma Tara (1 aplic.) 18,57a 31,67ab 287,36 

Goma Tara (3 aplic.) 35,64c 27,86a 296,14 

Significación 0,001 0,023 ns 

Valor medio de Ca, Mg y K (mg 100 g-1 materia fresca) en pulpa y piel de manzaa Smoothee 

Golden delicious, en recolección (10/09/2012) de los frutos de manzanos tratados en aspersión 

foliar con CaCl2 [0.5% Ca (p/v)] y dos adyuvantes, en una y en tres fechas. 

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas del 95% entre medias aplicando el test de 
separación de medias de Waller Duncan (p≤0,05). 

Foliar calcium fertilization to the fruit 
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Index de calciopatías 
(Bitter pit y Plara), teniendo en cuenta la severidad y la superficie del fruto afectados 



 En especies frutales leñosas adultas, de forma general, la única vía de 
aportar calcio al fruto es mediante tratamientos foliares. 

 Únicamente se han utilizado formulaciones que contienen compuestos de 
origen natural, no tóxicos, que no revisten riesgo para la salud. 

 En este contexto, el uso de los adyuvantes adecuados permite la reducción 
de la cantidad aplicada de fertilizantes de calcio.  

 La determinación de la fecha óptima de aplicación permite reducir el 
número de aplicaciones para conseguir la eficacia máxima. Esto permite el 
ahorro de materias primas, costes culturales en mano de obra y tiempo de 
uso de maquinaria. 

 Se ha comprobado que el uso de tratamientos foliares de calcio reduce la 
aparición de infecciones por Monilia, lo que implica una menor necesidad 
de uso de fungicidas durante el desarrollo del fruto –en postcosecha no 
está permitido el uso de antifúngicos- 

Conclusions 

Foliar Calcium fertilization to the fruit 



When spots appeared? 
 
Method 1. Mg2+ Infiltrations 

Prediction of calcium related 
disorders in fruits 



Chemical induction of corky spots 

 Vacuum Mg2+ Infiltrations 

♦ Mg 0.12% 

Vacuum (1 min) 

Sumerged (15 min) 



Prognosis Calciopatías 



3                      6                      15      
Days after infiltration 

Prognosis Calciopatías 



Can we see calcium inside the fruit? 

Method 2. Specific Ca staining 



Tools for studying the distribution of calcium inside the fruit 

Selective staining of calcium in fruit slices (patented) 



Tools for studying the distribution of calcium inside the fruit 

Selective staining of calcium in fruit slices (patented) 



Herramienta para el estudio de la distribución del Calcio 

Tinción selectiva de calcio en secciones de fruto (patentado) 











Herramienta para el estudio de la distribución del Calcio 

Tinción selectiva de calcio en secciones de fruto (patentado) 

Bitter pit en Reineta 



But… 
 
Where the spots appeared? 

Method 3. Subdermal oxalate injections  



 INJECTIONS 

♦ 0.4% ammonium oxalate 

Zona calicina

Zona central

Zona peduncular

Chemical induction of corky spots 

Tools for studying the distribution of calcium inside the fruit 





 INJECTIONS 

♦ 0.4% ammonium oxalate 

Selective staining of calcium in fruit slices 

Chemical induction of corky spots 

Tools for studying the distribution of calcium inside the fruit 





 We have developed procedures for modeling bitter pit development                    
(i.e. Mg infiltration & oxalate injection) 

 We have optimize methods for bitter pit prognosis 
 We discovered a differentiated new population of starch grains 
 We discovered a new 18 kDa protein in bitter pit tissues 
 A novel method to reveal Calcium distribution in fruit has been published and 

patented 
 But, to be effective in apples, Calcium has to be applied at high rates which is 

phytotoxic 
 

In summary: 
 
 It is a tough task to deal with bitter pit 
 
 However, novel treatments  with Polysaccharide food additives (AUA) plus Ca, 

seem promising in alleviating Ca-toxicity  and permitting Ca-treatments increase 
fruit quality (patent pending procedures) 

 

Trends in calcium treatments 



Minerals markers for distinguishing 
fruit physiological disorders 

Díaz, A., Redondo, D. & Val, J. 
Plant Nutrition Department 

Estación Experimental de Aula Dei EEAD - CSIC 
e-mail: jesus.val@csic.es 

Lisboa, november 3th 2016 

mailto:jval@eead.csic.es


Late-season peach Cvs; 
Aragón, Spain (Val, 2009) 

Vitrescent dark spot 
affected tissue (x 50; 
Fernández, 2009) 

Sound tissue (x 50; Fernández, 2009) 

Vitrescent Dark Spot: a Ca-related disorder of peaches (Val, 2007; Val et al. 2009) 



Agronomic factors ↑ risk, e.g. (Tomala, 1999; Terblanche, et al., 1980):  

• Thinning, N, K fertilisation, low crop load or excesive irrigation 

Fig 1. Apple bitter pit & corky spots  (Val, 2008) Fig 2. Vitrescent dark spot in peach (Val, 
2007; Val et al. 2009) 

• Causes: not fully understood 

• Incidence related to Ca metabolism & fruit growth & development (Quotation…); 
Suggested e.g.: (Ferguson and Watkins, 1989) 

•↑giberellins (Gib) or Gib/ABA imbalances  environmental factors (Saure, 2005)  

•Problems associated with Ca+2 transporters (Park et al., 2005)   

Vitrescent Dark Spot: a Ca-related disorder of peaches (Val, 2007; Val et al. 2009) 



• The ‘Corky Spot’ disorder is characterized by large areas of brownish skin.  

• Damage seems to begin on the skin and then evolves into the core.  

• At early stages it is like a russeting of the skin.  

• Its appearance is dehydrated with a brown coloration.  

• Pulp is dark, matt, dry and corky, while VDS has always a wet pulp with a shinny appearance. 

Corky spot advanced stage 



Fruit tissue Ca Mg K 

Sound 2.51  a 5.19  a 99.86  a 

Bitter Pit (BP) 6.74  ab 43.34  c 150.25  b 

Adjacent to BP 2.36  a 6.20  a 105.52  a 

Mg like BP 10.73  bc 63.28  d 120.58  ab 

Adjacent to Mg like BP 3.36  a 15.42  ab 116.87 ab  

Oxalate like BP 12.86  c 21.25  b 121.97  ab 

Adjacent to Oxalate like BP 3.53  a 5.61  a 106.82  a 

Means in columns followed by the same letter do not differ (P ≤ 0.05) according to the Waller-Duncan test 

Ca, Mg y K (mg 100g-1 de fresh matter) concentration of several apple tissues:  sound pulp from 

an intact, unaffected fruit; bitter pit affected spot, adjacent pulp to bitter pit areas, bitter pit like 

spots induced by vacuum infiltration of Mg salts; bitter pit like corky tissues induced by 

ammonium oxalate subdermic injections and adjacent pulp (Díaz et al., 2006). 

Minerals markers for distinguishing apple physiological disorders: 

naturally occurred or chemically induced 



X 12 X 8 

X 3 

X 4 X 5 

X 4 

X 1.5 X 1.2 X 1.2 

Minerals markers for distinguishing apple physiological disorders: 
naturally occurred or chemically induced 



Fruit tissue Ca Mg K 

Sound 3.42  ab 6.77  a 188.80  a 

Vitrescent Dark Spot (VDS) 3.45  ab 10.10  a 186.26  a 

Adjacent to VDS 4.57  b 6.84  a 200.86  a 

Corky Spot (CS) 3.54  ab 15.96  b 690.59  b 

Adjacent to CS 2.87  a 9.33  a 261.02  a 

Ca, Mg y K (mg 100g-1 de fresh matter) concentration of several peach tissues:  

sound pulp from an intact, unaffected fruit; Vitrescent Dark pulp affected spot, 

adjacent pulp to Vitrescent Dark areas, Corky Spot; adjacent pulp to Corky Spot 

areas 

Means in columns followed by the same letter do not differ (P ≤ 0.05) according to the Waller-Duncan test 

Minerals markers for distinguishing peach physiological disorders: 

all naturally occurred 



X 1,2 X 1.6 X 1 X 1,2 

X 1,5 X 1 X 2.4 X 1,4 

X 1,4 X 3,7 X 1 X 1 

Minerals markers for distinguishing peach physiological disorders: 
all naturally occurred 



Conclusions 

• Visual appearance of peach fruits affected by ‘vitrescente dark spot’ (VDS) 
and its mineral pattern composition, differentiates this disorder from other 
calcium related alterations in fruits and vegetables.  
 

• Specifically, bitter pit patterns described by this very research team, 
resemble close to those obtained from peach tissues affected by the new 
disorder provisionally  called ‘corky spot’ (CS) of late season peach cultivars  
 

• Success in alleviating calcium related disorders in apples by foliar sprays has 
not been equally effective to decrease VDS of late season peaches, so far. 
However, efficiency to mitigate the new CS by calcium fertilization 
strategies has been demonstrated. 
 

• This new CS disorder has becoming a serious problem in recent years, 
causing serious losses in crop production, distribution, marketing and 
consumer sales.  Therefore, it is of great interest to continue the 
investigation of the causes of these physiological changes and cultural 
methods that can help to mitigate them. 



del laboratório al campo 







Testigo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tratamiento 

Transferencia a empresas 
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Optimizadas estrategias de fertilización foliar con calcio. Grupo del CSIC Nutrición 
de Cultivos Frutales de la EEAD 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
En el campo: 

 
Plantaciones comerciales de manzano con mínima incidencia de BP y otras 
alteraciones fisiológicas. 

 

En Melocotón tardío de Calanda se evita la aparición mancha vitrescente y 
corchosidad. 
 
Mayor firmeza para mejorar aptitudes para el transporte a larga distancia 
(exportación) sin perder ni propiedades organolépticas ni textura 

Calcio para mejorar las frutas y la salud 



 Recuento de calciopatías (Index de calciopatías) 

Índice de calciopatías observadas (Bitter Pit y Plara), teniendo en cuenta el grado y la superficie del fruto afectado, según la ecuación:  

[(frutos sanos x 0)+(frutos calciop. grado 1x1)+(frutos calciop. grado 2x2)+(frutos calciop. de grado 3x3)+(frutos calciopatías grado 4x4)]/5 
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Manzana Reineta Gris (13/02/2013). Ensayo Calcio

Transferencia a empresas 



Conclusiones 

 Se consiguió aumentar el contenido de calcio en piel, obteniéndose los niveles 
más altos del nutriente en aquellos frutos procedentes de árboles a los que se 
habían realizado tres aplicaciones de calcio. 

 Realizar varias aplicaciones en una horquilla estrecha de tiempo para 
asegurar que todos los frutos han recibido el tratamiento en la fecha en la 
que la absorción del elemento por parte del fruto es más alta. 

 Se redujo la incidencia de fisiopatías (Bitter pit y Plara) en aquellos frutos a los 
que se habían realizado tres aplicaciones de calcio. 
 

 Los que únicamente habían recibido una aplicación del elemento se 
mantuvieron con el índice más elevado de fisiopatías.  

 Habría que seguir ensayando para optimizar tanto el momento de 
aplicación, como el número de tratamientos realizados. 

Transferencia a empresas 



Proteínas, alergias y calcio en las frutas  

Jesús Val 
Departamento de Nutrición Vegetal 

Estación Experimental de Aula Dei - CSIC 
e-mail: jesus.val@csic.es 

mailto:jval@eead.csic.es


Alergia a frutas y verduras 



Descubrimos una proteína de  

18 kDa en las manchas de bitter 
pit 



Caracterización de la proteína  de 18 kDa 



Comparaciones 

(Manchas naturales e inducidas, manzana sana) 



Confirmación de alergenicidad 

Analisis MALDI-TOF/TOF 
 
 
Identificadas por primera 
vez los dos principales 
alergenos de la manzana 
(Mal d 1  and Mal d 2) en 
las manchas de bitter pit 
 
 



Evolución de isoenzimas de la variedad  
Reineta (desde flor hasta cosecha) 

Peroxidasa Polifenoloxidasa 

    Disminución de la intensidad de color conforme avanza el 
desarrollo del fruto.  

    Mayor actividad de las isoenzimas estudiadas en los 
estadios iniciales de la evolución del fruto. 









Ca-related disorders Foliar fertilization to the fruit 
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