
 

 

  
 
 

 

 

 

Aplicación transversal del análisis 

metabolómico al sistema productivo de 

mandarinas 

 

 

Ignacio Migues Borghini 
 

Tesis de Doctorado 
 
 
 

Presentada como uno de los requisitos para el título de 
 
 
 

Doctor 
 
 
 
 

Programa de Posgrado en Química de la Facultad de Química 

Universidad de la República 

Programa de Desarrollo de Ciencias Básicas  

Abril 2026 



 

 

  
 
 

 

Aplicación transversal del análisis metabolómico al sistema 

productivo de mandarinas 

 

 

 

 

Tribunal: 

 

 

 
Facundo Ibáñez 

 

 
 

Eduardo Boido 

 
 

 

Eduardo Dellacassa 
 

 

 
 

 

 
Horacio Heinzen, Director 

 

 
 

Guillermo Moyna, Director 

 



 

 

  
 
 

Facultad
de Química
UDELAR-Uruguay

ACTA DEFENSA DE TESIS V 03.
2025/01/27

CARRERA DE ROSGRADO DOCTORADO

NOMBRE:
ESTUDIANTE IGNACIO MIGUES

C.I.
4.249.040-t

LUGAR FECHA HORA
DEFENSA Facultad de Quimica 12:3028/4

TITULO DE ".Aplicacion transversal de la metabolómica al sistema
productivo de mandarinas".

DICTAMEN1 CALIFICACIÓN Excelente (E)

JUSTIFICACIÓN
En la defensa de su trabajo de tesis, para obtener el título de Doctor en Química, el estudiante mostró
solvencia y criterio en la elección de los ejemplos, metodología y presentación de los resultados que
obtuvo. Considerando la cantidad de información generada, se pudo reconocer el esfuerzo realizado por el
estudiante en su intento por mostrar la mayor cantidad de información, pero en una forma lógica y didáctica.
Lo que es apreciado por el tribunal, considerando que en esta etapa sólo el estudiante, y sus supervisores,
pueden tener una comprensión en detalle de lo mostrado. En consecuencia, se puede afirmar que la
presentación oral no solo representó cabalmente el trabajo realizado y dió una imagen global del mismo.
Por otra parte, en la etapa en la que el estudiante fue cuestionado por los integrantes del tribunal sobre
aspectos particulares del trabajo, el estudiante fue claro y concreto en sus respuestas mostrando
mayoritariamente conocimiento no sólo sobre sus objetivos sino también acerca de las bases
metodológicas que lo llevaron a decidir que sus resultados suman un aporte relevante al conocimiento en

su área de especialización. Estos aspectos, en conjunto, permiten percibir madurez en la formación del
estudiante hacia su nueva realidad como investigador independiente y motivaron a los integrantes del
tribunal a concederle la distinción de excelente  a su tesis de doctorado

DIRECTORES DE TESIS
(nombres/y firmas)

fo Vnte
TRIBUNAL
(nombres y firmas originales en la misma hoja)

E. s
EDUALDO BOIDO

5. MOYNA

Eer Reds
FRCUNDD ISont

1 La Tesis podrá resultar:
a) Aprobada con los siguientes conceptos: Excelente (E); Muy Bueno (MB); Bueno (B); Aceptable (A).
b) Reprobada con los siguientes conceptos: Insuficiente (I); Muy Insuficiente (MI).

Página 1 de 1



 

 

 iv 
 
 
 

 



 

 

 v 
 
 
 

Este trabajo está dedicado a mi familia, mi pilar fundamental… por enseñarme el valor del 

esfuerzo y a poner mi corazón en todo lo que hago. Les amo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 vi 
 
 
 

Agradecimientos 

 

Esta tesis es el resultado de muchos años de trabajo, aprendizaje, encuentros y también de 

muchísima gente que, de una forma u otra, estuvo ahí acompañando el proceso. Por eso, antes 

que nada, quiero agradecer a todas las personas, instituciones y grupos que formaron parte de 

este camino… 

 

A la Facultad de Química, por ser mi lugar de formación, de trabajo y de crecimiento. Al 

Laboratorio de Farmacognosia y Productos Naturales, por haberme dado un espacio para 

desarrollarme y aprender, todos los días aprendo algo nuevo allí, y es fascinante!  

Al DQL del CENUR Litoral Norte, la segunda casa de esta tesis… días y noches en Paysandú, 

cargando el robot del RMN, haciendo extracciones, analizando en el GC, haciendo caminatas 

por el campo para buscar inspiración y controlar la glicemia. 

Al INIA Salto Grande, de donde todo esto surgió, muestreos, reuniones, visitas, gracias por 

abrirme un espacio allí y permitirme ser parte de ustedes. 

Al FSCL de la IAEA, donde hice mi pasantía de doctorado… fue mi hogar durante la pandemia, 

aprendí y crecí muchísimo allí, agradezco las libertades que me dieron para hacer lo que más 

tenía ganas! 

A PEDECIBA, por apoyar la ciencia básica en Uruguay, y generar impacto no solo en sus 

estudiantes e investigadores, sino en la sociedad. 

A CSIC por el apoyo brindado a través del proyecto de iniciación a la investigación (CSIC 

1822), y a las tantas veces que solicité apoyo de movilidad para mostrar el trabajo y para 

aprender en diferentes eventos. 

Sin dudas una institución a la que tengo que agradecer muchísimo es a la ANII por el apoyo 

recibido a lo largo de toda mi carrera académica, desde mi beca de iniciación a la investigación 

(BE_INI_2010_1750), la beca de maestría (POS_NAC_2017_1_140316), la beca de doctorado 

(POS_NAC_2020_1_164240) y el proyecto María Viñas (FMV_3_2020_1_162453). Sin ese 

respaldo, esta tesis no hubiera sido posible! ¡Ojalá vuelvan las becas de iniciación! 

 

Y basta de instituciones… ahora a lo más importante, las personas… 

 



 

 

 vii 
 
 
 

A mis directores de tesis Horacio y Guille, por la guía, la confianza, el intercambio y el apoyo 

durante todo este proceso. Gracias por acompañarme en este camino y por ayudarme a crecer 

científica y personalmente. Cada idea loca, cada carrera contra el tiempo, cada “habría que 

hacer…”, cada “pelea” para conseguir algo para mí, cada paso de esta formación continua, los 

valoro inmensamente. Gracias! 

 

Al tribunal, por tomarse el tiempo de leer, comentar y discutir esta tesis. Gracias Edu Boido, 

por seguirme desde la doi siempre con una sonrisa; EDellac por sentarte al lado mío todos estos 

años y preguntarme cómo estoy/cómo voy, y ayudarme siempre que pudiste, tu impacto es 

enorme!; y Facundo, por tu conocimiento, por abrirte a compartir el trabajo, por recibirme en 

Las Brujas con los brazos abiertos y confiar en mí. Gracias! 

 

A Tato, Álvaro y Natalia, de INIA Salto Grande… Cómo se metieron en esta tesis, cómo 

siempre se preocuparon por generar el material y mandármelo para que pudiera trabajar, cómo 

su contacto fue siempre con cariño, y cómo me enseñaron de agronomía! Espero haber estado 

a la altura, espero haber dado mi granito de arena, espero que lo que se generó en esta tesis 

pueda cambiar y mejorar la vida de quienes se dedican a la agricultura en Uruguay. 

 

Al equipo de evaluación sensorial de FQ, en especial a Natalia, con quien compartimos horas 

y horas yendo a buscar mandarinas, probándolas, trabajando en conjunto siempre. 

 

A Ceci y Lu, que además de amigas, trabajaron conmigo en el laboratorio generando datos para 

esta tesis, con las hojas y ovarios de mandarinas. Las quiero y gracias por todo el apoyo de 

siempre! 

 

A Sofi y Sabri, por permitirme ser parte de su tesis de licenciatura con los Aa de mandarinas! 

Sofi, sos como una hermana para mí, vivimos un año en Viena y agradezco cada día que 

compartimos allá, medio aislados, las caminatas, los viajes, los días en el lab, y también las 

veces que me recibiste en tu casa en Paysandú, haciéndome sentir también en casa.  

 



 

 

 viii 
 
 
 

A los y las estudiantes de créditos experimentales que fueron parte de este camino: a Maxi y 

Vale, por el trabajo con hojas y flavonoides; a Martu, por el trabajo con ceras. A Lu y Ana, 

que se metieron en la metabolómica del café, y a cada alumno y alumna con quienes compartí 

horas de laboratorio, ideas, errores, aprendizajes y crecimiento. De verdad siento que crecí con 

cada uno de ustedes! 

 

A Andrés y a todo el DQL, por recibirme siempre de la mejor manera y por hacerme sentir 

parte del equipo. Es un placer seguir trabajando con ustedes, seguir dando clases, seguir 

ayudándonos siempre a pesar de la distancia… Gracias Lu, Sil, y Naty. 

 

A Gonzalo y Horacio, del laboratorio de resonancia de Montevideo, con quienes trabajo y con 

quienes sé que voy a seguir trabajando muchísimo más, ya sea en metabolómica, en cursos o 

en comisiones. Gracias por el apoyo de siempre y por acompañarme en este viaje. 

 

A mis compañeros y compañeras de Farmacognosia: Popi, Nati, Santi, Luchi, Choni, Bruno, 

Romi, Juli, Guzmán, y a todos los que pasaron por el laboratorio. Siempre van a estar en mi 

corazón. Son parte del lab, de mi historia en Facultad y también de mi crecimiento. Son soporte, 

son cariño, son amigos que están ahí siempre, en los momentos difíciles y en los de alegría 

como este… infinitas gracias, sé que mi felicidad también es la de ustedes! 

 

Y además de esas juventudes farmacognostas, están los grandes… Vero, por cuidarme y 

quererme tanto; Carlos, mi profe del curso, una de las razones por las que me metí a trabajar 

acá; Álvaro, por tus largas charlas, tus cuentos, tus enseñanzas; Pili, tu bomba atómica de 

energía es inspiradora y siempre me acompaña; Edu y Horacio, a ustedes les agradecí antes, 

pero su conocimiento y el cariño que siempre me transmiten son ENORMES. A todos ustedes, 

gracias por formarme continuamente! 

 

A mis amigas y amigos, de Migues, de Tala, de toda la vida, no puedo nombrar a cada persona, 

pero gracias por darme fuerza, por bancarme siempre, por estar en las buenas, en las malas y en 

mis ausencias durante la tesis (perdón por esto!). Son muy importantes para mí y sin su aliento, 

sus risas y sus retos, hubiera sido imposible llegar. Tengo en mi corazón a gente muy especial, 



 

 

 ix 
 
 
 

mis amigos que me dio la FQ: Eli, Martín, Peti, Noe y Rossi… soy un afortunado de saber 

que van a estar siempre en mi vida… Gracias infinitas! 

 

Parte de mi corazón siempre estará in Wien… danke Bea und Nina! Simon, por darme toda la 

libertad para trabajar y confiar en mí, Drew, Britt, Alina (la mejor compa de oficina!), Marivil, 

Aiman, Florence y Serik, sus sonrisas diarias ayudan cuando uno está lejos de casa… gracias! 

 

A MI FAMILIA, sí, así con mayúscula, a ustedes va dedicado mi trabajo, este trabajo, y todo 

lo que hago. Son mi mayor apoyo siempre, contar con ustedes es la mayor felicidad de mi vida. 

Nada de esto hubiera sido posible sin ustedes. No me alcanza el corazón para decirles lo que 

son para mi… GRACIAS! 

 

Ari, Onyx y Nina, amores de mi vida, mi motivo, mi ayuda, gracias por cederme tiempo y 

amor continuo, mi orgullo de familia, con 2 y 4 patas, no importa, el amor no tiene forma, se 

siente, se valora y siempre están conmigo. ¡Esta tesis es de ustedes! 

 

Si bien esta tesis lleva mi nombre, está construida con el apoyo, la confianza, el afecto y el 

trabajo de muchísimas personas… a todas ellas, gracias! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 x 
 
 
 

“En la Ciencia, como en la vida, el fruto viene siempre después del amor.”  

 

Santiago Ramón y Cajal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 xi 
 
 
 

Aplicación transversal del análisis metabolómico al sistema 

productivo de mandarinas 

 

Ignacio Migues Borghini 

Programa de Posgrado en Química de la Facultad de Química 

Universidad de la República 

Programa de Desarrollo de Ciencias Básicas  

2026 

 

DIRECTOR: Horacio Heinzen 

Facultad de Química 

Universidad de la República 

 

DIRECTOR: Guillermo Moyna 

CENUR Litoral Norte 

Universidad de la República 

 

Resumen 

Esta tesis se basa en el uso del análisis metabolómico como herramienta para la mejora genética 

y la comprensión de procesos fisiológicos en mandarinas, aspectos clave en este cultivo de alto 

valor económico. El objetivo central fue explorar, mediante enfoques no-dirigidos y dirigidos, 

los perfiles químicos de distintos órganos de la planta, inlcuyendo pulpa, cáscara, hojas y 

ovarios, y vincularlos con atributos de aceptabilidad sensorial, resistencia a enfermedades, 

alternancia productiva y respuesta a técnicas de cultivo. 
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En la pulpa se aplicó espectroscopía de resonancia magnética nuclear de protón (¹H RMN) para 

caracterizar metabolitos hidrosolubles (azúcares y ácidos orgánicos) y correlacionarlos con la 

aceptabilidad sensorial de consumidores. Se desarrollaron modelos quimiométricos robustos 

que mostraron una alta correlación entre el cociente poder edulcorante/ácido cítrico y la 

preferencia del consumidor, demostrando la viabilidad para predecir objetivamente la calidad 

organoléptica mediante 1H RMN. La metodolgía se pudo transferir a equipos de 1H RMN de 

mesada, haciéndolo una herramienta accesible para programas de mejoramiento. 

 

La compleja matriz química de la cáscara se exploró en dos etapas. Primero, un estudio no-

dirigido mediante ¹H RMN permitió discriminar variedades a partir de pectinas, azúcares y 

compuestos lipofílicos, y sugirió un rol de los ácidos y alcoholes grasos en la resistencia al 

cancro cítrico. Posteriormente, un enfoque dirigido mediante GC-MS confirmó la importancia 

de la composición de las ceras epicuticulares. Las variedades resistentes presentaron un 

predominio de alcanos protectores, mientras que las susceptibles mostraron mayor proporción 

de alcoholes grasos, asociados a mayor permeabilidad cuticular. 

 

El análisis de hojas se centró en la alternancia productiva, una práctica que limita la rentabilidad 

citrícola. La caracterización no-dirigida mediante ¹H RMN distinguió los estados productivos y 

no productivos, identificando acumulación diferencial de carbohidratos, prolina y ácidos 

orgánicos según la fase fenológica. El análisis dirigido mediante LC-MS/MS confirmó diferencias 

en polifenoles y limonoides, sugiriéndolos como posibles biomarcadores de alternancia. 

 

La segunda parte de la tesis se enfocó en la variedad Afourer. Mediante la integración de datos 

de rendimiento productivo y de análisis metabolómicos de RMN se evaluó el impacto de técnicas 

de cultivo, como ser mallado, aplicación de ácido giberélico y polinización mediante abjeas, 

sobre la producción, la calidad del fruto y el desarrollo de ovarios. La betaína, una amina 

cuaternaría con conocida función osmoprotectora en plantas, fue clave en las primeras etapas 

de desarrollo. Se desarrolló además un estudio dirigido de giberelinas en ovarios mediante LC-

MS/MS que mostró que la GA1 es una hormona clave para el desarrollo de este órgano, con 

variaciones significativas a lo largo del proceso de maduración del mismo. 
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El trabajo demuestra el valor del análisis metabolómico aplicado a cítricos como herramienta 

de diagnóstico temprano, selección varietal y apoyo a la gestión agronómica. La combinación 

de enfoques no-dirigidos y dirigidos permitió identificar quimiomarcadores asociados a la 

aceptabilidad del consumidor, la resistencia a enfermedades y la alternancia productiva, 

contribuyendo a una citricultura más eficiente, sostenible y orientada a la calidad. 

 

Palabras clave: Metabolómica; Mandarina; Quimiometría; Resonancia magnética nuclear; 

Espectrometría de masa. 
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Abstract 

This thesis is based on the use of metabolomic analysis as a tool for genetic improvement and 

understanding physiological processes in mandarins, key aspects of this high-value crop. The 

central objective was to explore, using both non-targeted and targeted approaches, the chemical 

profiles of different plant organs, including pulp, peel, leaves, and ovaries, and to link them to 

attributes such as sensory acceptability, disease resistance, alternate bearing, and response to 

cultivation techniques. 
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Proton nuclear magnetic resonance (¹H NMR) spectroscopy was applied to the pulp to 

characterize water-soluble metabolites (sugars and organic acids) and correlate them with 

consumer sensory acceptability. Robust chemometric models were developed that showed a 

high correlation between the sweetening power/citric acid ratio and consumer preference, 

demonstrating the feasibility of objectively predicting organoleptic quality using ¹H NMR. The 

methodology was successfully transferred to benchtop ¹H NMR spectrometers, making it an 

accessible tool for breeding programs. 

 

The complex chemical matrix of the peel was explored in two stages. First, an untargeted ¹H 

NMR study allowed for the discrimination of varieties based on pectins, sugars, and lipophilic 

compounds, and suggested a role for fatty acids and alcohols in citrus canker resistance. 

Subsequently, a targeted approach using GC-MS confirmed the importance of the epicuticular 

wax composition. Resistant varieties exhibited a predominance of protective alkanes, while 

susceptible varieties showed a higher proportion of fatty alcohols, associated with greater 

cuticular permeability. 

 

Leaf analysis focused on alternate bearing, a practice that limits citrus profitability. Non-

targeted characterization using ¹H NMR distinguished between productive and non-productive 

stages, identifying differential accumulation of carbohydrates, proline, and organic acids 

according to the phenological phase. Targeted analysis using LC-MS/MS confirmed differences 

in polyphenols and limonoids, suggesting them as potential biomarkers of alternate bearing. 

 

The second part of the thesis focused on the Afourer variety. By integrating yield data and 

metabolomic NMR analyses, the impact of cultivation techniques, such as netting, gibberellic 

acid application, and bee pollination, on production, fruit quality, and ovary development was 

evaluated. Betaine, a quaternary amine with a known osmoprotective function in plants, was 

key in the early stages of development. A targeted study of gibberellins in ovaries using LC-

MS/MS was also conducted, showing that GA1 is a key hormone for the development of this 

organ, with significant variations throughout its maturation process. 
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This work demonstrates the value of metabolomic analysis applied to citrus as a tool for early 

diagnosis, varietal selection, and support for agronomic management. The combination of non-

targeted and targeted approaches allowed for the identification of chemomarkers associated 

with consumer acceptability, disease resistance, and alternate bearing, contributing to a more 

efficient, sustainable, and quality-oriented citrus industry. 

 

Keywords: Metabolomics; Mandarin; Chemometrics; Nuclear Magnetic Resonance; Mass 

Spectrometry. 
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1 Introducción 

1.1 Encare metabolómico de desafíos productivos y de calidad en mandarinas 

 

La citricultura es un sistema productivo intensivo cuyo desempeño resulta de la 

interacción entre el genotipo, el ambiente y el manejo agronómico. Forma parte de una 

cadena de valor que incluye mercados de fruta fresca e industria de derivados. En 

Uruguay, este sector es el más importante dentro de la hortifruticultura y está fuertemente 

orientado a la exportación y tiene un impacto directo en el empleo y en la actividad 

regional. Dentro de este grupo, la mandarina es clave por su relevancia comercial y su 

crecimiento sostenido en los mercados internacionales. A nivel mundial, los cítricos son 

una de las cadenas frutales más grandes, con una producción anual de más de 150 

millones de toneladas. Las mandarinas representan alrededor del 25% de la producción 

mundial de cítricos y su producción ha aumentado notablemente desde la década de 1980. 

Este crecimiento se debe, en gran medida, a atributos sensoriales y prácticos que son muy 

valorados por los consumidores, como la facilidad de pelado, el sabor y a su precio. 

Además, las tendencias de mercado favorecen frutas sin semillas, uniformes y atractivas. 

 

La competitividad de la mandarina depende de mantener una calidad organoléptica 

consistente, una sanidad adecuada del cultivo y del fruto, una estabilidad productiva 

interanual que se alinee con la rentabilidad y características comerciales específicas, 

como la baja cantidad de semillas, que en ciertos cultivares son clave para acceder a 

nichos premium de exportación. En la práctica, estos objetivos enfrentan desafíos 

metodológicos y operativos. Muchos rasgos de interés se manifiestan más tarde, como 

cuando el árbol comienza a producir o cuando el fruto alcanza la madurez comercial. La 

evaluación de estos rasgos mediante métodos tradicionales suele ser costosa, lenta o 

depende en gran medida de las condiciones ambientales y de manejo.  

 

Un ejemplo claro es la aceptabilidad sensorial del fruto. La evaluación sensorial clásica 

requiere paneles y campañas experimentales extensas. Además, los programas de 

mejoramiento generan anualmente una gran cantidad de nuevos híbridos, lo que hace 

inviable caracterizar en profundidad todas las alternativas posibles. En el trabajo previo 



 

 

 2 
 
 
 

a esta tesis, una evaluación con consumidores en Montevideo mostró diferencias 

significativas en la aceptación entre variedades, vinculadas a atributos como dulzura, 

frescura y aroma. Características como la acidez excesiva o sabores extraños estaban 

relacionadas con una menor aceptación. Este hallazgo permitió seleccionar materiales que 

vinculan la preferencia sensorial con perfiles químicos objetivos. 

 

Un segundo desafío importante está relacionado con la sanidad, especialmente en lo que 

respecta a enfermedades que afectan el valor comercial del fruto. Entre las enfermedades 

bacterianas más relevantes, el cancro cítrico (Xanthomonas citri subsp. citri) provoca 

lesiones corchosas en hojas, ramas y frutos. Esto resulta en defoliación, caída prematura 

y degradación de la calidad, lo que puede hacer que el fruto no sea adecuado para el 

mercado de fruta fresca. Dado que la susceptibilidad puede variar entre genotipos y etapas 

de desarrollo, identificar marcadores tempranos y criterios de selección asociados a la 

resistencia o menor susceptibilidad es una oportunidad concreta para mejorar y manejar 

la fitosanidad. 

 

Un tercer problema relevante es la alternancia productiva, que afecta la estabilidad del 

rendimiento y condiciona decisiones sobre poda, nutrición, riego y regulación de carga. 

Entender este fenómeno requiere integrar señales de asignación de carbono, balance 

energético y metabolismo secundario. Diagnosticarlo de forma temprana es 

especialmente valioso, ya que podría permitir anticipar escenarios productivos y ajustar 

el manejo antes de que el fenómeno se manifieste completamente. 

 

En los cultivares de alto valor comercial como Afourer, la presencia de semillas por 

polinización cruzada es una restricción crítica. En variedades con capacidad 

partenocárpica, la falta de polinización cruzada genera frutos sin semillas. En contraste, 

la exposición a polen compatible aumenta el número de semillas por fruto. Esto ha llevado 

a prácticas como el mallado, el manejo de los polinizadores y aplicaciones hormonales 

para controlar el cuajado y producir fruta con pocas semillas sin afectar el rendimiento. 

Sin embargo, la respuesta a estas prácticas puede variar. Entender los mecanismos 

fisiológicos tempranos en el ovario es clave para proponer estrategias de manejo más 

reproducibles. 
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La metabolómica, que busca captar la composición química de un sistema biológico de 

forma global o dirigida, es un enfoque adecuado para abordar estos desafíos. Desde el 

punto de vista metodológico, la estrategia no dirigida permite una exploración amplia y 

el descubrimiento de señales que diferencian, mientras que la estrategia dirigida prioriza 

la precisión, la reproducibilidad y la cuantificación de metabolitos definidos. En la 

práctica, ambos enfoques se utilizan de manera complementaria, primero se identifica un 

patrón o candidato mediante metabolómica no dirigida y luego se valida mediante análisis 

dirigido. 

 

Esta tesis se basa en este marco conceptual, utilizando plataformas espectroscópicas y 

cromatográficas complementarias, principalmente ¹H RMN, GC-MS y LC-MS/MS. También 

se aplican herramientas quimiométricas multivariadas para obtener información útil de 

los datos obtenidos. El objetivo no es solo describir diferencias químicas entre muestras, 

sino también traducir esas diferencias en métricas, modelos o marcadores que puedan 

informar decisiones concretas. Estas decisiones pueden incluir selección varietal, 

predicción de calidad, evaluación de resistencia o susceptibilidad, diagnóstico de estados 

fisiológicos y optimización de prácticas de manejo. 

 

1.2 Objetivos 

 

El objetivo general de la tesis es aplicar el análisis metabolómico al sistema productivo 

de mandarinas para comprender la variabilidad química de órganos y etapas clave. Esto 

busca generar información útil para la selección varietal y el manejo agronómico, 

enfocándose en la calidad del fruto, la aceptabilidad por parte de los consumidores, la 

productividad, la baja cantidad de semillas y la resistencia a enfermedades. 

 

Este objetivo se desglosa en objetivos específicos que incluyen:  

- caracterizar la variabilidad química del fruto entre variedades y su relación con la 

calidad y la aceptación;  

- explorar diferencias químicas en la cáscara relacionadas con la respuesta a cancro 

cítrico;  

- comparar perfiles químicos en hojas entre variedades y estados productivos para 

identificar indicadores del estado reproductivo;  
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- estudiar el efecto de prácticas de manejo de polinización sobre Afourer y su 

relación con la cantidad de semillas y la producción;  

- describir la dinámica de giberelinas endógenas implicadas y su modulación por el 

manejo; e 

- integrar la evidencia para proponer criterios e indicadores que se puedan aplicar a 

la selección y manejo enfocados en calidad y baja cantidad de semillas. 

 

1.3 Organización de la tesis 

 

La tesis se divide en dos partes que utilizan metabolómica no dirigida para identificar 

marcadores del sistema en estudio, y luego se emplea un enfoque de metabolómica 

dirigida para validar hipótesis, cuantificar rutas y metabolitos clave, y aumentar la 

transferibilidad de los resultados. 

 

La Parte I aborda la variabilidad química de diferentes variedades de mandarina mediante 

el estudio de pulpa, cáscara y hojas. Se integran enfoques no dirigidos y dirigidos para 

responder preguntas sobre calidad sensorial, sanidad (cancro cítrico) y estabilidad 

productiva (alternancia). En pulpa, se utilizó ¹H RMN para identificar biomarcadores 

asociados a propiedades sensoriales y desarrollar modelos quimiométricos que relacionan 

perfiles metabólicos con aceptabilidad. Esto incluye la transferencia de la metodología a 

instrumentación de mesada (60 MHz). En cáscara, se estudió una matriz compleja y 

funcional, enfocando el análisis en la identidad varietal y en la resistencia o 

susceptibilidad al cancro cítrico. Esto se hizo combinando ¹H RMN (no dirigida) con GC-

MS (dirigida) para profundizar en la caracterización de ceras epicuticulares y su posible 

rol defensivo. En hojas, se evaluaron perfiles químicos asociados al estado reproductivo 

del árbol, integrando una caracterización no dirigida con RMN y una validación dirigida 

de metabolitos secundarios (polifenoles y limonoides). Esto se hizo con el fin de proponer 

marcadores candidatos del estado “on/off” del arbol y contribuir al diagnóstico temprano 

de la alternancia. 

 

La Parte II se centra en un problema de alto impacto económico y operativo: la 

producción de fruta de Afourer con poca cantidad de semillas, sin perder productividad. 

Se analizan, por un lado, los efectos de prácticas de manejo (mallado, abejas y 
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aplicaciones de ácido giberélico) sobre los resultados agronómicos y sobre el metaboloma 

del ovario mediante metabolómica no dirigida por ¹H RMN. Por otro lado, se estudia la 

dinámica de giberelinas endógenas en el mismo material vegetal mediante un enfoque 

dirigido por LC-MS/MS. Esta integración permite analizar cómo los cambios metabólicos 

y hormonales tempranos se traducen en diferencias en la cantidad de semillas y en 

atributos de interés productivo. 

 

La tesis se organiza de manera progresiva. El Capítulo 2 presenta el marco teórico y el 

estado del arte. Aquí se integran antecedentes del sistema productivo de mandarinas y 

fundamentos metabolómicos, incluidos enfoques dirigidos y no dirigidos, plataformas 

analíticas, tratamiento y validación de datos, que son necesarios para interpretar los 

capítulos posteriores. 

 

A continuación, la Parte I se desarrolla en los Capítulos 3 a 5: pulpa (calidad y 

aceptabilidad; modelos quimiométricos con ¹H RMN), cáscara (perfil químico y 

resistencia/susceptibilidad al cancro cítrico; ¹H RMN y profundización dirigida de ceras) 

y hojas (estado reproductivo/alternancia; integración de enfoques no dirigidos y 

dirigidos). El Capítulo 6 reúne esta evidencia y discute sus implicancias científicas y 

prácticas, consolidando el rol de la metabolómica como herramienta transversal para la 

selección y el manejo. 

 

La Parte II comprende los Capítulos 7 y 8, que se centran en Afourer. El primero evalúa 

el impacto de diferentes manejos (mallado, abejas, GA3) y caracteriza el metaboloma del 

ovario con un enfoque no dirigido. El segundo cuantifica giberelinas endógenas mediante 

un enfoque dirigido por LC-MS/MS para conectar patrones metabólicos con la regulación 

hormonal temprana. El Capítulo 9 integra ambos enfoques y traduce los hallazgos a 

escenarios útiles para el sector productivo.  

 

Finalmente, el Capítulo 10 presenta las conclusiones generales y perspectivas, evaluando 

el cumplimiento de los objetivos y proponiendo líneas futuras de investigación y 

transferencia. 
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1.4 Aportes de la tesis 

 

Los principales aportes de esta tesis se pueden resumir en dos áreas: 

 

1. Aportes al entendimiento de fenómenos productivos. Se muestra que la variabilidad 

química del sistema puede capturarse en diferentes matrices que a su vez son 

complementarias (pulpa, cáscara, hoja y ovario) y relacionarse con calidad, sanidad, 

alternancia y cantidad de semillas. 

 

2. Aportes metodológicos dirigidos a la aplicabilidad en el sector productivo. Se 

demuestra la complementariedad entre enfoques no dirigidos y dirigidos como estrategia 

para explicar características fenotípicas. También se refuerza la transferibilidad de 

modelos y determinaciones hacia plataformas analíticas más accesibles. 

 

Esta tesis propone y pone a prueba una estrategia integradora. Parte de la complejidad 

química del sistema (variedades, órganos y etapas) para luego construir criterios 

objetivos, reproducibles y transferibles, que puedan apoyar decisiones reales en 

citricultura.  
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2 Marco Teórico  

En este capítulo se presenta el marco teórico y el estado del arte que sustentan la 

investigación, integrando antecedentes sobre el sistema productivo de mandarinas, los 

desafíos actuales del cultivo y las bases teóricas necesarias para interpretar los resultados 

de los capítulos siguientes. Se hace énfasis en la evolución del estudio del metabolismo 

secundario y el aporte de la metabolómica como enfoque moderno, incluyendo los 

fundamentos de los enfoques dirigido y no dirigido, las plataformas analíticas más 

utilizadas y los criterios de tratamiento y validación de datos. Esta revisión busca situar 

el trabajo y objetivos de la tesis junto con la bibliografía relevante. 

 

2.1 Productos naturales y metabolismo secundario: evolución conceptual del campo 

 

Los metabolitos secundarios originalmente fueron definidos como productos que no son 

esenciales para el crecimiento, desarrollo o reproducción directa del organismo que los 

genera, sin embargo, actualmente son considerados componentes centrales y 

multifuncionales del metabolismo, responsables de la defensa y la adaptación en plantas 

y microorganismos (Hartmann, 2007). Los estudios ómicos y ecológicos modernos han 

impulsado este cambio conceptual, desde estructuras estáticas hacia redes dinámicas que 

responden al entorno. 

 

Las rutas biosintéticas que dan lugar a metabolitos secundarios surgen de la 

diversificación de las rutas del metabolismo primario formando un metabolismo 

integrado y especializado de biología ecológica y evolutiva del desarrollo. Muchos 

metabolitos secundarios pueden comportarse como reguladores o incluso como 

metabolitos primarios (Barona-Gómez, Chevrette, & Hoskisson, 2023; Grigalunas, 

Brakmann, & Waldmann, 2022). 

 

Los metabolitos secundarios median las interacciones bióticas y abióticas: defensa contra 

herbívoros y patógenos, alelopatía, atracción entre polinizadores y mutualistas, 

estructuración planta-microbioma y tolerancia al estrés. Funcionan como toxinas directas, 

sustancias disuasorias, señales o recompensas, a menudo con múltiples funciones en los 
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niveles tróficos, y esta multifuncionalidad explica su gran diversidad y la dificultad de su 

clasificación como metabolitos de función primaria, secundaria y hormonal (Elshafie, 

Camele, & Mohamed, 2023; Erb & Kliebenstein, 2020; Qaderi, Martel, & Strugnell, 

2023; L. Yang et al., 2018). 

 

Los perfiles de metabolitos secundarios muestran una fuerte variación intraespecífica y 

espacial, que a menudo supera las diferencias interespecíficas en las comunidades 

(Yunyun He et al., 2025; Labarrère, Prinzing, Dorey, Chesneau, & Hennion, 2019). Los 

factores bióticos (herbívoros, patógenos) inducen fuertemente muchas vías secundarias, 

mientras que los impulsores abióticos (luz, temperatura, agua, nutrientes, salinidad, 

factores de cambio climático) modulan cantidades y patrones (Isah, 2019; Khare et al., 

2020). La etapa fenológica define aún más los perfiles, por ejemplo, los compuestos 

fenólicos y taninos alcanzan su máximo en las etapas reproductivas, mientras que otros 

metabolitos alcanzan su máximo nivel durante la senescencia (Ciocan et al., 2023). 

 

La metabolómica y las otras ciencias ómicas relacionadas  permiten ahora el fenotipado 

químico desde compuestos aislados hasta perfiles completos, vinculando genes, vías y 

función ecológica. Los análisis metabolómicos y genómicos no dirigidos revelan la 

evolución de las vías, la diversidad enzimática y los factores genéticos y ambientales que 

impulsan la diversidad de metabolitos (Grigalunas et al., 2022; Yunyun He et al., 2025). 

 

2.2 Metabolómica para el estudio del metabolismo secundario 

 

La metabolómica se ha consolidado rápidamente como un campo transformador dentro 

de las ciencias de la vida, ofreciendo un conocimiento profundo de la composición 

química de los sistemas biológicos y estableciendo una relación entre el genotipo y el 

fenotipo de un organismo. A diferencia de los enfoques clásicos que se centran en 

metabolitos o vías individuales, la metabolómica permite la identificación y 

cuantificación simultánea de miles de metabolitos, incluyendo metabolitos primarios y 

secundarios, en diversos tejidos vegetales y condiciones ambientales (Hao, Zhang, Luo, 

Yang, & Wang, 2025; Manickam et al., 2023; Rochfort, 2005; Shen, Zhan, Yang, Fernie, 

& Luo, 2022). Este enfoque a nivel de sistemas es muy valioso para el estudio del 

metabolismo secundario de las plantas, que refleja la adaptación de las plantas al medio, 
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la defensa y la producción de productos naturales bioactivos. La integración de la 

metabolómica con otras ciencias “ómicas” (genómica, transcriptómica, proteómica) ha 

profundizado el conocimiento de las vías metabólicas y su activación, las respuestas al 

estrés, las estrategias de mejora de los cultivos, la evaluación de la calidad de los 

alimentos y el descubrimiento de nuevos productos naturales (J. Hong, Yang, Zhang, & 

Shi, 2016; Marchev et al., 2021; Razzaq, Sadia, Raza, Hameed, & Saleem, 2019). A pesar 

de la implementación de este enfoque, aún quedan desafíos en la estandarización, la 

identificación de metabolitos, la reproducibilidad de los datos y el manejo de la 

variabilidad biológica (Hao et al., 2025; Oh et al., 2023).  

 

2.2.1 Definición y objetivos de la metabolómica 

 

La metabolómica se define como el análisis de todos los metabolitos que están dentro de 

células, tejidos u organismos bajo condiciones específicas (Fraga-Corral et al., 2020; X. 

Liu & Locasale, 2017; Manickam et al., 2023). Su objetivo principal es proporcionar una 

visión completa del estado metabólico, que refleje la información genética y las 

influencias ambientales, lo que permite ver un reflejo de la expresión de los genes y la 

elucidación de las rutas bioquímicas que se dan dentro del organismo en una determinada 

situación (Hao et al., 2025; Shen et al., 2022). 

 

En las plantas, la metabolómica ha sido fundamental para el mapeo tanto de metabolitos 

primarios (esenciales para el crecimiento) como de metabolitos secundarios (implicados 

en la defensa y adaptación) (J. Hong et al., 2016; Katam, Lin, Grant, Katam, & Chen, 

2022). Este campo aprovecha plataformas analíticas avanzadas como la espectrometría 

de masas (MS), la resonancia magnética nuclear (RMN) y la cromatografía líquida o gasosa 

(LC/GC-MS) combinadas con herramientas quimiométricas y estadísticas para la 

interpretación de los datos (Manickam et al., 2023). 

 

2.2.2 Metabolómica en productos naturales 

 

En comparación con los enfoques fitoquímicos tradicionales o los métodos analíticos 

dirigidos que con frecuencia son trabajosos y se limitan a compuestos previamente 

conocidos, la metabolómica permite la detección y cuantificación de miles de metabolitos 



 

 

 10 
 
 
 

de manera simultánea, por lo que el alcance analítico es más amplio e integrado con datos 

de genómica, transcriptómica y proteómica, obtiene información a nivel de biología de 

sistemas. Esta capacidad mejorada para identificar biomarcadores asociados a rasgos 

fenotípicos o a respuestas al estrés acelera el descubrimiento de productos naturales 

comparado con el enfoque tradicional (Adeeyo, Amao, Ngandjui, Alabi, & Msagati, 

2024; Hao et al., 2025; Karakas, Bulut, & Fernie, 2025). 

 

2.2.3 Aplicaciones de metabolómica en agronomía 

 

La metabolómica ha transformado la investigación agrícola al ampliar las herramientas 

disponibles para estudiar cultivos y alimentos. Permite evaluar la calidad de los cultivos 

mediante la identificación de marcadores y rasgos nutricionales que pueden incorporarse 

en programas de mejoramiento (J. Hong et al., 2016; Migues et al., 2021; Razzaq et al., 

2019). También facilita el estudio de respuestas al estrés al caracterizar los cambios 

metabólicos que surgen frente a estreses abióticos y bióticos (Jorge et al., 2016; 

Mashabela, Masamba, & Kappo, 2023). En el ámbito de los alimentos, es fundamental 

para la autenticidad y para definir la denominación de origen de algunos alimentos 

(Djande, Pretorius, Tugizimana, Piater, & Dubery, 2020). También impulsa la selección 

varietal mediante fenotipado guiado por biomarcadores para la mejora de cultivares 

(Razzaq et al., 2019). Contribuye a la evaluación de la seguridad al analizar, a nivel 

metabólico, cultivos genéticamente modificados (J. Hong et al., 2016). 

 

2.2.4 Limitaciones y desafíos: variabilidad biológica, identificación de metabolitos, 

reproducibilidad 

 

A pesar de su gran potencial, la variabilidad biológica complica la interpretación de los 

datos entre distintos genotipos y condiciones ambientales. La identificación de 

metabolitos muchas veces es incompleta debido a la enorme diversidad química presente 

en las muestras que dificulta la interpretación y confirmación. Por otra parte, la falta de 

estandarización puede afectar la reproducibilidad y la comparación entre diferentes 

estudios. Se debe tener en cuenta que ningún método de extracción y ninguna plataforma 

analítica por sí solos logran capturar la totalidad del metaboloma, por lo que a menudo se 

requiere la integración de diferentes plataformas analíticas y diferentes tipos de extractos. 
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La integración del gran volumen de información que se genera hace necesario el uso de 

herramientas avanzadas de bioinformática y métodos estadísticos robustos que deben ser 

validados para realmente identificar marcadores de la situación en estudio (Fraga-Corral 

et al., 2020; Hao et al., 2025; Oh et al., 2023). 

 

2.3 Enfoques metabolómicos no dirigidos y dirigidos 

 

La metabolómica no dirigida (untargeted) y la dirigida (targeted) difieren principalmente 

en su objetivo analítico y por ende, en el diseño experimental y la estrategia de 

adquisición. El encare no dirigido se orienta a un perfilado global de la composición de 

la muestra, tiene un carácter generador de hipótesis que busca registrar todos los 

metabolitos detectables, ya sean conocidos, conocidos desconocidos para la especie en 

cuestión, o desconocidos desconocidos (known unknowns y unknown unknowns, 

respectivamente) y que fueron obtenidos bajo un conjunto de condiciones definidas 

(Gertsman & Barshop, 2018; Lelli, Belardo, & Timperio, 2021; Ribbenstedt, Ziarrusta, 

& Benskin, 2018). En general, los datos se adquieren en modos de adquisición amplios 

como el full-scan en LC-HRMS o mediante RMN, produciendo miles de señales (pares m/z–

tiempo de retención o señales de desplazamiento químico, según corresponda) cuya 

cuantificación es relativa (áreas de pico normalizadas) y con una fracción importante de 

compuestos sin identificar (Alonso, Marsal, & Julià, 2015; Beger et al., 2024; Dunn et 

al., 2012; Gertsman & Barshop, 2018). La metabolómica dirigida se centra en la medición 

de un conjunto predefinido de metabolitos químicamente caracterizados y que a menudo 

forman parte de una vía metabólica o clase química específica. Para ello emplea métodos 

optimizados con estándares internos y curvas de calibración, lo que permite obtener datos 

cuantitativos o semicuantitativos con mayor exactitud y comparabilidad (Lelli et al., 

2021; Ribbenstedt et al., 2018; Roberts, Souza, Gerszten, & Clish, 2012). Estas 

diferencias se reflejan en la práctica ya que el enfoque no dirigido maximiza la cobertura 

de metabolitos y la detección de cambios inesperados, pero tiene como limitante 

la identificación y el procesamiento de una gran cantidad de datos (Lelli et al., 2021; 

Schrimpe‐Rutledge, Codreanu, Sherrod, & McLean, 2016). El enfoque dirigido, por otro 

lado, prioriza la precisión y la reproducibilidad, lo que la hace más apta para aplicaciones 

clínicas y regulatorias, aunque queda restringida a química conocida y a la disponibilidad 

de estándares (Roberts et al., 2012; Sarandi, Georgaki, Tsoukalas, & Tsatsakis, 2021).  
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Desde el punto de vista operativo, el flujo de trabajo en el enfoque no dirigido suele partir 

de extracciones genéricas para obtener la mayor diversidad posible de metabolitos 

(Gertsman & Barshop, 2018; Lelli et al., 2021), combinando a menudo diferentes 

sistemas analíticos y condiciones cromatográficas complementarias, como por ejemplo 

usando columnas de distinta polaridad y modos de ionización negativos y positivos para 

aumentar la cobertura (Jeppesen & Powers, 2023). Los datos crudos deben ser procesados 

por posible deriva instrumental, alineamiento, corrección de fase en caso de RMN (Souza 

& Patti, 2021). El resultado obtenido luego del procesamiento son matrices de muchos 

compuestos que se evalúan mediante estadística multivariada para separar grupos y 

proponer biomarcadores (Naz, Vallejo, García, & Barbas, 2014).  

 

En la estrategia dirigida, la extracción y purificación (clean-up) de la muestra se ajustan 

para los analitos de interés para favorecer su obtención y minimizar interferencias 

(Gertsman & Barshop, 2018; Lelli et al., 2021; Roberts et al., 2012), y la adquisición se 

basa generalmente en GC o LC-MS/MS en modo MRM (monitoreo de reacciones 

múltiples) con transiciones y tiempos de retención optimizados para cada metabolito 

requiriendo estándares de calidad (Beger et al., 2024; J. Zhou & Yin, 2016). Esto permite 

tener una alta sensibilidad, un amplio rango dinámico y requiere validaciones analíticas 

(linealidad, LOQ, exactitud, precisión), para obtener datos robustos y comparables (J. 

Zhou & Yin, 2016).  

 

Actualmente ambos encares metodológicos se utilizan de forma complementaria, primero 

se realiza un descubrimiento empleando metabolómica no dirigida, se genera una nueva 

hipótesis y luego la validación se hace mediante un encare dirigido, donde los candidatos 

discriminantes detectados inicialmente se cuantifican con precisión (Lelli et al., 2021; 

Sarandi et al., 2021).  
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2.4 Plataformas analíticas y metodologías espectroscópicas más comunes 

 

2.4.1 RMN en metabolómica  

 

La resonancia magnética nuclear (RMN) es uno de los dos sistemas instrumentales 

principales en metabolómica. Aunque suele considerarse menos competitiva que la 

espectrometría de masas (MS) en términos de sensibilidad, sus principales ventajas son su 

alta reproducibilidad y robustez instrumental, el alto contenido de información estructural 

que proporciona, su amplia selectividad, su capacidad para determinaciones cuantitativas 

y el no ser destructiva, son algunas de las ventajas en el campo de la metabolómica 

(Nagana Gowda & Raftery, 2021). 

 

Desde el punto de vista físicoquímico, la RMN detecta núcleos con espín nuclear distinto 

de cero, los más comunes son ¹H, ¹³C, ³¹P y ¹⁵N. De acuerdo al entorno químico de cada 

núcleo, las señales espectrales se ubican en un desplazamiento químico y de acuerdo al 

desdoblamiento de la señal (multiplicidad) y su correspondiente J (acoplamiento espín-

espín) refleja la conectividad entre átomos (Emwas et al., 2019). Entre sus ventajas más 

relevantes se destacan que no es destructivo, la mínima preparación de muestra y la 

obtención de espectros altamente reproducibles con baja dependencia del operador y 

elevada consistencia interlaboratorio (Gowda & Raftery, 2015). Actúa como un detector 

casi universal para compuestos orgánicos por encima del límite de detección 

(generalmente mayor a 1 µM), sin los sesgos de ionización ni el efecto matriz típico de 

técnicas basadas en MS (Bingol & Brüschweiler, 2014; Letertre, Giraudeau, & De Tullio, 

2021). 

 

Para la elucidación estructural de compuestos, la RMN 1D de ¹H permite una 

caracterización rápida de matrices complejas como son los biofluidos, mientras que la 

RMN 2D y los experimentos multinucleares como ¹H-¹H, ¹H-¹³C o ¹H-³¹P son 

fundamentales para resolver la superposición espectral de diferentes compuestos (Bingol 

& Brüschweiler, 2014). La singularidad de algunas señales típicas de metabolitos en el 

espectro 1H RMN permite desarrollar otra de las capacidades importantes de este sistema 

instrumental como la discriminación de isómeros, por ejemplo las formas α y β de la 

glucosa. Existe un gran número de bases de datos espectrales que facilitan la elucidación 
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estructural de compuestos  y que también contienen información de espectros 

bidimensionales, como por ejemplo la Human Metabolome Database (HMDB) (D. S. 

Wishart et al., 2022).  

 

Debido a que las integrales de las señales son directamente proporcionales al número de 

núcleos contribuyentes, es posible usar la RMN de manera cuantitativa (relativa y 

absoluta). La cuantificación mediante RMN (qRMN) establece las condiciones 

experimentales necesarias, como la relajación completa de los núcleos y la referenciación 

adecuada, para alcanzar una alta exactitud y precisión. El uso de estándares internos como 

DSS (ácido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfónico) o TSP (propionato de trimetilsililo de 

sodio) permite errores obtener errores inferiores al 5% y una incertidumbre muy baja en 

un rango amplio de concentraciones. Además, bajo condiciones de qNMR una única 

referencia puede calibrar múltiples señales sin necesidad de curvas de calibración 

individuales para cada metabolito, facilitando la cuantificación múltiple (Crook & 

Powers, 2020; Gowda & Raftery, 2022; D. Wishart et al., 2022). 

 

Una de las principales fortalezas de la RMN en metabolómica es su reproducibilidad, tanto 

entre usuarios y laboratorios como a lo largo del tiempo, gracias a su gran estabilidad 

instrumental y a la alta comparabilidad de espectros entre instrumentos del mismo campo 

magnético (Letertre et al., 2021). Sus limitaciones principales continúan siendo la menor 

sensibilidad (típicamente en el orden de 1 µM) y un rango dinámico inferior al del LC o 

GC-MS, aunque estas desventajas pueden reducirse usando instrumentos de campos más 

altos, diferentes sondas e integrando datos de datos MS-RMN (De Moura et al., 2025). 

 

2.4.2 Espectrometría de masas en metabolómica  

 

La espectrometría de masas (MS) es actualmente uno de los principales sistemas 

instrumentales de la metabolómica porque permite detectar metabolitos en rangos de 

concentración muy amplios y con una cobertura química grande . En la práctica, casi 

todos los flujos de trabajo modernos, tanto dirigidos (hipótesis/validación, cuantitativos) 

como no dirigidos (descubrimiento), que emplean espectrometría de masas, se basan en 

combinaciones tipo GC-MS/MS o LC-MS/MS, y en menor medida electroforesis capilar (CE-

MS) o de movilidad iónica (IM-MS), para maximizar selectividad, sensibilidad y la 
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capacidad de identificar y elucidar estructuras. Una de las principales ventajas es su muy 

alta sensibilidad, que permite el análisis de muestras muy pequeñas. Estos sistemas son 

útiles para realizar fenotipado metabólico hasta estudios mecanísticos de biología de 

sistemas (Aarika, Rajyalakshmi, Nalla, & Gajula, 2025; Alseekh et al., 2021; Plumb et 

al., 2023; J. Zhou et al., 2016). 

 

En términos instrumentales, la MS se basa en una combinación de fuentes de ionización, 

analizadores y separaciones que se eligen según las características químicas de la muestra. 

En LC-MS, la ionización suave (principalmente electrospray, ESI, en modo positivo y 

negativo, pero en algunos casos se usa ionización química a presión atmosférica, APCI). 

Al acoplarse a métodos de alto poder de separación de mezclas complejas, como la 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) en sus múltiples variantes: la 

cromatografía en fase reversa (RP), cromatografía líquida de interacción hidrofílica 

(HILIC), intercambio iónico, entre otras, permiten cubrir un amplio rango de polaridad y 

pesos moleculares de los metabolitos en estudio, desde lípidos hasta compuestos polares. 

Por su parte, al acoplarse con la cromatografía gaseosa (GC-MS), donde el tipo de 

ionización es por impacto electrónico (EI) permite estudiar metabolitos pequeños y 

relativamente polares luego de derivatizarlos, y el análisis metabolitos poco polares y de 

bajo peso molecular (menor a 650 Da) (Fiehn, 2016). En espectrometría de masas de alta 

resolución HRMS, que se emplean sistemas como el Orbitrap o el QToF, en ellos se gana 

exactitud de masa y capacidad para identificar inequívocamente nuevos metabolitos, 

mientras que en triple cuadrupolo se maximiza la sensibilidad y selectividad para 

cuantificar metabolitos concretos (Hajnajafi & Iqbal, 2025). La movilidad iónica 

acoplada a masas (IM-MS) es muy útil para separar isómeros, filtrar interferencias de la 

matriz y mejorar la identificación, por lo que surge como tendencia en estudios 

metabolómicos (Delafield, Lu, Kaminsky, & Li, 2022). 

 

La diferencia operacional entre metabolómica dirigida y no dirigida depende de cómo se 

adquieren los datos y el sistema instrumental utilizado. En metabolómica dirigida, lo 

habitual es adquirir en modo monitoreo de reacciones seleccionadas (SRM) o monitoreo 

de reacciones múltiples (MRM) en triple cuadrupolo, para lo que se requieren curvas de 

calibración y estándares (marcados o no isotópicamente) para realizar la cuantificación 

absoluta de los metabolitos seleccionados. Como alternativa dirigida pero de alta 
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resolución se utilizan instrumentos híbridos tipo Q-Orbitrap que permiten monitorear 

transiciones o fragmentos con alta resolución (J. Zhou et al., 2016). En metabolómica no 

dirigida, lo típico es usar un equipo de alta resolución en modo full-scan (MS1) y MS/MS 

con diferentes estrategias de adquisición de datos. En la adquisición dependiente de datos 

(DDA) se fragmenta los precursores más intensos, mientras que en adquisición 

independiente de datos (DIA) se fragmentan ventanas de m/z de forma sistemática, esta 

última mejora la consistencia y reproducibilidad de la fragmentación y hoy es clave para 

el uso de bibliotecas. Una situación intermedia son los estudios pseudo-dirigidos donde 

se buscan transiciones MRM desde un screening HRMS y luego se cuantifican los 

metabolitos en QqQ, de esta manera se combina cobertura y rendimiento cuantitativo (De 

Souza, Alseekh, Naake, & Fernie, 2019; Ghafari & Sleno, 2024; Guo & Huan, 2020; Luo 

et al., 2015).  

 

La etapa limitante en estudios metabolómicos no es la obtención de los datos sino la 

asignación confiable a metabolitos. En LC-MS una fracción grande de picos corresponde 

a aductos, isótopos, compuestos que se fragmentan en la fuente o contaminantes, y la 

supresión iónica por matriz puede sesgar la cuantificación si el control de calidad no está 

bien diseñado. Por eso se requieren estándares de reporte desde la preparación de la 

muestra, uso de muestras de control de calidad (generalmente son muestras compuestas), 

preprocesamiento uniforme y establecer los criterios de identificación (Nash & Dunn, 

2019; Sumner et al., 2007; Wang et al., 2016). 

 

Para mejorar la identificacion de metabolitos se combinan: bibliotecas y bases de datos, 

por ejemplo HMDB (Wishart et al., 2022), GNPS (Wang et al., 2016), o MassBank 

(Neumann et al., 2026) usando masas exactas, tiempo de retención y similitud del 

fraccionamiento; software de preprocesamiento y estadística, por ejemplo XCMS Online 

para la detección, alineamiento y normalización (Tautenhahn, Patti, Rinehart, & Siuzdak, 

2012); e identificación por redes, empleando MetDNA (Zhang, Zeng, Yin, & Zhu, 2025), 

NetID (Chen et al., 2021) o KGMN (Zhou et al., 2022), que propagan hipótesis 

estructurales desde metabolitos conocidos y por relaciones bioquímicas y la similitud 

espectral logran identificar metabolitos desconocidos sin necesitar estándares para su 

confirmación (Wishart et al., 2022). La tendencia actual es integrar HRMS con diferentes 

modos de adquisición (DDA/DIA) y redes de identificación, y luego utilizar un encare 
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dirigido mediante MRM con estándares para validar y cuantificar los metabolitos más 

relevantes identificados (Plumb et al., 2023). 

 

2.4.3 Otros sistemas instrumentales usados en metabolómica 

 

Además de RMN y la MS, la metabolómica recurre a otras plataformas instrumentales que 

amplían el abanico de aplicaciones y aportan información complementaria dentro de los 

enfoques multiplataforma. Si bien la mayoría son técnicas espectroscópicas, ya que 

aportan información estructural, también existen otras técnicas para detectar diferencias 

en la composición de muestras. 

 

La espectroscopia vibracional, como IR medio, FTIR, NIR y Raman, es capaz de generar 

huellas metabólicas globales de forma rápida, no destructiva y más económica que los 

sistemas mencionados anteriormente, lo que los hace atractivos para los estudios 

metabolómicos no dirigidos (Balan et al., 2019; Çebi, Bekiroğlu, & Erarslan, 2023). Estos 

espectros son capaces de detectar diferentes grupos de metabolitos primarios como 

lípidos, proteínas, carbohidratos, ácidos nucleicos y también metabolitos secundarios, y 

los espectros obtenidos suelen interpretarse mediante herramientas quimiométricas 

multivariantes en lugar de identificaciones individuales de metabolitos (Çebi et al., 2023; 

Hackshaw, Miller, Aykas, & Rodriguez-Saona, 2020; Rohman et al., 2019). 

 

FTIR y Raman han sido empleados en trabajos con encares metabolómicos en diferentes 

áreas como en calidad y autenticidad de alimentos, y caracterización microbiana de 

alimentos (Çebi et al., 2023), screening de enfermedades en biofluidos y tejidos 

(principalmente cáncer y enfermedades metabólicas) (Balan et al., 2019; S. Zhang, Qi, 

Tan, Bi, & Olivo, 2023), descubrimiento de antibióticos y para determinar su mecanismo 

de acción (Da Cunha, Fonseca, & Calado, 2020), y cuantificación de las principales clases 

de metabolitos en microorganismos (Scarsini et al., 2021). Por lo tanto, se consideran 

mejor como herramientas no destructivas de huellas metabólicas que complementan la 

MS y RMN, pero no sustituyen la elucidación estructural detallada. 

 

La metabolómica multiplataforma incorpora estos sistemas instrumentales para ampliar 

la cobertura y añadir información adicional (Segers, Declerck, Mangelings, Heyden, & 
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Eeckhaut, 2019). En metabolómica mutiplataforma no dirigida se utilizan inclusive 

técnicas como LC-UV, TLC y GC-FID (Jeppesen & Powers, 2023). Las técnicas 

cromatográficas ofrecen separaciones y cuantificaciones dirigidas o específicas de cada 

clase de grupo de productos naturales que se validan de forma cruzada con la MS y RMN 

(Patti, 2011). 

 

2.4.4 Comparación de plataformas  

 

En la tabla 2.1 se muestra una comparación de los diferentes sistemas instrumentales 

usados en metabolómica de acuerdo a su uso, costos, requerimiento de estándares y 

preparación de muestra.  

 

Tabla 2.1 Comparación de sistemas instrumentales empleados en metabolómica. 

Sistema Uso en 

metabolómica 

Costo / 

muestra 

Requisito de 

estándares 

Preparación de 

muestra 

Observaciones 

FTIR No dirigida  

(baja resolución 

molecular) 

Bajo No imprescindible  Mínima, medición 

directa, secado o 

película según 

matriz 

Rápido, económico, no 

destructivo, baja 

especificidad  

Raman No dirigida  Bajo a 

medio 

No imprescindible Mínima, puede 

usarse en 

superficies 

Portátil, la fluorescencia 

puede interferir  

LC-UV Dirigida 

(metabolitos con 

grupos 

cromóforos) 

Medio Sí, para 

cuantificar  

Extracción y 

limpieza según la 

matriz 

Buena cuantificación, 

limitado a compuestos 

cromóforos 

GC-FID Dirigida 

(compuestos 

volátiles) 

Bajo a 

medio 

Sí, para 

cuantificar  

(patrón interno) 

Extracción, puede 

requerir derivatizar 

según el analito 

Simple y robusto, menor 

detalle estructural 

comparado al MS 

MS (LC-MS 

o GC-MS) 

Dirigida o no 

dirigida, depende 

de la resolución 

del instrumento y 

modo de 

adquisición 

Medio a 

alto 

En dirigido 

requiere 

estándares para 

una cuantificación 

robusta 

Más compleja, 

extracción, 

limpieza. posible 

derivatización (GC), 

control del efecto 

de matriz 

Muy sensible y universal, 

dependiente de la ionización 

y susceptible a supresión 

iónica 



 

 

 19 
 
 
 

RMN No dirigida o 

dirigida, depende 

del experimento 

usado  

Bajo a 

medio 

Para cuantificar 

requiere patrón 

interno. Para 

validación pueden 

usarse estándares 

Relativamente 

simple, buffer para 

ajuste de pH, 

precipitación de 

proteínas, no es 

destructiva 

Muy reproducible y 

cuantitativa, menos sensible 

(µM–mM) que el MS 

 

2.5 Flujo de trabajo metabolómico 

 

La metabolómica, y en particular para el estudio de plantas, se viene consolidando como 

un enfoque muy potente para estudiar la dinámica de metabolitos que refleja tanto la 

fisiología de la planta como sus respuestas a estímulos ambientales y transiciones 

fenológicas. Para sustentar cualquier conclusión biológica, el estudio debe estructurarse 

desde el diseño experimental y el muestreo, pasando por la preparación de muestra y 

la adquisición instrumental, hasta el procesamiento de señales, el análisis estadístico y 

la interpretación biológica, tal como se muestra en la figura 2.1 (Chen, Li, & Xu, 2022; 

Martins, Caldana, Wolf, & De Abreu, 2018; Stancliffe et al., 2022).  

 

Figura 2.1 Flujo de trabajo en metabolómica. 

 

Las buenas prácticas actuales indican el uso de muestras de control de calidad (QC) para 

estimar la variabilidad técnica y filtrar señales inestables antes del análisis, junto con 

estrategias de normalización para reducir sesgos sistemáticos; la adopción de criterios de 
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reporte para la identificación de metabolitos, como los niveles propuestos por 

la Metabolomics Standards Initiative (Kirwan et al., 2022); y una interpretación biológica 

que conecte los metabolitos identificados con el contexto de la investigación 

contemplando además la posibilidad de integración con otras ómicas cuando sea 

pertinente (Mosley et al., 2024). 

 

2.5.1 Diseño experimental en metabolómica vegetal (biología, ambiente, fenología, 

replicación) 

 

Un diseño experimental robusto es fundamental para un análisis metabolómico 

significativo. Los aspectos clave incluyen la replicación biológica, la aleatorización del 

orden de recolección y procesamiento de muestras, el control de las variables ambientales 

(luz, temperatura, humedad), la selección correcta del estado fenológico de la planta, la 

caracterización del genotipo y la definición clara de las preguntas de investigación 

(Rodrigues, Ribeiro-Barros, & António, 2019; Sørensen, Møller, Strube, & Gotfredsen, 

2024). Los enfoques de Diseño de Experimentos se recomiendan cada vez más para 

optimizar la selección de factores y minimizar el uso de recursos (Jacyna, Kordalewska, 

& Markuszewski, 2019). La documentación de metadatos, como las condiciones de 

crecimiento o el estadio de desarrollo, es crucial para la reproducibilidad (Gibon & Rolin, 

2011; Rodrigues et al., 2019). 

 

2.5.2 Variabilidad preanalítica y control de calidad 

 

Los pasos previos a la determinación analítica agregan una variabilidad significativa si 

no se controlan estrictamente. La inhibición inmediata del metabolismo tras la cosecha 

se logra generalmente congelando la muestra con nitrógeno líquido; la posterior 

liofilización rápida de las muestras y los métodos de homogeneización estandarizados 

(molienda en condiciones estrictamente definidas) y adaptados al tipo de tejido son 

esenciales para minimizar la introducción de variabilidad en las muestras. Las 

condiciones de almacenamiento, generalmente a -20 °C o -80 °C, deben ser constantes 

para evitar la degradación de la muestra, e incluso pequeñas variaciones pueden alterar 

considerablemente los perfiles metabólicos, no solo al momento del almacenamiento sino 
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en cada etapa del proceso (Mashabela, Masamba, & Kappo, 2022; Ocampos et al., 2024; 

Peters et al., 2018; Rodrigues et al., 2019). 

 

El aseguramiento y control de calidad es fundamental para garantizar la fiabilidad de los 

datos. Las prácticas recomendadas incluyen el uso de blancos para detectar 

contaminación, muestras compuestas de control de calidad para monitorizar la deriva 

analítica, adición de estándares internos para poder hacer la normalización, la realización 

de pruebas de idoneidad del sistema antes de los análisis, la aleatorización del orden de 

las muestras durante el análisis, réplicas técnicas y la calibración periódica de los 

instrumentos (Broadhurst et al., 2018; Dudzik, Barbas-Bernardos, García, & Barbas, 

2018; Kirwan et al., 2022; Märtens et al., 2023). El Consorcio de Garantía y Control de 

Calidad en Metabolómica (mQACC) describe siete etapas principales de control de 

calidad, que van desde el diseño del estudio hasta la revisión de la calidad de los datos ya 

que se ha visto que a pesar del uso creciente de muestras compuestas de control de calidad 

en estudios basados en LC-MS, los informes detallados sobre su preparación y uso siguen 

siendo inconsistentes (Broeckling et al., 2023; Mosley et al., 2024). 

 

2.5.3 Identificación de metabolitos y reporte 

 

La identificación precisa de metabolitos se basa en el uso de bibliotecas espectrales y 

estándares de referencia. Existen cuatro niveles de confianza en la identificación, el nivel 

1 es mediante confirmación con un estándar, el nivel 2 es cuando se identifica 

presuntamente por coincidencia con una biblioteca espectral, el nivel 3 es cuando se 

identifica el grupo de producto natural al cual pertenece el metabolito, y el nivel 4 es 

cuando se desconoce el metabolito. El uso de múltiples técnicas analíticas, así como la 

combinación de los patrones de fragmentación de MS/MS con el tiempo de retención de 

los analitos o en su defecto su índice de retención, mejora la confianza de la asignación 

(Yang Chen et al., 2022; Ciasca et al., 2020; Schrimpe‐Rutledge et al., 2016). 

 

El correcto reporte de los metabolitos identificados facilita la reproducibilidad de la 

investigación. Las información mínima debe incluir los detalles sobre el origen de las 

muestras, la preparación y el almacenamiento de las mismas, la plataforma analitica usada 

y los modos de adquisición en la misma, tabién los procedimientos de control de calidad 
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empleados, los pasos de procesamiento de datos y los criterios de selección de metabolitos 

relevantes, los niveles de confianza en la identificación, y la disponibilidad de datos 

brutos y procesados (Kirwan et al., 2022; Mosley et al., 2024).  

 

2.6 Tratamiento de datos y análisis estadístico en metabolómica 

 

La investigación en metabolómica, ya sea mediante RMN o GC/LC-MS, genera conjuntos 

de datos complejos y de gran tamaño que requieren de un estricto procesamiento de datos 

y análisis estadístico para extraer información con significado biológico. El flujo de 

trabajo suele incluir etapas de preprocesamiento como alineación, normalización, 

escalado, corrección de derivas y filtrado, seguidas de análisis estadísticos univariados y 

multivariados, modelado supervisado, estrategias de validación y determinación de los 

biomarcadores (Di Guida et al., 2016; Euceda, Giskeødegård, & Bathen, 2015; Sun & 

Xia, 2023). La estadística univariada se utiliza para la selección de características o 

variables y la prueba de hipótesis, pero debe corregirse cuidadosamente para 

comparaciones múltiples (Vinaixa et al., 2012). Los enfoques multivariados, tanto no 

supervisados como supervisados, sirven para reducir la dimensionalidad de los datos, el 

reconocimiento de patrones, la clasificación y el descubrimiento de biomarcadores (Chen 

et al., 2022; Liland, 2011; Saccenti, Hoefsloot, Smilde, Westerhuis, & Hendriks, 2013). 

Los métodos de validación robustos, como la validación cruzada y las pruebas de 

permutación, son fundamentales para evitar el sobreajuste a los datos y garantizar la 

reproducibilidad (Blaise et al., 2021; Xu et al., 2023).  

 

2.6.1 Preprocesamiento de datos 

 

El preprocesamiento en metabolómica son una serie de etapas cuyo objetivo es convertir 

señales instrumentales complejas en una matriz de variables lo más comparable posible 

entre muestras, minimizando variaciones técnicas (instrumentales) manteniendo las 

variables que tengan importancia biológica. El procesamiento incluye la eliminación de 

ruido y la corrección de línea base, la detección de picos, alineamiento y asignación a 

compuestos por tiempo de retención en GC/LC-MS o alineamiento espectral en el caso de 

RMN. También se filtran los datos, por ejemplo, aquellos que no pudieron ser alineados, y 

se eliminan outliers ya que ambos aumentan la varianza y pueden sesgar los análisis 
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estadísticos posteriores (Euceda et al., 2015; Karaman, 2017; Karaman, Pinto, & Graça, 

2018; Sun & Xia, 2023). 

 

Otras etapas de procesamiento aplican a casos donde se buscan comparar muestras, y son 

requeridos para fortalecer la estadística. La normalización de los espectros busca reducir 

los efectos de las diferentes escalas en la intensidad de las señales para que los espectros 

resulten comparables entre instrumentos. Las estrategias más utilizadas son la 

normalización por suma total o área, la normalización a una determinada señal, la 

normalización por vector, y la normalización por cociente probabilístico. En 

espectroscopía, la normalización se orienta a uniformizar la intensidad global del 

espectro, y aunque su impacto suele ser secundario respecto de la corrección de línea de 

base, ayuda a mejorar la robustez de los análisis multivariados y la capacidad de 

clasificación (Liberda et al., 2021; C. Yan, 2025). Las transformaciones, como puede ser 

la logarítmica o de potencia, se usan para estabilizar la varianza y reducir la asimetría de 

las distribuciones, haciendo que los grupos tengan una forma más simétrica y así cumplan 

los supuestos de muchos modelos estadísticos. En metabolómica, estas transformaciones 

ayudan a disminuir la dominancia de variables muy abundantes naturalmente, lo que 

ayuda a interpretar los perfiles y genera una mejor estructura de los datos, facilitando 

la agrupación en análisis de componentes principales (PCA) y el desempeño de los 

modelos multivariados aplicados posteriormente (Berg, Hoefsloot, Westerhuis, Smilde, 

& Werf, 2006; van den Berg, Hoefsloot, Westerhuis, Smilde, & van der Werf, 2006; Yarto-

Jaramillo, 2015). El centrado y escalado de variables es una etapa clave del 

preprocesamiento porque controla la contribución relativa de cada variable al análisis 

multivariado, especialmente cuando existen grandes diferencias de magnitud entre 

señales. El centrado se logra al restar la media, y se combina con distintas formas 

de escalado según el objetivo. Si se busca igualar la influencia de todas las variables, se 

usa el autoscaling; cuando se busca achicar picos muy intensos, como ocurre en el caso 

de algunas señales de RMN, se usa el escalado Pareto (Varmuza & Filzmoser, 2024); y 

también se usa el escalado por rangos para reducir la dependencia de la concentración 

absoluta. Dado que la elección del método de escalado modifica la separación entre 

clases, el ordenamiento de variables importantes y el rendimiento de los modelos de 

clasificación, no existe un único método óptimo, por lo que se recomienda comparar los 

métodos y evaluar cuál funciona mejor de acuerdo a lo que se busca (Ahsan, Mahmud, 
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Saha, Gupta, & Siddique, 2021; Amorim, Cavalcanti, & Cruz, 2022; van den Berg et al., 

2006).  

 

2.6.2 Estadística univariada 

 

Los datos metabolómicos son de gran tamaño, donde el número de variables supera al 

número de muestras, y se necesitan pruebas univariantes para analizar estas características 

(variables). Las pruebas t o el análisis de varianza (ANOVA), se aplican a cada variable de 

forma independiente para identificar diferencias significativas entre los diferentes grupos 

(Sumner et al., 2007; Vinaixa et al., 2012). En el análisis de múltiples metabolitos, la 

corrección por comparaciones múltiples es esencial para controlar los falsos positivos. La 

transformación de Bonferroni reduce la probabilidad de obtener un falso positivo pero es 

muy conservador a medida que aumenta el número de metabolitos evaluados, reduciendo 

la potencia estadística (Vinaixa et al., 2012). Existen otras transformaciones menos 

conservadoras que Bonferroni y las hace más aptas para estudios metabolómicos donde 

la dimensionalidad es muy alta y es común la dependencia entre variables (metabolitos 

correlacionados) (Benjamini, 2010; Benjamini & Hochberg, 1995; Benjamini & 

Yekutieli, 2001).   

 

2.6.3 Estadística multivariada supervisada y no supervisada 

 

Los estudios metabolómicos generan conjuntos de datos que requieren enfoques 

estadísticos robustos para lograr una interpretación biológica significativa. Los métodos 

multivariados no supervisados, como el análisis de componentes principales (PCA), se 

utilizan generalmente para la exploración estructural de los datos y la evaluación inicial 

de la calidad de los mismos, mientras que los modelos supervisados, como el análisis 

discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA), las proyecciones ortogonales a 

estructuras latentes o mínimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS), los modelos tipo 

support vector machine (SVM) y random forest permiten la clasificación, la regresión, la 

selección de variables y el descubrimiento de biomarcadores. La interpretación de estos 

modelos y el riesgo de sobreajuste requieren estrategias de validación estrictas, como la 

validación cruzada, las pruebas de permutación y el uso de conjuntos de pruebas externos 

(Ghosh, Zhang, Ghosh, & Kechris, 2020; Grissa et al., 2016; Worley & Powers, 2012).  
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El análisis de componentes principales (PCA) es el método no supervisado más utilizado 

en metabolómica para la reducción de la dimensionalidad y la visualización de la 

estructura de las muestras (Kellogg, Kvalheim, & Cech, 2020; Nyamundanda, Brennan, 

& Gormley, 2010). El PCA ayuda a identificar valores atípicos (outliers), efectos de lote 

y patrones de agrupamiento entre muestras, y refleja la estructura de los datos sin utilizar 

información sobre el grupo al que pertenece la muestra antes de aplicar modelos 

supervisados (Debik, Sangermani, Wang, Madssen, & Giskeødegård, 2021). Otras 

técnicas no supervisadas incluyen el análisis jerárquico de clusters (HCA), donde se 

agrupan las muestras en base a su similitud y el agrupamiento de k-means donde las 

muestras se agrupan en base a un determinado número de grupos ‘k’ (Gal et al., 2020). 

Más recientemente surgen los modelos no supervisados compuestos que usan múltiples 

PCA para hacer análisis más completos sobre la similitud de las muestras, o modelos 

probabilísticas del PCA que permiten el modelado con covariables, y las visualizaciones 

basadas en redes para mejorar la interpretación de los datos (Kellogg et al., 2020). 

 

Los modelos supervisados como PLS-DA, OPLS(-DA), SVM, random forest, regresión 

logística, y el machine learning se utilizan ampliamente para tareas de clasificación y 

regresión en metabolómica (Elguoshy, Zedan, & Saito, 2025; Ghosh et al., 2020; Gromski 

et al., 2015). Estos modelos permiten la identificación de características discriminantes o 

biomarcadores asociados con fenotipos o condiciones experimentales (Grissa et al., 

2016). Los modelos supervisados más usados en metabolómica son el PLS-DA y el OPLS(-

DA), ambos suman una matriz de respuesta Y codificada por clases donde se generan 

variables latentes que maximizan la covarianza entre X (variables espectrales) e Y 

favoreciendo la separación entre grupos. A partir del modelo de PLS-DA se obtienen 

representaciones en el espacio y las variables de importancia en la proyección (VIP) que 

son medidas para seleccionar las variables potencialmente discriminantes de los grupos. 

PLS-DA es sensible al sobreajuste, por lo que su uso debe acompañarse de validación 

estricta mediante validación cruzada, prueba de permutaciones y/o conjuntos externos, y 

del reporte de métricas como el ajuste (R2) y la predictibilidad (Q2) del modelo (Gromski 

et al., 2015; Ruiz-Perez, Guan, Madhivanan, Mathee, & Narasimhan, 2020). El OPLS-DA 

además del componente predictivo entre  X e Y, introduce una dimensión ortogonal que 

explica la variación no relacionada con la clase, demostrando variabilidad de cada grupo 
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del análisis. Este análisis mejora la interpretación al concentrar la información de 

discriminación en menos componentes y facilitar la identificación de la contribución de 

las variables. Este análisis, al igual que el PLS-DA, corre riesgo de sobreajuste y requiere 

de validación (Boccard, González-Ruiz, Codesido, & Rudaz, 2020). 

 

La validación de modelos supervisados como PLS-DA y el OPLS-DA es fundamental en 

metabolómica porque estos métodos pueden sobreajustar y generar separaciones 

aparentes que en realidad no generalizan a otro grupo de datos (Westerhuis et al., 2008). 

Para controlar este riesgo es recomendable optimizar el número de componentes 

mediante una adecuada validación cruzada que puede hacerse por diferentes métodos 

(leave-one-out, k-folds, holdout). En estos métodos se omiten observaciones o grupos y 

se recalcula el modelo con el resto, se predicen las observaciones omitidas y se evalúan 

los resultados del modelo, se selecciona aquel modelo con mayor ajuste (R2) (Minitab, 

n.d.). Además de la validación cruzada, se recomienda reportar las métricas de cada 

modelo (R2 y Q2) como se mencionó anteriormente junto con los resultados de pruebas 

de permutación, donde se cambian las etiquetas de los grupos o clases para evaluar si la 

capacidad predictiva del modelo originales es mayor que cuando se genera con datos 

aleatorios (Westerhuis et al., 2008). Siempre que sea posible, lo mejor es validar mediante 

una validación externa, donde el conjunto de datos se separa aleatoriamente en un grupo 

de prueba, utilizado para crear el modelo, y un grupo de validación que se usa para probar 

el modelo, y se considera un buen modelo cuando las métricas de ambos grupos son 

similares (Westerhuis et al., 2008). 

 

Para evaluar cuantitativamente el rendimiento discriminante de los modelos de PLS-DA y 

el OPLS-DA tambien se utilizan métricas basadas en curvas de ROC (Receiver Operating 

Characteristic), donde se construye la curva de sensibilidad (verdaderos positivos) en 

función de la especificidad (falsos positivos). Si el área bajo la curva es próxima a 0,5, el 

desempeño del modelo es aleatorio mientras que si el área es cercana a 1, el desempeño 

del modelo es perfecto (Martínez Pérez & Pérez Martin, 2023; Vu, Siemek, Bhinderwala, 

Xu, & Powers, 2019).  
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2.7 El cultivo de Citrus y la mandarina como sistema productivo 

 

Los cítricos (Citrus spp.) forman parte de un sistema productivo intensivo, fuertemente 

condicionado por la interacción entre genotipo, condiciones ambientales, manejo y por 

una cadena de valor que combina mercados de fruta fresca y derivados industriales. En la 

literatura reciente, la industria citrícola se discute recurrentemente como un sector de alta 

relevancia económica y social, pero también como un sistema expuesto a presiones 

sanitarias severas y persistentes, capaces de generar pérdidas importantes y comprometer 

la continuidad productiva. (Ramel, 2023; Spreen, Gao, Fernandes, & Zansler, 2020; 

Torres, Fernández-Izquierdo, Ferrero-Ferrero, Escrig-Olmedo, & Rivera-Lirio, 2022). En 

Uruguay, la citricultura se describe como el rubro hortofrutícola de mayor importancia, 

con un perfil agroindustrial fuertemente orientado a la exportación de fruta fresca, 

principalmente naranjas, mandarinas y limones, y un impacto significativo en empleo y 

actividad regional (Rivas et al., 2020). Las mandarinas son actualmente uno de los cítricos 

de más rápido crecimiento a nivel mundial, valoradas por su facilidad de pelado, su sabor 

y sus beneficios para la salud, y en Uruguay son una importante fuente de exportación e 

ingresos (Lujambio, Pellicer, & Lado, 2023). 

 

2.7.1 Importancia agroindustrial y relevancia económica 

 

Los cítricos constituyen una de las cadenas frutícolas más grandes del mundo, con una 

producción anual superior a los 150 millones de toneladas y una importante generación 

de empleo y comercio (Barbieri, Fernandes, Pontes, Pereira, & Fill, 2023; Villar-Luna, 

Santos‐Cervantes, Rodríguez-Negrete, Méndez-Lozano, & Leyva-López, 2024). 

Aproximadamente el 50 % de la producción mundial se concentra en China, Brasil, la 

UE, EE. UU. y México, siendo Brasil quien produce más de tres cuartas partes de las 

exportaciones mundiales de jugo de naranja (Barbieri et al., 2023; Neves, Trombin, 

Marques, & Martinez, 2020). 

 

Los productos cítricos (frescos y procesados) son estratégicos para la agroindustria 

global, con una fuerte especialización regional entre fruta fresca, jugo y otros derivados 

(Spreen et al., 2020; Zulian, Dörr, & Almeida, 2013). La industria del jugo de naranja es 

un pilar de la industria brasileña, generando importantes ingresos por exportación y 
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cooperativas que integran a los pequeños agricultores en las cadenas de valor (Neves et 

al., 2020; Zulian et al., 2013). En México, los cítricos abarcan unas 678.000 hectáreas y 

su producción alcanza un valor de entre 2400 y 2800 millones de dólares, proporcionando 

ingresos a alrededor de 69.000 familias (Fernández-Echeverría et al., 2024; Villar-Luna 

et al., 2024). 

 

En Uruguay, los cítricos se incorporan a las cadenas de valor globales principalmente a 

través del limón y otras exportaciones de cítricos, donde la coordinación público-privada 

en materia de sanidad vegetal, trazabilidad y estándares de calidad ha generado nuevas 

oportunidades de exportación, empleos e inversión extranjera, y ha mejorado el acceso a 

los bienes públicos sectoriales para los pequeños productores (Lachman, Tacsir, & 

Pereyra, 2022). Las valoraciones regionales de los servicios de polinización en América 

Latina también identifican a los cítricos como un grupo diferenciado y de gran 

importancia económica dentro de los cultivos dependientes de los polinizadores 

(Basualdo et al., 2022). 

 

Las mandarinas representan alrededor del 25 % de la producción mundial de cítricos, 

superadas solo por las naranjas dulces (Goldenberg, Yaniv, Porat, & Carmi, 2018; Gosal 

et al., 2024). La producción y la superficie mundial de mandarinas han aumentado 

aproximadamente un 375 % desde principios de la década de 1980, con un crecimiento 

anual promedio de la producción de entre el 4 % y el 7 % China es el principal productor 

(más de la mitad de las mandarinas del mundo), seguida de países como Turquía, España, 

Brasil y Japón (Regmi & Dhungana, 2024).. España es el mayor exportador, con más del 

25 % de las mandarinas y clementinas comercializadas a nivel mundial. 

 

Las mandarinas se consumen frescas y se procesan para elaborar jugos, concentrados, 

mermeladas, aromas y licores, la cáscara y los subproductos de su procesamiento 

proporcionan aceites esenciales, flavonoides, carotenoides y limonoides para usos 

alimentarios y farmacéuticos (Shorbagi, Fayek, Shao, & Farag, 2022). 
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2.7.2 Exigencias del mercado 

 

El consumo mundial de mandarinas ha experimentado un fuerte aumento, impulsado en 

gran medida por su comodidad  a la hora de consumirse (fácil pelado) y la preferencia 

por frutas sin semillas, uniformes y atractivas. Las demandas del mercado ahora integran 

la apariencia externa, la calidad del producto y los aspectos de seguridad y nutrición a lo 

largo de toda la cadena productiva. 

 

Estudios realizados en EE. UU., Europa y Asia encuentran consistentemente que los 

consumidores buscan fruta sin semillas, sin imperfecciones, y se enfocan en la apariencia. 

La frescura y el sabor son atributos críticos al momento de seleccionar la fruta. Algunos 

mercados penalizan fuertemente la presencia de semillas y los defectos de la piel, 

mientras que otros sacrifican una apariencia perfecta por un precio más bajo o el origen 

local (Badar et al., 2023; Budiyati, Rejeki, & Zamzami, 2021; House et al., 2011; 

Tarancón, Tárrega, González, & Besada, 2021). 

 

Los programas de mejoramiento se centran en la ausencia de semillas, la facilidad de 

pelado, la uniformidad de los frutos pequeños y medianos y una alta calidad sensorial, a 

menudo mediante híbridos triploides (Aleza, Cuenca, Juárez, Pina, & Navarro, 2010; Pina 

& Navarro, 2020). Las nuevas líneas y mutantes buscan frutos de tamaño uniforme, de 

color naranja brillante, sin o con muy pocas semillas, para satisfacer la demanda del 

mercado nacional y de exportación (Neves et al., 2018; Tarancón, Tárrega, Aleza, & 

Besada, 2020). 

 

La seguridad y calidad de los alimentos se abordan mediante el procesamiento controlado 

(en particular en la producción de jugos), la atención a la aparición de sabores 

desagradables y la conservación de la vitamina C, los carotenoides y los compuestos 

fenólicos (Bandić et al., 2023; Putnik et al., 2017). Las prácticas poscosecha como el 

encerado para evitar la deshidratación de la cáscara y los cuidados durante el 

almacenamiento en frío son fundamentales para mantener la apariencia y la aceptabilidad 

requeridas por el mercado. 
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2.7.3 Principales problemáticas productivas 

 

Los sistemas productivos de mandarina en todo el mundo enfrentan problemas de sanidad 

vegetal, rendimientos inestables, defectos de calidad y grandes pérdidas poscosecha, a 

menudo provocados por una mala gestión de los cultivos, la presencia de plagas y 

enfermedades, y un almacenamiento y manipulación inadecuados. 

 

Los rendimientos inestables se deben en gran medida a que presentan alternancia 

productiva, fenómeno que se caracteriza por una fuerte oscilación entre una alta 

producción de frutos y una baja producción de frutos, lo que perjudica el tamaño, la 

calidad y la estabilidad económica de los mismos. Esta situación se debe a los efectos 

hormonales, los carbohidratos y el crecimiento de los brotes, pero existen diversas 

técnicas de cultivo y químicas que pueden reducir su gravedad. Las cosechas abundantes 

actúan como potentes consumidores de carbohidratos, lo que limita el crecimiento 

radicular, el crecimiento de los brotes de verano y la floración recurrente en la mandarina 

Nadorcott o Afourer (Stander, Barry, & Cronjé, 2018). La carga de fruta y las semillas 

aportan giberelinas y auxinas, que inhiben la inducción floral y los genes de floración de 

un ciclo a otro (Haim, Pochamreddy, et al., 2025; Muñoz-Fambuena et al., 2011; Shaban, 

El-Banna, & Rashedy, 2025b, 2025a). Este fenómeno se da a nivel del árbol e incluso a 

nivel de las ramas, siendo productivas en una cosecha y no productivas en la siguiente 

como se puede ver en la figura 2.2. Las ramas se comportan como unidades 

independientes frente a la inhibición por parte del fruto ya que la misma es una interacción 

a corta distancia. 

 

Figura 2.2 Alternancia productiva a nivel de rama. Imagen creada y cedida por Fernando 

Rivas. 
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Es por esto que la poda en primavera en años de floración regular (reduciendo los brotes 

florales a la mitad) aumenta la cantidad de brotes nuevos y aumenta el rendimiento 

acumulado a 4 años en aproximadamente un 25 % atenuando la alternancia, y podas 

severas en un año de baja producción rompen la alternancia en mandarinas mejorando el 

tamaño y la calidad del fruto a lo largo de 6 años (Mesejo et al., 2020; Procopiou & El-

Gazzar, 1972). La aplicación de 2,4-D en plena floración en la mandarina Satsuma 

‘Miyagawa’ aumenta la caída de frutos, el tamaño del fruto y los azúcares, y se propone 

para controlar la alternancia (Adouli, Zamani, Fattahi-Mohgadam, Golein, & Rezaei, 

2018). La aplicación de hormonas como el ácido giberélico GA3 (40 mg/L) en años de 

baja producción reducen la brotación y la floración en las mandarinas ‘Montenegrina’ y 

‘Rainha’, con el objetivo de evitar una gran producción en un año de baja producción tras 

una cosecha escasa (Griebeler et al., 2025; Griebeler, Gonzatto, Böettcher, & Schwarz, 

2023; Ramos-Hurtado et al., 2006). GA3 en dosis bajas durante años de baja producción 

invernal en mandarina ‘Orri’ genera un aumento de las inflorescencias y aumenta el 

rendimiento fuera de temporada en un 40% (Haim, Kamara, Morozov, & Sadka, 2025). 

Las combinaciones de GA3 y CuSO₄ durante la floración logra una reducción del número 

de semillas y mejora el rendimiento tanto dentro como fuera de temporada (Shaban et al., 

2025a).  

 

La salud del árbol y la estabilidad del rendimiento en cítricos están condicionadas también 

por otros múltiples factores que actúan de manera conjunta. En primer lugar, los estreses 

bióticos como el Huanglongbing, la mosca de la fruta, la tristeza, la gomosis, la mancha 

negra, y otras plagas y enfermedades, son las causas principales de la disminución del 

rendimiento y del deterioro progresivo de los árboles (Joshi, Neupane, Pandey, & Khatri, 

2023; Pariyar & Goswami, 2023; Regmi & Dhungana, 2024). En segundo lugar, los 

problemas de suelo y nutrición, como el descenso de la fertilidad, el pH inadecuado, las 

deficiencias de nutrientes y el intercalado con cultivos que extraen nutrientes del suelo, 

reducen la productividad y comprometen la calidad del fruto (Pariyar & Goswami, 2023). 

Las limitaciones hídricas y la variabilidad climática desestabilizan la floración y el 

cuajado afectando los rendimientos finales en la producción, aunque estrategias como el 

riego deficitario regulado pueden ahorrar entre 20 y 40 % de agua sin sacrificar el 
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rendimiento mejorando algunos atributos de calidad (Conesa et al., 2014; Conesa, Rosa, 

Fernández-Trujillo, Domingo, & Pérez-Pastor, 2018).  

 

La calidad del fruto, tanto en pre- como poscosecha, está determinada por problemas 

fisiológicos de la cáscara y por decisiones del manejo que afectan su calidad comercial. 

Durante la cosecha los problemas de la cáscara varían según la variedad y la posición del 

fruto en la copa, y estos problemas se ven agravados por cambios en la humedad del 

ambiente, por lo que aplicaciones pre-cosecha de 2,4-D, GA3 o antitranspirantes 

formadores de película pueden disminuir el daño de la cáscara, aunque el GA3 puede 

retrasar el desarrollo del color (Rezk et al., 2024). El momento y el método de cosecha 

son determinantes ya que la fecha de recolección influye marcadamente en el tamaño, el 

contenido de azúcares, la acidez, la vitamina C y los antioxidantes, y las ventanas óptimas 

varían entre cultivares (Manzoor et al., 2023), además, prácticas de cosecha bruscas al 

recolectar generan más daño físico, mayores pérdidas (Rokaya, Baral, Gautam, Shrestha, 

& Paudyal, 2020).  

 

Las pérdidas poscosecha y la conservación del fruto dependen fundamentalmente de la 

tecnología de almacenamiento empleada (Khanal, Timilsina, Aryal, Khanal, & Lamsal, 

2023; Shrestha, Awasthi, & Das, 2024). Una causa de deterioro es el daño físico y 

mecánico ya que la compresión o la manipulación brusca puede producir daño interno de 

la pulpa acelerando la respiración, el ablandamiento y la pudrición (Tian, Chen, & Li, 

2024). En comparación con el almacenamiento a temperatura ambiente, el uso de cámaras 

frigoríficas o almacenamiento con humedad relativa adecuada reduce en forma sustancial 

la pérdida de peso y el deterioro por hongos (Khanal et al., 2023; Rokaya et al., 2020). 

La optimización de la temperatura es clave dado que para distintas mandarinas el rango 

de 4 a 10 °C con alta humedad relativa suele mantener la calidad durante 45 a 120 días 

sin afectar el sabor (Cao et al., 2024; El-Shemy, 2019). El envasado y los ambientes 

modificados contribuyen a extender la vida útil, por ejemplo usando empaques plásticos 

con ventilación adecuada (Bhusal et al., 2025). Los tratamientos químicos como el ácido 

salicílico y la putrescina reducen la pérdida de peso y la pudrición, y ayudan a mantener 

la firmeza, los sólidos solubles totales, la acidez y el contenido de vitamina C durante el 

almacenamiento en frío junto con el uso de fungicidas puede extender el almacenamiento 

a temperatura ambiente hasta 78 días (Poudel, 2021).  
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2.7.4 Enfermedades relevantes del cultivo  

 

Entre las enfermedades bacterianas de mayor relevancia, el cancro cítrico se describe 

como un problema que importante en la industria citrícola y que afecta directamente el 

valor comercial del fruto. Estudios recientes centrados en infección en fruto señalan que 

cuando el fruto es infectado por Xanthomonas citri subsp. citri, puede reducirse o incluso 

perderse su valor comercial. Se ha reportado que la susceptibilidad del fruto disminuye a 

medida que avanza el desarrollo, observándose patrones temporales de aparición de 

lesiones en etapas tempranas posfloración y ausencia de nuevas lesiones en etapas de 

madurez, lo que aporta opciones para el manejo sanitario (L. Liu et al., 2024).  

 

Xanthomonas citri subsp. citri provoca lesiones corchosas en hojas, ramas y frutos, 

provoca la defoliación, manchas en los frutos y caída prematura de los mismos, lo que 

los hace inadecuados para el mercado en fresco y reduce el rendimiento y la calidad (Ali 

et al., 2023; Danish et al., 2022). Las mandarinas infectadas presentan niveles reducidos 

de clorofila, calcio, magnesio, potasio y fósforo, y compuestos antioxidantes en los frutos, 

lo que degrada aún más la calidad (Nawaz, Ghani, et al., 2024). 

Uruguay se encuentra dentro de la zona sudamericana de cancrosis, históricamente 

afectada por cepas específicas con un rango de hospedadores relativamente estrecho. 

En Uruguay se reporta con una incidencia localizada, aunque aún no tan extendida como 

en algunos países vecinos (Ference et al., 2018; Shahbaz et al., 2022). La “cancrosis 

sudamericana B” (X. citri subsp. aurantifolii B) apareció en Argentina en 1923 y se 

extendió a los países vecinos de Uruguay y Paraguay (Barbieri et al., 2023; Danish et al., 

2022). Estas cepas infectan principalmente limones, limas, naranja agria, raramente 

afectan a naranja dulce y no afectan al pomelo, siendo las mandarinas variables en cuanto 

a su susceptibilidad dependiendo de la variedad considerada. Este rango de hospedadores 

determina qué sectores citrícolas uruguayos presentan mayor riesgo (Danish et al., 2022; 

Russi, Menoni, del Campo, & Peyrou, 2013). Las mandarinas generalmente muestran una 

resistencia intermedia a moderada, pero ningún genotipo es inmune. Un análisis de campo 

de 186 genotipos de cítricos encontró grupos de mandarinas en un rango medio en cuanto 

a la gravedad de las lesiones, algunas (como 'Muscia') se encontraban entre las más 

resistentes, mientras que el pomelo y la lima dulce eran mucho más susceptibles. Bajo 
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presión severa, incluso las mandarinas resistentes desarrollan síntomas característicos de 

cancro (Ali et al., 2023; Danish et al., 2022; de Carvalho et al., 2014).  

 

El manejo integrado de plagas típico para combatir el cancro incluye la exclusión y 

cuarentena de plantas, y el uso de plantas de vivero libres de enfermedades. Las 

aplicaciones de cobre, cortavientos, poda y destrucción de tejidos o árboles infectados 

son la práctica más común, o incluso se usa estreptomicina u otros antibióticos, pero 

plantean problemas de resistencia a los antimicrobianos y regulación. También se 

seleccionan combinaciones de mandarina/portainjerto más resistentes siempre que sea 

posible y hay enfoques ecológicos como el control biológico y estrategias basadas en 

endófitos que son prometedoras contra el cancro (Ali et al., 2023; Bahadur & Srivastava, 

2022; Danish et al., 2022; Nasreen, 2020; Subedi, Pandey, Bhandari, & Khanal, 2024). 

 

A nivel de interacción hospedero–patógeno, existen trabajos que describen que el 

desarrollo de síntomas es un componente central de la enfermedad y que factores 

moleculares del patógeno participan en la capacidad de colonización y en la 

manifestación de cancro. Este conocimiento muestra el interés por entender la 

susceptibilidad como un rasgo complejo y dinámico, con implicancias para selección de 

germoplasma, evaluación comparativa de materiales y diseño de estrategias de control 

(Yan et al., 2025). Existe además una tendencia hacia estrategias de control innovadoras 

orientadas a reducir el impacto ambiental y mejorar la especificidad, como enfoques 

basados en silenciamiento genético. Este tipo de propuestas muestra el esfuerzo en la 

investigación dedicado a generar alternativas de manejo frente a una enfermedad con 

consecuencias directas sobre productividad y calidad comercial (Gaffar, 2023). 

 

Entre otras de las enfermedades bacterianas más devastadoras de la mandarina está el 

HLB, causado por Candidatus liberibacter, daña huertos ya establecidos y reduce la 

productividad, y aumenta los costos de producción (Chaulagai & Shrestha, 2022). En 

paises como Tailandia, el HLB afectó al 88% de los huertos mientras que el cancro 

coexistió en aproximadamente un 82% (Chanvatik et al., 2019). La podredumbre de la 

raíz suele afectar a paises de elevada humedad y es causada por una combinación de 

hongos (Phytophthora, Pythium, Fusarium y Rhizoctonia) y bacterias 

(Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas y Rhizomonas) (Bodah, 2017). Otras patologías 
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comunes en mandarinas son la gomosis, la muerte regresiva, el virus de la tristeza, la 

fumagina, la sarna y la melanosis, que generan pérdidas económicas importantes a nivel 

mundial (Yiqun Chen et al., 2023; Dahal, Pant, Bhusal, Koirala, & Niraula, 2021; Riolo, 

Aloi, Pane, Cara, & Cacciola, 2021; Singh et al., 2024). 

 

2.8 Mejoramiento genético, nuevas variedades y desafíos para responder al mercado 

 

Los mercados mundiales de mandarinas demandan cada vez más frutas sin semillas, 

fáciles de pelar, de alto sabor, con tolerancia a enfermedades y una estacionalidad más 

amplia, algo que las variedades más antiguas no pueden ofrecer por sí mismas (Cristofani-

Yaly et al., 2024; Goldenberg et al., 2018).  

 

En Uruguay, el mejoramiento genético de mandarinas está fuertemente orientado a la 

competitividad del negocio de fruta fresca para exportación, con un programa liderado 

por INIA en conjunto con la Facultad de Agronomía de la Universidad de la República, 

que busca generar materiales adaptados a las condiciones agroecológicas locales y a las 

exigencias comerciales. El foco actual de desarrollo busca ampliar el periodo de cosecha 

y mejorar atributos clave de calidad interna y externa (sabor, jugosidad, color, facilidad 

de pelado, bajo semillado), junto con rasgos agronómicos y de poscosecha (rendimiento, 

capacidad de retención en planta, tolerancia a enfermedades y comportamiento 

poscosecha) por lo tanto los materiales generados cultivares con ventajas concretas para 

productor y consumidor y que mantiene una cartera en continuidad con expectativas de 

nuevas liberaciones en los próximos años 

 (Neff, 2019; Sajami, 2025).  

 

La demanda de nuevas variedades se ha orientado hacia frutas sin semillas o con pocas 

semillas, fáciles de pelar, de color naranja intenso, con un equilibrio entre dulzor y acidez 

y un aroma intenso (Cristofani-Yaly et al., 2024; Goldenberg et al., 2018; Neves et al., 

2018). Los trabajos de evaluación sensorial identifican características imprescindibles 

para su aceptación: refrescante, muy aromática, dulce, jugosa, sabor intenso, ligeramente 

ácida, poco fibrosa, además de segmentos pequeños en algunos mercados (Gámbaro et 

al., 2021; Giménez-Sanchis, Tárrega, Tarancón, Aleza, & Besada, 2021). La apariencia 

externa también aparece como factor importante, sin embargo, el sabor y el valor 



 

 

 36 
 
 
 

nutricional terminan siendo decisivos al momento de la elección por parte del consumidor 

(Goldenberg et al., 2018; Omura & Shimada, 2016). 

 

Actualmente las principales limitaciones debidas a enfermedades y problemas sanitarios 

incluyen la mancha marrón por Alternaria y el Huanglongbing. Esto reduce la superficie 

plantada y aumenta el uso de fungicidas e insecticidas, y es allí donde los nuevos híbridos 

muestran una tolerancia diferencial a Alternaria manteniendo una buena calidad 

organoléptica (Das, Sharma, & Manshad, 2024; Moura et al., 2025; Raveh et al., 2020). 

Algunos tipos de mandarina muestran tolerancia al HLB, lo que los hace interesantes para 

la generación de cultivares con resistencia, estos cultivares presentan respuestas 

inmunitarias más fuertes y una mejor regeneración del floema (Ribeiro et al., 2022; 

Shahzad, Vashisth, Ritenour, & Brecht, 2023). 

 

Las plantaciones existentes dependen de muy pocos cultivares y portainjertos, lo que 

resulta en períodos de cosecha cortos y vulnerabilidad a plagas y enfermedades. El 

mejoramiento y la selección buscan una mayor eficiencia de rendimiento, una 

maduración más temprana o tardía para extender la oferta a los meses de temporada baja 

y la adaptación a diversos climas (trópicos, subtrópicos, zonas más frías o más secas)  

(Cantuarias-Avilés, Filho, Stuchi, Da Silva, & Espinoza-Núñez, 2010; Da Cruz et al., 

2021; Kulyan, 2019; Smith, 2016). 

 

La generación de nuevas variedades se ve limitada por la lentitud de los ciclos biológicos, 

la necesidad de pruebas en diferentes climas, los altos costos de infraestructura y 

operación, y la complejidad de los sistemas de mejoramiento y regulación. Nuevas 

herramientas, como el mejoramiento rápido y la selección genómica, pueden reducir el 

tiempo y la carga de las pruebas en campo, pero presentan desafíos de costo e 

implementación (Atlin, Cairns, & Das, 2017; Wanga, Shimelis, Mashilo, & Laing, 2021; 

Yan, 2021). Es por esto que la caracterización química es actualmente un criterio de 

selección central ya que discrimina el germoplasma, predice el desempeño sensorial y 

funcional y orienta las variedades con su uso final específico, haciendo que el 

mejoramiento y la elección de materiales sean más precisos y orientados al mercado 

(Djande, Piater, Steenkamp, Tugizimana, & Dubery, 2021; Serrano, Kombrink, & 

Meesters, 2015) 
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2.9 Metabolómica en Citrus 

 

Los cítricos son de importancia mundial debido a sus propiedades nutricionales, 

organolépticas y beneficiosas para la salud. La metabolómica en Citrus es capaz de 

integrar las caracteristicas determinantes de calidad, fisiología y defensa en un cultivo 

donde las variaciones en azúcares, ácidos, terpenoides y fenoles generan diferencias 

sensoriales y agronómicas relevantes. En cítricos, el uso combinado de LC-MS para 

metabolitos semipolares (fenilpropanoides, flavonoides, limonoides), CG-MS para 

estudiar el volatiloma (monoterpenos, aldehídos, ésteres) y RMN para perfiles cuali y 

cuantitativos de metabolitos polares (azúcares, ácidos orgánicos, aminoácidos) permiten 

analizar tanto el metabolismo primario como secundario y empleando quimiometría 

logran determinar características metabólicas de los cultivos. Este tipo de enfoque 

metodológio ha servido para determinar la diversidad de flavonoides entre especies y 

tejidos de diferentes Citrus y para vincular metabolitos a sus funciones ecológicas y de 

aplicación en salud humana (Wang et al., 2017).  

 

En calidad de fruto, los estudios en mandarinas muestran que la transición hacia la 

maduración implica un reordenamiento del metabolismo de carbohidratos y ácidos 

orgánicos, donde se incrementan los azúcares solubles (sacarosa, glucosa, fructosa) 

mientras que disminuyen los ácidos orgánicos, y esto tiene gran impacto en el consumidor 

(Batista-Silva et al., 2018; H. R. Hong et al., 2024). El estudio integrado del transcriptoma 

y metaboloma en mandarinas Ponkan (Citrus reticulata), es un ejemplo de la aplicación 

del encar metabolómico donde se describen las variaciones temporales de metabolitos 

primarios durante la maduración y su acoplamiento con genes y enzimas asociados a 

acumulación de azúcares y la degradación de ácidos (Lin et al., 2015). Los estudios 

metabolómicos no solo abarcan fruta fresca sino a subproductos como el jugo, donde se 

ha estudiado los perfiles de diferentes frutas cítricas mediante RMN y muestran la 

importancia de los metabolitos primarios en la discriminación varietal y de especies, 

aportando datos para determinar autenticidad y trazabilidad de subproductos de la cadena 

citrícola (Villa-Ruano et al., 2019). Además de los metabolitos primarios, los flavonoides 

y terpenoides influyen en parámetros de calidad de los cítricos, estos compuestos afectan 

el sabor, aroma y valor nutricional de los mismos. Factores ambientales como la luz y la 
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temperatura influyen significativamente en los perfiles de estos metabolitos, afectando la 

calidad de la fruta (Lado, Gambetta, & Zacarias, 2018; Wang et al., 2024). 

 

En cuanto al aroma, la “volatilómica” ha descrito compuestos clave como el limoneno 

que son marcadores del flujo metabólico de los cítricos durante el desarrollo (Kim et al., 

2022). En variedades específicas de mandarinas se han realizado estudios (Jiaxian He et 

al., 2024) combinados de HS-SPME-GC-MS y transcriptómica mostrando la dinámica del 

volatiloma a lo largo de diferentes estadios del desarrollo y la asociación entre los genes 

de la vía del metileritritol fosfato y el contenido de volátiles. Este tipo de estudios son 

especialmente relevantes para programas de mejoramiento orientados a flavor.  

 

Los estudios metabolómicos de la cáscara han estudiado la composición de la cutícula, 

las ceras, las funciones de defensa y la diferenciación varietal (Wang et al., 2020; Wang 

et al., 2024; Wu et al., 2023). La composición de la misma es crítica en mandarinas por 

su relación con la apariencia comercial, la tolerancia poscosecha y la tolerancia a 

patógenos (Liu et al., 2025; Pervaiz et al., 2023; Tunsagool et al., 2019). En un mutante 

de naranja ‘Newhall’ con deficiencia de ceras cuticulares, el análisis combinado del 

metaboloma y el transcriptoma mostró una orientación hacia la defensa mediada por 

jasmonatos, con disminución del contenido de lípidos de cadena larga y un aumento del 

jasmonato y otros metabolitos inducidos por el mismo (He et al., 2018). Estudios en 

cáscara de mandarinas ‘Shatangju’ basados en UHPLC-QQQ-MS caracterizó muchos 

metabolitos presentes en la misma, y detectó un aumento en la activación de la ruta de 

fenilpropanoides y flavonoides durante el desarrollo del fruto y bajo la presencia de HLB 

(Wang et al., 2020). 

 

Los trabajos en metabolómica de hojas se centran en la carga frutal y respuesta a 

condiciones de estrés como la sequía o el ataque de patógenos (Pott, Vallarino, & Osorio, 

2020; Xue et al., 2025). En brotes vegetativos de cítricos se vinculó la carga frutal con 

cambios en coenzimas, azúcares y aminoácidos, mostrando que la presencia del fruto 

redirecciona el metabolismo de carbono y nitrógeno (Martínez-Alcántara et al., 2015; 

Nishikawa, Iwasaki, Fukamachi, & Matsumoto, 2015). Otros estudios en hojas de cítricos 

sometidos a condiciones de sequía cuantificaron flavonoides específicos asociados a 

tolerancia mostrando el rol de los compuestos antioxidantes fenólicos como parte de los 
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mecanismos de defensa frente a estrés además de su valor nutracéutico (Rao et al., 2023; 

Wang et al., 2023). 

 

En cuanto a defensa de la planta, Huanglongbing (HLB) es hoy la enfermedad principal 

que afecta a los citricos a nivel mundial e impulsa el desarrollo metodológico en 

metabolómica de cítricos por ser una enfermedad sistémica y mortal para la planta (Pérez 

et al., 2019). En mandarinas tolerantes comparadas con susceptibles se identificaron redes 

metabólicas asociadas a tolerancia donde se integran metabolismo de aminoácidos, en 

particular aspartato y glutamato, las purinas adenina y guanina y la biosíntesis de 

hormonas como auxinas y citoquininas (Suh, Tang, Zhang, Gmitter, & Wang, 2021). Esta 

regulación hormonal aumentada es coherente con el crecimiento y regeneración del 

floema, fundamental para la resistencia a esta enfermedad. Un estudio metabolómico del 

floema indica que el ambiente metabólico previo a la infección puede modular el 

desempeño de la planta frente al HLB, lo que permite la selección de variedades 

resistentes en los programas de mejoramiento (Herranz et al., 2024). En jugos obtenidos 

de frutos infectados, se han reportado los metabolitos diferenciales vinculados a carbono 

y nitrógeno como azúcares, ácidos orgánicos y aminoácidos, y limonoides, mostrando el 

potencial diagnóstico de la metabolómica  aplicada a esta área (Slisz, Breksa, Mishchuk, 

McCollum, & Slupsky, 2012). Enfoques recientes sobre mapeo molecular espacial han 

logrado vincular la severidad del HLB con disrupciones en la composición de flavonoides 

y con la acumulación de poliaminas indicando cómo se relaciona el metabolismo fenólico 

y de poliaminas con la progresión de la enfermedad (Aksenov et al., 2024).  

 

Otra enfermedad importante en los cítricos es el cancro, producido por la bacteria 

Xanthomonas citri. La metabolómica se está usando para identificar la respuesta química 

de la planta frente a este patógeno, identificando rutas y metabolitos que funcionan 

como biomarcadores de infección y como metabolitos de defensa. Un trabajo en hojas 

de Citrus sinensis donde se usó una estrategia de metabolómica por MS junto con redes 

moleculares permitió detectar biomarcadores inducidos y vinculó la respuesta con la vía 

del triptófano, donde se acumularon derivados N-metilados de triptamina con actividad 

inhibitoria in vitro contra X. citri (Saldanha et al., 2022). Otros estudios de metabolómica 

empleando 1H RMN durante el desarrollo del cancro mostraron que la infección altera 

el metabolismo primario generando cambios en precursores como el triptófano, tirosina 
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y poliaminas como la putrescina (do Prado Apparecido, Carlos, Lião, Vieira, & Alcantara, 

2017). Para el diagnóstico del cancro existen técnicas metabolómicas combinadas con 

quimiometría que pueden discriminar perfiles de hojas con lesiones de cancro de hojas 

sanas (Niculau et al., 2022). En las diferentes variedades de mandarinas existen menos 

trabajos de metabolómica de cancro. En mandarina ‘Kinnow’ se evaluó el impacto del 

cancro sobre rasgos morfológicos y fisiológicos demostrando que existe un fenotipo 

característico cuando existe la infección (Nawaz, Babar, et al., 2024). Otro trabajo estudió 

los perfiles de minerales y metabolitos en frutos y hojas infectadas con cancro, sugiriendo 

candidatos a marcadores de la enfermedad (Nawaz, Ghani, et al., 2024). La ventaja de las 

mandarinas es que ya existe una base metabolómica robusta capaz de 

discriminar variedad, portainjerto y origen de los cultivares, que puede usarse para 

generar estudios de infección y búsqueda de marcadores específicos de cancro 

(comparables a los descritos en naranjo dulce). (Feng, Niu, Suh, Hung, & Wang, 2018). 

 

2.10 Composición química de las mandarinas  

 

La caracterización química de Citrus reticulata muestra una matriz compleja dominada 

principalmente por metabolitos primarios que determinan su calidad organoléptica y 

valor energético. La pulpa y el jugo están constituidos fundamentalmente por azúcares 

solubles, específicamente sacarosa, glucosa y fructosa, que se encuentran en una 

proporción aproximada de 2:1:1. Estos azúcares no solo actúan como sustratos 

metabólicos, sino que funcionan como indicadores de autenticidad varietal y son los 

principales responsables del perfil de dulzor del fruto (Lado, Cuellar, Rodrigo, & 

Zacarías, 2016; Maciá-Vázquez, Núñez-Gómez, Martínez-Nicolás, Legua, & Melgarejo, 

2023). 

 

Los ácidos orgánicos constituyen el segundo grupo de compuestos del metabolismo 

primario en mandarinas. El ácido cítrico es el ácido mayoritario, seguido por el ácido 

málico, cuyas concentraciones varían dependiendo del cultivar y del estado fenológico 

del fruto (Liao et al., 2019). El ácido ascórbico (Vitamina C) destaca como un 

componente hidrosoluble esencial que, además de tener gran relevancia nutricional, 

aporta a la capacidad antioxidante y a la acidez titulable, parámetros que son dependientes 
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de factores climáticos durante la maduración tardía (Bermejo, Pardo, Morales, & Cano, 

2016; Maciá-Vázquez et al., 2023; Saini, Capalash, Varghese, Kaur, & Singh, 2020). 

 

Las mandarinas se distinguen por un alto contenido de flavonoides, particularmente 

flavanonas glicosiladas. Los compuestos mayoritarios son la hesperidina y la narirutina, 

las cuales se encuentran en mayor proporción en la cáscara y en frutos inmaduros (Ye et 

al., 2011). Estos metabolitos secundarios han sido objeto de estudio debido a su capacidad 

nutracéutica, que incluye propiedades antiinflamatorias y antioxidantes vinculadas a la 

protección contra enfermedades crónicas (Ye et al., 2011). Este género se caracteriza por 

la presencia de flavonas polimetoxiladas (PMFs), tales como la nobiletina y la tangeretina. 

A diferencia de otros flavonoides, estos compuestos presentan una estructura altamente 

metoxilada que les confiere una naturaleza más apolar, que hace que se acumulen en el 

flavedo y en las glándulas de aceite esencial (Chen et al., 2020; Wang et al., 2017). Otros 

metabolitos secundarios importantes son los limonoides, que son compuestos 

triterpenoides, como la limonina y la nomilina, que poseen actividad contra insectos y 

también son responsables de la amargura en los productos procesados y tienen potencial 

anticarcinogénico (Gulawani, Mahajan, Waghole, & Srivastava, 2025; Saini et al., 2022; 

Yang et al., 2024). 

 

Los compuestos nitrogenados de la mandarina incluyen los aminoácidos esenciales y no 

esenciales, así como aminas biógenas con funciones fisiológicas específicas. Los 

aminoácidos como el aspartato, la arginina y el GABA son abundantes en el jugo, 

mientras que la prolina y la prolina-betaína actúan como osmoprotectores y 

amortiguadores redox fundamentales en la respuesta de la planta a estreses abióticos, 

como la salinidad y la sequía (Maciá-Vázquez et al., 2023). Las poliaminas (putrescina, 

espermidina, espermina) desempeñan roles clave en el desarrollo reproductivo y en la 

integridad de la corteza frente a desórdenes fisiológicos (Killiny & Nehela, 2020; Maciá-

Vázquez, Núñez-Gómez, Martínez-Nicolás, Legua, & Melgarejo, 2024). 

 

La pigmentación característica del fruto se debe a una composición diversa 

de carotenoides, donde la beta-criptoxantina es el pigmento predominante (Lado et al., 

2016). Este compuesto es precursor de la vitamina A y potente antioxidante lipofílico 

(Burri, 2015). Las células tienen una gran cantidad de compuestos poliméricos como 
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las pectinas, localizadas principalmente en el albedo y las membranas de los segmentos, 

agregando beneficios para la salud intestinal del consumidor (Wu et al., 2021). 

 

En mandarinas, como en otros cítricos, la fisiología del fruto (cuajado, crecimiento del 

ovario, desarrollo de semillas, maduración y senescencia) depende del balance entre 

diferentes fitohormonas (Mesejo et al., 2013). En diferentes trabajos en mandarinas se 

indica que junto con azúcares, ácidos y otros metabolitos secundarios, las hormonas 

forman parte del los compuestos que sostienen la fisiología y el metabolismo del fruto 

(Bureš, Maslov Bandić, & Vlahoviček-Kahlina, 2023). En trabajos donde se comparan 

diferentes cultivares de mandarina con distinta capacidad de polinización, semillado y 

partenocarpia se indica que la capacidad de producir semillas impacta el estado hormonal 

de la planta y se estudia en paralelo con la expresión génica de las diferentes GA-

oxidasas para entender la contribución de las giberelinas al cuajado del fruto (Bermejo et 

al., 2015; Talón, Zacarías, & Primo-Millo, 1990). 

 

La biosíntesis de giberelinas comienza a partir de GGDP y mediante las enzimas copalil 

difosfato sintasa (CPS) y ent-kaureno sintasa (KS) forman el ent-kaureno, que 

posteriormente es oxidado por la ent-kaureno oxidasa (KO) y la ácido ent-kaurenoico 

oxidasa (KAO) para formar la primer giberelina, la GA12 (Shah, Islam, Mohammad, & 

Siddiqui, 2023). Desde allí la ruta se bifurca en dos ramas principales, la rama 13-no 

hidroxilada (13-H), donde GA12 forma la GA9 mediante la giberelina 20-oxidasa 

(GA20ox) y luego la 3β-hidroxilación por la giberelina 3-oxidasa (GA3ox) para dar 

la GA4 (bioactiva), y por otro lado la rama 13-hidroxilada (13-OH), donde GA12 

se hidroxila a GA53 y mediante sucesivas reacciones de oxidación con GA20ox y 

GA3ox, se llega a GA1 (bioactiva) (Figura 2.3) (Magome et al., 2013; Yamaguchi, 

2008). 
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Figura 2.3 Biosíntesis de giberelinas (Magome et al., 2013). 

 

Solo una pequeña parte de las más de 100 giberelinas conocidas es bioactiva siendo GA1 

y GA4 las principales formas hormonales activas, el resto son precursoras o 

metabolitos inactivos de éstas (Magome et al., 2013; Yamaguchi, 2008). Sintetizar más 

GA1 (vía 13-OH) o más GA4 (vía 13-H) no es un detalle menor, ya que puede cambiar 

la señal hormonal total de la planta, y esto depende de la actividad de la GA 13-oxidasa. 

Cuando se bloquea esa 13-hidroxilación, disminuyen las giberelinas de la vía 13-OH GAs 

(GA1) y aumentan las de la vía 13-H GAs (GA4, reportada como más bioactiva que 

GA1), por lo que la 13-hidroxilación actúa como un mecanismo de ajuste fino de la 

bioactividad global y de la homeostasis de giberelinas (He et al., 2019; He, Xin, Xueting, 

Chu, & Wang, 2020; Magome et al., 2013; Yamaguchi, 2008).  
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3 Metabolómica no dirigida de pulpa 

3.1 Introducción 

 

La aceptabilidad del consumidor surge como un factor primordial para el éxito comercial 

de las frutas y, en el caso particular de las mandarinas, las características sensoriales son 

atributos determinantes. Sin embargo, la evaluación sensorial tradicional de la gran 

cantidad de nuevas variedades híbridas que anualmente se generan en los programas de 

mejoramiento genético representa un trabajo complejo, costoso y demandante en tiempo 

y recursos. Esta realidad acentúa la necesidad de desarrollar herramientas objetivas y 

rápidas que permitan predecir de manera temprana la aceptabilidad del fruto, optimizando 

los procesos de selección y desarrollo varietal. 

 

En el marco de un proyecto previo en conjunto entre el Área Sensorial del Departamento 

de Ciencia y Tecnología de los Alimentos de la Facultad de Química (CYTAL-FQ), INIA 

y nuestro laboratorio, se realizó una evaluación sensorial de diferentes variedades de 

mandarinas con consumidores habituales (Gámbaro et al., 2021). El estudio se llevó a 

cabo en Montevideo (Uruguay) entre marzo y agosto, con la participación de 100 

consumidores divididos en dos grupos, quienes evaluaron las frutas con o sin cáscara 

según el grupo asignado. Se observaron diferencias significativas en la aceptación de las 

muestras determinadas por las características sensoriales de cada variedad, mientras que 

el hecho de pelar o no la mandarina no tuvo efecto significativo sobre la aceptabilidad 

general. Las variedades Page, B475B y F7P3 obtuvieron los mayores puntajes de 

aceptabilidad. Se asociaron con atributos positivos como "olor natural", "olor dulce", 

"sabor frutal", "sabor equilibrado" y "sabor dulce". En cambio, la muestra M16 fue la 

menos aceptada. Se relacionó con descriptores negativos como "muy ácida", "olor 

extraño" y "sabor feo". El análisis factorial múltiple mostró que los atributos más 

influyentes en la preferencia de los consumidores fueron la dulzura, la frescura, y un 

aroma agradable. Por el contrario, la acidez excesiva, sabores extraños y la cáscara verde 

y porosa se asociaron con menor agrado. Este trabajo sentó la base para la selección de 

los cultivares para realizar la correlación de estos perfiles de aceptabilidad con su 

caracterización quimiométrica. 
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Se seleccionó la espectroscopía de resonancia magnética nuclear de protón (¹H RMN) por 

ser una herramienta prometedora y versátil para el análisis químico no dirigido (Bingol, 

2018; Rivera-Pérez, Romero-González, & Garrido Frenich, 2023), con el objetivo de  

identificar biomarcadores químicos asociados a las propiedades sensoriales clave en 

mandarinas. Este capítulo se centra en el estudio de extractos acuosos de pulpa, los cuales 

se componen de  compuestos hidrosolubles tales como azúcares (sacarosa, fructosa y 

glucosa) y ácidos orgánicos (citrato, malato, succinato). La proporción de estos 

metabolitos ha sido vinculada con la percepción del dulzor y la acidez, factores 

considerados críticos para la aceptación del fruto por sus características típicas.  

 

El objetivo principal de este estudio fue el desarrollo de un modelo quimiométrico 

robusto capaz de vincular directamente los perfiles metabólicos obtenidos mediante ¹H 

RMN con los resultados de aceptabilidad sensorial previamente reseñados, los cuales 

sirvieron como base de referencia para comprender los atributos organolépticos que 

influyen en la preferencia del consumidor. La caracterización del perfil de ¹H RMN de la 

pulpa de mandarina se realizó empleando espectrómetros de campo alto (400 MHz) y 

de mesada (60 MHz), permitiendo la identificación y cuantificación relativa de 

metabolitos clave. 

El análisis de los datos se basó en herramientas quimiométricas multivariadas, incluyendo 

el análisis de componentes principales (PCA) y el análisis discriminante de mínimos 

cuadrados parciales (PLS-DA), así como su variante ortogonalizada (OPLS-DA), técnicas 

que permiten la exploración, clasificación y detección de variables relevantes en datos 

metabolómicos. La validación de los modelos generados se realizó mediante pruebas de 

permutación y el cálculo de parámetros estadísticos como el coeficiente de determinación 

(R²) y el coeficiente de predicción cruzada (Q²), asegurando la robustez y capacidad 

predictiva de los modelos. Además, se exploró la relación entre la aceptabilidad y el poder 

endulzante total respecto al contenido de ácido cítrico, calculada directamente a partir de 

los datos de RMN. 

Una contribución significativa de esta investigación involucra la  transferencia de esta 

metodología de clasificación quimiométrica a plataformas analíticas más accesibles y 

operativamente sencillas, como ser el RMN de mesada (60 MHz) y la espectroscopía de 

infrarrojo (IR). 
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3.2 Metodología  

 

3.2.1 Material vegetal  

 

Las muestras de mandarinas fueron cultivadas en el Instituto Nacional de Investigación 

Agropecuaria (INIA) - Salto Grande (S 31°16'18" W 57°53'26") en la temporada de 

cosecha llevada a cabo durante 2015 (mayo a setiembre). Las variedades híbridas se 

obtuvieron cruzando cuatro líneas parentales, incluyendo Ellendale (E; Citrus reticulata 

Blanco), Page (P; Citrus reticulata Blanco), Willowleaf (WL; Citrus deliciosa Tenore), y 

Satsuma cv Owari (S; Citrus unshiu Marcovitch). Los híbridos seleccionados, incluyendo 

B475 (E × WL), B79 (E × S), F7P3 (E × P), y M16 (E × WL), cubren un amplio rango 

de aceptabilidad después de la evaluación sensorial (Tabla 3.1). Las frutas se obtuvieron 

de la zona media de la copa de árboles de 12 años, se recolectaron en su momento óptimo 

de cosecha (porcentaje de jugo superior al 35% m/m y relación sólidos solubles/acidez 

total superior a 7) (Bello, Vasquez, & Nanci, 2016; Hardy et al., n.d.), y se almacenaron 

a -20 °C hasta su procesamiento. Dos submuestras de cv. B475: B475A y B475B se 

recolectaron en dos etapas diferentes de madurez, con el fin de estudiar la evolución de 

los perfiles químicos durante el desarrollo del fruto. 

 

Tabla 3.1 Descripción de las mandarinas evaluadas. 

 

Líneas 

parentales 

Nombre científico Linaje Referencias 

    

Ellendale Citrus reticulata 

Blanco 

Desconocido. Probablemente 

una planta casual de un cruce 

entre mandarina y naranja 

dulce  

(Ross, 1949) 

Page Citrus reticulata 

Blanco 

Minneola tangelo (pomelo 

Duncan × mandarina Dancy) × 

mandarina Clementina 

(Shimizu et 

al., 2016) 

Willowleaf Citrus deliciosa Tenore Desconocido (Curk et al., 

2016) 
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Satsuma cv 

'Owari' 

Citrus unshiu 

Marcovitch 

Desconocido. Probablemente 

un cruce entre ‘kishuu mikan' y 

mandarina 'Kunenbo' 

(Fujii et al., 

2016) 

    

Código híbrido Linaje Origen  

    

B475 Ellendale (♀) × 

Willowleaf (♂) 

Programa Nacional de 

Mejoramiento Genético de 

Cítricos-Uruguay 

 

B79 Ellendale (♀) × 

Satsuma cv. 'Owari' (♂) 

Programa Nacional de 

Mejoramiento Genético de 

Cítricos-Uruguay 

 

F7P3 Ellendale (♀) × Page 

(♂) 

Programa Nacional de 

Mejoramiento Genético de 

Cítricos-Uruguay 

 

M16 Ellendale (♀) × 

Willowleaf (♂) 

Programa Nacional de 

Mejoramiento Genético de 

Cítricos-Uruguay 

 

 

3.2.2 Parámetros fisicoquímicos  

 

El color externo e interno se midió con un colorímetro Konica Minolta CR-400 (Japón), 

utilizando el espacio de color CIE L*A*B*. Para cada fruta se realizaron tres lecturas en 

la zona ecuatorial (color externo) y en una de las mitades (color interno), promediándose 

los valores de L*, a* y b* (donde L* indica la luminosidad, y a* y b* son las coordenadas 

cromáticas) entre diez frutos por variedad. Con estos valores se determinó el índice de 

color de cítricos (ICC) mediante la siguiente fórmula: 

 

��� = 1000	�∗
�∗	�∗  

 

La firmeza se determinó en las mismas frutas con un texturómetro TA.XT-plus (Stable 

Micro Systems, Reino Unido), aplicando una fuerza máxima de 10 N en la zona ecuatorial 

con un plato de 75 mm de diámetro. Se midió la deformación provocada en mm, y se 

clasificó la firmeza como “dura” (< 1,8 mm), “ideal” (1,8–3,5 mm) y “blanda” (> 3,5 

mm). 
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Los sólidos solubles se estimaron con un refractómetro de mesa Atago DBX-55 (Japón) 

utilizando jugo fresco extraído con una exprimidora doméstica y filtrado, y se expresaron 

como °Brix a 20 °C. La acidez titulable se determinó volumétricamente utilizando 

fenolftaleína como indicador y se expresó como % de ácido cítrico/100 mL de jugo. Este 

dato se utilizó para calcular la relación °Brix/acidez. 

 

3.2.3 Evaluación sensorial de las variedades 

 

El estudio fue realizado previamente por el grupo de Evaluación Sensorial del CYTAL-

FQ. La metodología detallada se encuentra en el artículo de Gambaro et al. (Gámbaro et 

al., 2021), donde se indica que se realizó con 100 consumidores habituales de mandarinas, 

quienes evaluaron diferentes variedades en seis sesiones entre marzo y agosto. Los 

participantes, divididos aleatoriamente en dos grupos (sin cáscara vs. con cáscara), 

calificaron el agrado general de las muestras en una escala hedónica de nueve puntos y 

completaron un cuestionario CATA (Check-All-That-Apply) con términos previamente 

definidos a partir de un estudio exploratorio. Las pruebas se llevaron a cabo en cabinas 

sensoriales bajo condiciones controladas. El análisis estadístico incluyó pruebas de 

significancia, análisis de correspondencia y análisis factorial múltiple para explorar la 

relación entre los atributos sensoriales y la aceptabilidad de las muestras.  

 

3.2.4 Extracción 

 

Se trituró la pulpa congelada, se pesaron 2,00 ± 0,10 g del material triturado en balanza 

analítica (Shimadzu ATX224, Japón), se colocó en tubo de centrífuga de polipropileno de 

50 mL y se adicionó 8,00 mL de CHCl3 (LiChrosolv®, Merck, Alemania), 4,00 mL de 

MeOH (LiChrosolv®, Merck, Alemania), y 4,00 mL de agua ultrapura (Millipore Milli-

Q® Ultrapure Water Solutions Type 1). Se sometió a agitación con vórtex (WiseMix VM-

10, Wisd, Alemania) a 110 rcf durante 30 s y a baño de ultrasonido (SB-120DT, Wollen 

Lab, China) durante 60 s. Se centrifugó (Eppendorf 5702, Alemania) durante 5 min a 

1400 rcf, se retiró la capa orgánica y se agregaron 8,00 mL de CHCl3. Se repitió la etapa 

de vórtex, ultrasonido y centrifugado, se juntaron las fases orgánicas y se secaron con 

Na2SO4 anhidro. Se filtró el extracto orgánico seco mediante papel de filtro Whatman y 

se eliminó el solvente bajo corriente de nitrógeno gaseoso empleando un concentrador de 
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fracciones (Turbovap LV, Biotage, Suecia). El extracto acuometanólico se filtró mediante 

papel, se eliminó el MeOH mediante destilación a presión reducida empleando 

rotavaporador (Büchi R-114, Suiza), y finalmente se liofilizó (BenchTop Pro, VirTis SP 

Scientific, Estados Unidos) para eliminar el agua.  Se realizaron 10 réplicas de cada 

extracción, siendo cada una de las réplicas proveniente de una mandarina diferente. Las 

muestras secas se almacenaron en desecador hasta su análisis instrumental. 

 

3.2.5 Análisis instrumental 

 

3.2.5.1 RMN 400 MHz 

 

Los extractos acuosos liofilizados se disolvieron en 600 μL de agua deuterada 

(MagniSolvTM, 99,9 % D, Merck, Alemania) y se transfirieron a tubos de RMN de 5 mm 

(NE-HL5-7, New Era Enterprises, Estados Unidos). Todos los espectros de RMN de 1H se 

obtuvieron a 298 K en un espectrómetro Bruker Avance III 400 (Bruker, Alemania) que 

operaba a una frecuencia de 1H de 400,13 MHz, utilizando una sonda BBFO-Plus con 

gradiente z. Se utilizó un ancho espectral de 8 KHz, un tamaño de datos de 32 K y un 

total de 64 escaneos para registrar cada espectro, utilizando un pulso de 30° y un tiempo 

de relajación de 1 segundo entre escaneos. 

 

Las señales en el dominio del tiempo (FID) obtenidas se rellenaron con ceros hasta 64 K 

puntos y se apodizaron con una función de ventana exponencial de 0,3 Hz antes de aplicar 

la transformación de Fourier. Se ajustó la fase de los espectros de RMN 1H manualmente, 

sus líneas base se corrigieron por segmentos utilizando MestReNova (versión 11.0, 

MestreLab Research, S.L., España), y se referenciaron inicialmente a la señal HDO 

residual a 4,70 ppm. Los espectros fueron alineados en función de su derivada por 

regiones seleccionadas manualmente y utilizando su promedio como referencia. Los 

datos se normalizaron por masa de extracto seco y los espectros procesados se 

segmentaron en bins de 0,04 ppm de ancho sin tener en cuenta las regiones 

correspondientes a señales de disolventes ni las regiones no alineadas. La matriz de datos 

resultante se exportó como un archivo de texto para su uso en análisis multivariado. 
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3.2.5.2 RMN 60 MHz 

 

Una vez analizados por RMN a 400 MHz, los extractos acuosos fueron liofilizados y 

almacenados bajo atmosfera de nitrógeno a -20 °C para ser transportados a Austria y ser 

analizados en otro sistema instrumental (actividad enmarcada en mi pasantía de 

doctorado). Estos extractos fueron retomados en 600 μL de agua deuterada 

(MagniSolvTM, 99,9 % D, Merck, Alemania), transferidos a tubos de RMN de 5 mm (NE-

HL5-7, New Era Enterprises, Estados Unidos). Se obtuvieron los espectros de RMN de 1H 

a temperatura ambiente en un espectrómetro de mesada Magritek Spinsolve 60 (Magritek 

GmbH, Alemania) con una frecuencia de 1H de 62,32 MHz con un ancho espectral de 5 

KHz. Los espectros obtenidos tuvieron un tamaño de 32 K y fueron obtenidos mediante 

un pulso de excitación de 90°. Se realizaron 256 escaneos con un tiempo de relajación de 

1 s. Las FID fueron procesadas de manera análoga a las obtenidas en el equipo de 400 

MHz. 

 

3.2.6 Estimación del contenido de azúcares y ácido cítrico 

 

La estimación del contenido relativo de azúcares y ácido cítrico de cada muestra se realizó 

con base en el área de la señal del protón anomérico de la sacarosa a 5,40 ppm, a la que 

se le asignó un valor arbitrario de 1,00. Las áreas de las señales correspondientes a los 

protones anoméricos de α-glucosa a 5,20 ppm, β-glucosa a 4,60 ppm y fructosa a 4,05 

ppm, así como los cuatro protones metiénicos del ácido cítrico a 2,70 ppm, se estimaron 

en relación con la señal de sacarosa. Utilizando estos valores y la escala de dulzor de 

Schiffman y colaboradores (1995), donde el poder de dulzor de la sacarosa se toma como 

1,0, la fructosa como 1,3 y la glucosa como 0,6 (Schiffman, Booth, Losee, Pecore, & 

Warwick, 1995; Stampanoni, 1993), el poder endulzante de las muestras (PEM) se 

determinó como: 

 

��� =-(�����	����������	���	��ú���	 × 	���������	���	��ú���)"
"

 

 

Se calculó el cociente entre el contenido total de azúcar expresado como equivalentes de 

sacarosa (PEM) y el contenido de ácido cítrico. 



 

 

 81 
 
 
 

 

3.2.7 Espectroscopía de Infrarrojo  

 

Las variedades B475B y M16 fueron seleccionadas para el estudio mediante 

espectroscopía de infrarrojo. Se tomaron 10 mandarinas de cada variedad, se liofilizaron 

enteras (BenchTop Pro, VirTis SP Scientific, Estados Unidos) y se molieron con molino 

de corte de acero inoxidable modelo LI1.5 (Skymsem, Brasil) durante 2 minutos a 900W 

en primera instancia y luego en molino de bolas oscilante modelo MM400 (Retsch 

GmbH, Alemania) durante 2 min a 30 Hz. El polvo obtenido fue analizado en un FT-IR 

C91022 (Perkin Elmer, Reino Unido) equipado con accesorio de reflexión total atenuada 

(ATR), y los espectros obtenidos fueron procesados con el software Spectrum IR (versión 

10.6.2, Perkin Elmer, Reino Unido). Cada variedad fue evaluada a partir de 100 

fracciones de polvo independientes. Para cada fracción se adquirieron cuatro espectros, 

que se promediaron con el fin de obtener un único espectro representativo, siguiendo el 

protocolo del laboratorio. Así, se obtuvieron 100 espectros por variedad, que 

constituyeron las observaciones empleadas en el análisis estadístico. 

 

3.2.8 Análisis estadístico 

 

Los análisis estadísticos multivariados se realizaron utilizando la interfaz web 

de MetaboAnalyst versión 4.0 (Chong et al., 2018; Chong & Xia, 2018), un software libre 

diseñado para el análisis y la visualización de datos ómicos. En todos los casos, se empleó 

el método de escalado Pareto, mediante el cual cada variable se centra respecto a su media 

y se divide por la raíz cuadrada de su desviación estándar. Este procedimiento reduce la 

influencia de las variables con mayor varianza, lo que resulta adecuado para datos 

metabolómicos (van den Berg, Hoefsloot, Westerhuis, Smilde, & van der Werf, 2006). 

Para la exploración inicial de los datos, la clasificación de las variedades y la detección 

de valores atípicos dentro de cada grupo, se utilizó el análisis de componentes principales 

(PCA), una técnica no supervisada que permite reducir la dimensionalidad de los datos y 

visualizar patrones generales. La identificación de fitomarcadores se llevó a cabo 

mediante técnicas supervisadas, como el análisis discriminante de mínimos cuadrados 

parciales (PLS-DA) y su variante ortogonal, el análisis discriminante de mínimos 

cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). Estos métodos permiten maximizar la 
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separación entre grupos predefinidos y detectar las variables más relevantes para dicha 

separación. 

 

Los modelos generados a partir de los análisis PLS-DA y OPLS-DA fueron validados 

mediante una prueba de permutación con 1000 iteraciones. Este procedimiento permite 

evaluar si la capacidad de discriminación de los modelos es significativamente superior 

a la esperable por azar y detectar un posible sobreajuste. Los parámetros estadísticos 

utilizados para evaluar el desempeño de los modelos incluyeron el coeficiente de 

determinación (R²), que mide el ajuste del modelo, y el coeficiente de predicción cruzada 

(Q²), que evalúa su capacidad predictiva. Estas herramientas aseguraron la robustez y la 

fiabilidad de los resultados obtenidos. 

 

Se realizaron pruebas de Levene, Shapiro-Wilk, ANOVA y comparaciones múltiples sobre 

datos de contenido de azúcar/ácido cítrico para evaluar las diferencias entre muestras, 

utilizando para este propósito el paquete de software RStudio (versión 1.1.463). 

 

Los resultados de FTIR fueron analizados con el software SIMCA, versión 16.0 (Umetrics, 

Suecia). Se realizó un PCA para detectar posibles agrupamientos de las muestras 

analizadas, se evaluó la fracción acumulada de la variación de X (R2X) y la fracción 

acumulada de la variación de X que el análisis puede reconstruir por validación cruzada 

(Q2X). Se evaluó la presencia de outliers mediante el estadístico de Hotelling’s T², que 

mide cuánto se aleja una observación del centro del PCA en el espacio de scores. El OPLS-

DA se realizó con el 70% de las muestras (set de entrenamiento) para identificar los 

números de onda responsables del agrupamiento de las muestras (VIP scores), y luego el 

modelo fue validado externamente por un 30% de las muestras (set de validación). Se 

realizó la tabla de clasificación que muestra cuán bien el modelo puede clasificar 

correctamente las muestras en sus grupos reales. 
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3.3 Resultados y discusión 

 

3.3.1 Material vegetal y parámetros fisicoquímicos  

 

En la tabla 3.2 se muestran los datos de cosecha del material vegetal, y los parámetros 

fisicoquímicos determinados. 

 

Tabla 3.2 Características fisicoquímicas de las variedades estudiadas 

Variedad Cosecha 
Color 

externo 

Color 

interno 

Deformación 

(mm) 

% de 

jugo 
Brix Acidez 

        

Satsuma Mayo 5,21 8,02 2,5 45,3 11,6 1,1 

F7P3 Mayo 9,85 6,33 1,4 51,6 14,4 1,0 

Page Junio 10,28 5,48 1,7 57,0 11,3 1,4 

Willowleaf Junio 1,65 3,64 3,4 44,2 14,1 0,9 

B475 A Julio 7,46 5,38 1,7 53,6 13,9 1,4 

Ellendale Agosto 7,34 6,33 1,8 50,3 14,8 1,5 

B475 B Agosto 6,24 3,64 2,3 46,8 14,3 1,2 

B79 Agosto 8,57 6,79 2,1 47,9 10,2 1,0 

M16 Agosto 7,46 7,18 ND ND 13,3 2,5 

ND: No determinado 

 

Los valores obtenidos permitieron comparar objetivamente las diferencias de coloración 

entre las variedades, tanto en la epidermis como en la pulpa. Este análisis es relevante ya 

que la coloración del fruto constituye un atributo visual clave que influye en la elección 

del consumidor. Además, el ICC es utilizado como estimador del grado de madurez (en 

mandarinas ICC > 6) (Cubero et al., 2016; Lado, Rodrigo, & Zacarías, 2014), así como la 

evolución de la pigmentación de la cáscara. 

 

La firmeza permite estimar la resistencia del tejido al colapso y, por ende, constituye un 

indicador indirecto de la textura percibida al tacto y al morder el fruto, ambos aspectos 

sensoriales relevantes. 
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Los sólidos solubles totales y la acidez se midieron en jugo fresco mediante refractometría 

y se expresaron como °Brix y como porcentaje de ácido cítrico por 100 mL de jugo, 

respectivamente. La relación °Brix/acidez sirve como indicador en la percepción global 

del sabor y los atributos característicos de las mandarinas. 

 

Estos parámetros permitieron una caracterización comparativa entre las muestras 

estudiadas, proporcionando una base objetiva para interpretar las diferencias sensoriales 

y su posible asociación con los perfiles metabolómicos de cada variedad.  

 

3.3.2 Evaluación sensorial de las variedades 

 

En la tabla 3.3 se presenta una selección de los resultados promedio de los puntajes de 

aceptabilidad según muestra y grupo obtenidos en el estudio sensorial realizado 

previamente (Gámbaro et al., 2021). No se encontraron diferencias significativas (p > 

0,05) en la aceptabilidad de las muestras evaluadas con y sin cáscara (Grupo "A" vs. 

Grupo "B"), pero el factor "muestra" tuvo una influencia significativa en los puntajes de 

agrado general (p < 0,0001). 

 

Tabla 3.3 Valores promedio de los puntajes de aceptación general (evaluados en una 

escala estructurada de 9 puntos) por consumidores de mandarina.  

 

Muestra Grupo “A” Grupo “B” Promedio 

    

B475B 7,2a,b 7,5a 7,4a 

Page 7,4a 7,2a,b 7,3a 

F7P3 7,0a,b,c 6,8a,b,c 6,9a,b 

Ellendale 6,4a,b,c 6,3a,b,c,d 6,4b 

Willowleaf 6,1a,b,c 6,3a,b,c,d 6,2b,c 

B475A 5,7c,d 5,4d,e 5,5c,d 

B79 4,7d,e 4,9e,f 4,8d 

M16 3,4e 3,8f 3,6e 
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Los consumidores utilizaron el cuestionario CATA (Check-All-That-Apply) para describir 

las muestras, seleccionando los términos sensoriales que consideraban aplicables.  

Características como "ácida", "sin olor", "sabor extraño", "poco sabor", "amarga", "olor 

verde", "olor extraño", "sabor feo", "cáscara verde", "con poco jugo", "cáscara muy 

pegada", "muy ácida", "no muy dulce", "con semillas grandes", "blanda", "con muchas 

semillas", "cáscara con manchas" y "cáscara porosa" se correlacionaron negativamente 

con la dirección de agrado general. Por otro lado, características como "sabor dulce", 

"muy dulce", "olor fresco", "olor dulce", "brillante", "sabor frutal", "sabor fresco", "sabor 

típico", "sabor equilibrado" y "sabor rico" se correlacionaron positivamente con la 

dirección de agrado general, siendo capaces de inducir sentimientos de agrado. Estos 

datos fueron la base para la correlación quimiométrica. 

 

3.3.3 Caracterización del perfil de ¹H RMN de la pulpa de mandarina 

 

La figura 3.1 muestra un espectro típico de ¹H RMN correspondiente al extracto acuoso 

de pulpa de los cultivares B475 y M16, representativo del perfil observado para todos los 

cultivares analizados. El espectro está dominado por señales ubicadas en el rango de 3,1 

a 5,4 ppm, atribuibles principalmente a protones de los anillos de los carbohidratos 

solubles: sacarosa, fructosa y glucosa. Considerando las integrales de los protones 

anoméricos de estos azúcares, fue posible estimar de forma relativa su proporción en la 

matriz. En todos los cultivares evaluados, la sacarosa resultó ser el azúcar predominante, 

seguida por fructosa y glucosa en proporciones variables. 

 

La diferenciación entre estos tres azúcares fue clara en los espectros: la glucosa presentó 

señales características de los protones H-1 del anómero β a 4,60 ppm, mientras que el 

anómero α presentó señales más desprotegidas en 5,20 ppm. En 5,40 ppm se distingue el 

doblete del H-1 de la glucosa perteneciente a la sacarosa, y la fructosa se identificó en 

4,05 ppm por la señal de H-3,  

Además de los carbohidratos, en todos los extractos se detectaron señales 

correspondientes a otros grupos de metabolitos primarios y secundarios. En el rango de 

2,3 a 3,0 ppm se observaron señales características de protones α a grupos carboxilo, 

correspondientes a ácidos orgánicos como el citrato, malato y succinato, todos ellos 

intermediarios del ciclo de Krebs y componentes importantes de la acidez percibida en la 
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fruta. En la región aromática del espectro (6,1 a 7,6 ppm), así como a campos más bajos 

(9,0 a 10,0 ppm), se identificaron señales consistentes con compuestos fenólicos y 

aldehídos, incluyendo flavonoides solubles y otros metabolitos antioxidantes presentes 

en menor proporción. 

 

Figura 3.1 Espectro representativo de ¹H RMN de extractos acuosos de pulpa de 

mandarina de las variedades B475B y M16. Se indican las regiones correspondientes a 

ácidos orgánicos, azúcares y polifenoles.   
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Aunque el espectro de ¹H RMN del extracto acuoso de pulpa presenta cierta complejidad, 

fue posible observar diferencias que permitieron discriminar entre varios cultivares 

mediante análisis multivariados. El análisis de componentes principales (PCA) de los datos 

espectrales de las cuatro variedades comerciales (Satsuma, Ellendale, Willowleaf y Page) 

explicó el 84 % de la varianza total en los dos primeros componentes, permitiendo una 

clara separación de Satsuma, Ellendale y Willowleaf. Sin embargo, Page no pudo 

distinguirse de forma concluyente del resto, posiblemente debido a su perfil metabólico 

intermedio. Un análisis de regresión por mínimos cuadrados parciales (PLS) confirmó esta 

clasificación (Figura 3.2). 

 

Figura 3.2 PCA (izquierda) Y PLS (derecha) de las variedades comerciales estudiadas. 

 

En contraste, el PCA realizado sobre los datos de los cuatro híbridos en evaluación no 

logró una separación tan clara entre todos los genotipos. No obstante, los cultivares B475 

y M16 formaron un grupo separado del resto, posiblemente reflejando su origen genético 

común como descendientes del cruzamiento Ellendale × Willowleaf. El análisis explicó 

aproximadamente el 80 % de la varianza total en los dos primeros componentes, y esta 

tendencia fue corroborada por un modelo PLS (Figura 3.3). 
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Figura 3.3 Análisis de componentes principales (izquierda) y mínimos cuadrados 

parciales (derecha) de las variedades híbridas estudiadas. 

 

La transferencia de rasgos fenotípicos de los cultivares parentales hacia sus híbridos fue 

evaluada a través del análisis comparativo de los perfiles metabólicos obtenidos mediante 

espectroscopía de ¹H RMN. Este enfoque ha sido empleado en otros estudios 

metabolómicos, pero empleando GC-MS. En este caso se exploró la heredabilidad de 

perfiles metabólicos en cítricos y su resistencia a enfermedades, demostrando que ciertos 

metabolitos primarios y secundarios presentan patrones de transmisión heredable (Killiny 

et al., 2020).  

 

En este trabajo se analizaron los perfiles de híbridos derivados del cruzamiento 

entre Willowleaf (WL) y Ellendale (E), particularmente los cultivares B475 y M16, con 

el objetivo de visualizar la herencia metabólica de sus compuestos solubles en agua. El 

PCA aplicado a los espectros de ¹H RMN mostró que en todos los casos evaluados las dos 

primeras componentes explicaron aproximadamente el 80 % de la varianza total, 

permitiendo una representación clara de las relaciones entre los perfiles de los parentales 

y sus descendientes. 

 

En la mayoría de los casos, las puntuaciones de los híbridos se posicionaron entre las 

correspondientes a sus progenitores, con superposición parcial con uno o ambos 

parentales (Figura 3.4). Este patrón sugiere una contribución combinada de ambos 
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genomas parentales a la composición metabólica final de la pulpa. Tal comportamiento 

intermedio ha sido reportado también en estudios metabolómicos con otras plataformas 

analíticas como LC-MS y GC-MS, donde los híbridos presentan perfiles que reflejan 

combinaciones de los metabolitos dominantes de cada parental (Bi et al., 2022; Killiny et 

al., 2020; Kim et al., 2021). 

 

Un ejemplo ilustrativo de este fenómeno se observa en el cultivar B475, el cual mostró 

una alta aceptación sensorial. Al compararse sus perfiles espectrales con los de sus 

progenitores WL y E, se constató una baja dispersión de las réplicas y una ubicación 

central en el espacio multivariado (Figura 3.4). Esta posición refleja un perfil metabólico 

intermedio, consistente con una herencia cuantitativa de metabolitos solubles, como 

azúcares, ácidos orgánicos y aminoácidos (Bassene et al., 2009; Kumar et al., 2024; Sdiri, 

Bermejo, Aleza, Navarro, & Salvador, 2012). Además, el análisis de las variables de 

importancia para la proyección (VIP) derivadas del modelo PLS mostró que los valores 

correspondientes a B475 tienden a ser intermedios para las señales que más contribuyen 

a la separación entre genotipos, lo cual respalda aún más esta interpretación. 

 

Figura 3.4 Representación de PCA (A)  y PLS (B), y variables de importancia en la 

proyección del análisis de PLS (C) realizado en B475 y sus parentales. 
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En contraste, el cultivar M16, también derivado del cruzamiento WL × E pero con baja 

aceptación sensorial, presentó un perfil diferenciado respecto a sus parentales. En el 

gráfico de puntuaciones del PCA (Figura 3.5), donde PC1 y PC2 explicaron el 88 % de la 

varianza, se observa que M16 no se superpone con WL y presenta solapamiento limitado 

con E. Esta segregación sugiere diferencias marcadas en la concentración de ciertos 

metabolitos determinantes de calidad y explica, por ejemplo, la alta acidez total observada 

en este híbrido. Estos resultados indicarían que aunque muchos metabolitos presentan una 

herencia aditiva, otros pueden responder a mecanismos más complejos como dominancia, 

epistasis o regulación específica por el ambiente o el desarrollo del fruto (Alseekh et al., 

2015; Rowe, Hansen, Halkier, & Kliebenstein, 2008). 

 

Figura 3.5 PCA del híbrido M16 y sus parentales (E × WL). 

 

3.3.4 Desarrollo de un modelo quimiométrico de aceptabilidad basado en ¹H RMN 

 

Los análisis sensoriales, empleando los atributos organolépticos descritos anteriormente, 

indican que un sabor dulce y equilibrado, con acidez moderada, constituye el principal 

factor de aceptación, mientras que una acidez excesiva es el atributo más asociado al 

rechazo por parte de los consumidores. 
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El modelo quimiométrico desarrollado en este estudio se basa en datos espectroscópicos 

de ¹H RMN y fue diseñado para vincular directamente los perfiles metabólicos con los 

resultados de aceptabilidad sensorial. El análisis PLS-DA permitió separar con claridad dos 

variedades con comportamiento extremo: la más aceptada (B475) y la menos aceptada 

(M16), mostrando que las señales correspondientes a azúcares (sacarosa, glucosa y 

fructosa) fueron las principales responsables de la discriminación a favor de B475, 

mientras que en M16 predominaron las señales correspondientes a ácidos orgánicos, 

particularmente citrato (Figura 3.6). El análisis OPLS-DA confirmó esta tendencia, 

revelando una contribución diferencial de estos metabolitos, lo que es consistente con el 

patrón sensorial observado. 

 

Figura 3.6 (A) Representación del PLS-DA de las variedades más (B475B) y menos 

aceptadas (M16). (B) Valores VIP del análisis de PLS-DA. (C) Representación del OPLS-DA 

de las variedades más (B475B) y menos aceptadas (M16), y (D) S-plot del mismo análisis. 
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En comparación con métodos tradicionales, como el índice °Brix/acidez, empleado 

habitualmente como indicador indirecto de palatabilidad en cítricos (Gupta et al., 2022; 

Lado, Gambetta, & Zacarias, 2018), el uso de perfiles metabólicos completos mediante 

RMN proporciona una evaluación más precisa y multidimensional del sabor, ya que 

permite la identificación simultánea de múltiples compuestos involucrados en la 

percepción del gusto y aroma (Hu et al., 2024; Shu et al., 2023). 

 

Con el fin de evaluar si un enfoque más simplificado basado en los principales 

metabolitos identificados podía explicar la aceptabilidad, se construyó un modelo de 

correlación lineal entre el cociente del poder edulcorante calculado mediante la 

corrección del área de la señal de cada azúcar por el índice relativo de dulzor de cada 

azúcar según la escala de Schiffman (Schiffman et al., 1995) y el contenido de ácido 

cítrico, contra el puntaje sensorial de aceptabilidad. El modelo resultante presentó un buen 

coeficiente de correlación (R² = 0,79), lo cual indica que esta relación azúcares/ácido 

cítrico, determinada por RMN, puede ser un fuerte predictor del agrado del consumidor 

(Figura 3.7). 

 

Figura 3.7 Correlación entre el cociente poder endulzante/ácido cítrico y la aceptabilidad 

determinada por consumidores. 
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La validez de este modelo fue interrogada utilizando una nueva variedad híbrida (A30), 

que no formó parte del conjunto original de entrenamiento. El valor de relación calculado 

por RMN fue de 5,9, lo cual predijo una aceptabilidad de 6,1. El valor sensorial 

determinado experimentalmente fue de 6,6, lo que representa un error relativo inferior al 

7%. Este buen ajuste sugiere que el modelo desarrollado no solo explica adecuadamente 

los datos observados, sino que también posee capacidad predictiva para variedades no 

incluidas en la generación del modelo. Esto lo convierte en una herramienta de utilidad 

para programas de mejoramiento genético y selección temprana de cultivares. 

 

Este tipo de abordaje se alinea con investigaciones previas que han utilizado 

metabolómica para comprender la herencia de características sensoriales complejas en 

cítricos. Además, se destaca que la espectroscopía de RMN, por su reproducibilidad, bajo 

requerimiento de preparación de muestras y capacidad para detectar metabolitos clave sin 

necesidad de estándares, representa una herramienta ideal para la evaluación objetiva de 

la calidad organoléptica en frutas (Cuthbertson, Andrews, Reganold, Davies, & Lange, 

2012; Liu et al., 2025; Silva Barbosa Correia et al., 2024). 

 

Luego de establecer un modelo quimiométrico robusto basado en datos obtenidos por 

RMN de alto campo, se exploró la posibilidad de aplicar esta estrategia utilizando 

espectrómetros de RMN de mesada. A pesar de su menor resolución, estos equipos de bajo 

campo tienen ventajas operativas y logísticas que los hacen preferibles, particularmente 

a la hora de desarrollar un método aplicable a programas de mejoramiento genético o 

control de calidad en campo. En esta etapa se buscó determinar si las ventajas observadas, 

en particular la capacidad de discriminar entre variedades aceptadas y rechazadas por los 

consumidores mediante sus perfiles metabólicos, podían mantenerse al utilizar equipos 

de menor resolución. 

 

En primer lugar, se compararon los espectros de ¹H RMN obtenidos a 400 y 60 MHz para 

el mismo extracto acuoso de la variedad de mandarina B475B (Figura 3.8). Como era 

esperable, los espectros obtenidos a 60 MHz mostraron un mayor solapamiento de señales 

que los registrados a 400 MHz, particularmente en la región de 3,00 a 4,30 ppm, lo cual 

dificulta la asignación inicial sin un conocimiento técnico específico. Sin embargo, las 

señales correspondientes a protones anoméricos de los azúcares (sacarosa, glucosa y 
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fructosa) y a los protones metilénicos del ácido cítrico se encuentran en regiones menos 

congestionadas, lo que posibilita su integración confiable incluso a menor resolución. 

Esta observación permitió adaptar la metodología previamente desarrollada con espectros 

de 400 MHz para aplicarla en el análisis de los datos obtenidos con RMN de mesada. 

 

 

Figura 3.8 Comparación de los espectros de 1H del extracto acuoso de mandarina de la 

variedad B475B obtenido con espectrómetros de 400 y 60 MHz (a y b, respectivamente). 

Las resonancias empleadas en las estimaciones se muestran en el espectro de 400 MHz. 

La región atenuada en ambos espectros corresponde al pico residual de HDO. 

 

Se calcularon los valores del cociente poder edulcorante / ácido cítrico para cinco 

variedades de mandarina utilizando datos adquiridos tanto con espectrómetros de 400 

como de 60 MHz (Tabla 3.4). La aceptabilidad predicha mediante el modelo mostró un 

alto grado de correlación con los valores determinados sensorialmente por consumidores, 

con coeficientes de determinación (R²) de 0,94 y 0,96 para los modelos construidos con 

datos de 400 y 60 MHz, respectivamente (Figura 3.9). En ambos casos, el error 
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cuadrático medio de predicción (RMSE) fue bajo (0,35 y 0,29), lo que destaca la robustez 

del modelo aun con instrumentación de menor resolución. 

 

 

Figura 3.9 Correlación entre la aceptabilidad de los consumidores y el cociente del poder 

endulzante / ácido cítrico determinado usando datos obtenidos a 60 y 400 MHz 

(triángulos azules y círculos naranja respectivamente). 

 

Tabla 3.4 Resultados de la evaluación sensorial (aceptabilidad), cociente del poder 

endulzante/ácido cítrico, aceptabilidad predicha por el modelo y RMSE de cada modelo 

(con datos del espectrómetro de 60 y 400 MHz). 

Variedad Aceptabilidad 

60 MHz 400 MHz 

Poder 

endulzante/ácido 

cítrico* 

Aceptabilidad 

predicha 
RMSE 

Poder 

endulzante/ácido 

cítrico* 

Aceptabilidad 

predicha 
RMSE 

B475B 7,4 10,85 6,88 

0,29 

9,31 6,76 

0,35 

F7P3 6,9 11,53 7,21 10,12 7,27 

B475A 5,5 8,45 5,72 7,70 5,75 

B79 4,8 6,75 4,89 6,34 4,90 

M16 3,6 3,88 3,50 4,16 3,53 

*Los valores reportados corresponden al promedio de 5 réplicas. El RSD fue inferior al 20% para todas las variedades 

analizadas. 
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Además, se observó una alta correlación (R² > 0,99) entre las predicciones obtenidas con 

ambos modelos, lo que refuerza la equivalencia de las dos plataformas para esta 

aplicación específica. Esta equivalencia también fue evidente al comparar directamente 

los valores del cociente dulzor/acidez determinados con ambas técnicas, con una 

correlación R² > 0,99, confirmando la consistencia cuantitativa del método. 

 

Si bien los espectros de bajo campo presentan ciertas limitaciones en cuanto a resolución 

y requieren atención especial durante el preprocesamiento e integración de señales, 

especialmente en regiones con alta densidad de señales, también presentan ventajas 

operativas importantes. Al tener menor resolución, aquellas señales que sufren 

desplazamientos por el pH o la temperatura son más fáciles de alinear para posteriormente 

hacer estudios metabolómicos rutinarios (Matviychuk, Yeo, & Holland, 2019). 

 

Estos resultados demuestran que la espectroscopía de RMN de mesada, pese a sus 

limitaciones técnicas, es una herramienta válida para predecir la aceptabilidad de frutas 

cítricas, replicando con éxito un modelo desarrollado originalmente con equipamiento de 

alta resolución. Esto abre una vía accesible y confiable para la implementación de 

modelos quimiométricos en ambientes no especializados, con potencial para su adopción 

en centros de evaluación de germoplasma o unidades productivas interesadas en la 

selección temprana de nuevas variedades con buenas aptitudes sensoriales. 

 

3.3.5 Aplicación de FT-IR a la diferenciación de variedades de mandarinas 

 

Para seguir buscando plataformas analíticas aptas para uso en campo, se utilizó FT-IR 

como técnica no destructiva que permite llevar a cabo estudios metabolómicos. Al 

analizar visualmente los espectros FT-IR de B475B y M16, se pueden ver perfiles 

similares, tal como ocurría con los espectros de 1H RMN. Sin embargo, ciertas regiones 

del espectro muestran intensidades diferentes para cada muestra (Figura 3.10). Las 

mayores diferencias se pueden identificar en la región de 3600 – 2800 cm-1 (vibración de 

estiramiento de enlaces con hidrógeno como O-H, C-H) y 1800 – 900 cm-1 (vibraciones 

de estiramiento y flexión de enlaces múltiples como C=O, y enlaces simples con 

diferencia de electronegatividad como C-O). 
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Figura 3.10 Espectro promedio de FT-IR de las variedades B475B y M16. 

 

La muestra M16 se caracteriza por alta intensidad en 1722 cm-1 y 1226 cm-1, característica 

de ácidos carboxílicos, mientras que la muestra B475B se caracteriza por alta intensidad 

en 1054 cm-1 y 998 cm-1, que podría atribuirse a señales de azúcares (Figura 3.11). Estos 

resultados son concordantes con los obtenidos mediante 1H RMN. 

 

 

Figura 3.11 PCA (izquierda) y OPLS-DA (derecha) de las variedades B475B y M16 

analizadas mediante FTIR. 

 

El modelo pudo predecir correctamente la variedad de mandarina de las muestras en el 

conjunto de datos de prueba, ya que se logró una tasa de clasificación correcta del 100% 

para las variedades M16 y B475 en la validación externa del mismo (Tabla 3.5). 
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Tabla 3.5 Tabla de clasificación del set de validación del modelo OPLS-DA de las 

variedades B475B y M16 mediante FTIR. 

Muestra n M16 B475B % de predicción correcta de muestras 

M16 32 32 0 100 

B475B 29 0 29 100 

Sin clase 0 0 0 0 

Total 61 32 29 100 

Fisher’s 4,6e-18 

 

Estos resultados muestran que la espectroscopía de FT-IR, combinada con análisis 

multivariado, constituye una herramienta analítica prometedora para la diferenciación de 

variedades de mandarina. Además, esta estrategia puede contribuir a la identificación y 

prevención de prácticas fraudulentas en el comercio de frutas cítricas. Asimismo, 

representa un aporte potencial al registro de variedades y a la protección de la propiedad 

intelectual.  

 

3.4 Conclusiones 

 

Los resultados obtenidos en este capítulo demuestran que la espectroscopía de 1H RMN, 

tanto de alto como de bajo campo, constituye una herramienta poderosa y versátil para el 

análisis químico no dirigido de mandarinas, y en particular para la predicción de su 

aceptabilidad por parte del consumidor. La integración de metodologías metabolómicas 

con modelos quimiométricos simples demuestra ser una estrategia efectiva para anticipar 

características sensoriales a partir de parámetros químicos objetivos. 

 

En una primera instancia, se desarrolló un modelo de predicción de aceptabilidad basado 

en la razón entre el poder edulcorante y el contenido de ácido cítrico, obtenida a partir de 

perfiles de RMN de campo alto (400 MHz). Este modelo mostró una excelente capacidad 

predictiva (R² = 0,94, RMSE = 0,35), apoyando la hipótesis de que la aceptabilidad 

sensorial de las mandarinas se encuentra fuertemente influenciada por el equilibrio entre 

dulzor y acidez, como ha sido señalado previamente (Lado et al., 2018). El poder 

edulcorante, definido como una medida ponderada de las concentraciones molares de 

sacarosa, glucosa y fructosa, resultó un descriptor eficaz de la percepción global del 



 

 

 99 
 
 
 

dulzor, mientras que la concentración de ácido cítrico sirvió como un indicador confiable 

de la acidez organoléptica. 

 

Posteriormente, se adaptó y validó esta estrategia analítica utilizando datos obtenidos 

mediante un espectrómetro de RMN de mesada (60 MHz). A pesar de la menor resolución 

de este tipo de equipos, fue posible identificar e integrar señales clave (protones 

anoméricos de los azúcares y metilénicos del ácido cítrico), permitiendo aplicar el modelo 

de predicción con resultados altamente satisfactorios (R² = 0,96, RMSE = 0,29). Esta 

validación constituye un hallazgo de gran importancia, ya que demuestra que los modelos 

quimiométricos desarrollados con datos de RMN de alto campo pueden ser replicados con 

éxito en plataformas más accesibles, siempre que se mantenga rigurosidad en el 

procesamiento y análisis de datos. 

 

Además, la alta correlación entre los valores experimentales obtenidos en ambas 

plataformas (R² > 0,99 para el cociente dulzor/acidez; R² > 0,99 para las aceptabilidades 

predichas) confirma la consistencia cuantitativa del método y subraya la robustez del 

enfoque analítico empleado. Por lo tanto, se destacan las ventajas operativas de la RMN 

de bajo campo, como la simplificación de la alineación espectral, lo que podría facilitar 

su adopción en la industria o laboratorios no especializados. 

 

Estos resultados coinciden con estudios recientes que han propuesto la RMN de mesada 

como una tecnología emergente para aplicaciones agrícolas, alimentarias y ambientales 

(Di Matteo et al., 2025; Gouilleux, Marchand, Charrier, Remaud, & Giraudeau, 2018), y 

se alinean con las tendencias actuales en quimiometría sensorial aplicada a frutas 

(Milbert, Müller, Krenz, Pflaum, & Seifert, 2024; Zielinski et al., 2014). En este sentido, 

el presente trabajo representa una contribución significativa a la validación empírica de 

estas propuestas, al demostrar su aplicabilidad concreta en un caso de estudio relevante 

para el mejoramiento genético de cítricos. 

 

Desde un punto de vista metodológico, este capítulo muestra cómo la integración de 

herramientas espectroscópicas no dirigidas con modelos matemáticos simples puede 

servir como estrategia eficaz para sustituir (al menos parcialmente) ensayos sensoriales 

intensivos en recursos y tiempo. En particular, este enfoque puede ser especialmente útil 
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durante las etapas tempranas del desarrollo varietal, permitiendo filtrar materiales de bajo 

interés sensorial antes de escalar los ensayos a nivel comercial o de consumidor. 

 

Los hallazgos presentados en este capítulo (Figura 3.12) permiten afirmar que es posible 

predecir la aceptabilidad sensorial de mandarinas a partir de mediciones químicas rápidas 

y no destructivas, lo cual representa una alternativa eficaz a la realización de paneles 

sensoriales extensos, costosos y logísticamente complejos [Apéndice 1: The impact of 

sensory attributes of mandarins on consumer perception and preferences (Gámbaro et al., 

2021)]. La aplicación de este modelo químico en extractos acuosos de mandarina 

mediante espectroscopía de RMN de protón permitió desarrollar y validar herramientas de 

predicción basadas en metabolómica. [Apéndice 2: 1H RMN metabolic profiles as 

selection tools of new mandarin cultivars based on fruit acceptability (Migues et al., 

2021)]. Finalmente, este enfoque fue transferido con éxito a espectroscopía de bajo campo 

(60 MHz), validando la aplicabilidad de instrumentos de mesada para este tipo de análisis 

sin pérdida significativa de precisión, ampliando el acceso a estas tecnologías en entornos 

con menores recursos instrumentales [Apéndice 3: Predicting Mandarin Fruit 

Acceptability: From High-Field to Benchtop NMR Spectroscopy (Migues, Rivas, Moyna, 

Kelly, & Heinzen, 2022)]. 

 

La metodología desarrollada presenta una clara orientación hacia la transferencia 

tecnológica a empresas, programas de mejoramiento genético y otras instancias de 

evaluación de germoplasma. Contempla condiciones realistas de implementación, como 

simplicidad analítica, robustez y reproducibilidad, y abre la posibilidad de transferir los 

hallazgos metabolómicos a herramientas de menor complejidad operativa y costo. Este 

trabajo realizado sobre pulpa muestra el valor de la metabolómica como herramienta de 

predicción y apoyo a la toma de decisiones, tanto para la selección temprana de cultivares 

como para definir estrategias de diferenciación comercial reduciendo la dependencia 

exclusiva de evaluaciones sensoriales costosas y prolongadas. Esta estrategia de 

transferencia se alinea con buenas prácticas internacionales donde el objetivo no es solo 

detectar diferencias entre muestras, sino convertir la información analítica en 

herramientas para la toma de decisión trazable y auditable (Sumner et al., 2007).  
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Figura 3.12 Principales resultados del capítulo 3, creada con NotebookLM. 

 

En futuras investigaciones se podrá explorar la integración de otros descriptores 

sensoriales, como el aroma o la textura, así como la incorporación de técnicas 

espectroscópicas complementarias, tales como la espectrometría de masas, con el fin de 

desarrollar modelos más integrales y precisos de evaluación de la calidad organoléptica 

de los frutos. En este sentido, uno de los desarrollos derivados del estudio metabolómico 

no dirigido realizado en esta tesis fue la publicación de un trabajo centrado en el análisis 

de aminoácidos libres en pulpa de mandarina mediante espectrometría de masas, que 

permitió identificar diferencias significativas entre variedades cultivadas en Uruguay 

[Apéndice 4: Variability levels of selected amino acids among mandarins produced in 

Uruguay (Rezende et al., 2021)], el cual formó parte de la tesis final de la licenciatura en 

alimentos de la UTEC de Sofía Rezende y Sabrina Banchero. Estos resultados aportan 

evidencia adicional sobre la utilidad de los perfiles químicos como herramienta de 

caracterización sensorial. Además, la combinación de datos químicos con enfoques de 

aprendizaje automático representa una estrategia promisoria para mejorar aún más la 

precisión y aplicabilidad de los modelos predictivos desarrollados, especialmente en 

contextos reales de producción, selección varietal y programas de mejoramiento genético. 
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4 Metabolómica de la cáscara 

La cáscara de los cítricos  representa una barrera natural altamente especializada cuya 

compleja composición química despierta un creciente interés desde múltiples 

perspectivas, incluyendo defensa vegetal, diferenciación varietal y calidad poscosecha. 

Este capítulo estudia su perfil metabólico con el fin de identificar compuestos clave 

asociados tanto a la identidad química de cada variedad como a su potencial resistencia 

frente al cancro cítrico, una enfermedad de alto impacto productivo. Esto se llevó a cabo 

utilizando enfoques no dirigidos y dirigidos, analizando en ambos los metabolitos 

presentes en esta matriz rica en ceras, lípidos, azúcares y polifenoles, mediante 

herramientas espectroscópicas y cromatográficas combinadas con estadística 

multivariada. 

 

En la primera sección (4.1) se presenta un estudio no dirigido mediante espectroscopía de 

¹H RMN aplicado a extractos acuosos y orgánicos de cáscara. Este enfoque busca encontrar 

diferencias globales en el perfil químico de distintas variedades de mandarinas y explorar 

asociaciones entre sus metabolitos y la resistencia al cancro cítrico. En la segunda sección 

(4.2) se profundiza con una estrategia dirigida basada en cromatografía de gases acoplada 

a espectrometría de masas (GC-MS). Específicamente, estos análisis se centran en la 

caracterización de las ceras epicuticulares, un componente clave en la interfaz entre la 

fruta y su entorno. Los estudios se realizaron en una diversidad de frutas cítricas, 

incluyendo mandarinas, para evaluar su rol potencial en los mecanismos de defensa 

contra infecciones bacterianas. 

 

Ambas secciones se complementan para proporcionar una visión integrada de los 

metabolitos presentes en la cáscara y su relación con la resistencia varietal, proponiendo 

marcadores químicos útiles en programas de mejoramiento genético y estrategias 

sostenibles de manejo fitosanitario. 
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4.1 Análisis no dirigido de la cáscara 

 

4.1.1 Introducción 

 

Como se mencionó anteriormente, la cáscara de los cítricos es rica en metabolitos 

primarios y secundarios de diversas polaridades que pueden influir en propiedades 

sensoriales, caracteres de poscosecha y de defensa vegetal. En particular, la composición 

de las ceras epicuticulares de los cítricos puede variar significativamente dependiendo de 

la especie o el cultivar particular, las condiciones y duración del almacenamiento, la 

exposición a factores de estrés abiótico (como el estrés hídrico), la posición de la fruta en 

el árbol y las prácticas de cultivo (Ding et al., 2020; Romero & Lafuente, 2021). Los 

alcanos de cadena larga impar (C25-C31) son los más abundantes mientras que los de 

cadena larga par (C22-C34) son muy minoritarios. Los ácidos grasos libres encontrados 

son principalmente de cadena par, siendo los mayoritarios los de 24 y 26 átomos de 

carbono seguidos de palmítico, esteárico y eicosanoico. El ácido graso pentadecanoico es 

el ácido de cadena impar más frecuente en ceras. Los alcoholes y aldehídos grasos 

encontrados son generalmente primarios, y los más abundantes son de 22, 24 y 25 átomos 

de carbono al igual que los aldehídos. Los terpenoides encontrados en la cera son los 

triterpenos α- y β-amirinas, lupenona y el sitosterol, mientras que otros terpenoides como 

el farnesol, escualeno, friedelina y friedelanona se acumulan después de la cosecha. En 

conjunto con estos compuestos, pueden extraerse metabolitos de mayor hidrofilicidad, 

pero que generalmente se encuentran en las capas más externas de la cáscara (flavedo) 

como flavonoides glicosilados (como narirutina, naringina y hesperidina), 

polimetoxiflavonas (nobiletina, tangeretina y sinensetina) y algunas pectinas (Duan et al., 

2022; Peng et al., 2024; Russo et al., 2016; Tran et al., 2022). 

 

Los estudios metabolómicos no dirigidos constituyen una herramienta poderosa para 

explorar esta diversidad química y detectar biomarcadores para la diferenciación varietal 

y la resistencia a enfermedades. El cancro cítrico, causado por Xanthomonas 

citri subsp. citri, constituye una de las principales enfermedades que afectan al cultivo de 

cítricos, generando pérdidas económicas significativas a través de la reducción del 

rendimiento, el aumento de frutos descartados y las restricciones para la exportación. Se 
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trata de una enfermedad cuarentenaria para destinos clave como la Unión Europea, lo 

cual obliga a que la Dirección General de Servicios Agrícolas (DGSA/MGAP) 

implemente rigurosos controles anuales, habilitando únicamente los predios libres de la 

enfermedad (Presidencia de la República Oriental del Uruguay, 2003). Como 

consecuencia, los productores invierten importantes recursos en medidas de manejo como 

el uso de cortinas rompevientos y aplicaciones sucesivas de agroquímicos, principalmente 

oxicloruro de cobre, en cantidades que alcanzan hasta 40 kg por hectárea por zafra, sin 

lograr en muchos casos un control efectivo de la enfermedad. Estas prácticas no solo 

encarecen la producción, comprometiendo la competitividad del sector, sino que también 

generan impactos ambientales considerables. 

 

Por lo tanto, es importante identificar mecanismos naturales de resistencia que puedan ser 

aprovechados en programas de mejoramiento genético. Aunque se ha documentado la 

existencia de genotipos cuyos frutos no presentan síntomas visibles de la enfermedad, y 

que por ello, se clasifican como resistentes, este criterio no ha sido incorporado hasta el 

momento en el Programa de Mejoramiento Genético de cítricos de INIA. Históricamente, 

la selección de compuestos marcadores de resistencia se ha orientado hacia otras 

enfermedades. Entre ellas, se destaca  la causada por Alternaria alternata. En 

consecuencia, la tolerancia a cancro cítrico no ha sido aún considerada como criterio de 

selección.  

 

En esta sección se desarrolló un análisis metabolómico no dirigido de la cáscara de 

distintas variedades de mandarinas empleando ¹H RMN. Para abarcar la diversidad 

química de la matriz, que incluye compuestos con un amplio rango de polaridades como 

ser azúcares, ácidos orgánicos, lípidos y terpenoides, se emplearon extractos tanto 

acuosos como orgánicos. 

 

Los análisis estadísticos multivariados (PCA, PLS-DA y OPLS-DA) aplicados sobre datos 

provenientes de espectros de 1H RMN revelaron diferencias significativas en ambos 

perfiles de las variedades estudiadas. Estas diferencias se asociaron principalmente con 

la composición y grado de metilación de las pectinas, así como con la presencia de 

azúcares libres y compuestos lipofílicos como limoneno, lípidos y ceras cuticulares. En 

una segunda etapa se identificaron metabolitos que permitieron discriminar variedades 
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resistentes y susceptibles al cancro cítrico (Xanthomonas citri subsp. citri), destacándose 

señales asociadas a ácidos y alcoholes grasos, lo que sugiere un papel potencial de estas 

sustancias en los mecanismos de defensa. 

 

4.1.2 Metodología 

 

4.1.2.1 Material vegetal  

 

Las muestras de mandarinas maduras fueron las mismas que se describieron en la sección 

correspondiente del Capítulo 3 (3.2.1). 

 

4.1.2.2 Extracción 

 

Se separó la cáscara congelada de la pulpa y se cortó en trozos de 3 × 3 mm con cuchillo, 

se pesó 1,00 ± 0,10 g del material en balanza analítica (Shimadzu ATX224, Japón), se 

colocó en tubo de centrífuga de polipropileno de 15 mL y se adicionó 4,00 mL de CHCl3 

(LiChrosolv®, Merck, Alemania), 2,00 mL de MeOH (LiChrosolv®, Merck, Alemania), 

y 2,00 mL de agua ultrapura (Millipore Milli-Q® Ultrapure Water Solutions Type 1). Se 

sometió a agitación con vórtex (WiseMix VM-10, Wisd, Alemania) a 110 rcf durante 30 

s y a baño de ultrasonido (SB-120DT, Wollen Lab, China) durante 60 s. Se centrifugó 

(Eppendorf 5702, Alemania) durante 5 minutos a 1400 rcf, se retiró la capa orgánica y se 

agregaron 4,00 mL de CHCl3. Se repitió la etapa de vórtex, ultrasonido y centrifugado, se 

juntaron las fases orgánicas y se secaron con Na2SO4 anhidro. Se filtró el extracto 

orgánico seco mediante papel de filtro Whatman y se eliminó el solvente bajo corriente 

de nitrógeno gaseoso empleando un concentrador de fracciones (Turbovap LV, Biotage, 

Suecia). El extracto acuo-metanólico se filtró mediante papel, se eliminó el MeOH 

mediante destilación a presión reducida empleando rotavaporador (Büchi R-114, Suiza), 

y finalmente se liofilizó (BenchTop Pro, VirTis SP Scientific, Estados Unidos) para 

eliminar el agua.  Se realizaron 10 réplicas de cada extracción, correspondiendo cada una 

a una mandarina diferente. Las muestras secas se almacenaron en desecador hasta su 

análisis instrumental. 
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4.1.2.3 Análisis instrumental 

 

Los espectros de 1H RMN de los extractos acuosos de cascaras de mandarinas se 

obtuvieron utilizando los protocolos descritos en el Capítulo 3 (3.2.5.1). 

 

Se realizaron análisis empleando los espectros completos y los espectros filtrados de las 

señales correspondientes a azúcares y zonas sin alinear. En estos últimos, se eliminaron 

las siguientes regiones: 5,46 – 5,35; 5,27 – 5,16; 5,02 – 4,61;   4,24 – 4,18; 4,12 – 4,08; 

4,05 – 4,35; y 3,24 – 3,22 ppm. 

 

Los extractos orgánicos secos se disolvieron en 600 μL de cloroformo deuterado 

(MagniSolvTM, 99,9 % D, Merck, Alemania) y se transfirieron a tubos de RMN de 5 mm 

(NE-HL5-7, New Era Enterprises, Estados Unidos). Los espectros de RMN de 1H se 

obtuvieron y procesaron de igual manera que los de los extractos acuosos, a excepción de 

la etapa de referenciado que fue realizada en base a la señal de CHCl3 residual a 7,26 

ppm. 

 

4.1.2.4 Análisis estadístico 

 

Los análisis estadísticos multivariados se realizaron de la misma manera que en el 

Capítulo 3 (3.2.8).  

 

4.1.3 Resultados y discusión 

 

4.1.3.1 Clasificación de variedades mediante 1H RMN 

 

Considerando la composición química de la cáscara de los cítricos, los extractos acuosos 

comprenden compuestos provenientes del flavedo y del albedo. Ambos tejidos presentan 

una composición química compleja, caracterizada por la presencia de metabolitos 

secundarios inmersos en una matriz constituida principalmente por polímeros de 

carbohidratos, celulosa y pectinas. En la figura 4.1 se pueden ver los espectros de las 

variedades parentales Ellendale (rojo), Page (verde), Satsuma (azul) y Willowleaf 

(celeste). 



 

 

 112 
 
 
 

 

 

Figura 4.1 Espectros de 1H RMN de los  extractos acuosos de cáscara de las mandarinas 

parentales (Ellendale en rojo, Page en verde, Satsuma en azul y Willowleaf en celeste).  

 

En la figura 4.2 se muestran los resultados del análisis estadístico de extractos acuosos 

de cáscara de mandarina de las variedades parentales (E, P, S y WL), incluyendo el 

gráfico del modelo PLS-DA y su correspondiente gráfico de puntuación VIP (Variable 

Importance in Projection) para identificar las señales que caracterizan a cada variedad. 

Se observa una clara separación de la variedad WL del resto de las muestras. Ellendale 

también forma un grupo distintivo, pero las variedades P y S muestran cierto 

solapamiento entre sí, aunque también se distinguen de E y WL, con P tendiendo a 

agruparse más cerca de E y S con cierta dispersión entre P y WL. Esta separación indica 

que existen diferencias en la composición química de los extractos acuosos de las 

cáscaras.  
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Figura 4.2 PLS-DA de extractos acuosos de cáscara de las mandarinas parentales 

(izquierda, Ellendale en rojo, Page en verde, Satsuma en azul y Willowleaf en celeste) y 

gráfico de VIP scores del mismo análisis (derecha).  

 

El gráfico de puntuación VIP se usa para identificar qué señales (variables) son las más 

importantes para discriminar entre los grupos. Las señales con VIP scores más altos son 

las que más contribuyen a la diferenciación observada en el resultado del PLS-DA. 

Ellendale se caracteriza por altas concentraciones de metabolitos con señales con 

puntuaciones VIP altas a 3,78 – 3,81; 4,82 – 4,85 y 3,70 – 3,73 ppm, mientras que 

Willowleaf tiene bajos niveles de los mismos que son consistentes con puntuaciones VIP 

bajas. Al comparar con literatura (Gaglianò, De Luca, Conidi, & Cassano, 2023; Tamaki, 

Konishi, & Tako, 2008), entre los azúcares que presentan señales en esta zona (4,7 – 4,9 

ppm), pueden encontrarse el ácido galacturónico (H-5) o a la galactosa (H-1), pero 

también puede atribuirse al H-1 de b-glucosa. Por otro lado, la región de 3,6 – 3,8 ppm 

corresponde con un grupo metoxilo (–OCH3), por lo que esta señal puede ser indicadora 

del grado de metilación de las pectinas de bajo peso molecular solubles,  presentes en la 

cáscara, y por ende un factor clave en la separación, así como al metoxilo de la 

hesperidina, una de las flavanonas más comunes en el flavedo de los cítricos, como se 

verá en el siguiente capítulo. Esta región también puede corresponderse a los protones H-

2 y H-3 del ácido galacturónico (3,6 – 3,9 ppm), así como a diferentes protones de 

glucosa, fructosa y sacarosa. Page y Satsuma presentan concentraciones intermedias de 

las señales con los mayores VIP scores. Page tiende a tener niveles medio-altos, mientras 

que Satsuma presenta niveles medio-bajos. Esto contribuye a su separación entre sí y 
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respecto a Ellendale y Willowleaf, aunque con cierto solapamiento, como se ve en el 

Scores Plot. Estos resultados sugieren que las diferentes variedades de mandarinas 

podrían tener variaciones significativas en la cantidad o estructura de sus pectinas y 

azúcares en los extractos de la cáscara, lo que permite su discriminación mediante el 

análisis de 1H RMN.  

 

Para la clasificación de las variedades usando los extractos orgánicos de cáscara (Figura 

4.3) se llevó a cabo un estudio análogo al presentado anteriormente. En el mismo, el 

gráfico de puntuación del PLS-DA muestra que Ellendale y Page forman agrupaciones 

distintas, separándose de Satsuma y Willowleaf (Figura 4.4). Esta prueba fue validada 

por el test de permutaciones arrojando un resultado de p < 0,0005, lo que indica que la 

separación observada entre los grupos no es aleatoria y es estadísticamente significativa 

y da validez al modelo discriminante. 

Las señales con los VIP scores más altos se observan en el rango de 0,8 a 0,9 ppm, 

correspondiente a grupos metilos de cadenas alquílicas, señales entre 1,26 – 1,37 ppm 

correspondientes a protones metilénicos y señales entre 1,58 – 1,61 ppm que 

corresponden a los hidrógenos b-carbonílicos y protones metilénicos. En comparación 

con literatura (Silva, Alves Filho, Choze, Lião, & Alcantara, 2012) sobre composición de 

cáscaras de naranja, estas señales se podrían atribuir al limoneno, muy abundante en 

cáscaras de cítricos, y lípidos/residuos alquílicos superpuestos tanto de compuestos 

pertenecientes a la cera epicuticular, a los aceites esenciales, como a los lípidos de 

membrana. Satsuma se caracteriza por tener los niveles más altos de estas señales. 

Willowleaf y Satsuma presentan mayor intensidad en la señal en el rango 4,26 – 4,29 ppm 

que puede corresponderse a los hidrógenos a (extremos) del glicerol (triacilglicéridos). 
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Figura 4.3 Espectros de 1H RMN de los  extractos orgánicos de cáscara de las mandarinas 

parentales (Ellendale en rojo, Page en verde, Satsuma en azul y Willowleaf en celeste). 

 

 

Figura 4.4 PLS-DA de extractos orgánicos de cáscara de las mandarinas parentales 

(izquierda) y gráfico de VIP scores del mismo análisis (derecha). 
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Los polifenoles, agliconas de flavanonas como naringenina o hesperetina, u otros ácidos 

aromáticos presentes en las cáscaras, por lo que la señal en 7,70 – 7,73 ppm podría 

pertenecer a este tipo de compuestos. Las variedades Satsuma y Willowleaf podrían 

caracterizarse por niveles relativamente más altos de estos compuestos aromáticos en 

comparación con las variedades Ellendale y Page. Sin embargo, es importante notar que 

los VIP scores de estas señales son menores en comparación con las otras, lo que indica 

que su contribución a la diferenciación general entre las variedades es menos significativa 

que la de los lípidos/limoneno. 

 

4.1.3.2 Correlación de los perfiles de 1H RMN con la resistencia a cancrosis 

 

Basado en los resultados de caracterización y clasificación de variedades de mandarinas 

en función de los perfiles metabólicos de extractos acuosos y orgánicos de cáscara, se 

planteó la hipótesis de que estas mismas matrices podrían emplearse para explorar 

diferencias relacionadas con la resistencia al cancro cítrico (Xanthomonas citri sub. citri) 

(Ali et al., 2023). La asignación de señales en dichos extractos, basada en bibliografía 

especializada y bases de perfiles de 1H RMN, permitiría una aproximación estructurada al 

estudio de los metabolitos involucrados en las defensas de estas plantas. 

 

Con el fin de evaluar esta hipótesis, investigadores del Instituto Nacional de Investigación 

Agropecuaria (INIA) clasificaron las variedades analizadas como resistentes o susceptibles 

a cancro cítrico. La clasificación se basó en observaciones sistemáticas realizadas en 

parcelas experimentales bajo condiciones naturales de infección (Tabla 4.1). A partir de 

la misma y utilizando el enfoque metabolómico previamente establecido, se exploraron 

los perfiles químicos de las variedades en función de su resistencia frente a X. citri. En la 

figura 4.5 se muestran los espectros de 1H RMN de las variedades de mandarina 

coloreadas según su resistencia (verde) o susceptibilidad (rojo) a cancro. 
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Figura 4.5 Espectros de mandarinas resistentes (verde) y susceptibles (rojo) a la infección 

por X. citri. 

 

Tabla 4.1 Clasificación de las variedades de acuerdo a su resistencia a X. citri. (de 

Carvalho et al., 2014) 

Variedades resistentes Variedades susceptibles 

Satsuma Ellendale 

Willowleaf Page 

B475 (E ´ WL) F7P3 (E ´ P) 

M16 (E ´ WL)  

B79 (E ´ S)  

 

Para analizar los extractos acuosos, se eliminaron las señales correspondientes a azúcares, 

ya que dominaban los espectros y no permitían encontrar otras diferencias en los 

extractos. Se realizó un PLS-DA y se identificaron las señales responsables de esta 

separación mediante VIP scores (Figura 4.6). 
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Figura 4.6 Gráfico de puntuación del PLS-DA (izquierda) de extractos acuosos de cáscara 

de las mandarinas resistentes (rojo) y susceptibles (verde) a X. citri, y gráfico de VIP scores 

del mismo análisis (derecha). 

 

En este análisis, la señal a 1,93 ppm destaca por ser la de mayor peso en la diferenciación 

de las variedades. Esta señal es un singulete de gran intensidad en las muestras resistentes. 

Mediante experimentos bidimensionales (HSQC y HMBC) de estos extractos se observaron 

correlaciones directas y a larga distancia de este singulete con señales a 22,7 y 180,6 ppm 

en 13C, respectivamente, permitiendo asignar a esta especie como acetato. 

 

En cuanto al extracto orgánico, el modelo PLS-DA mostró una clara separación entre el 

grupo de variedades resistentes (rojo) y susceptibles (verde) (Figura 4.7). Las señales 

con mayor importancia para la clasificación están en el rango 0,86 – 0,78 ppm, que 

corresponden a grupos metilo terminal de cadenas alquílicas como ser hidrocarburos, 

ésteres, aldehídos y ácidos o alcoholes grasos, por otro lado, aparecen señales importantes 

alrededor de 1,3 – 1,2 ppm que corresponden a protones metilénicos de estos compuestos. 

Las señales próximas a 2,16 ppm pueden atribuirse a protones alfa al carbonilo de los 

ácidos grasos. 
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Figura 4.7 PLS-DA (izquierda) de extractos orgánicos de cáscara de las mandarinas 

resistentes (rojo) y susceptibles (verde) a X. citri y gráfico de VIP scores del mismo análisis 

(derecha). 

 

Por lo tanto, más de la mitad de las señales de mayor relevancia en variedades resistentes 

se corresponden con señales características de ceras epicuticulares de mandarinas. 

 

4.1.4 Conclusiones 

 

Los resultados obtenidos mediante el enfoque no dirigido permitieron identificar señales 

diferenciales en extractos acuosos y orgánicos de cáscara, asociadas con la resistencia de 

ciertas variedades de mandarina frente a Xanthomonas citri subsp. citri. Particularmente, 

las señales más relevantes en los extractos orgánicos correspondieron a estructuras 

compatibles con compuestos lipofílicos, incluyendo ácidos y alcoholes grasos, elementos 

clave en la composición de las ceras epicuticulares. Esta observación sugiere que las ceras 

podrían desempeñar un rol activo en la defensa frente al cancro cítrico, actuando como 

barrera física o química ante la infección.  

 

A partir de esta hipótesis, se implementó una estrategia metabolómica dirigida (targeted) 

centrada en la caracterización y cuantificación de componentes de la cera. Este abordaje 

tuvo como finalidad profundizar en las diferencias entre variedades resistentes y 

susceptibles, así como evaluar su posible implicancia en los mecanismos de resistencia. 
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Los resultados obtenidos aportan una base para comprender la relevancia de los 

metabolitos presentes en la cáscara, tanto en su contribución a la identidad química 

varietal como en su posible vínculo con procesos de resistencia a enfermedades. En este 

contexto, surgió la necesidad de avanzar hacia  un enfoque dirigido orientado al estudio 

detallado de los componentes de la cera epicuticular, dada su relevancia emergente como 

barrera física y química frente a infecciones bacterianas en cítricos. 

 

4.2 Análisis dirigido de ceras epicuticulares 

 

4.2.1 Introducción 

 

Las ceras epicuticulares surgen como un componente estructural y funcional clave en la 

defensa de los frutos. Estos compuestos constituyen la primera barrera física y química 

frente al estrés abiótico y biótico, incluyendo infecciones por patógenos bacterianos. Su 

composición, que incluye una mezcla de alcanos, ácidos grasos, alcoholes, aldehídos, 

ésteres y triterpenoides, determina sus propiedades fisicoquímicas y, por ende, su rol en 

los mecanismos de defensa. Diversos estudios han demostrado la actividad antifúngica 

de ceras epicuticulares en otras especies vegetales, como cebada (García, García, 

Heinzen, & Moyna, 1997) y solanáceas (Cesio, Dutra, Moyna, & Heinzen, 2006), y en 

cítricos se ha reportado su implicancia en el control de la expansión de Penicillium 

digitatum (Ding et al., 2020; Zhu et al., 2020). 

 

Dadas las características de la enfermedad provocada por X. citri subsp. citri, se planteó 

que la composición de las ceras epicuticulares podría estar relacionada con la resistencia 

observada en ciertos genotipos. En la Sección 4.1 se presentó un análisis metabolómico 

no dirigido realizado sobre la cáscara de mandarina mediante ¹H RMN, el cual reveló 

diferencias consistentes en señales asociadas a compuestos lipofílicos, especialmente 

ácidos y alcoholes grasos, entre variedades resistentes y susceptibles.  

 

Esta sección se centra en un análisis metabolómico dirigido de las ceras epicuticulares 

con el objetivo de caracterizar sus componentes, y determinar además si existen 

diferencias composicionales específicas entre variedades con distinto grado de 

susceptibilidad al cancro cítrico. Mediante el uso de herramientas estadísticas 
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multivariadas, se buscó identificar metabolitos discriminantes, especialmente aquellos 

pertenecientes a las clases de ácidos, aldehídos y alcoholes grasos. Este enfoque no solo 

pretende aportar sobre el rol potencial de las ceras en los mecanismos de defensa natural 

de los cítricos, sino también al desarrollo de nuevos criterios de selección para programas 

de mejoramiento genético enfocados en la resistencia a esta enfermedad de alta relevancia 

sanitaria, productiva y comercial. 

 

4.2.2 Metodología 

 

4.2.2.1 Material vegetal  

 

Se trabajó con dos grupos de muestras. El primero corresponde con las muestras descritas 

en la sección Material vegetal del Capítulo 3 (3.2.1). Estas muestras no tenían cáscara 

entera, por lo que se siguió una metodología específica de extracción. El segundo grupo 

de muestras corresponde a diferentes frutas cítricas recolectadas en febrero, inmaduras 

para detectar defensas tempranas frente a cancro, y que se describen en la Tabla 4.2. 

 

Tabla 4.2 Descripción de los cítricos evaluados. 

Fruta Nombre 

comercial 

Nombre 

científico 

(parentales en 

caso de híbridos) 

Linaje Referencias 

     

Pomelo  Citrus maxima 

(Burm.) Merr. 

Especie cítrica ancestral (no 

híbrido) 

(Nicolosi et al., 

2000)  

Limón Criollo Citrus limon (L.) 

Osbeck 

Híbrido de cidro (C. medica) × 

naranja agria (C. aurantium) 

(Curk et al., 2016) 

Meyer Citrus × meyeri Híbrido de cidro (C. medica) × 

(C. maxima × C. reticulata) 

híbrido pomelo/mandarina 

(Curk et al., 2016) 

Naranja Navel Citrus sinensis 

(L.) Osbeck 

Híbrido natural entre mandarina 

(C. reticulata) y pomelo (C. 

maxima) 

(Curk et al., 2016; 

G Albert Wu et al., 

2014) 

Valencia Citrus sinensis 

(L.) Osbeck 

 (Curk et al., 2016) 
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Lima Mexicana Citrus 

aurantiifolia  

Híbrido de cidro (C. medica) × 

papeda (C. micrantha) 

(Curk et al., 2016; 

Guohong Albert 

Wu et al., 2018) 

Quinoto  Fortunella spp. Especie separada, posiblemente 

híbrida de Citrus japonica 

(Guohong Albert 

Wu et al., 2018) 

Mandarina Fremont Citrus reticulata 

Blanco 

Híbrido de Murcott × 

(Clementina × Ponkan)  

(Gora et al., 2022) 

Clementina Citrus clementina  Mandarina Willowleaf (Citrus 

deliciosa Tenore) × naranja dulce 

(C. sinensis (L.) Osbeck) 

(Ollitrault et al., 

2012) 

Murcott Citrus reticulata 

Blanco 

C. sinensis (L.) Osbeck × C. 

reticulata Blanco 

(Borges & Pio, 

2003) 

Ortanique Citrus reticulata 

Blanco 

C. sinensis (L.) Osbeck × C. 

reticulata Blanco 

(Borges & Pio, 

2003) 

Ponkan Citrus reticulata 

Blanco 

Cultivar chino, probablemente 

especie pura o con introgresión 

de C. maxima 

(G Albert Wu et 

al., 2014) 

Ellendale Citrus reticulata 

Blanco 

Desconocido. Probablemente 

una plántula casual de un cruce 

entre mandarina y naranja dulce 

(Ross, 1949) 

Page Citrus reticulata 

Blanco 

Minneola tangelo (pomelo 

Duncan × mandarina Dancy) × 

mandarina Clementina 

(Shimizu et al., 

2016) 

Willowleaf Citrus deliciosa 

Tenore 

Desconocido (Curk et al., 2016) 

Satsuma cv 

'Owari' 

Citrus unshiu 

Marcovitch 

Desconocido. Probablemente un 

cruce entre ‘kishuu mikan' y 

mandarina 'Kunenbo' 

(Fujii et al., 2016) 

B475 Ellendale (♀) × 

Willowleaf (♂) 

Programa Nacional de 

Mejoramiento Genético de 

Cítricos-Uruguay 

 

B79 Ellendale (♀) × 

Satsuma cv. 

'Owari' (♂) 

Programa Nacional de 

Mejoramiento Genético de 

Cítricos-Uruguay 

 

F7P3 Ellendale (♀) × 

Page (♂) 

Programa Nacional de 

Mejoramiento Genético de 

Cítricos-Uruguay 
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F2P3 Ellendale (♀) × 

Page (♂) 

Programa Nacional de 

Mejoramiento Genético de 

Cítricos-Uruguay 

 

 

4.2.2.2 Extracción 

 

Para el análisis del primer grupo de muestras  (3.2.1) se separó la cáscara congelada de la 

pulpa y se cortó en cuadrados de 2 × 2 cm. Se sumergieron usando un colador con malla 

de acero inoxidable durante 60 s en un crisol de porcelana conteniendo 25 mL de CHCl3 

(LiChrosolv®, Merck, Alemania). Se secó el extracto con Na2SO4 anhidro, se filtró 

mediante papel de filtro Whatman y se eliminó el solvente bajo corriente de nitrógeno 

gaseoso empleando un concentrador de fracciones (Turbovap LV, Biotage, Suecia). Se 

realizaron tres réplicas de cada extracción, siendo cada una de las réplicas proveniente de 

una mandarina diferente. Los extractos secos fueron pesados en balanza de precisión 

(Kern ABJ 220-4M, Kern & Sohn GmbH, Alemania) y se almacenaron en desecador hasta 

su análisis. 

 

El segundo grupo de muestras fue extraído por inmersión dinámica de los frutos intactos 

en 300 mL de CH2Cl2 destilado durante 60 s usando una malla de acero inoxidable. Se 

secó el extracto con Na2SO4 anhidro, se filtró mediante papel de filtro Whatman y se 

eliminó el solvente mediante destilación a presión reducida empleando rotavaporador 

(Büchi R-114, Suiza). El extracto obtenido se retomó en CHCl3 (3 mL, LiChrosolv®, 

Merck, Alemania), se transferió a tubos de vidrio previamente pesados y se eliminó el 

solvente bajo corriente de nitrógeno gaseoso mediante un concentrador de fracciones 

(Turbovap LV, Biotage, Suecia). Los extractos secos fueron pesados en balanza de 

precisión (Kern ABJ 220-4M, Kern & Sohn GmbH, Alemania) y se almacenaron en 

desecador hasta su análisis instrumental. Se realizaron 5 réplicas de cada extracción para 

cada muestra. 

 

Para la determinación del área superficial de las muestras se procedió al pelado manual 

de los frutos, disponiendo las cáscaras sobre hojas de papel de gramaje 75 g/m². Las 

siluetas obtenidas fueron recortadas y sus masas registradas utilizando una 

semimicrobalanza (Radwag AS 82/220.X2 plus, Polonia). Con el fin de establecer una 
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relación entre la masa del papel y el área cubierta, se construyó una curva de calibración 

mediante la determinación de la masa de áreas conocidas del mismo tipo de papel, 

permitiendo así interpolar el área superficial de cada muestra a partir de la masa registrada 

de sus respectivas siluetas. Adicionalmente, se midieron y registraron el peso, el diámetro 

polar y el diámetro ecuatorial de cada uno de los frutos incluidos en la muestra. Este 

procedimiento se aplicó a todos los frutos analizados, con excepción de las muestras 

correspondientes a mandarina común y quinoto, debido a que su reducido tamaño impidió 

realizar las medidas necesarias. 

 

4.2.2.3 Análisis instrumental 

 

Las muestras de ambos grupos fueron resuspendidas en acetato de etilo (1 mL, 

LiChrosolv®, Merck, Alemania) y posteriormente filtradas por membrana de PTFE de 

0,22 µm. El análisis de compuestos volátiles de ambos grupos de muestras se realizó 

mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) en un 

equipo Shimadzu GC–MS QP2010 Ultra (Shimadzu, Japón), operando en modo de 

ionización por impacto electrónico (EI) con una energía de ionización de 70 eV. Se 

inyectó 1 µL de cada muestra en modo splitless a 280 °C, utilizando una columna capilar 

de sílice fundida Rtx-5MS (30 m × 0,25 mm de diámetro interno y espesor de film de 

0,25 µm, Restek, Estados Unidos), con helio como gas portador. La temperatura de la 

columna se programó comenzando a 180 °C, manteniéndose durante 1 min, seguida de 

un aumento progresivo hasta alcanzar los 300 °C a los 6 min, temperatura que se mantuvo 

hasta los 37 min. La interfase se mantuvo a 280 °C y la fuente de ionización a 220 °C. Se 

aplicó un corte de solvente a los 4,5 min. Los espectros se adquirieron en modo “full 

scan” en el rango de m/z 50–500, entre los 5 y 37 min del tiempo de análisis. El 

procesamiento de los datos cromatográficos se realizó mediante el software GC–MS 

Solution, versión 4.11 SU2, empleando la biblioteca NIST11.lib. Se consideraron como 

positivos aquellos compuestos cuyos espectros de masas presentaron una similitud > 80% 

con la biblioteca y cuya asignación fue además respaldada por fragmentos diagnósticos 

compatibles con la estructura propuesta y por un índice de retención concordante con 

valores reportados. 
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4.2.2.4 Análisis estadístico 

 

Las medias de los grupos se compararon mediante un análisis de varianza (ANOVA). En 

aquellos casos en que se detectaron diferencias estadísticamente significativas, se aplicó  

un análisis de comparaciones múltiples de Tukey con corrección de Bonferroni para 

identificar los pares de grupos con diferencias entre sí, considerando un nivel de 

significancia de α = 0,05, empleando el software libre RStudio Version 1.2.5033 (Estados 

Unidos). Los análisis estadísticos multivariados fueron realizados utilizando la 

plataforma en línea MetaboAnalyst 6.0. Para la exploración inicial de la estructura de los 

datos se empleó PCA. La identificación de fitomarcadores discriminantes entre grupos se 

llevó a cabo mediante PLS-DA y análisis de puntuaciones VIP. La validez de los modelos 

generados se evaluó mediante validación cruzada de 5 segmentos (5-fold cross-

validation). Como métrica de desempeño del clasificador, se calculó la precisión, definida 

como la fracción de muestras asignadas por el modelo a una determinada clase que 

verdaderamente pertenecían a ella (�������ó� = #$

#$%&$
), donde VP y FP representan los 

verdaderos y falsos positivos, respectivamente. El desempeño predictivo se estimó 

utilizando el Q2 como métrica de validación cruzada. 

Adicionalmente, la significancia de los modelos se evaluó mediante pruebas de 

permutación con 1000 permutaciones de las etiquetas de clase, usando la exactitud de 

clasificación como criterio de comparación frente al modelo original. 

 

4.2.3 Resultados y discusión 

 

4.2.3.1 Contenido de ceras epicuticulares 

 

En la tabla 4.3 se presentan los datos de resistencia al patógeno Xanthomonas 

citri subsp. citri obtenidos a partir de evaluaciones fitopatológicas realizadas por el 

equipo de INIA. Estas permitieron establecer un marco comparativo entre variedades con 

diferente comportamiento frente a la enfermedad, sirviendo como base para la 

interpretación de los perfiles químicos obtenidos. En esta tabla además se presenta el 

contenido de ceras determinado para ambos grupos de muestras. 

 



 

 

 126 
 
 
 

Tabla 4.3 Resultados del contenido de ceras en muestras resistentes y susceptibles de 

ambos grupos de muestras. 

 

ND: no determinado debido al tamaño pequeño de la fruta, entre paréntesis se muestran los mg de extracto 

obtenidos. En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente entre sí 

según el test de comparaciones múltiples con corrección de Bonferroni (p ≤ 0,05). Para los valores 

promedio, el test de Bonferroni fue aplicado para diferenciar resistentes de susceptibles en cada grupo. 

 

En el Grupo 1 (muestras maduras, fragmentos de cáscara) se observa que el contenido 

promedio de ceras fue ligeramente mayor en las muestras resistentes (0,0751 mg/cm²) 

Grupo 1: muestras maduras, extractos en fragmentos de cáscara 

Muestras resistentes Muestras susceptibles 

Nombre Contenido ceras (mg/cm2) Nombre Contenido ceras (mg/cm2) 

Satsuma owari  0,0450a Ellendale 0,0458b 

Willowleaf 0,1263a Page 0,1450a 

B475 (E ´ WL) 0,0542a F7P3 (E ´ P) 0,0504b 

M16 (E ´ WL) 0,0433a F2P3 (E ´ P) 0,0383b 

B79 (E ´ S) 0,0558a   

Promedio 0,0751a Promedio 0,0626a 

Grupo 2: muestras inmaduras, extractos en fruta entera 

Muestras resistentes Muestras susceptibles 

Nombre Contenido ceras (mg/cm2) Nombre Contenido ceras (mg/cm2) 

Satsuma owari  0,0064a Ellendale 0,017a 

Willowleaf ND (0,7 mg) Page 0,015ab 

B475 (E ´ WL) 0,0088a F7P3 (E ´ P) 0,012bc 

B79 (E ´ S) 0,0073a F2P3 (E ´ P) 0,011c 

Ponkan 0,0096a Clementina 0,010abc 

Quinoto ND (0,6 mg) Fremont 0,015ab 

  Murcott 0,0087abc 

  Ortanique 0,0063bc 

  Lima 0,0049c 

  Naranja Navel 0,013abc 

  Naranja Valencia 0,0061bc 

  Limón Criollo 0,0079abc 

  Limón Meyer 0,0077abc 

  Pomelo 0,013abc 

Promedio 0,0080a Promedio 0,0105a 
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que en las susceptibles (0,0626 mg/cm²). Sin embargo, esta diferencia no fue 

estadísticamente significativa, lo que indica que las variaciones individuales dentro de 

cada grupo son altas o el número de réplicas es insuficiente. Entre las variedades 

resistentes, Willowleaf mostró un valor significativamente superior al resto de los 

genotipos dentro de su grupo (0,1263 mg/cm²), lo cual podría indicar una mayor 

capacidad de acumulación de ceras en la madurez. No obstante, este valor también se ve 

compensado por valores bajos en otras variedades resistentes, como M16 (0,0433 

mg/cm²) y Satsuma owari (0,0450 mg/cm²), lo que reduce el promedio general del grupo. 

En el grupo susceptible, los valores individuales fueron también variables, 

destacando Page con un valor relativamente alto (0,1450 mg/cm²), el más alto de todas 

las muestras analizadas. Esto sugiere que en muestras maduras el contenido total de ceras 

no se correlaciona linealmente con la resistencia observada, y que además del contenido 

total podrían intervenir otros factores cualitativos como composición química o estructura 

física de las ceras. 

 

En el Grupo 2 (muestras inmaduras, frutas completas) el contenido total de ceras 

cuticulares fue menor, lo que concuerda con que la biosíntesis y depósito de ceras es un 

proceso que se intensifica hacia los estadios finales de maduración. En este grupo, los 

valores promedio oscilaron entre 0,0049 y 0,017 mg/cm², con medias de 0,0080 mg/cm² 

en las variedades resistentes y 0,0105 mg/cm² en las susceptibles, pero sin presentar 

diferencias significativas. 

 

El contenido total de ceras por sí solo no explica completamente los mecanismos de 

resistencia al cancro cítrico, por lo que es probable que juegue un rol importante 

su composición química (por ejemplo, presencia y proporción de aldehídos, alcoholes, 

triterpenoides o ácidos grasos específicos con actividad antimicrobiana). 

 

4.2.3.2 Caracterización de las ceras epicuticulares 

 

Los cromatogramas obtenidos fueron procesados para alinear e integrar los picos 

cromatográficos, y los compuestos correspondientes a los mismos se identificaron 

mediante por comparación con datos de la biblioteca NIST11. Se identificaron alrededor 

de 100 compuestos que fueron clasificados según su clase química (Tabla 4.4), y se 
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elaboró la matriz correspondiente para realizar el análisis estadístico multivariado. En la 

figura 4.8 se muestra como ejemplo el cromatograma de corriente iónica total de una de 

las muestras de quinoto, especie resistente a cancro perteneciente a las muestras del Grupo 

2 (inmaduras). 

 

Figura 4.8 Cromatograma de corriente iónica total de quinoto. 

 

Tabla 4.4 Composición porcentual de las ceras de las diferentes muestras según su grupo 

funcional. 

Grupo 1: muestras maduras, extractos en fragmentos de cáscara 

Tipo Muestra % Alcanos % Isoalcanos % Alcoholes % Ácidos %Aldehídos % Otros 

R
es

is
te

nt
e 

Satsuma owari* 13,33b 1,84bc 16,94a 23,86a 40,89a 3,14a 

Willowleaf* 14,90b 1,24c 19,03a 12,31b 46,42a 6,10a 

B475 (E ´ WL)* 17,45a 4,40ab 14,77a 10,41b 48,19a 4,78a 

M16 (E ´ WL)* 58,22a 3,04bc 6,09a 3,31c 28,20a 1,15a 

B79 (E ´ S)* 62,56a 5,93a 3,05a 3,25c 24,53a 0,68a 

Promedio 33,29a 3,29a 11,98a 10,63a 37,64a 3,17a 

Su
sc

ep
ti

bl
e 

Ellendale* 32,25a 6,75ab 18,85a 7,33b 29,20a 3,63a 

Page* 37,09a 2,00b 8,68a 14,49a 35,35a 2,38a 

F7P3 (E ´ P)* 34,25a 1,75b 19,84a 11,32ab 27,53a 5,15a 

F2P3 (E ´ P)* 27,28a 8,32a 14,08a 8,19b 34,82a 7,30a 

Promedio 33,26a 4,71a 15,36a 10,33a 31,73a 4,62a 

Grupo 2: muestras inmaduras, extractos en fruta entera 

Tipo Muestra % Alcanos % Isoalcanos % Alcoholes % Ácidos %Aldehídos % Otros 

R
es

is
te

nt
e 

Satsuma owari* 45,32a 17,71c 1,35a 9,05a 13,95b 12,61b 

Willowleaf* 39,21ab 26,13ab 0,00b 18,88a 13,10b 2,68bc 

B475 (E ´ WL)* 31,98bc 17,70c 0,08b 19,48a 30,75a 0,00c 

B79 (E ´ S)* 40,11a 20,52bc 0,78ab 12,53a 25,73a 0,33c 

Ponkan* 31,85bc 21,14bc 1,33a 16,09a 25,93a 3,66bc 

Quinoto 27,05c 33,11a 0,50ab 1,34a 13,23b 24,78a 

Promedio 35,92b 22,72a 0,67b 12,89a 20,45a 7,34a 

Su
sc

ep

ti
bl

e Ellendale* 40,70cd 20,39ab 0,36b 13,93a 23,14bc 1,48d 

Page* 37,88cd 18,72ab 3,02b 13,72a 9,42d 17,23a 
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F7P3 (E ´ P)* 31,53d 17,11ab 0,98b 11,86a 38,52a 0,00d 

F2P3 (E ´ P)* 33,79d 15,32ab 2,35b 11,91a 18,64bcd 17,98a 

Clementina* 43,94bcd 22,58ab 0,91b 15,03a 12,07cd 5,46bcd 

Fremont* 42,68bcd 24,40a 0,49b 10,74a 21,32bcd 0,38d 

Murcott* 36,88bc 16,66 ab 0,68c 16,66a 29,11ab 0,00d 

Ortanique* 32,82d 18,70 ab 1,32b 14,59a 28,87ab 3,70cd 

Lima 55,14ab 18,06ab 1,26b 1,08a 10,06d 14,40ab 

Naranja Navel 43,83bcd 21,37ab 3,37b 1,80a 27,35ab 2,29cd 

Naranja Valencia 60,80a 3,47c 3,22b 0,09a 26,62ab 5,80bcd 

Limón Criollo 40,42cd 14,66b 4,26ab 14,80a 23,40bc 2,46cd 

Limón Meyer 48,66abc 13,27b 9,27a 2,74a 13,87cd 12,20abc 

Pomelo 46,25abcd 17,59ab 4,10ab 8,89a 13,80cd 9,37abcd 

Promedio 42,52a 17,31b 2,54a 9,85a 21,16a 6,63a 

*Variedad de mandarina 

En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente entre sí según el 

test de comparaciones múltiples con corrección de Bonferroni (P ≤ 0,05) para cada grupo y tipo de muestra. 

Para los valores promedio, el test de Bonferroni fue aplicado para diferenciar muestras resistentes de 

susceptibles dentro de cada grupo. 

 

En el Grupo 1 no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre las 

muestras resistentes y susceptibles para ninguna de las seis clases de compuestos 

analizados. Sin embargo, el análisis individual por variedad mostró diferencias 

relevantes. Las variedades resistentes M16 y B79 exhibieron los niveles más elevados de 

alcanos (58,2 y 62,6%, respectivamente), significativamente superiores a los de Satsuma 

owari (13,3%) y Willowleaf (14,9%), lo que sugiere una posible correlación entre la 

acumulación de alcanos y la resistencia al cancro cítrico en fruta madura. En contraste, la 

variedad susceptible Page presentó un contenido intermedio de estos compuestos 

(37,1%), sin diferenciarse estadísticamente del resto. El contenido de aldehídos fue alto 

en promedio en ambos grupos (37,6% en resistentes y 31,7% en susceptibles) sin 

presentar diferencias significativas. Las variedades resistentes Willowleaf y B475 

presentaron los valores más altos (46,4 y 48,2%), lo que podría indicar también un posible 

rol protector de estos compuestos. 

En cuanto al resto de las clases de compuestos (alcoholes, ácidos, isoalcanos y otros), no 

se observaron diferencias claras entre tipos ni se identificaron tendencias. Algunas 

variedades susceptibles como F2P3 y F7P3 mostraron valores elevados en la categoría 
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“otros” (7,3 y 5,2%, respectivamente), mientras que las resistentes tendieron a valores 

más bajos y homogéneos. Estos resultados en muestras maduras reflejan una alta 

variabilidad intragrupo que dificulta establecer asociaciones claras entre composición 

química y resistencia. Sin embargo, la alta proporción de alcanos en ciertas variedades 

resistentes podría estar relacionada con una mayor capacidad de formación de barreras 

físicas en la superficie del fruto. 

 

En el Grupo 2 (muestras inmaduras) se observaron diferencias estadísticamente 

significativas para varias clases de compuestos entre variedades y mayor discriminación 

entre tipos resistentes y susceptibles. Los alcoholes fueron más abundantes en las 

muestras susceptibles (2,5%) en comparación con las resistentes (0,7%), con diferencias 

marcadas en las especies que no son mandarinas como limón Meyer (9,3%), naranja 

Navel (3,4%) y pomelo (4,1%). En cambio, las mandarinas resistentes presentaron 

contenidos muy bajos o nulos de estos compuestos (0,00–1,4%). Esto sugiere que una 

menor proporción de alcoholes en frutos inmaduros podría estar asociada a una mayor 

capacidad de resistencia, posiblemente por contribuir a una mayor rigidez o 

hidrofobicidad de la cáscara. 

 

El grupo funcional “otros” también presentó valores mayores en variedades susceptibles 

(6,6%) respecto a las resistentes (7,3%), aunque con mayor dispersión. Las muestras 

susceptibles Page y F2P3 se destacan por sus valores altos de estos compuestos (17,2% y 

18,0%, respectivamente), mientras que en las resistentes predominó una distribución más 

homogénea. Este patrón podría reflejar una mayor complejidad química en variedades 

susceptibles, aunque también puede deberse a que en este grupo hay una mayor 

variabilidad de especies. En cuanto a los aldehídos, los promedios fueron similares entre 

grupos, pero se observó una gran variabilidad individual. F7P3 (susceptible) presentó el 

valor más alto (38,5%), mientras que otras variedades como Page (9,4%) y Clementina 

(12,1%) mostraron niveles bajos. 

 

En los perfiles de alcanos e isoalcanos se identificaron diferencias estadísticamente 

significativas a nivel grupal entre resistentes y susceptibles. En el caso de los alcanos se 

detectaron los valores más altos en naranja Valencia (60,8%) y lima (55,1%), seguidas 

por pomelo (46,3%) y limón Meyer (48,7%). Entre las mandarinas resistentes, se 
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observaron contenidos moderados a bajos, con Satsuma owari (45,3%) y Willowleaf 

(39,21%) como los más altos. Variedades resistentes como Ponkan (31,9%) y B475 

(32,0%) presentaron niveles aún más bajos. Un caso particular es el del quinoto, una 

especie genéticamente resistente al cancro cítrico, que presentó el valor más bajo de 

alcanos del grupo a pesar de su resistencia (27,1%). Esto sugiere que una alta proporción 

de alcanos no es una condición necesaria para conferir resistencia en todas las especies 

cítricas, y que pueden existir mecanismos alternativos de defensa estructural o química. 

 

Respecto a los isoalcanos, el quinoto presentó el valor más alto del conjunto (33,1%), 

significativamente superior al resto de las variedades analizadas. Esta acumulación 

sugiere una estrategia defensiva singular, posiblemente vinculada a su resistencia 

genética. La elevada proporción de isoalcanos podría conferirle propiedades físicas 

particulares, como mayor flexibilidad o mayor capacidad de recubrimiento superficial, 

que dificulten la penetración del patógeno. De cualquier manera, la mayoría de las 

mandarinas resistentes mostraron niveles moderados de isoalcanos (Willowleaf: 26,1%; 

B79: 20,5%; Ponkan: 21,1%), mientras que algunas susceptibles como Ellendale (20,4%) 

o Fremont (24,4%) también presentaron contenidos elevados. Esto indica que la 

acumulación de isoalcanos por sí sola no distingue claramente entre grupos, pero en 

ciertos genotipos podría formar parte de un perfil defensivo eficiente, como en el quinoto. 

 

Estos resultados sugieren que, si bien los alcanos parecen tener un rol más generalizado 

como barrera física en la protección cuticular, los isoalcanos podrían estar implicados en 

mecanismos más específicos y dependientes del genotipo. La composición y estructura 

de estos compuestos, así como su distribución en la superficie del fruto, podrían influir 

en la resistencia de manera más compleja que lo que puede reflejar el análisis cuantitativo 

global. En etapas inmaduras (Grupo 2), la composición cerosa podría relacionarse con 

mecanismos de resistencia. En particular, la menor proporción de alcoholes y de 

compuestos de la fracción "otros" en variedades resistentes podría indicar una cutícula 

más uniforme y eficaz como barrera. La alta diversidad intra-grupo indica que la 

resistencia al cancro cítrico probablemente dependa de interacciones entre compuestos 

específicos, la estructura de la cera y el estadio de desarrollo del fruto, más que de la 

presencia aislada de una clase de compuesto en particular, por lo que se hace necesario el 

análisis multivariado de los compuestos individuales identificados. 
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4.2.3.3 Análisis multivariado de las ceras epicuticulares de frutas inmaduras 

 

4.2.3.3.1 Caracterización metabolómica según especie 

 

Se realizó un análisis multivariado de los extractos de cera utilizando los perfiles 

metabólicos de ceras epicuticulares de frutas inmaduras pertenecientes a diferentes 

especies cítricas con el objetivo de caracterizar su variabilidad, y explorar como estas 

diferencias en composición pueden estar asociadas a su función de protección. Si bien el 

PCA (Figura 4.9, izquierda) mostró una varianza explicada baja en las dos primeras 

componentes sin separación clara entre la mayoría de las especies (24,2% en total), las 

muestras de naranja se separan parcialmente de las demás. Las otras especies se agruparon 

indicando perfiles químicos más similares. Al analizar este mismo PCA pero considerando 

una tercera componente se puede ver que las mandarinas también forman un grupo 

diferenciado, y el resto de las especies se encuentra con características intermedias entre 

estas y las naranjas (Figura 4.9, derecha) 

 

Figura 4.9 PCA de los extractos de ceras epicuticulares de las diferentes especies en 

estudio, dos componentes (izquierda) y tres componentes (derecha). 

 

Para identificar marcadores de cada especie se realizó un PLS-DA y se analizaron las 

puntuaciones VIP correspondientes (Figura 4.10). En este caso, se observó 
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una separación más clara, particularmente para naranja y quinoto. El modelo presentó 

una precisión de clasificación del 90% con R² = 0,75 y Q² = 0,34 al usar tres 

componentes. Aunque el valor de Q² es moderado, el test de permutación (p = 

0,001) confirmó la validez estadística del modelo. 

 

 

Figura 4.10 PLS-DA y puntuación VIP de diferentes especies de cítricos. 

 

El perfil del quinoto estuvo definido por metabolitos como lupenona, triacontanal, 

hentriacontano, octacosanal y heptacosanal. Dado que el quinoto tiene resistencia 

genética a cancro, estos compuestos pueden, en principio, ser considerados marcadores 

de resistencia. Por otra parte, la naranja se diferenció del resto por la acumulación 

de triacontano, trans-geranilgeraniol y α/β-amirina, que podrían corresponder a 

compuestos más específicos de la naranja o reflejar una mayor actividad en ciertas ramas 

biosintéticas, como las asociadas a ceras cuticulares y terpenoides. El limón se caracterizó 

por su contenido de un derivado del ácido metoxicinámico. Estos resultados permiten 

concluir que la composición de las ceras epicuticulares en cítricos inmaduros está 

parcialmente condicionada por la especie, con perfiles bien diferenciados en naranja y 

quinoto, y un mayor solapamiento entre mandarina, limón, lima y pomelo. La 

composición de la cera de quinoto podría estar relacionada con su susceptibilidad 

reducida al cancro. 

 

En una segunda instancia se comparó la composición de las ceras de mandarinas, 

incluyendo todas sus variedades, contra el resto de las muestras del análisis (naranjas, 



 

 

 134 
 
 
 

limones, limas, pomelos y quinotos). En esta comparación no se tuvo en cuenta la 

clasificación de estos grupos en resistentes y susceptibles a la enfermedad de cancro.  

En el PCA se observa una clara diferenciación de las muestras en el espacio, ubicándose 

de forma mucho más dispersa los puntos correspondientes a los frutos distintos de 

mandarinas. Por otro lado, estas se concentran en una pequeña región del gráfico, 

demostrando la similitud entre las muestras de este grupo. Las naranjas Navel son las que 

más se diferencian de las mandarinas, quedando inclusive apartadas del resto de las frutas. 

Del resto de las frutas, se observa que los quinotos son el grupo que más se diferencia de 

las mandarinas. Limones, limas y pomelos presentan suficiente similitud y se superponen 

con muestras de mandarinas (Figura 4.11). 

 

Figura 4.11 Análisis de componentes principales de todas las frutas, coloreadas según 

tipo de fruta; mandarinas (rojo, M) y otros citrus (verde, X). 

 

El PLS-DA mostró la misma tendencia que el PCA (Figura 4.12), y cumple con la 

validación cruzada (Q2 y R2 > 0,6; precisión > 0,9) y test de permutaciones (p < 0,001). 

La puntuación VIP mostró que el octacosanal presenta niveles más elevados en los cítricos 

en comparación con las mandarinas. Otros compuestos que presentan esta tendencia pero 

en menos medida son la lupenona y la friedelan-3-ona (triterpenoides pentacíclicos 
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derivados del lupeol y friedelanol, respectivamente), el tetracosanal, y las α/β-amirinas 

(otros triterpenos pentacíclicos). En las mandarinas se identificó el 3-metiltriacontano, 

hexacosanal, heptacosano y octacosano como compuestos con mayor concentración 

relativa a los otros cítricos. 

 

Figura 4.12 PLS-DA (izquierda) y puntuación VIP (derecha) de todas las frutas, coloreadas 

según tipo de fruta: mandarinas (rojo, M) y otros citrus (verde, X). 

 

4.2.3.3.2 Mandarinas resistentes vs susceptibles  

 

Con el objetivo de identificar metabolitos relacionados con la tolerancia al cancro en 

mandarinas, se realizó un análisis multivariado considerando únicamente las muestras de 

esta especie, clasificadas como tolerantes (R) o susceptibles (S). El PCA (Figura 4.13, 

izquierda) mostró que los dos primeros componentes explicaron el 29,8% de la varianza 

total (PC1: 17,4% y PC2: 12,4%). No se observó una separación clara entre los grupos, 

lo que sugiere que las principales fuentes de variabilidad dentro de las mandarinas no 

están relacionadas con la tolerancia al cancro o que las diferencias metabólicas asociadas 

a dicha tolerancia son sutiles en relación con la variabilidad biológica de las muestras. El 

modelo obtenido por PLS-DA permitió una mejor discriminación entre los grupos (Figura 

4.13, derecha), con una separación visible en el gráfico de scores y con valores de 

desempeño aceptables: R² = 0,87, Q² = 0,60 y precisión = 0,88. La significancia 

estadística del modelo fue confirmada mediante test de permutaciones que dio un valor 

de p = 0,002, lo que descarta que la separación observada se deba al azar. 
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Figura 4.13 PCA y PLS-DA de las variedades de mandarinas clasificadas como 

resistentes (rojo) y susceptibles (verde). 

 

El análisis de las puntuaciones VIP (Figura 4.14) permitió identificar como metabolitos 

discriminantes a los compuestos triacontanol, tricosano, 3-nonacosanona, heneicosano y 

docosano para las mandarinas resistentes. Estos son los mejores candidatos 

a biomarcadores de tolerancia al cancro presentes en el extracto de ceras de mandarinas. 

 

Figura 4.14 Puntuaciones VIP del PLS-DA de las mandarinas resistentes y 

susceptibles. 
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4.2.3.3.3 Comparación entre especies más resistentes y más susceptibles 

 

Para realizar este estudio se seleccionaron las especies más resistentes (quinoto y 

mandarina Ponkan), y fueron comparadas con las especies más susceptibles a cancro 

(pomelo, limón criollo y Meyer, y naranja Navel). Al igual que en el caso de las 

mandarinas, el PCA no encontró una separación entre el grupo resistente y el susceptible 

(Figura 4.15). 

 

Figura 4.15 PCA de las especies que presentan mayor resistencia y mayor susceptibilidad 

a cancro. 

 

Luego se construyó un modelo PLS-DA que mostró buena separación entre clases (Figura 

4.16, izquierda), cuya validación cruzada indicó buen rendimiento predictivo al utilizar 

dos componentes, con valores de precisión = 0,86, R² = 0,63 y Q² = 0,406 y buena 

significancia estadística según el test de permutaciones (p = 0,027). El gráfico de 

puntuaciones VIP (Figura 4.16, derecha) permitió identificar una serie de metabolitos 

discriminantes, siendo la lupenona, 3-metiltriacontano, hentriacontano y hexacosanal los 

que caracterizaron a las especies resistentes. El tetracosanal, friedelan-3-ona y 

pentacosano se encontraban en mayor proporción en las especies susceptibles. 
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Figura 4.16 PLS-DA y su puntuación vip para las especies que presentan mayor resistencia 

y mayor susceptibilidad a cancro. 

 

El análisis multivariado permitió discriminar entre las muestras más resistentes y más 

susceptibles, y destacó un conjunto de metabolitos potencialmente asociados a la 

resistencia. Es relevante destacar que muchas veces la resistencia/susceptibilidad a 

determinada enfermedad no solo viene dada por la presencia de un solo compuesto, sino 

que por un grupo de compuestos que de encontrarse presente en las proporciones 

adecuadas logra establecer una barrera de defensa contra el patógeno (Castro-Moretti, 

Gentzel, Mackey, & Alonso, 2020). Los modelos presentaron buena capacidad predictiva 

y todos fueron validados estadísticamente. Esta combinación analítico-estadística es una 

herramienta útil para la selección de materiales parentales y para la identificación de 

marcadores químicos de resistencia, y por ende de gran relevancia para los programas de 

mejoramiento genético y la fitosanidad en cítricos. 

 

4.2.4 Conclusiones  

 

Esta sección se centró en el análisis metabolómico dirigido de las ceras epicuticulares, 

motivado por las señales del estudio no dirigido que sugerían su papel en la defensa frente 

a Xanthomonas citri subsp. citri. En frutos maduros (Grupo 1) el contenido promedio de 

ceras fue ligeramente mayor en las variedades resistentes que en las susceptibles, sin 

diferencias estadísticamente significativas. La gran variabilidad individual observada 

*contaminación 
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para, por ejemplo, Willowleaf (resistente) y Page (susceptible) (Tabla 4.3) indica que el 

contenido total no establece una relación lineal con la resistencia en la madurez.  

 

En frutos inmaduros (Grupo 2), el contenido total de ceras fue menor en todos los casos 

y no mostró diferencias significativas entre tipos. Este patrón refuerza que la composición 

química de las ceras es determinante para la resistencia por encima del contenido total, 

especialmente en etapas tempranas del desarrollo.  

 

La caracterización química de los extractos mostró diferencias en frutos inmaduros. Los 

alcoholes fueron, en promedio, más abundantes en las muestras susceptibles que en las 

resistentes, con valores altos en especies no mandarina como limón Meyer, naranja Navel 

y pomelo. En las mandarinas resistentes los alcoholes fueron muy bajos o nulos. Los 

isoalcanos mostraron patrones dependientes del genotipo, por ejemplo el quinoto, la única 

especie con resistencia genética a cancrosis, presentó el valor más alto, sugiriendo una 

composición epicuticular que puede ser indicativa de resistencia. En cambio, en frutos 

maduros (Grupo 1) no se detectaron diferencias significativas a nivel de grupos 

funcionales, aunque algunas variedades resistentes (M16 y B79) exhibieron los mayores 

porcentajes de alcanos, compatibles con un posible refuerzo de la barrera física 

superficial. Los aldehídos fueron altos en ambos tipos, con valores destacados en 

resistentes (Willowleaf y B475), lo que sugiere un rol potencial que deberá corroborarse 

a nivel de compuestos individuales.  

 

El análisis multivariado confirmó la capacidad de las ceras para discriminar 

taxonómicamente y para identificar compuestos asociados a la tolerancia. El quinoto se 

caracterizó por lupenona, triacontanal, hentriacontano, octacosanal y heptacosanal, la 

naranja por triacontano, trans-geranilgeraniol y α/β-amirinas, y el limón por un derivado 

de ácido metoxicinámico. Al comparar mandarinas con otros cítricos, los modelos 

mostraron mayores niveles de octacosanal, lupenona, friedelan-3-ona, tetracosanal y α/β-

amirinas en las no-mandarinas, mientras que las mandarinas se enriquecieron en 3-

metiltriacontano, hexacosanal, heptacosano y octacosano. 

 

Restringiendo el análisis a mandarinas clasificadas como resistentes o susceptibles, el 

PLS-DA permitió una buena separación, y se identificaron como posibles biomarcadores 
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de tolerancia al triacontanol, tricosano, 3-nonacosanona, heneicosano y docosano. En la 

comparación entre especies más resistentes (quinoto y mandarina Ponkan) y más 

susceptibles (pomelo, limones, naranja Navel), el PLS-DA también discriminó los grupos 

asociando a las resistentes con lupenona, 3-metiltriacontano, hentriacontano y 

hexacosanal, y a las susceptibles con tetracosanal, friedelan-3-ona y pentacosano.  

 

Estos resultados aportan evidencia de que la cáscara funciona como una interfaz física y 

química con incidencia en la resistencia, la susceptibilidad y la evolución de la infección. 

En términos productivos, esto permite identificar rasgos asociados a resistencia o menor 

susceptibilidad que podrían incorporarse como criterios complementarios en programas 

de selección varietal y en la elección de portainjertos. También ayuda a reconocer etapas 

fenológicas de mayor vulnerabilidad y a plantear variables de manejo agronómico que 

podrían reforzar la función de barrera, como la nutrición, la resistencia al estrés hídrico, 

y la carga del árbol.  

 

 

Figura 4.17 Principales resultados del capítulo 4, creado con NotebookLM. 

 

Resulta claro que la resistencia surge de interacciones sinérgicas entre múltiples 

metabolitos y de su adecuada proporción, más que de un único compuesto (He et al., 

2018). La estrategia no dirigida empleada inicialmente permitió generar hipótesis para 

estudios dirigidos, los cuales generaron modelos estadísticos e identificaron potenciales 
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fitomarcadores de utilidad como insumos para programas de mejoramiento y manejo 

fitosanitario orientados al desarrollo de variedades resistentes en cítricos. 
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5 Metabolómica en las hojas 

Los cítricos representan uno de los principales cultivos frutales a nivel mundial, con más 

de 143 millones de toneladas producidas en 2019 (“FAOSTAT,” n.d.). La alternancia 

productiva en cítricos es uno de los principales factores limitantes que afectan la 

rentabilidad de la producción, restringiendo así el aprovechamiento del potencial máximo 

del sector citrícola a escala global. Por ello, la determinación genética, bioquímica y 

metabólica de este fenómeno ha sido ampliamente estudiada con el objetivo de 

comprender mejor los procesos regulatorios implicados en la transición entre árboles 

productivos y no productivos. Sin embargo, aún no se comprende completamente el 

mecanismo mediante el cual el cultivo en desarrollo influye sobre la floración y la 

producción de frutos del año siguiente. Una de las hipótesis sostiene que el retorno de la 

floración y la productividad está relacionado con el estado de carbohidratos del árbol; es 

decir, la carencia de carbohidratos durante el año “on” reduce directa o indirectamente la 

floración en la siguiente temporada (Shalom et al., 2012). Otros autores proponen que el 

fruto en desarrollo produce un inhibidor que reduce directa o indirectamente la floración 

en la primavera posterior al cultivo “on” (Agust, Almela, & Pons, 1992; Shalom et al., 

2012). Aunque se han realizado numerosas investigaciones para dilucidar la regulación 

hormonal y genética de la inducción floral en cítricos (Bower, Cutting, Lovatt, & Blanke, 

1990; Talon et al., 1998), aún se carece de información detallada sobre los cambios en el 

perfil de metabolitos (en calidad y cantidad) que ocurren durante los años “on” y “off”, 

los cuales podrían actuar como biomarcadores de dicha transición. 

 

La floración representa una fase de transición del crecimiento vegetativo al reproductivo, 

siendo uno de los eventos más importantes en el ciclo de vida de las plantas. Durante esta 

transición, los cítricos experimentan una serie de regulaciones metabólicas que han sido 

ampliamente documentadas (Davenport, 2011). La floración está regulada por factores 

endógenos y exógenos. Entre los primeros, se ha destacado principalmente la modulación 

genética y hormonal del gen LFY y la vía metabólica de las giberelinas (Araki, 2001; 

Peña et al., 2001; Pillitteri, Lovatt, & Walling, 2004), señalándose la inhibición de la 

floración mediada por los frutos como la causa principal de la alternancia productiva en 

cítricos (Moss, 1971). De forma paralela, se ha reportado que el metabolismo del carbono 
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también participa en la inducción floral mediada por la presencia de frutos (Shalom et al., 

2012). Por otro lado, la regulación exógena de la floración se ha atribuido 

mayoritariamente a factores de estrés ambiental como la intensidad y longitud de onda de 

la luz, temperatura, nutrición mineral y de carbono, sequía, baja disponibilidad de 

oxígeno, poda de raíces, estimulación mecánica, así como factores bióticos como 

infecciones por plagas y patógenos (Kazan & Lyons, 2016; Takeno, 2012; Wada & 

Takeno, 2010). 

 

Una posible estrategia para estudiar los cambios metabólicos implicados en la alternancia 

productiva es el análisis del metaboloma de hojas en ambas etapas fisiológicas. Las 

estrategias de investigación metabolómica pueden abordarse desde dos enfoques 

distintos: no dirigido y dirigido, cada uno con ventajas y limitaciones propias. La 

metabolómica no dirigida implica el análisis integral de todos los analitos medibles en 

una muestra. Si bien permite descubrir nuevos compuestos, puede subestimarse la 

importancia de aquellos presentes en bajas concentraciones (Xi et al., 2014). En contraste, 

la metabolómica dirigida busca medir con precisión y de forma cuantitativa un grupo 

definido de metabolitos química y estructuralmente caracterizados. No obstante, su 

enfoque dirigido conlleva el riesgo de pasar por alto compuestos naturales relevantes para 

la propiedad biológica observada. En estos casos, la preparación de las muestras se 

optimiza específicamente para la obtención del grupo de metabolitos objetivo. 

 

El presente capítulo aborda el estudio del perfil metabolómico foliar en mandarinas como 

herramienta para explorar los mecanismos bioquímicos asociados a la alternancia 

productiva, un fenómeno de alto impacto en la producción citrícola. A través de dos 

enfoques analíticos complementarios: uno no dirigido (untargeted) y otro dirigido 

(targeted), se propone estudiar las diferencias metabólicas entre hojas provenientes de 

distintas variedades de mandarina en diferentes etapas del desarrollo. 

 

En la primera sección (5.1) se presenta una caracterización no dirigida mediante 

espectroscopía de RMN enfocada en el análisis de extractos acuosos y orgánicos de hoja. 

Esta estrategia permite detectar tendencias generales en la composición metabólica 

asociadas al estado reproductivo del árbol (vegetativo y productivo), revelando 
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diferencias en la composición de metabolitos primarios y secundarios sin enfocarse en 

compuestos predefinidos. 

 

La segunda sección (5.2) se centra en una estrategia dirigida basada en LC-MS/MS 

orientada específicamente a la identificación y cuantificación de polifenoles y limonoides 

en hojas de ramas en estados fisiológicos diferentes de la alternancia productiva. Este 

enfoque más específico busca profundizar en la dinámica de compuestos clave y explorar 

su potencial como marcadores fisiológicos del estado reproductivo. 

 

Ambas secciones se integran para proporcionar una visión más completa de los procesos 

metabólicos involucrados en el desarrollo de la planta y la alternancia productiva. La 

combinación de estas herramientas permite no solo avanzar en la comprensión de este 

fenómeno complejo, sino también sentar las bases para su aplicación para la selección 

temprana y el manejo agronómico en cítricos. 

 

5.1 Análisis no dirigido en hojas 

 

5.1.1 Introducción  

 

En el Capítulo 3 se discutieron diferencias en la aceptabilidad de diversas variedades de 

mandarina, aspecto de gran relevancia para la selección y el desarrollo de nuevos 

cultivares. Sin embargo, la evaluación de la aceptabilidad requiere la disponibilidad del 

fruto, lo que limita su aplicabilidad temprana durante el desarrollo del árbol. Frente a esta 

restricción, el estudio de las hojas surge como una alternativa prometedora al estar 

presentes a lo largo de todo el ciclo vegetativo. Es por esto que podrían proporcionar 

información valiosa sobre el estado fisiológico del árbol y eventualmente permitir 

inferencias tempranas sobre características de interés, como la aceptabilidad del fruto. 

 

En esta sección se explora el uso de un enfoque metabolómico no dirigido aplicado a 

hojas de mandarina para identificar perfiles químicos asociados al estado fisiológico de 

la planta (productiva o no productiva). Como no fue posible establecer correlaciones 

directas entre los perfiles de hoja y la aceptabilidad sensorial del fruto debido a la falta de 

material vegetal de híbridos en etapa no productiva, la caracterización de los metabolitos 
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presentes en hojas productivas y no productivas representa un paso fundamental hacia la 

identificación de biomarcadores relevantes para la selección varietal. 

 

La metabolómica no dirigida, especialmente mediante espectroscopía de RMN combinada 

con análisis estadístico multivariado, ha demostrado ser una herramienta poderosa para 

la caracterización no dirigida de metabolitos en tejidos vegetales. En el caso de los 

cítricos, esta aproximación ha sido utilizada para estudiar efectos de portainjertos 

(Albrecht, Tripathi, Kim, & Bowman, 2019), respuestas a estreses bióticos y abióticos 

(Slisz, Breksa, Mishchuk, McCollum, & Slupsky, 2012), e incluso discriminación 

geográfica de cultivares (Villa-Ruano et al., 2019). El estudio del perfil metabolómico de 

hojas en diferentes estados fenológicos como indicador de alternancia productiva sigue 

siendo un área poco explorada, a pesar de su potencial utilidad en programas de mejora y 

manejo agronómico. 

 

El objetivo principal de esta sección es caracterizar los perfiles metabolómicos de hojas 

de distintas variedades de mandarina mediante un enfoque no dirigido basado en 

espectroscopía de 1H RMN, con énfasis en las diferencias entre árboles en estado 

productivo y no productivo. A partir de estos resultados, se busca identificar metabolitos 

diferenciales que puedan estar asociados al estado reproductivo del árbol y que sirvan 

como base para futuros análisis dirigidos (targeted) orientados a compuestos de interés. 

 

5.1.2 Metodología 

 

5.1.2.1 Material vegetal  

 

El cultivo de las muestras se llevó a cabo en el Instituto Nacional de Investigación 

Agropecuaria (INIA) de Uruguay, en la estación experimental ubicada en el departamento 

de Salto (latitud: 31°16′ S; longitud: 57°53′ O; altitud: 47 m s. n. m.). Se trabajó con 

árboles adultos de las siguientes variedades de cítricos: Ellendale (Citrus reticulata 

Blanco), Satsuma (Citrus unshiu Marc.), Willowleaf (Citrus deliciosa Ten.) y Page 

(Citrus reticulata Blanco × Citrus paradisi Macf.), todas injertadas sobre Poncirus 

trifoliata (L.) Raf. como portainjerto. Los árboles fueron cultivados bajo condiciones 

controladas de manejo hortícola, incluyendo riego y control fitosanitario. 
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Para cada variedad, se seleccionaron cinco árboles en estado productivo (5 – 7 años) y 

cinco árboles en estado no productivo (sin generación de frutos, 3 – 5 años). Las hojas 

adultas (entre 6 y 12 meses) fueron recolectadas en ramas con frutos en la parte exterior 

de la copa cuando el fruto completó su coloración para los árboles productivos y en 

ubicación análoga en los árboles no productivos. Se recolectaron 5 hojas por rama y 

fueron muestreadas 10 ramas por árbol. La distancia entre las hojas y el pedúnculo del 

fruto fue de 5 a 20 cm. Las muestras fueron congeladas y almacenadas a -20 °C hasta su 

procesamiento. 

 

Todos los árboles se encontraban en el mismo huerto y bajo idénticas condiciones 

edafoclimáticas y de manejo. Por tanto, las diferencias en la composición química 

observadas entre variedades no pudieron atribuirse a factores ambientales, sino que 

reflejan diferencias genéticas y/o fisiológicas propias de cada genotipo. 

 

5.1.2.2 Extracción 

 

Se trituró por separado cada muestra compuesta de hojas de cada variedad de mandarinas 

utilizando un molino de corte (Skymsen, modelo TA-02-N, Brasil), se pesaron (2,00 ± 

0,10) g del material triturado en balanza analítica (Shimadzu ATX224, Japón), se colocó 

en tubo de centrífuga de polipropileno de 50 mL y se adicionó 8,00 mL de CHCl3 

(LiChrosolv®, Merck, Alemania), 4,00 mL de MeOH (LiChrosolv®, Merck, Alemania), 

y 4,00 mL de agua ultrapura (Millipore Milli-Q® Ultrapure Water Solutions Type 1). Se 

sometió a agitación con vórtex (WiseMix VM-10, Wisd, Alemania) a 110 rcf durante 30 

segundos y a baño de ultrasonido (SB-120DT, Wollen Lab, China) durante 60 segundos. 

Se centrifugó (Eppendorf 5702, Alemania) durante 5 minutos a 1400 rcf, se retiró la capa 

orgánica y se agregaron 8,00 mL de CHCl3. Se repitió la etapa de vórtex, ultrasonido y 

centrifugado, se juntaron las fases orgánicas y se secaron con Na2SO4 anhidro. Se filtró 

el extracto orgánico seco mediante papel de filtro Whatman y se eliminó el solvente bajo 

corriente de nitrógeno gaseoso empleando un concentrador de fracciones (Turbovap LV, 

Biotage, Suecia). El extracto acuo-metanólico se filtró mediante papel, se eliminó el 

MeOH mediante destilación a presión reducida empleando rotavaporador (Büchi R-114, 

Suiza), y finalmente se liofilizó (BenchTop Pro, VirTis SP Scientific, Estados Unidos) 
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para eliminar el agua.  Se realizaron 10 réplicas de cada extracción. Los extractos secos 

se almacenaron en desecador hasta su análisis instrumental. 

 

5.1.2.3 Análisis instrumental 

 

Los espectros de 1H RMN de los extractos acuosos de hojas de mandarinas se obtuvieron 

utilizando los protocolos descritos en el Capítulo 3 (3.2.5.1). Por otro lado, los espectros 

de 1H RMN de los extractos orgánicos de hojas se obtuvieron utilizando los mismos 

protocolos descritos para extractos clorofórmicos en el Capítulo 4 (4.1.2.3). 

 

5.1.2.4 Análisis estadístico 

 

Los análisis estadísticos multivariados se realizaron utilizando la plataforma web 

MetaboAnalyst versión 4.0 (Chong et al., 2018; Chong & Xia, 2018). Se aplicó el método 

de escalado Pareto, adecuado para datos metabolómicos obtenidos mediante RMN, y se 

utilizó el análisis de componentes principales (PCA) para explorar los datos, clasificar 

variedades y detectar valores atípicos.   

 

La identificación de fitomarcadores se llevó a cabo mediante análisis discriminante de 

mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) y su variante ortogonal (OPLS-DA), que optimizan 

la separación entre grupos predefinidos. La validez de los modelos se verificó con una 

prueba de permutación de 1000 iteraciones, y su desempeño se evaluó mediante los 

coeficientes de determinación (R²) y de predicción cruzada (Q²), garantizando la 

confiabilidad de los resultados. 

 

5.1.3 Resultados y discusión 

 

5.1.3.1 Clasificación de las variedades 

 

Para evaluar la clasificación de las variedades, se realizaron análisis no supervisados 

(PCA) para los diferentes tipos de extractos. En la figura 5.1 podemos ver que se obtiene 

una mejor separación entre las cuatro variedades al utilizar el extracto acuoso de hoja, por 
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lo que se selecciona este tipo de extracto para diferenciar las variedades. En la figura 5.2 

se ven los espectros de los extractos acuosos y orgánicos de las variedades parentales. 

 

 

Figura 5.1 PCA de los cuatro parentales 2015 de los extractos de Hoja acuoso (izquierda) 

y Hoja orgánico (derecha). Willowleaf representada en rojo (A), Ellendale en verde (B), 

Satsuma en azul (C) y Page en celeste (D). 

 

Figura 5.2 Espectro de los extractos de Hoja acuoso (izquierda) y orgánico (derecha) de 

los cuatro parentales 2015. Willowleaf (rojo), Ellendale (verde), Satsuma (azul) y Page 

(celeste). 

 

La figura 5.3 muestra los resultados del modelo PLS-DA y los puntajes VIP que permiten 

caracterizar las diferencias metabólicas entre las cuatro variedades de mandarinas 

estudiadas a partir de sus extractos acuosos de hojas. Se puede ver una clara separación 

entre las cuatro variedades, lo que indica perfiles químicos característicos para cada una 
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de ellas. Ellendale y Willowleaf se encuentran en extremos opuestos en el diagrama, lo 

que indica que son las variedades más distintas entre sí.   

 

 

Figura 5.3 PLS-DA del extracto acuoso de hoja de los parentales (izquierda) y puntajes 

VIP de este análisis (derecha).  

 

Se destaca una zona con señales estadísticamente relevantes en la región de 3,2 a 4,3 ppm, 

lo que sugiere la presencia de compuestos polares, posiblemente azúcares o ácidos 

orgánicos. Basándonos en los resultados descritos en capítulos anteriores (Capítulos 3 y 

4) y en reportes previos de asignación espectral en frutas cítricas, especialmente 

mandarina (Sobolev et al., 2015), es posible proponer asignaciones a algunas de las 

señales más relevantes observadas. La región 3,2 – 4,3 ppm es característica de señales 

de carbohidratos como α- y β-glucosa, sacarosa y fructofuranosa (así como las áreas de 

las señales correspondientes a los protones anoméricos de α-glucosa a 5,20 ppm, β-

glucosa a 4,60 ppm y fructosa a 4,05 ppm), compuestos típicos en extractos acuosos y 

con contribuciones importantes en hojas por su papel en el metabolismo energético. El 

mio-inositol, también reportado en mandarina, contribuye con señales en esta zona del 

espectro (Maciá-Vázquez, Núñez-Gómez, Martínez-Nicolás, Legua, & Melgarejo, 2024). 

En 2,6 – 2,7 ppm se encuentran las señales típicas de protones metilénicos del ácido 

cítrico y málico. La señal en 1,93 ppm podría corresponderse con prolina, marcador de 

estrés frecuente en cítricos, y las señales entre 6,8 y 7,2 se corresponden con compuestos 

aromáticos como los flavonoides hesperidina o narirutina, también abundantes en hojas 

de mandarinas como se verá más adelante en este capítulo. La variedad Ellendale se 
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caracteriza por una mayor concentración de compuestos en la región de azúcares y 

algunos ácidos orgánicos, mientras que Willowleaf se destaca por la presencia de 

compuestos fenólicos y ácido cítrico. Page y Satsuma muestran niveles intermedios o 

bajos de estos marcadores. 

 

5.1.3.2 Diferenciación entre hojas en etapa productiva y no productiva 

 

5.1.3.2.1 Extractos acuosos de hoja de Ellendale productiva y no productiva 

 

Para cada una de las variedades se realizó la misma secuencia de análisis estadísticos, en 

primer lugar un PCA para identificar outliers y evaluar la clasificación de las variedades. 

En segundo lugar se realizó un PLS-DA para identificar las señales responsables de dicha 

separación/clasificación. Este modelo fue validado utilizando un test de permutaciones 

para determinar si la separación se debe a motivos aleatorios o efectivamente a las 

diferencias entre las señales identificadas previamente. 

 

En el caso de Ellendale podemos ver que en el PCA (Figura 5.4) las muestras productivas 

se separan de las no productivas, lo que indica una diferencia en la composición de los 

extractos estudiados. Sin embargo, en las muestras productivas vemos que existen dos 

subgrupos. Los mismos se corresponden con dos muestreos realizados en años 

consecutivos, siendo el segundo año el más próximo a las muestras no productivas. 

En el PLS-DA, donde se incluye información sobre el tipo de muestra para obtener la mayor 

varianza entre ambos grupos, vemos un mejor agrupamiento de las muestras productivas 

(Figura 5.4).  
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Figura 5.4 PCA (izquierda) y PLS-DA (derecha) de los extractos acuosos de hojas de 

Ellendale productiva (verde) y los no productiva (rojo). 

 

En el modelo PCA, los dos primeros componentes explican un 76,7% de la variabilidad 

total, y ya permiten observar una tendencia de separación entre los grupos, aunque con 

cierto solapamiento. El modelo supervisado PLS-DA (Componentes 1 y 2: 40,3% y 35%) 

mejora la discriminación entre los grupos, lo que confirma que los metabolitos de las 

hojas se ven significativamente influenciados por la etapa productiva del árbol. 

 

El VIP score plot muestra las variables de importancia en la proyección del PLS-DA 

realizado previamente (Figura 5.5). Se muestran en azul aquellas señales de menor 

intensidad y en rojo las de mayor intensidad. Podemos ver que las señales clasificatorias 

son mayoritariamente de azúcares en las muestras no productivas, probablemente debidas 

a una mayor tasa de fotosíntesis. La señal correspondiente al ácido cítrico (2,6 – 2,70 

ppm) indica que este se encuentra en mayor proporción en las muestras productivas. Algo 

similar se observa para los ácidos málico (4,4 ppm y 2,5 ppm), tartárico (4,3 ppm) y 

succínico (2,5 – 2,6 ppm), todos reportados en mandarinas pero en menor proporción que 

el ácido cítrico (Fernandes et al., 2022; Sobolev et al., 2015). 

 

Por otra parte, las muestras en estado no productivo se caracterizan por señales 

correspondientes a azúcares como sacarosa (protón anomérico en 5,35 – 5,38 ppm) y el 

resto de sus protones (3,2 – 4,0 ppm). Además se identifica el multiplete en el entorno 

2,00 ppm ppm que se puede atribuir a los protones β-CH2 del aminoácido prolina.  
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Figura 5.5 VIP scores del PLS-DA realizado con Ellendale productiva y no productiva. 

 

5.1.3.2.2 Extractos acuosos de hoja de Page productiva y no productiva 

 

En la figura 5.6 se muestra el modelo de PLS-DA donde se ve una separación entre los 

grupos a lo largo del Componente 1 (56,4%) y el Componente 2 (40,2%), indicando 

diferencias significativas en el perfil metabólico asociado al estado fenológico. Es 

interesante destacar que dentro del grupo de muestras productivas se observa 

una subdivisión, al igual que en Ellendale, que podría reflejar diferencias entre los años 

de muestreo y estar vinculada a condiciones climáticas interanuales como temperatura, 

precipitaciones o radiación ultravioleta, las cuales afectan el metabolismo de las hojas. 

Una diferencia importante con Ellendale es que en Page las señales de azúcares 

productivas tienen menores puntajes VIP y alternan entre productivas y no productivas, 

evidenciando una menor variación entre las dos etapas. 

 

Al igual que en Ellendale, el gráfico de puntuación VIP muestra que las señales 

correspondientes a la prolina diferencian entre hojas productivas y no productivas, 

teniendo mayores niveles en estas últimas. 
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Figura 5.6 PLS-DA (izquierda) y VIP scores (derecha) de los extractos acuosos de hojas de 

Page productiva (verde) y no productiva (rojo). 

 

5.1.3.2.3 Extractos acuosos de hoja de Satsuma productiva y no productiva 

 

La figura 5.7 muestra el gráfico de PLS-DA (izquierda) y su puntajes VIP (derecha) 

resultante del análisis de los espectros de RMN de extractos acuosos de hojas de mandarina 

Satsuma en estado productivo y no productivo. En este caso, la separación entre las clases 

no es tan marcada como en las variedades Ellendale y Page. No obstante, se mantiene un 

patrón similar, donde las muestras productivas del segundo muestreo se posicionan más 

cercanas a las no productivas que a las productivas del primer muestreo. 

 

Dentro de los puntajes VIP se destacan varias señales en la región de 3,0 a 3,8 ppm, 

consistentes con azúcares solubles, como glucosa, fructosa y sacarosa, y que aparecen 

distribuidas entre hojas productivas y no productivas, al igual que en Page. Por otro lado, 

se repite la presencia de una señal intensa en torno a 2,0 – 2,1 ppm, más abundante en las 

hojas no productivas, la cual se corresponde con  el multiplete de la prolina. En hojas no 

productivas también aparecen señales correspondientes a aminoácidos como treonina 

(2,34 – 2,38 y 4,10 – 4,14 ppm) y ácido γ-aminobutírico (GABA) (2,00 ppm). En hojas 

productivas se repiten señales de ácidos orgánicos como el cítrico o malónico al igual que 

en las variedades estudiadas anteriormente. En estas hojas productivas aparecen señales 

de compuestos fenólicos (6,86 – 6,90 ppm) y del H-1 perteneciente a β-glucosa lo que 
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sugiere la presencia de un glicósido de flavonoide (4,58 – 4,62 ppm, J = 8 Hz) como 

puede ser hesperidina o narirutina, flavonoides reportados en mandarinas. 

 

Figura 5.7. PLS-DA (izquierda) y VIP scores (derecha) de los extractos acuosos de hojas 

de Satsuma productiva (verde) y los no productiva (rojo). 

 

5.1.3.2.4 Extractos acuosos de hoja de Willowleaf productiva y no productiva 

 

El PLS-DA (Figura 5.8, izquierda) de Willowleaf muestra la separación entre los grupos 

a lo largo de la primera y segunda variable latente (81% de la varianza explicada). La 

distribución de los datos sugiere que, al igual que en las otras variedades analizadas, 

existen diferencias en el perfil metabolómico foliar según el estado fenológico del árbol. 

El análisis de los VIP scores del modelo (Figura 5.8, derecha) también se identifican 

señales de azúcares solubles (glucosa, fructosa, sacarosa), los cuales se acumulan 

mayormente en hojas no productivas, al igual que en Ellendale. En este grupo vuelven a 

aparecer aminoácidos como prolina y GABA, como en todas las variedades estudiadas 

anteriormente. En estas hojas además aparecen señales a campo más bajo que 

corresponden a compuestos fenólicos, en particular flavonoides. Estas señales son 

distintas a las importantes para Satsuma en hoja productiva, por lo que podría haber una 

expresión diferencial de flavonoides según la variedad y el estado fenológico de la misma. 

 

Por otro lado, en hojas en etapa productiva de Willowleaf aparecen señales de ácido 

málico, tartárico y succínico, al igual que en Ellendale, en concordancia con la tendencia 

observada en las variedades estudiadas de una mayor acumulación de ácidos del ciclo de 
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Krebs en hojas productivas. Estos resultados confirman que en Willowleaf también 

ocurre un cambio en el metabolismo foliar asociado al estado reproductivo, caracterizado 

por una mayor acumulación de azúcares y aminoácidos en hojas no productivas y de 

ácidos orgánicos en la etapa productiva. Este patrón, compartido con las demás 

mandarinas analizadas, refuerza la idea de que ciertos metabolitos foliares pueden actuar 

como marcadores metabólicos del estado fenológico de la planta. 

 

Figura 5.8 PLS-DA (izquierda) y VIP scores (derecha) de los extractos acuosos de hojas de 

Willowleaf productiva (verde) y los no productiva (rojo). 

 

5.1.3.2.5 Extractos acuosos de hoja productiva y no productiva (Todas las variedades) 

 

Con el objetivo de aumentar la robustez estadística del análisis, se integraron los datos 

correspondientes a las cuatro variedades de mandarina evaluadas (Ellendale, Page, 

Satsuma y Willowleaf), considerando tanto su estado productivo (P) como no productivo 

(NP). La figura 5.9 muestra la representación bidimensional (izquierda) y tridimensional 

(derecha) del PCA realizado sobre los datos unificados. Como era de esperar, la mayor 

heterogeneidad de las muestras dificulta una separación clara entre los grupos al 

considerar solo dos componentes. Por ello, se incorporó un tercer componente principal 

que lleva a una mejor agrupación de las muestras según su estado fenológico, lo que 

indica que la diferencia entre clases se mantiene.  
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Figura 5.9 Representación del PCA de 2 componentes (izquierda) y de 3 componentes 

(derecha) de los extractos acuosos de hojas productivas (verde) y no productiva (rojo). 

 

A partir de la observación realizada en Satsuma y Willowleaf, donde se identificaron 

señales atribuibles a flavonoides como variables clasificatorias, se decidió realizar un 

nuevo análisis enfocado exclusivamente en la región espectral superior a 5,5 ppm, 

correspondiente a compuestos polifenólicos. Dado que se restringió el conjunto de 

variables, el PCA no logró discriminar adecuadamente entre los grupos (no mostrado), lo 

cual sugiere una composición globalmente similar en esta fracción del espectro. Sin 

embargo, al aplicar un modelo PLS-DA sobre esta misma región espectral, se obtuvo una 

clara separación entre estados. El PLS-DA fue validado para 3 variables latentes 

presentando una precisión de 0,95, R2 y Q2 de 0,79 y 0,75 respectivamente, y pasando el 

test de permutaciones con un p < 0,001. Se identificaron, mediante los puntajes VIP 

(Figura 5.10), diferencias en la intensidad de las señales de protones de anillos 

aromáticos, siendo todas ellas más abundantes en las hojas de árboles no productivos. 

Esta tendencia sugiere que los polifenoles podrían estar asociados a mecanismos de 

defensa o protección más activos durante las fases vegetativas. 
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Figura 5.10 PLS-DA y VIP scores del PLS-DA realizado con las 4 variedades en estado 

productivo (verde) y no productivo (rojo) utilizando únicamente las señales superiores a 

5,5 ppm. 

 

5.1.3.2.6 Extractos orgánicos de hoja productiva y no productiva (Todas las variedades) 

 

Como se vio en los resultados de clasificación de las variedades (5.1.3.1), se logra una 

mejor clasificación con los extractos acuosos de hoja que con los orgánicos. Esto indica 

que los perfiles obtenidos a partir de los extractos orgánicos de este órgano son muy 

similares entre las diferentes variedades. De todas formas, se realizó la comparación entre 

los extractos orgánicos de hoja para cada variedad en etapa productiva y no productiva. 

Los resultados de los PCA de cada variedad se muestran en la figura 5.11. 
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Figura 5.11 PCA de las 4 variedades parentales obtenidos a partir de los perfiles de 1H 

RMN de los extractos orgánicos de hoja en etapa productiva (verde) y no productiva (rojo). 

 

Las variedades que presentan diferencias entre la etapa P y NP son Ellendale, y 

Willowleaf. Page y Satsuma presentan una gran variabilidad en las muestras en etapa 

productiva, y a pesar de que las hojas en etapa no productiva se agrupan con muy poca 

dispersión, es imposible diferenciar ambos grupos. De todas formas, se realizó un PLS-DA 



 

 

 162 
 
 
 

para cada variedad, los resultados se muestran en la figura 5.12. Mediante este análisis 

se logra una mejor clasificación en las cuatro variedades (es interesante notar que se 

explica mas del 90% de la varianza en todas ellas) ya que este tipo de análisis utiliza la 

información de clase de cada muestra, maximizando la varianza explicada.  

 

 

Figura 5.12 PLS-DA de las cuatro variedades parentales obtenidos a partir de los perfiles 

de 1H RMN de los extractos orgánicos de hoja en etapa productiva (verde) y no productiva 

(rojo). 

 

Los VIP scores de estos PLS-DA fueron realizados para las cuatro variedades, obteniendo 

resultados similares para todas ellas. En los cuatro casos, el grupo productivo presentaba 
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mayor cantidad de señales entre 0,8 - 1,5 ppm, las cuales corresponden con grupos CH3 

y CH2. Por otra parte, aparecen algunas señales importantes entre 2,3 - 2,5 ppm que se 

atribuyen los protones en C-a al carbonilo de ésteres de ácidos grasos, y en 3,9 - 4,0 ppm 

que se corresponden con los grupos CH2 de alcoholes, que forman parte de ceras 

epicuticulares. Todas estas señales también son típicas en la etapa productiva. En la figura 

5.13 se muestra, a modo de ejemplo, el resultado de los VIP scores de Ellendale.  

 

Figura 5.13 Puntajes VIP del PLS-DA realizado con Ellendale. 

 

Las ceras cumplen una función protectora contra factores bióticos y abióticos en todas las 

superficies aéreas de las plantas. Esta capa de ceras epicuticulares es necesaria también 

para una transpiración controlada y para el intercambio gaseoso a través de los estomas. 

Durante el desarrollo de las hojas, el rendimiento y composición química de las ceras 

epicuticulares va cambiando, es por ello que observamos una mayor proporción de 

señales correspondientes a este tipo de metabolitos en diferentes estados productivos de 

la planta. 

 

Estos metabolitos podrían utilizarse como marcadores del estado fenológico de la planta, 

para distinguir entre las etapas vegetativa (no productiva) y reproductiva (productiva) de 

los árboles de mandarinas.  Sin embargo, la similitud entre los perfiles de las diferentes 

variedades dificulta la diferenciación entre las mismas. Por otro lado, los perfiles acuosos 

también ofrecen otras señales interesantes que sí pueden ser utilizadas como marcadores 

en hojas para determinar el estado P y NP de la planta y a la vez diferenciar las variedades 

estudiadas. 
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5.1.4 Conclusiones del estudio no dirigido  

 

El análisis metabolómico no dirigido mediante RMN de 1H de extractos de hojas de 

distintas variedades de mandarina permitió identificar patrones metabólicos conservados 

que reflejan tanto la identidad de las variedades como el estado fenológico de los árboles 

(productivo o no productivo). La aplicación combinada de técnicas de análisis 

multivariado no supervisado y supervisado mostró que los extractos acuosos tienen mayor 

capacidad discriminante respecto a los extractos orgánicos. 

 

A nivel varietal, se logró una clara separación entre Ellendale, Willowleaf, Page y 

Satsuma utilizando extractos acuosos de hojas. En estos, se destacaron regiones 

espectrales asociadas a carbohidratos solubles (3,2 – 4,2 ppm) y ácidos orgánicos del 

ciclo de Krebs (2,1 – 2,7 ppm), lo que refleja diferencias metabólicas genotípicas 

posiblemente asociadas a variaciones en el metabolismo energético y secundario foliar. 

La región de azúcares, en particular, permitió detectar señales características de glucosa, 

sacarosa, fructosa y mio-inositol, metabolitos clave en procesos fisiológicos como la 

osmoregulación, la fotosíntesis y la señalización celular. 

 

En relación con el estado fenológico, se observó un patrón metabolómico común entre 

variedades: las hojas de árboles en estado no productivo presentaron una mayor 

acumulación de azúcares solubles y aminoácidos como prolina, treonina y GABA, lo que 

sugiere una actividad orientada al crecimiento vegetativo y acumulación de reservas. En 

contraste, durante la etapa productiva se detectó un enriquecimiento relativo en ácidos 

orgánicos como el cítrico, málico, tartárico y succínico, componentes centrales del 

metabolismo energético en tejidos en alta demanda fisiológica. Este hallazgo es 

consistente con la intensificación del ciclo de los ácidos tricarboxílicos durante etapas 

reproductivas y con el rol del ácido cítrico en la movilización de calcio y la regulación 

del pH en tejidos activos (Etienne, Génard, Lobit, Mbeguié-A-Mbéguié, & Bugaud, 2013; 

Wu et al., 2024; Zhang, Breksa, Mishchuk, & Slupsky, 2011). 

  

La acumulación de compuestos fenólicos, especialmente flavonoides en hojas no 

productivas, sugiere una activación de vías de defensa vegetal durante fases vegetativas, 
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posiblemente como preparación ante estrés biótico o abiótico (Khan et al., 2025; Zhang 

et al., 2014).También se identificaron señales compatibles con glicósidos flavonoides 

como hesperidina y narirutina, típicos de citrus, y de potencial utilidad como 

biomarcadores. 

 

Los extractos orgánicos, si bien mostraron una menor capacidad discriminante entre 

variedades, permitieron identificar una acumulación de compuestos alifáticos como las 

ceras epicuticulares (0,8 – 1,5 ppm, 3,9 – 4,0 ppm) en hojas en estado productivo, por lo 

que su estudio en profundidad podría ser indicativo del estado vegetativo/productivo de 

la planta. Teniendo en cuenta las funciones protectoras de las ceras frente a la 

transpiración y el estrés ambiental, esta diferencia es esperable durante la maduración 

foliar (Jia et al., 2024). 

 

Los resultados obtenidos permiten orientar futuras investigaciones hacia el desarrollo de 

análisis dirigidos (targeted) mediante técnicas de alta sensibilidad y especificidad como 

LC-MS/MS, aplicadas a extractos acuosos de hoja de mandarinas para estudiar 

específicamente el contenido de flavonoides. La validación de estos compuestos como 

posibles marcadores del estado reproductivo de la planta, especialmente en variedades 

con marcada alternancia productiva, podría constituir una herramienta valiosa tanto para 

el manejo agronómico como para la selección temprana de variedades con 

comportamiento reproductivo deseable. 

 

5.2 Análisis dirigido de compuestos fenólicos y limonoides 

 

5.2.1 Introducción 

 

En el contexto del estudio metabolómico dirigido, los polifenoles y limonoides se 

seleccionaron como compuestos para identificar y cuantificar en las diferentes etapas 

fisiológicas del vegetal, pues cumplen funciones biológicas y ecológicas fundamentales 

en las plantas (Zagoskina, Kazantseva, Fesenko, & Shirokova, 2018). Por ejemplo, 

cuando la relación carbono/nutrientes es alta, la fotosíntesis se desvía hacia la producción 

de compuestos fenólicos (Coley, Bryant, & Chapin, 1985; Waterman & Mole, 1994), por 

lo que niveles elevados de estos suelen estar asociados a la acumulación excesiva de 
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carbohidratos en las hojas. Así, la biosíntesis de compuestos derivados del fenilpropano 

actúa como un mecanismo de “desborde energético”, desviando los fotosintatos y el poder 

reductor celular hacia la formación de productos estables (Grace & Logan, 2000), lo cual 

reduce los daños oxidativos adicionales durante la fotoinhibición inducida por el exceso 

de carbohidratos acumulados (Rivas, Fornes, & Agustí, 2008). 

 

Los polifenoles constituyen un grupo extremadamente diverso de productos secundarios 

con múltiples funciones biológicas. Protegen a las plantas frente a diferentes estresores 

bióticos y abióticos, actúan como filtros UV, moléculas señalizadoras, compuestos 

alelopáticos, fitoalexinas, agentes detoxificantes y defensivos antimicrobianos (Panche, 

Diwan, & Chandra, 2016). Se clasifican en dos grandes grupos: flavonoides y no 

flavonoides. Estos últimos incluyen moléculas estructuralmente simples como los ácidos 

fenólicos (ácidos hidroxibenzoicos e hidrocinámicos) y los estilbenos, así como 

estructuras complejas como oligómeros de estilbeno, taninos y lignanos (Cheynier, 2005). 

Los flavonoides, por su parte, constituyen el grupo más estudiado, con una estructura 

general C6-C3-C6. Los más abundantes presentan un núcleo flavánico, compuesto por 

dos anillos aromáticos (A y B) unidos por un anillo de pirano (C). Las diferencias en la 

posición de unión entre los anillos B y C permiten distinguir entre flavonoides (2-

fenilbenzopiranos), isoflavonoides (3-fenilbenzopiranos) y neoflavonoides (4-

fenilbenzopiranos). Los flavonoides son por lejos el grupo más abundante, y pueden 

subdividirse en 3-hidroxiflavonoides (flavonoles, flavanoles, antocianidinas, 

dihidroflavonoles) y flavonoides sin sustituyentes en C3 (flavanonas y flavonas) (Figura 

5.14). Se consideran algunos de los compuestos aromáticos más importantes, ya que son 

los polifenoles más antiguos y extendidos, sintetizados incluso por musgos y helechos, y 

poseen una amplia gama de actividades fisiológicas (McClure, 1975). 
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Figura 5.14 Estructura de los diferentes tipos de flavonoides. 

 

Los limonoides cítricos (CLs) conforman una amplia familia de metabolitos secundarios 

policíclicos presentes principalmente en semillas, frutos y tejidos de la cáscara de cítricos 

como limones, limas, naranjas, pomelos, toronjas, bergamotas y mandarinas (Gualdani, 

Cavalluzzi, Lentini, & Habtemariam, 2016). Son triterpenos altamente oxigenados y 

modificados, clasificados como tetranotriterpenoides, presentes tanto como agliconas 

libres como en sus formas glucosiladas (β-D-glucósidos). Hasta la fecha, se han 

identificado aproximadamente 55 agliconas de limonoides y 18 limonoides glucosilados 

en cítricos. La limonina es la aglicona más abundante en la mayoría de las especies, 

seguida por la nomilina; el glucósido de limonina es el limonoide glucosilado más 

representativo (Shi et al., 2020). Los CLs presentan diversas actividades biológicas (Roy 

& Saraf, 2006), y se destacan por su potente actividad antiinsectos, tanto por su toxicidad 

como por su efecto antialimentario (Gualdani et al., 2016; Hafeez, Akram, & Shaalan, 

2011; Hasegawa, Berhow, & Manners, 2000; Khan, Zill-E-Huma, & Dangles, 2014; 

Warikoo et al., 2012; Yu et al., 2015). Se ha sugerido que protegen los brotes jóvenes de 

los insectos durante su desarrollo, lo que explicaría su abundancia en hojas jóvenes y 

frutos (Celano et al., 2019). Los primeros estudios sobre limonoides se centraron en 
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identificar los compuestos responsables del sabor amargo en frutas cítricas (Roberts, 

Souza, Gerszten, & Clish, 2012; Russo et al., 2016; Wang et al., 2016), aunque existen 

pocos reportes sobre su presencia en hojas de árboles cítricos. 

 

Con el fin de identificar posibles fitomarcadores representativos de la transición entre 

fases “on” (con frutos) y “off” (sin frutos), se estudió el perfil de polifenoles y limonoides 

en hojas de ramas productivas y no productivas mediante un análisis metabolómico 

dirigido. 

 

5.2.2. Metodología 

 

5.2.2.1 Material vegetal 

 

Se emplearon las mismas variedades descritas en la sección 5.1.2.1. Para cada variedad, 

se seleccionaron cinco árboles con alternancia productiva (con fruto) y cinco árboles con 

alternancia no productiva (arbol adulto pero que no produce frutos en esa cosecha) para 

estudiar el fenómeno de alternancia. El muestreo foliar se realizó en ramas con alternancia 

productiva (B, por su sigla en inglés de Bearing, rama con fruta) y no productiva (NB, 

por su sigla en inglés de Non-Bearing, rama sin fruto), recolectando hojas adultas de entre 

6 y 12 meses de edad. De cada árbol se seleccionaron 10 ramas (5 por cada condición), y 

de cada una se recolectaron 5 hojas, totalizando 50 hojas por condición y variedad. En 

ramas con fruto, las hojas se tomaron inmediatamente por debajo del fruto (entre 5 y 20 

cm del pedúnculo) en el estadio de coloración completa del fruto. En las ramas sin fruto, 

se eligieron hojas con igual posición y características que las recolectadas en las ramas 

portadoras, con el fin de asegurar la comparabilidad. 

 

Todos los árboles se encontraban en el mismo huerto y bajo idénticas condiciones 

edafoclimáticas y de manejo. Por tanto, las diferencias en la composición química 

observadas entre variedades no pudieron atribuirse a factores ambientales, sino que 

reflejan diferencias genéticas y/o fisiológicas propias de cada genotipo y condición de 

fructificación. 
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Las hojas seleccionadas fueron recolectadas aleatoriamente de la parte externa de la copa 

de cada árbol, con exposición directa al sol, y almacenadas inmediatamente a −20 °C 

hasta su procesamiento para la extracción de los metabolitos. 

 

5.2.2.2 Extracción 

 

La extracción de compuestos fenólicos y limonoides presentes en hojas de mandarina se 

llevó a cabo utilizando una metodología basada en extracción asistida por ultrasonido 

(UAE), con modificaciones a partir del protocolo descrito por Safdar (Safdar et al., 2017). 

Para cada variedad analizada se colectaron aproximadamente 50 gramos de hojas 

previamente liofilizadas, que fueron molidas utilizando un molino de cuchillas hasta 

obtener un polvo homogéneo. Posteriormente, 1 g del material pulverizado fue sometido 

a extracción con una solución de metanol al 80% (v/v) (LiChrosolv®, Merck, Alemania), 

empleando una relación muestra:solvente de 1:10. Las muestras fueron extraidas durante 

15 min en un baño de ultrasonido (Transsonic 460; Elma, Wetzikon, Suiza), operando a 

una frecuencia de 35 kHz. El procedimiento se repitió dos veces más usando solvente 

fresco para maximizar la extracción  de los metabolitos. Los extractos obtenidos en las 

tres etapas fueron combinados y posteriormente sometidos a filtración por papel 

Whatman, seguida de evaporación del solvente bajo vacío y liofilización. Finalmente, los 

residuos secos fueron redisueltos en metanol (LiChrosolv®, Merck, Alemania) al 80% y 

filtrados mediante membranas de PVDF de 0,22 μm con el objetivo de eliminar partículas 

en suspensión antes del análisis instrumental. Se realizaron 5 réplicas de cada extracción. 

 

5.2.2.3 Análisis instrumental 

 

La identificación y cuantificación de polifenoles y limonoides se llevó a cabo mediante 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS), 

utilizando un sistema Agilent 1200 LC (Agilent Technologies, Estados Unidos) acoplado 

a un espectrómetro de masas 4000 QTRAP® (AB SCIEX, Estados Unidos). 

 

La separación cromatográfica se realizó empleando una columna Gold Aq-Hypersil (5 

µm, 150 × 4.6 mm; Thermo Scientific, Estados Unidos), con un volumen de inyección de 

5 µL. Como fase móvil se utilizaron agua ultrapura con 0,1% de ácido fórmico (fase A) 
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y acetonitrilo (fase B), aplicándose el siguiente gradiente: condiciones iniciales con un 

5% de fase B y 95% de fase A, aumento de fase B hasta alcanzar un 50% a los 23 minutos, 

aumento hasta llegar a 100% de fase B a los 26 minutos, se mantuvo esta composición 

durante 5 minutos y posteriormente se volvió a condiciones iniciales en 2 minutos. Las 

condiciones iniciales se mantuvieron durante 5 minutos más (tiempo total de corrida de 

38 minutos). El flujo se mantuvo constante a 600 µL/min. 

 

La detección se efectuó en modo de monitorización de reacciones múltiples (MRM), 

utilizando una fuente de ionización por electrospray (ESI) operando en modos de 

ionización positiva y negativa según las características de los compuestos analizados. La 

fuente fue operada con un voltaje de ionización de 5000 V, y se empleó nitrógeno como 

gas nebulizador y de cortina, en ambos casos a 50 psi. La evaporación del solvente fue 

asistida por gas secante calentado (nitrógeno a 500 °C y 50 psi). 

 

Para el desarrollo del método MRM se determinaron las transiciones específicas, energías 

de colisión (CE) y potenciales de declustering (DP) óptimos para cada analito mediante 

infusión directa de soluciones estándar (20 µg/L) a flujo constante utilizando una jeringa. 

 

5.2.2.4 Análisis estadístico 

 

El tratamiento estadístico de los datos fue realizado empleando el software 

MetaboAnalyst 5.0 (Pang et al., 2021) en conjunto con el entorno estadístico R-Studio 

(versión 1.1.463). Cada compuesto identificado fue considerado como una variable 

independiente y se incluyó en todos los análisis posteriores. 

 

Previamente al análisis, los datos fueron normalizados mediante escalamiento Pareto, a 

fin de reducir el efecto de la variabilidad extrema sin eliminar completamente la 

estructura original de los datos. Para evaluar diferencias significativas entre grupos, se 

aplicaron pruebas estadísticas univariadas como ANOVA, Wilcoxon/Mann–Whitney y 

comparaciones múltiples con corrección de Bonferroni. 

 

Con el objetivo de explorar patrones de agrupamiento y clasificación entre variedades, se 

realizaron PCA y PLS-DA. Este último fue validado para evitar sobreajuste, utilizando 
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validación cruzada y un test de permutaciones. Además, se generó un mapa de calor 

(heatmap) basado en los resultados del test-t de Student, con el fin de visualizar las 

diferencias en la abundancia relativa de los metabolitos más relevantes entre los distintos 

grupos. 

 

5.2.3 Resultados y discusión 

 

5.2.3.1 Optimización de los parámetros MS/MS de los analitos 

 

Se optimizaron las condiciones de fraccionamiento de los analitos para crear un método 

de adquisición de MRM basado en ESI, utilizando el modo positivo para la detección de 

limonoides y polimetoxiflavonas, y el modo negativo para flavanonas, flavonas y 

flavonoles. Los resultados de optimización se muestran en la tabla 5.1. 

 

Tabla 5.1 Resultados de la optimización de los parámetros de adquisición para cada 

compuesto evaluado.  

Analito [M-H]- [M-H]-     m/z DW DP EP CE CXP Tr (min) 

Ác. protocatéquico 153 108,8 150 -40 -10 -22 -15 9,4 

  
 

90,7 150 -40 -10 -42 -1  

Ác. clorogénico 353,7 190,8 150 -50 -10 -24 -31 11,1 

  
 

84,7 150 -50 -10 -68 -9  

Ác. cafeico 179 133,3 150 -45 -10 -40,7 -21,1 12,7 

  
 

88,7 150 -45 -10 -48 -14,1  

Eriocitrina  595,2 286,6 150 -80 -10 -38 -9 14,5 

  
 

134,6 150 -80 -10 -90 -19  

Narirutina 579,2 150,5 150 -95 -10 -75 -20,3 15,9 

   270,8 150 -95 -10 -39,9 -8,4  

Naringina  579,2 270,8 150 -105 -10 -54 -7 16,3 

  
 

150,7 150 -122,03 -10 -75,03 -21  

Quercitrina  447,1 300,5 150 -90 -10 -36 -11 16,3 

   270,8 150 -90 -10 -66 -41  
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Hesperidina 609,2 300,8 150 -85 -10 -46 -49 16,5 

  
 

285,8 150 -85 -10 -70 -41  

  
 

163,5 150 -85 -10 -88 -25  

Neohesperidina 609,2 300,7 150 -115 -10 -56 -9,32 16,9 

  
 

285,7 150 -115 -10 -72,89 -42,3  

  
 

150,5 150 -115 -10 -100 -21  

Didymina  593,2 284,8 150 -100 -10 -48 -45 19,8 

   164 150 -100 -10 -92 -27  

Poncirina  593,3 284,8 150 -120 -10 -54 -9 20,0 

   163,4 150 -120 -10 -92 -23  

Luteolina  285 150,6 150 -85 -10 -41,6 -20,9 20,5 

   132,9 150 -85 -10 -54 -17  

Quercetina  301 150,8 150 -75 -10 -36 -21 20,7 

   178,7 150 -75 -10 -28 -27  

  120,8 150 -75 -10 -44 -16,3  

Kaempferol  284,9 92,9 150 -80 -10 -51,4 -14,1 23,1 

   116,88 150 -80 -10 -67 -18,8  

Naringenina 271 150,7 150 -60 -10 -28,87 -23,14 23,2 

  
 

118,7 150 -60 -10 -40,9 -16,7  

  
 

106,6 150 -60 -10 -37,8 -16,9  

Analito [M-H]+ [M-H]+    m/z DW DP EP CE CXP Tr (min) 

Bergapteno 217,2 202 150 64,1 10 30,9 10,9 25,8 

  174,3 150 64,1 10 41,4 6,1  

  90,1 150 64,1 10 57,9 3,1  

Limonina  471,2 425,3 150 71 10 28,6 22 26,7 

  
 

161,1 150 71 10 37,7 12,7  

Nobiletina  403,1 373,1 150 61 10 41 14 26,7 

   388,1 150 61 10 31 16  

Nomilina  515,2 469,3 150 44,9 10 20,18 11,4 27,9 

  
 

161,1 150 44,9 10 35,1 11,2  
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Tangeretina 372,97 343 150 71 10 39 26 28,4 

  
 

297,1 150 71 10 47 10  

  
 

211,1 150 71 10 60,87 7,3  

M: peso molecular, m/z: relación masa/carga monitoreada, DW: tiempo de permanencia en milisegundos 

(dwel time), DP: potencial de desaglomeración (declustering potential), EP: potencial de entrada (entrance 

potential), CE: energía de colisión (collision energy), CXP: potencial de salida de la celda de colisión 

(collision cell exit potential), Tr: tiempo de retención. 

 

5.2.3.2 Identificación y cuantificación de analitos en hojas 

 

Se identificaron y cuantificaron un total de 11 polifenoles entre los cuatro genotipos, junto 

con dos limonoides. Los analitos identificados fueron las flavanonas didymina, 

eriocitrina, naringenina, hesperidina y narirutina; dos polimetoxiflavonas, tangeretina y 

nobiletina; un flavonol, quercitrina; la flavona luteolina; los ácidos hidroxicinámicos 

ácido clorogénico y ácido cafeico; y los limonoides limonina y nomilina (Figura 5.15). 

 

Figura 5.15 Estructura y clasificación de los polifenoles cuantificados en variedades 

comerciales de hojas de mandarina. Polimetoxiflavonas: tangeretina (a), nobiletina (b); 

Ácidos hidroxicinámicos: ácido cafeico (c) y ácido clorogénico (d); Flavanonas: 

naringenina (e), didymina (f), narirutina (g), eriocitrina (i), hesperidina (k); Flavona: 

luteolina (h); Flavonol: quercitrina (j); Limonoides: limonina (m), nomilina (n). 
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5.2.3.3 Caracterización quimiotaxonómica de ramas con frutos 

 

Las hojas de las ramas con frutos de las cuatro variedades estudiadas contenían altas 

concentraciones de hesperidina (2824,43 µg/g), seguidas por nobiletina (583,71 µg/g), 

tangeretina (326,60 µg/g), narirutina (63,22 µg/g) y eriocitrina (37,23 µg/g). Por su parte, 

el limonoide más abundante fue la limonina (0,69 µg/g). Los resultados mostrados 

anteriormente corresponden al promedio de concentración obtenida en las cuatro 

variedades. La concentración de analitos encontrados en cada variedad se presenta en la 

tabla 5.2. 

 

Tabla 5.2 Analitos identificados en hojas con frutos de Ellendale (B-END), Willowleaf 

(B-WL), Page (B-PG) y Satsuma (B-SAT), y su concentración expresada en µg/g de hoja 

seca. 

 

Analito B-SAT B-END B-WL B-PG 

Ác. clorogénico 3,88b ± 0,40 3,53b ± 0,37 6,70a ± 0,78 5,04b ± 1,39 

Ác. cafeico 3,87b ± 0,21 4,34ab ± 0,23 5,38a ± 1,05 5,18a ± 0,51 

Didymina 10,57b ± 1,11 20,19a ± 3,27 3,30c ± 0,43 21,17a ± 3,76 

Hesperidina 3008,58a ± 151,89 2512,39b ± 182,61 2624,31b ± 114,09 3152,43a ± 298,13 

Eriocitrina 47,93a ± 6,42 13,90c ± 1,19 29,85b ± 2,44 57,24a ± 8,02 

Luteolina 1,45a ± 0,05 1,21a ± 0,08 1,81a ± 0,28 2,31a ± 1,26 

Naringenina 0,38b ± 0,02 0,57a ± 0,01 0,34b ± 0,01 0,63a ± 0,15 

Narirutina 87,03a ± 12,68 50,08b ± 7,58 17,58c ± 7,58 98,20a ± 14,35 

Quercitrina 2,29b ± 0,07 2,43b ± 0,13 2,98ab ± 0,55 3,69a ± 0,61 

Nobiletina 258,17c ± 16,48 1121,36a ± 34,94 747,15b ± 55,16 208,17c± 13,63 

Tangeretina 64,96c ± 6,15 731,28a ± 30,15 475,84b ± 56,24 34,34c ± 5,01 

Limonina 0,45c ± 0,04 0,88a ± 0,08 0,72b ± 0,12 0,76ab ± 0,08 
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Nomilina 0,42b ± 0,03 0,62a ± 0,08 0,57ab ± 0,13 0,52ab ± 0,04 

En cada fila, la media (5 réplicas) ± desviación estándar seguida por la misma letra no difiere significativamente según 

la prueba t de significancia con corrección de Bonferroni, p≤0.05. 

 

Se realizó un PCA para evaluar el agrupamiento de las muestras y detectar similitudes y 

diferencias entre las cuatro variedades. La figura 5.16a muestra el gráfico bidimensional 

del PCA, donde los componentes principales PC1 y PC2 explican el 97,7% de la varianza 

total de los datos. Se observa una buena clasificación de todas las variedades, siendo Page 

y Satsuma los que presentan mayores similitudes entre sí. Luego de realizar un PLS-DA, 

los tres compuestos con mayor puntuación en los VIP scores fueron nobiletina para la 

diferenciación entre END y PG, tangeretina también para END y PG, y didymina para la 

diferenciación entre PG y WL (Figura 5.16b). 

 

Figura 5.16 (a) Gráfico de PCA de las cuatro variedades de hojas de mandarina en etapa 

con frutos: Ellendale (B-END), Willowleaf (B-WL), Page (B-PG) y Satsuma (B-SAT); 

(b) VIP scores del PLS-DA realizado sobre las cuatro variedades de hojas de mandarina con 

frutos. 

 

5.2.3.4 Caracterización quimiotaxonómica de ramas sin frutos 

 

Los mismos polifenoles y limonoides encontrados en las ramas con frutos fueron 

identificados en las hojas de ramas sin frutos, aunque con concentraciones diferentes (5. 

3). La narirutina fue el flavonoide principal con la concentración más alta en las 
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variedades sin frutos Page y Willowleaf (42198,36 µg/g y 10049,66 µg/g, 

respectivamente). La hesperidina fue el flavonoide más abundante en las variedades sin 

frutos Satsuma y Ellendale (2591,54 µg/g y 2433,21 µg/g, respectivamente), tal como 

también se observó en las ramas con frutos. 

 

Tabla 5.3 Analitos identificados en hojas de árboles no productivos de Ellendale (NB-

END), Willowleaf (NB-WL), Page (NB-PG) y Satsuma (NB-SAT) y su respectiva 

concentración expresada en µg/g de hoja seca. 

Analito NB-SAT NB-END NB-WL NB-PG 

Ác. clorogénico 126,02a ± 6,40 11,31b ± 0,62 6,75b ± 1,41 6,35b ± 1,50 

Ác. Cafeico 2,32a ± 0,12 2,00b ± 0,09 0,12c ± 0,04 0,04c ± 0,02 

Didymina 6,44bc ± 0,47 17,40a ± 2,97 5,03c ± 2,56 14,07ab ± 8,77 

Hesperidina 2591,54b ± 55,63 2433,21b ± 179,79 4224,72a ± 450,98 4270,21a ± 400,09 

Eriocitrina 132,39a ± 15,01 17,09d ± 1,82 39,62c ± 5,34 69,98b ± 17,91 

Luteolina 3,16c ± 0,60 2,13c ± 0,15 2659,07a ± 267,40 2023,38b ± 121,10 

Naringenina 0,32b ± 0,02 0,68b ± 0,12 509,61a ± 100,14 574,03a ± 101,15 

Narirutina 97,45c ± 8,08 62,85c ± 5,04 10049,66b ± 1005,64 42198,36a ± 3700,22 

Quercitrina 2,80b ± 0,21 2,44b ± 0,16 350,39a ± 122,31 362,45a ± 50,83 

Nobiletina 290,48e ± 24,07 1257,23a ± 87,18 1028,88b ± 151,80 228,71c ± 12,86 

Tangeretina 99,89c ± 10,05 517,97a ± 78,41 347,23b ± 82,59 33,27c ± 5,98 

Limonina 3,40a ± 0,44 0,77c ± 0,05 1,30b ± 0,09 1,28b ± 0,03 

Nomilina 0,6ab ± 0,01 0,54b ± 0,05 0,19a ± 0,14 0,66ab ± 0,03 

En cada fila, la media (5 réplicas) ± desviación estándar seguida por la misma letra no difiere significativamente según 

la prueba t de significancia con corrección de Bonferroni, p≤0.05. 

 

Las ramas sin frutos de la variedad Page se caracterizaron por presentar los niveles más 

altos de luteolina, narirutina y quercitrina, situación que también se observó en 

Willowleaf. En Satsuma, la eriocitrina y el ácido clorogénico fueron característicos, 
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mientras que en Ellendale, las polimetoxiflavonas tangeretina y nobiletina fueron los 

metabolitos que caracterizaron las hojas de las ramas sin frutos. 

 

En el gráfico de PCA se puede observar que los cuatro genotipos se encuentran bien 

diferenciados entre sí. Los componentes principales PC1 y PC2 explicaron el 97,3% de 

la varianza observada (Figura 5.17a). Willowleaf y Page mostraron una mayor dispersión 

en comparación con las otras dos variedades, debido a la variabilidad en los niveles de 

algunos flavonoides. 

 

Figura 5.17 (a) Gráfico de PCA de las cuatro variedades de hojas de mandarina en etapa 

sin frutos: Ellendale (B-END), Willowleaf (B-WL), Page (B-PG) y Satsuma (B-SAT); 

(b) VIP scores del análisis PLS-DA realizado sobre las cuatro variedades de hojas de 

mandarina sin frutos. 

 

La concentración de ambas polimetoxiflavonas fue diferente, siendo de mayor a menor 

en el siguiente orden: NB-END, NB-WL, NB-SAT y NB-PG. La flavanona hesperidina 

presentó su mayor diferencia entre Willowleaf y Page; este mismo comportamiento se 

observó para la flavanona naringenina, así como para flavonoles y flavonas. Didimina 

mostró valores elevados de concentración en NB-END y NB-PG, pero no en NB-WL ni 

en NB-SAT. Los ácidos hidroxicinámicos estuvieron presentes en su mayor 

concentración en la variedad NB-SAT (Figura 5.17a, Tablas 5.2 y 5.3). 
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Según los VIP scores, los compuestos más importantes incluyen luteolina, hesperidina y 

naringenina (Figura 5.17b). Willowleaf presentó la mayor concentración de luteolina, 

mientras que Page mostró las mayores concentraciones de hesperidina y naringenina. 

 

5.2.3.5 Comparación del perfil de metabolitos entre hojas de ramas con y sin frutos 

 

La caracterización quimiotaxonómica de los cuatro genotipos en ambas fases productivas 

(“on” y “off”) permitió identificar compuestos característicos que podrían diferenciar 

entre estas etapas. Para determinar si existían diferencias significativas entre las medias 

de ambos grupos, se realizó una prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney para cada 

compuesto entre hojas de ramas con y sin frutos, en cada genotipo. 

 

La figura 5.18 muestra que la nobiletina no resulta útil para diferenciar entre las fases 

con y sin frutos en ningún genotipo. Por el contrario, la hesperidina, luteolina, 

naringenina, narirutina y quercitrina son compuestos que podrían diferenciar entre etapas, 

aunque su utilidad depende del genotipo considerado. Por ejemplo, la narirutina es útil 

para diferenciar todas las variedades excepto Satsuma. 

 

A partir de esta prueba, no fue posible seleccionar un conjunto universal de compuestos 

que clasificaran ambas etapas en todas las variedades, debido a su alta variabilidad. En 

su lugar, un estudio por pares entre las situaciones fisiológicas “on” y “off” de cada 

cultivar mostró diferencias significativas entre ellas. Estos resultados podrían atribuirse a 

los diferentes orígenes genéticos de cada genotipo. De forma interesante, la eriocitrina 

mostró diferencias significativas entre ambas fases fisiológicas en tres de los genotipos, 

con la excepción de Satsuma. 
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Figure 5.18 Representación visual de los resultados del test de Wilcoxon para la 

determinación de diferencias significativas entre etapas con y sin fruto para cada 

compuesto y variedad. Referencia:  no difiere significativamente según el test de 

Wilcoxon, p ≤ 0,05; y  difiere significativamente según el test de Wilcoxon, p ≤ 

0,05. 

 

Con el fin de identificar los compuestos responsables de la diferenciación entre etapas en 

todas las variedades, se aplicaron otros enfoques estadísticos. Así, se elaboró un mapa de 

calor (Heatmap) basado en una prueba t de Student, el cual se muestra en la figura 5.19a. 

Narirutina, hesperidina, luteolina, naringenina y quercitrina podrían utilizarse para 

diferenciar ambas etapas en las variedades Page y Willowleaf, ya que las muestras sin 

frutos presentaron las concentraciones más altas de estos compuestos. De manera 

interesante, el ácido cafeico aparece como un marcador común para las ramas con frutos 

de las otras variedades. En la figura 5.19b se presentan los valores de los VIP scores del 

PLS-DA realizado. Este análisis permitió identificar los compuestos responsables de la 

clasificación entre las fases “on” y “off”. Narirutina, junto con luteolina, fueron las 

variables con los VIP scores altos, por lo que podrían señalarse como marcadores 

candidatos de la alternancia productiva. 
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Figura 5.19 (a) Mapa de calor de muestras de hojas con y sin frutos de las cuatro 

variedades de mandarina: Ellendale (END), Willowleaf (WL), Page (PG) y Satsuma 

(SAT); (b) VIP scores del PLS-DA realizado para identificar los metabolitos que 

diferencian entre ambas etapas productivas. 

 

Willowleaf y Page mostraron diferencias claras en los niveles de concentración de 

algunos metabolitos entre las fases “on” y “off”, lo que permitió distinguir fácilmente 

ambas etapas productivas. La quercitrina presentó concentraciones dos órdenes de 

magnitud mayores en la fase “off” que en la fase “on”. Similarmente, la relación 

hesperidina/narirutina podría ser indicativa del estado productivo de Willowleaf y Page: 

cuando es menor a 1, el árbol se encuentra en fase sin frutos, mientras que cuando el 

cociente es mayor a 10, el árbol está en fase con frutos. 

 

Algunas de las diferencias observadas en el perfil de metabolitos entre ramas de 

mandarina en fase “on” y “off” se deben a la posición que ocupan los metabolitos 

predominantes dentro de las rutas biosintéticas. Por ejemplo, la nomilina es el precursor 

biosintético de la limonina (Berim & Gang, 2016; Gerolino et al., 2015). Los limonoides 

no han sido estudiados previamente como marcadores de la alternancia productiva en 

árboles de mandarina. En el caso de la ruta biosintética de los limonoides, la secuencia 

nomilina–limonina alcanza niveles de concentración más altos durante la fase sin frutos, 

lo que sugiere que el árbol podría estar preparándose para defenderse de plagas e insectos 

antes de la etapa de floración. 
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La naringenina, que constituye el primer esqueleto flavonoide policíclico, se encuentra 

en cantidades traza en hojas provenientes de ramas sin frutos de las variedades Satsuma 

y Ellendale, pero en niveles significativos en los cultivares Page y Willowleaf. En ramas 

con frutos, la naringenina se detectó en cantidades muy bajas en las cuatro variedades. 

En el primer caso, la ruta biosintética hacia flavanonas se ve favorecida por la 7-O-

glicosilación con rutinosa, un disacárido [1à6] ramnosa-glucosa, que da lugar a la 

formación de narirutina, la flavanona predominante en hojas sin frutos de Page y 

Willowleaf (Abad-García, Garmón-Lobato, Berrueta, Gallo, & Vicente, 2012; Mou et al., 

2021). 

 

A partir de la naringenina se forman tanto hesperidina como narirutina. La narirutina 

parece ser un marcador de árboles sin frutos, ya que mostró diferencias significativas 

entre muestras “on” y “off”, particularmente en Page y Willowleaf. La biosíntesis de 

ambos hesperósidos (Figura 5.20) ocurre mediante la 7-O-glicosilación de la 

naringenina, la cual es posteriormente glicosilada específicamente en la posición 6-O del 

residuo de azúcar por una ramnosil transferasa. En la fase sin frutos, cuando el árbol se 

recupera del consumo energético generado por la fructificación, esta reacción de 

glicosilación produce niveles más elevados de glicosilados de naringenina. Durante el 

desarrollo del fruto, el metabolismo se encuentra plenamente activo y toda la naringenina 

es dirigida hacia la ruta de oxidación y metilación para formar hesperidina, el flavonoide 

cítrico más ubicuo. 
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Figura 5.20 Ruta biosintética desde la naringenina hasta la hesperidina a través del 

eriodictiol y la hesperetina. La aglicona es luego glicosilada con glucosa y ramnosa. En 

una secuencia similar, la naringenina intacta es glicosilada dos veces: primero, para 

formar prunina, la cual es posteriormente glicosilada por la 6-O-ramnosil transferasa para 

formar narirutina. 

 

Zhao et al. (Zhao, Wang, Lian, Xiao, & Zheng, 2020), en un intento por descifrar la ruta 

biosintética de flavonoides en C. reticulata, no describieron la vía que conduce a la 

narirutina, sino la ruta naringenina–naringina. Las especies de mandarina estudiadas 

producen la narirutina que no tiene sabor en lugar de la naringina que tiene sabor amargo. 

La diferencia entre ambos compuestos radica en la unión entre la ramnosa y la glucosa: 

en la narirutina el enlace es (1à6) (rutinosido), mientras que en la naringina es (1→2) 

(neohesperosido). 

Otra ruta biosintética de los flavonoides en los árboles de mandarina conduce a la 

formación de polimetoxiflavonas (PMF), las cuales han sido propuestas como marcadores 

de las fases productivas (Chung et al., 2019; Frydman et al., 2004). La luteolina, 

reconocida como precursor de las PMF, también es un polifenol característico de la fase 

sin frutos. 

La tendencia general discutida anteriormente permitió evaluar diferencias cualitativas y 

cuantitativas entre los cuatro genotipos, dependiendo del estado fisiológico de la planta. 

La biosíntesis de flavonoides en cítricos está regulada por una combinación de factores 

ambientales, genéticos y hormonales. Como los factores ambientales fueron comunes a 

todos los individuos en este estudio, se concluye que las variables genéticas y hormonales 

son responsables de las diferencias observadas. 

 

Se ha aceptado que en las ramas “off”, las yemas se dirigen hacia el desarrollo de hojas 

en lugar de flores, lo que potencia el metabolismo primario y secundario. Esto confirma 

la tendencia general señalada por Shalom et al. (Shalom et al., 2012), quienes 

demostraron que la biosíntesis de flavonoides se incrementa durante la fase “off” en 

mandarinas ‘Murcott’. Ellos encontraron que la expresión de todas las enzimas de la ruta 

de flavonoides era significativamente mayor en las ramas sin frutos, al igual que la 

expresión de ARNm de genes relacionados con la floración como FT, AP1 y LFY, lo cual 

se correlacionó con el efecto de regulación positiva de estos genes en la fase “off”. 
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Los resultados obtenidos en este estudio, en cuatro cultivares diferentes de mandarina, 

concuerdan con la expresión génica descrita por Shalom et al. Además, se ha demostrado 

que los niveles elevados de ácido abscísico, que se acumulan en yemas, hojas y frutos 

durante el otoño en ‘Murcott’ (fase “on”) y en otras variedades cítricas alternantes, 

también pueden inducir la biosíntesis de flavonoides en otros frutos no climatéricos, como 

los arándanos y los tomates (Buran et al., 2012; Tao et al., 2020). 

 

Asimismo, se destaca a la narirutina como un posible marcador de la alternancia “on/off”, 

ya que presenta niveles estadísticamente diferentes entre ambas etapas en todas las 

variedades estudiadas.  

 

5.2.4 Conclusiones 

 

Este trabajo constituye un aporte al conocimiento de los procesos metabólicos asociados 

a la alternancia productiva en mandarinas, un fenómeno que afecta de forma crítica la 

estabilidad y rentabilidad de la producción citrícola. A través de una aproximación 

metabolómica dirigida, basada en el análisis por LC-MS/MS, se logró identificar y 

cuantificar un conjunto de metabolitos secundarios clave presentes en hojas de ramas con 

y sin frutos de cuatro variedades comerciales cultivadas bajo condiciones controladas. 

 

La comparación del perfil químico foliar entre ambas fases fisiológicas permitió detectar 

patrones consistentes de acumulación diferencial de flavonoides y limonoides, los cuales 

reflejan una regulación metabólica dependiente del estado productivo del árbol. Las hojas 

provenientes de ramas sin frutos mostraron una mayor acumulación de flavonoides como 

la narirutina y la quercitrina, mientras que en las ramas con frutos predominaron 

compuestos como la hesperidina y algunas PMF. Estos resultados sugieren que el árbol, 

durante la fase “off”, activa rutas biosintéticas orientadas al restablecimiento energético 

y a la preparación para una nueva etapa reproductiva. 

 

Se observó que la narirutina podría constituirse como un marcador robusto del estado 

fisiológico de la rama, especialmente en los cultivares Page y Willowleaf, donde su 

concentración fue más alta durante la fase sin frutos. Asimismo, se identificaron otros 
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metabolitos con potencial valor diagnóstico de “on” y “off, como la quercitrina, la 

luteolina y la relación hesperidina/narirutina, cuya utilidad como indicadores varía según 

el genotipo. Las diferencias en la concentración de estos compuestos fueron consistentes 

con la clasificación obtenida mediante análisis multivariado que permitieron una 

separación clara entre estados productivos y entre variedades. 

 

Desde el punto de vista bioquímico, los resultados permiten inferir que durante la fase 

“off” se favorecen rutas metabólicas específicas, como la glicosilación de la naringenina 

hacia narirutina, mientras que en la fase “on” predomina la conversión oxidativa hacia 

hesperidina. Por otro lado, la mayor acumulación de nomilina durante la fase sin frutos 

sugiere un rol defensivo anticipado, ya que este compuesto es precursor directo de la 

limonina. Estas observaciones concuerdan con reportes previos que indican una mayor 

actividad del metabolismo secundario y de la expresión génica asociada a la biosíntesis 

de flavonoides durante la fase “off” en cítricos con fenómeno de alternancia. 

 

Los resultados obtenidos respaldan la hipótesis de que el perfil metabolómico de la hoja 

refleja el estado productivo del árbol y que ciertos compuestos podrían emplearse como 

indicadores fisiológicos de la alternancia. La metodología aplicada permite no solo la 

caracterización quimiotaxonómica de variedades, sino también el desarrollo futuro de 

herramientas analíticas para el monitoreo del estado reproductivo en campo. Esto abre 

nuevas posibilidades para implementar estrategias de manejo agronómico más eficaces, 

que consideren la predicción y reducción de la alternancia productiva a través del 

seguimiento de marcadores bioquímicos [Apéndice 5: Flavonoids and Limonoids Profiles 

Variation in Leaves from Mandarin Cultivars and Its Relationship with Alternate Bearing) 

(Rodríguez Ceraolo et al., 2022)]. 

 

Conclusiones generales del capítulo  

 

La integración de enfoques metabolómicos no dirigidos (mediante RMN) y dirigidos 

(mediante LC-MS/MS) demostró ser una estrategia complementaria y eficaz para el estudio 

de la evolución productiva (pasaje de etapa vegetativa a reproductiva) y de la alternancia 

productiva en mandarinas. El análisis no dirigido por RMN permitió identificar diferencias 

globales en el metabolismo primario y secundario asociadas al estado reproductivo del 



 

 

 185 
 
 
 

árbol, diferenciando de forma clara entre árboles en fase vegetativa y productiva. Por su 

parte, la aproximación dirigida mediante LC-MS/MS permitió profundizar en la 

caracterización de flavonoides y limonoides específicos, identificando metabolitos 

diferenciales con potencial valor diagnóstico en ambas fases del fenómeno de alternancia 

(“on” y “off”). El estudio sobre las hojas mostró que la alternancia no debe interpretarse 

únicamente como un efecto de carga, sino como una reorganización más amplia de la 

asignación de carbono, del balance energético y del metabolismo secundario, reflejada en 

la composición química foliar. 

 

Ambos métodos demostraron su utilidad para la clasificación de los estados fenológicos, 

aunque lo hacen desde perspectivas metodológicas distintas. El enfoque por RMN permite, 

a partir de modelos previamente construidos, clasificar nuevos datos mediante 

herramientas estadísticas multivariadas. En contraste, el enfoque por LC-MS/MS se centra 

en la búsqueda y cuantificación de marcadores específicos, como la quercitrina y la 

narirutina, cuyos niveles permiten discriminar el estado fenológico. Cabe destacar que 

este análisis también puede realizarse mediante técnicas más accesibles económicamente 

como LC-DAD, lo que facilita su potencial aplicación práctica. 

 

Esta articulación metodológica no solo refuerza la solidez de los resultados obtenidos, 

sino que sienta las bases para aplicaciones futuras en citricultura, aprovechando que las 

hojas constituyen una matriz de muestreo abundante y accesible para el monitoreo 

temprano y el seguimiento temporal del estado fisiológico del árbol, es posible anticipar 

escenarios productivos tipo “on/off”, y seleccionar  genotipos con menor propensión a la 

alternancia. Los hallazgos del análisis metabolómico pueden transferirse a 

determinaciones más simples mediante el monitoreo rutinario de marcadores específicos, 

lo que resulta clave para su implementación en contextos productivos. Los resultados 

presentados en este capítulo (Figura 5.21) abren nuevas líneas de investigación 

orientadas al manejo integral del ciclo reproductivo en cítricos. 
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Figura 5.21 Principales resultados del capítulo 5, creado con NotebookLM. 
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6 Síntesis de la Parte I 

Esta primera parte de la tesis ha presentado estudios centrados en el análisis 

metabolómico aplicado a mandarinas enfocándose en tres de sus órganos principales: la 

pulpa, la cáscara y las hojas. 

La combinación de enfoques no dirigidos, que permiten una visión amplia y exploratoria, 

con estrategias dirigidas, diseñadas para validar hipótesis y cuantificar metabolitos 

específicos, ha mostrado la complejidad química de esta fruta. Estos enfoques buscan 

abordar desafíos importantes en el mejoramiento genético, la calidad del fruto, la 

resistencia a enfermedades y el manejo agronómico. Este capítulo integra los resultados 

clave de los capítulos 3, 4 y 5, discute su implicancia práctica y científica, y marca las 

futuras líneas de investigación que emergen de este trabajo. 

 

6.1 Integración de resultados no dirigidos y dirigidos en los tres órganos 

 

6.1.1 Pulpa (Capítulo 3): La aceptabilidad del consumidor y la ¹H RMN como 

predictor objetivo 

 

El estudio de la pulpa se centró en uno de los mayores desafíos de la citricultura: 

la aceptabilidad del consumidor, un atributo sensorial muy complejo y determinante para 

el éxito comercial, pero que es muy difícil de evaluar de forma temprana y objetiva. La 

dificultad y el costo de la evaluación sensorial tradicional en los programas de 

mejoramiento genético son un factor influyente en la selección varietal, por lo tanto, se 

implementó un enfoque metabolómico no dirigido mediante espectroscopía de ¹H RMN. 

Esta técnica, aplicada en extractos acuosos, permitió identificar y cuantificar 

relativamente azúcares (sacarosa, fructosa, glucosa) y ácido cítrico, cuya proporción es 

crucial para la percepción de dulzor y acidez. 

 

El análisis no dirigido no solo reveló los perfiles generales, sino que, mediante un modelo 

quimiométrico robusto, demostró una alta correlación (R² = 0,79) entre el cociente poder 

edulcorante/ácido cítrico y la aceptabilidad determinada por consumidores. Esto permitió 

repetir la determinación utilizando un espectrómetro de mesada (60 MHz) manteniendo 
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una precisión comparable. Esto implica un hallazgo práctico significativo al facilitar el 

acceso a herramientas de predicción objetiva de la calidad, reduciendo costos y la 

necesidad de instalaciones especializadas. Este avance representa un aporte relevante a 

la transferencia tecnológica ya que brinda a programas de mejoramiento genético una 

herramienta objetiva, reproducible y de bajo costo para seleccionar genotipos con alta 

calidad organoléptica desde etapas tempranas, reduciendo dependencia de ensayos 

sensoriales extensos y costosos. 

 

6.1.2 Cáscara (Capítulo 4): Identidad varietal, resistencia a enfermedades y el papel 

de las ceras epicuticulares 

 

La cáscara fue investigada como una matriz fundamental para la identidad varietal y las 

defensas naturales del fruto. El análisis no dirigido con ¹H RMN de extractos acuosos y 

orgánicos de cáscara reveló diferencias significativas entre variedades, asociadas a la 

composición y metilación de pectinas, azúcares y compuestos lipofílicos como limoneno 

y lípidos. 

 

El análisis no dirigido mostró que la composición de pectinas, azúcares y compuestos 

lipofílicos, como limoneno y lípidos, permite discriminar variedades. Además, se 

detectaron asociaciones entre señales de ácidos y alcoholes grasos con la resistencia 

al cancro cítrico (Xanthomonas citri subsp. citri), generando la hipótesis de que las ceras 

epicuticulares cumplen un papel central en la defensa contra este patógeno. 

 

Esta hipótesis derivó en el análisis dirigido de ceras epicuticulares mediante GC-MS. La 

caracterización de estas ceras confirmó esta hipótesis: si bien la cantidad total de cera no 

se correlacionó linealmente con la resistencia, la composición cualitativa sí lo hizo, 

especialmente en frutos inmaduros. En variedades resistentes, predominaban alcanos e 

isoalcanos, sugiriendo una cutícula homogénea y protectora, mientras que en variedades 

susceptibles, abundaban los alcoholes grasos, asociados a una mayor permeabilidad 

cuticular. 

 

Estos resultados posicionan a la metabolómica como una herramienta clave para 

identificar marcadores varietales de resistencia que puedan orientar programas 
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de mejoramiento genético y manejo fitosanitario sostenible, reduciendo la dependencia 

de agroquímicos y aumentando la resistencia del cultivo. 

 

6.1.3 Hojas (Capítulo 5): Metabolismo foliar y la alternancia productiva 

 

El análisis de las hojas se enfocó en la alternancia productiva, fenómeno fisiológico que 

limita la productividad citrícola a nivel global. A diferencia de la pulpa y la cáscara, las 

hojas están disponibles durante todo el ciclo vegetativo, lo que las convierte en una 

muestra importante para estudiar el metabolismo de la planta en sus diferentes etapas. 

 

El análisis no dirigido mediante ¹H RMN de extractos acuosos y orgánicos permitió 

discriminar tanto entre variedades de mandarina como entre estados fisiológicos de hojas 

de árboles en estado productivo (árboles de 5 – 7 años) y vegetativo (árboles de 3 – 5 

años). En extractos acuosos se observó una mejor separación varietal que al usarse los 

extractos orgánicos. En cuanto a la diferenciación de los estados fenológicos, 

en Ellendale, las hojas productivas presentaron mayor contenido de ácido cítrico, 

mientras que las no productivas mostraron mayor acumulación de azúcares y de prolina. 

En Page también se detectó la prolina como marcador de hojas no productivas, aunque 

las diferencias en azúcares fueron menos marcadas que en Ellendale.  

Al conisderar las cuatro variedades seleccionadas, en etapa no productiva se acumularon 

carbohidratos solubles y polifenoles junto con ácidos del ciclo de Krebs, mientras que en 

etapa productiva hubo un aumento en el contenido de ácido cítrico, lo que sugiere un rol 

central en el transporte de cationes y en la regulación energética vinculada a la formación 

de flores y frutos en esta etapa. 

 

Esta hipótesis llevó al análisis dirigido de polifenoles y limonoides mediante LC-MS/MS. 

La investigación confirmó la acumulación diferencial de flavonoides glicosilados (como 

narirutina y quercitrina) en árboles sin frutos (alternancia en “off”), y algunas 

polimetoxiflavonas (PMF) y hesperidina en ramas con frutos (alternancia en “on”). La 

narirutina, junto con luteolina, se perfiló como un marcador candidato robusto para la 

alternancia “on/off” en algunas variedades. La mayor acumulación de nomilina, un 

precursor de la limonina, en la fase sin frutos, también sugirió un rol defensivo anticipado.  
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Este capítulo también muestra la eficacia de la combinación de enfoques no dirigidos y 

dirigidos para comprender fenómenos fisiológicos complejos y para la identificación de 

biomarcadores para el manejo agronómico y la selección de genotipos. Estos estudios 

muestran la potencia de la metabolómica como herramienta para estudiar la complejidad 

bioquímica de las mandarinas, proporcionando conocimientos profundos que tienen el 

potencial de transformar la selección varietal, la resistencia a enfermedades y el manejo 

agronómico en la industria citrícola. La complementariedad de los enfoques no dirigidos 

y dirigidos aportó una visión global de los perfiles metabólicos como la identificación y 

cuantificación precisa de metabolitos específicos de interés, validando las hipótesis 

generadas. 

 

6.2 Conexión de los resultados con los objetivos de la tesis 

 

Los hallazgos de esta primera parte de la tesis están intrínsecamente ligados a los 

objetivos generales planteados: 

 

Se ha logrado una caracterización detallada de los perfiles metabolómicos de la pulpa, 

cáscara y hojas de diversas variedades de mandarina, abarcando tanto metabolitos 

primarios (azúcares, ácidos orgánicos) como secundarios (flavonoides, limonoides, ceras, 

terpenoides). 

 

La tesis ha generado y validado modelos quimiométricos e identificado biomarcadores 

que permiten predecir de manera temprana y objetiva la aceptabilidad del fruto, así como 

identificar variedades con potencial resistencia a enfermedades y con un comportamiento 

deseable en términos de alternancia productiva. Estas herramientas son vitales para 

optimizar los procesos de selección varietal, reduciendo tiempo y recursos. 

 

También se han estudiado mecanismos fisiológicos y de defensa. Los resultados muestran 

cómo la composición de las ceras epicuticulares contribuye a la resistencia al cancro 

cítrico, y cómo los perfiles de polifenoles y limonoides en hojas se correlacionan con la 

alternancia productiva. Estos conocimientos contribuyen a una comprensión más 

profunda de la fisiología de la planta y sus estrategias de adaptación. 
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Un aspecto muy importante surgido durante el desarrollo de la tesis es la transferencia de 

tecnología. La exitosa validación de la metodología de RMN de alto campo a equipos de 

mesada para la predicción de aceptabilidad demuestra un claro potencial para la 

transferencia de conocimiento a entornos productivos y de investigación con menores 

recursos instrumentales. 

 

Esta primera parte de la tesis ha demostrado la riqueza y la complejidad bioquímica de 

las mandarinas desde diversas perspectivas, generando no solo conocimiento 

fundamental sino también herramientas que pueden ser directamente aplicadas para 

mejorar la eficiencia y la rentabilidad de la citricultura. La parte II de la tesis, centrada en 

la variedad Afourer y la producción de frutos sin semillas, representa una progresión 

natural y de alto impacto. En esta segunda parte se enfocarán las herramientas de análisis 

metabolómico establecidas para abordar desafíos agronómicos y comerciales, 

consolidando así el rol de esta disciplina en la transformación de la citricultura moderna. 
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7 Efecto del manejo de cultivo en ovarios de Afourer: 

metabolómica no dirigida por RMN 

7.1 Introducción 

 

En capítulos anteriores se analizaron determinantes sensoriales y productivas en 

mandarinas con miras a orientar la selección de cultivares. Entre estas, la presencia de 

semillas es una restricción clave para la aceptación del mercado y para la planificación 

agronómica. En numerosas variedades de mandarina con autoincompatibilidad y 

capacidad partenocárpica (es decir, formación de frutos sin necesidad de fecundación de 

los óvulos) como Afourer o Nadorcott la ausencia de polinización cruzada permite 

obtener frutos sin semillas (apirenos), pero la exposición al polen de otras variedades 

compatibles incrementa el número de semillas por fruto (Pereira Gonzatto et al., 2022).  

Esta característica es de gran interés agronómico porque permite asegurar rendimientos 

más estables, incluso bajo condiciones ambientales desfavorables, y favorece la 

obtención de productos de mayor calidad comercial por su carácter “seedless” (sin 

semillas). La partenocarpia puede presentarse de manera natural (propia de ciertos 

cultivos que desarrollan frutos sin fecundación), ser estimulativa (cuando algún estímulo, 

como la polinización con polen no viable, desencadena el desarrollo del fruto) o inducirse 

artificialmente mediante la aplicación de reguladores del crecimiento vegetal, como 

auxinas, que promueven el cuajado y desarrollo del fruto en ausencia de fecundación 

(Maupilé, Chaib, Boualem, & Bendahmane, 2024). 

Estas particularidades han impulsado la adopción de estrategias de manejo como el 

mallado (aislamiento físico de la canopia) (Gravina, Gambetta, Rey, & Guimaraes, 2016) 

y la gestión de polinizadores, así como el uso de reguladores de crecimiento, con el 

objetivo de modular el cuajado y la producción de frutos apirenos sin comprometer el 

rendimiento (CVVP, 2018; Davies, 1997; Jackson & Futch, 1997; Monasterolo et al., 

2024). 

Frente a estas necesidades, en este capítulo se evalúa el impacto combinado del mallado, 

la presencia de abejas y la aplicación foliar de ácido giberélico (GA3) sobre los procesos 

reproductivos tempranos en mandarinas Afourer, integrando datos productivos y perfiles 
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químicos de ovarios en cuatro etapas fenológicas. La literatura muestra que el GA3 es 

ampliamente utilizado para aumentar el cuajado y el tamaño en mandarinas, incluidas las 

apirenas (Gravina, 2007), y que el control de la polinización mediante barreras físicas 

reduce significativamente la polinización cruzada responsable de la formación de 

semillas. Empleadas de manera coordinada y con tiempos precisos, estas prácticas 

permiten orientar la producción hacia frutos comercialmente deseables (por ejemplo, 

apirenos) con impactos variables sobre el rendimiento y la calidad (Chao, Khuong, 

Zheng, & Lovatt, 2011; CVVP, 2018; Davies, 1997; Garmendia et al., 2019; Monasterolo 

et al., 2024). Por otra parte, la polinización por abejas es conocida por dar frutos de mayor 

porte, con mejor resistencia a enfermedades, pero con semillas (Ramos, Sáez, Aizen, & 

Morales, 2025; Santos et al., 2021). 

 

Para entender los mecanismos bioquímicos implicados en estas técnicas de cultivo 

durante la floración se empleó un enfoque metabolómico no dirigido basado en 

espectroscopía de 1H RMN acoplada a análisis estadístico multivariado.  

 

Dado que el ovario en desarrollo integra señales de defensa, regulación osmótica y 

metabolismo energético, se prestó especial atención a metabolitos como azúcares 

solubles, ácidos orgánicos y osmoprotectores, cuyo rol en tolerancia a estrés y en procesos 

reproductivos ha sido reportado en distintos sistemas frutales (Basit et al., 2025; Castro-

Moretti, Gentzel, Mackey, & Alonso, 2020; Khan et al., 2020; Ozturk et al., 2021). La 

dinámica de estos compuestos podría influir decisivamente en la transición desde el 

ovario hasta la formación del fruto. 

 

El objetivo de esta sección es caracterizar, mediante 1H RMN y metabolómica no dirigida, 

la evolución de los perfiles metabolómicos de ovarios bajo cinco condiciones de manejo 

(combinando mallado, abejas y aplicaciones de GA3) y cuatro fechas de muestreo, y 

relacionar estas huellas químicas con indicadores de productividad y presencia de 

semillas. Estas condiciones de manejo contemplan la polinización cruzada y la 

partenocarpia tanto natural como inducida. Esta aproximación busca identificar 

fitomarcadores asociados al éxito reproductivo temprano y a la formación de frutos sin 

semillas, para luego llevar a cabo estudios dirigidos (targeted) y para la optimización de 

prácticas de manejo en programas de mejora y producción comercial. 
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7.2 Metodología  

 

7.2.1 Material vegetal  

 

Los árboles pertenecientes a la variedad Afourer fueron cultivados en la colonia Gestido 

Salto, INIA Salto Grande (31°16'44.7"S 57°53'59.6"W). Todos los árboles tenían 12 años 

y se encontraban en edad productiva. Se seleccionó un diseño experimental de parcelas 

al azar con cuatro repeticiones por tratamiento, siendo cada árbol una repetición 

biológica. Los tratamientos seleccionados fueron: 

 

• Tratamiento 1 (T1): árboles mallados con colmenas intercaladas. 

• Tratamiento 2 (T2): árboles mallados con una aplicación de ácido giberélico (GA3) 

foliar 30 ppm (14/10/2020). 

• Tratamiento (T3): árboles mallados con dos aplicaciones de ácido giberélico (GA3) 

foliar 30 ppm (14/10/2020 y 27/10/2020).  

• Tratamiento (T4): árboles mallados. 

• Tratamiento (T5): árboles sin malla. 

 

Cada tratamiento se llevó a cabo en parcelas de 80 m2 (16	 × 	5 m) y se muestrearon 

ovarios de la zona media de cada árbol alrededor de la copa. Se realizaron los siguientes 

muestreos: 

 

• Muestreo 1 (M1): apertura de la flor - antesis (05/10/2020). Estadío 61 según 

codificación BBCH (Agustí et al., 1995). 

• Muestreo 2 (M2): flor sin pétalos y con estilos (09/10/2020). Estadío 67 BBCH. 

• Muestreo 3 (M3): flor sin pétalos y sin estilos, fruto cuajado (16/10/2020). Estadío 71 

BBCH. 

• Muestreo 4 (M4): frutos formalmente cuajados de 4 a 5 mm de diámetro, en 

crecimiento (30/10/2020). Estadío 71 BBCH. 
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En la figura 7.1 se puede ver un esquema de las fechas de muestreo y la aplicación de 

GA3 en los tratamientos 2 y 3, así como fotos de los ovarios en cada una de las etapas del 

muestreo. 

 

Figura 7.1. Esquema de las fechas de muestreo y aplicación de GA3 en los tratamientos 

2 y 3 (arriba); desarrollo del ovario en cada una de estas etapas (abajo). 

 

Las muestras fueron liofilizadas inmediatamente, molidas utilizando un molino de corte 

(AICOK Coffee Grinder HY-1403), y almacenadas en freezer hasta su posterior 

fraccionamiento previo a la extracción. 

 

7.2.2 Datos de calidad productiva  

 

Durante el período de cosecha (2020-2021), se registraron los siguientes parámetros para 

cada parcela experimental (tratamiento): 

 

• Número total de frutas obtenidas: se contó el total de frutos cosechados por parcela. 

• Masa total de fruta obtenida: se determinó la masa total de todos los frutos cosechados 

en cada parcela utilizando una balanza electrónica de plataforma modelo Hawk 

(Mettler Toledo, China). 

• Número de frutas con semillas: las frutas se cortaron transversalmente y se 

identificaron manualmente las frutas con presencia de semillas. 
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• Número de semillas por fruto: se contó manualmente el número de semillas presentes 

en cada parcela. 

 

Los datos obtenidos fueron evaludos estadisticamente para indicar diferencias entre los 

resultados para cada tratamiento. 

 

7.2.3 Extracción 

 

50 ± 5 mg de los ovarios de mandarina Afourer se pesaron en balanza analítica (Shimadzu 

ATX224, Japón) y fueron luego liofilizados y molidos en un tubo Ependorff de 2 mL. Se 

agregó 1,00 mL de buffer fosfato deuterado pD = 6,0 (Solución 4002600 R2, Farmacopea 

Europea 5.0) y se sonicó durante 30 minutos (ACP-150H, MRC Laboratory Equipment, 

Israel). Se centrifugó durante 5 minutos a 2400 × g (Sorvall Legend Micro 17, Thermo 

Scientific) y se filtró el sobrenadante (» 650 µL) mediante membrana de PVDF de 0,22 

µm a un tubo de rmn de 5 mm (NE-HL5-7, New Era Enterprises, Nueva Jersey, USA). 

Se realizaron cinco réplicas de extracción de cada planta muestreada.  

 

7.2.4 Análisis instrumental 

 

7.2.4.1 Análisis general 

 

Se adquirieron los espectros de RMN de cada muestra en un espectrómetro de 400,13 MHz 

(Bruker Avance III, Alemania) utilizando el experimento noesygppr1d (pulso de 

presaturación de agua: 4,7 ppm a -50 dBW) con 64 escaneos. Los espectros fueron 

procesados usando el software MestReNova (MestreLab Research, España) siguiendo el 

mismo protocolo para todos ellos. El protocolo incluyó el llenado de ceros hasta un 

tamaño de 64 K, apodización con una función ventana exponencial de 0,3 Hz antes de la 

transformada de Fourier, corrección manual de fase y línea de base, referenciado respecto 

a la señal correspondiente a alanina (doblete en 1,48 ppm) y posterior verificación de la 

señal residual de agua en 4,79 ppm, y finalmente la alineación utilizando el método de 

derivada tomando como referencia el espectro promedio para realizar la misma. Los 

espectros procesados se dividieron en fragmentos de 0,01 ppm de ancho sin tener en 
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cuenta la región correspondiente a la señal del solvente ni aquellas que no pudieron 

alinearse correctamente. La matriz de datos de las áreas de cada fragmento se exportó 

como un archivo de texto para su uso en análisis multivariados. 

 

7.2.4.2 Experimentos adicionales 

 

Se realizaron experimentos bidimensionales en muestras seleccionadas para la 

verificación de las señales de RMN identificadas mediante el análisis multivariado. Estos 

experimentos fueron llevados a cabo utilizando parámetros provistos con el 

espectrómetro e incluyeron COSY (para identificar correlaciones entre protones acoplados 

y obtener información sobre la conectividad vecinal de los átomos de hidrógeno), HSQC 

(para correlacionar protones y carbonos directamente acoplados, proporcionando 

información sobre los enlaces C-H) y HMBC (para detectar correlaciones entre protones y 

carbonos separados por dos o tres enlaces, permitiendo establecer conexiones a mayor 

distancia en la estructura molecular).  

 

Se llevaron a cabo además experimentos de fortificación en muestras seleccionadas, 

añadiendo glicina betaína (CAS: 107-43-7) y adquiriendo los espectros de protón 

(secuencia de pulso zgpr con supresión de agua) con 64 escaneos antes y después de la 

fortificación. 

 

Estos experimentos adicionales se adquirieron en un espectrómetro de RMN de 400,13 

MHz (Bruker Avance III, Alemania). Los parámetros de adquisición, como el número de 

scans, el tiempo de relajación y las dimensiones espectrales, se ajustaron para optimizar 

la resolución y la sensibilidad de los experimentos. 

 

7.2.5 Análisis estadístico 

 

Los datos de calidad de la fruta obtenida en cada tratamiento se analizaron mediante un 

análisis de varianza (ANOVA) para determinar el efecto de los tratamientos en cada uno de 

los parámetros evaluados. Cuando el ANOVA indicó diferencias significativas (p < 0,05), 

se utilizó la prueba de diferencia mínima significativa (LSD) para realizar comparaciones 
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múltiples entre las medias de los tratamientos. Los análisis estadísticos se realizaron 

utilizando el software Infostat (versión 2020, Argentina).  

 

Los análisis estadísticos multivariados se llevaron a cabo con la interfaz MetaboAnalyst 

(software libre online) como en los capítulos anteriores. En todos los casos, se aplicó el 

método de escalado Pareto. Para la clasificación de los tratamientos/fecha de muestreo e 

identificar valores atípicos dentro de cada clase, se empleó el análisis de componentes 

principales (PCA). Para la identificación de fitomarcadores, se realizó el análisis 

discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) y el análisis discriminante de 

mínimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). Los modelos obtenidos de los 

análisis PLS-DA y OPLS-DA se validaron utilizando la prueba de permutación. 

 

7.3 Resultados y discusión 

 

7.3.1 Datos de calidad productiva 

 

Con el objetivo de evaluar el impacto de los distintos tratamientos sobre la productividad 

y la calidad de los frutos, se analizaron variables asociadas al rendimiento (número total 

de frutos y peso promedio) y a la reproducción (número y porcentaje de frutos con 

semillas, así como el número de semillas por fruto). En la Tabla 7.1 se presentan los 

resultados obtenidos para cada condición experimental, lo que permite comparar el efecto 

de la utilización de malla, la presencia de abejas y la aplicación exógena de ácido 

giberélico (GA3) en la producción de frutos partenocárpicos y en la calidad global de la 

cosecha. 

 

Tabla 7.1 Resultados de calidad de la fruta obtenida para cada tratamiento. 

 
Tratamiento 

N° 

fruta 

Peso 

(Kg) 

Peso/fruta 

(g) 

N° frutas 

con semillas 

% Frutos 

con semilla 

N° 

semillas/fruto 

1 Malla + Abejas 1372,8a 149,5a 109 625,0a 46,0a 4,4a 

2 Malla + GA3 1317,5a 125,1a 95 469,3b 31,3b 3,5b 

3 Malla + GA3 x2 1434,8a 141,5a 99 449,0b 30,9b 4,9a 

4 Malla 1104,3a 115,6a 105 325,3b 31,5b 3,5b 
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5 Sin Malla 1571,5a 155,3a 99 1014,3a 64,3a 3,0b 

 Promedio general 1360,2 137,4 101 576,6 40,8 3,9 

 

En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente entre sí según el 

test de comparaciones múltiples de diferencia mínima significativa (LSD) (p ≤ 0,05). 

 

Se tomaron dos situaciones extremas: la polinización cruzada (T5, sin malla) y la 

exclusivamente partenocárpica, sin auxilio hormonal. 

La utilización de malla constituye una estrategia efectiva para reducir la polinización 

cruzada, lo que se traduce en una mayor proporción de frutos partenocárpicos. El 

tratamiento 4 (malla) se caracterizó por una disminución en el número de frutos con 

semillas, sin embargo, la cantidad total de frutos obtenidos fue inferior, dado que su 

formación dependió exclusivamente de la partenocarpia ya que Afourer es auto-

incompatible. 

Los resultados obtenidos indican que la implementación de mallas, la presencia de abejas 

polinizadoras y la aplicación exógena de ácido giberélico (GA3) inciden de manera 

significativa en el rendimiento frutal, tanto en términos cuantitativos (número y peso de 

los frutos) como cualitativos (presencia de semillas). 

Sin embargo, ninguno de los tratamientos aseguró la ausencia de semillas. Se corroboró 

el hecho de que la polinización cruzada (T5) fue en la que se obtuvo una mayor cantidad 

de frutos y mayor peso de producción aunque los frutos fueron más pequeños y además 

con mayor proporción de frutos con semillas, seguido por el tratamiento con doble 

aplicación de GA3 (T3), que fue el tratamiento con el mayor número de semillas por 

fruto, pero con baja proporción de frutos con semillas en toda la producción. La 

polinización por abejas (T1) resultó en una situación intermedia, donde no hubo 

diferencias significativas en el peso total de la producción pero el peso del fruto individual 

fue el más alto, con un número de semillas aceptable y un porcentaje de frutos con 

semillas inferior a la polinización libre (T5).    

 

El uso de mallas con colmenas intercaladas (T1) llevó a una elevada productividad, con 

un porcentaje intermedio de frutos sin semillas (54% en promedio). La acción de las 

abejas estimula la partenocarpia, contribuyendo a mejorar parámetros de calidad del fruto, 
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mientras que la malla actúa como barrera frente a insectos indeseados y minimiza la 

polinización cruzada. 

 

El uso de mallas con una aplicación de GA3 a 30 ppm llevó también una buena 

productividad, con un porcentaje intermedio de frutos sin semillas (68,7% en promedio). 

La aplicación de dos dosis de GA3 favoreció la formación de frutos sin semillas, aunque 

el porcentaje de frutos con semillas resultó superior al observado en la condición de 

mallas en combinación con abejas.  

 

Dado que no hubo diferencias significativas en el peso total producido, la elección de 

manejo puede basarse en calidad. T1 favoreció frutos más pesados y T2 logró una 

reducción significativa de frutos con semilla y de semillas por fruto, por lo que ambos 

tratamientos se perfilan como estrategias recomendables. 

  

7.3.2 Análisis no dirigido mediante RMN 

 

El análisis multivariado no supervisado de las muestras, realizado mediante  PCA, mostró 

que las mismas se agrupan principalmente de acuerdo con la fecha de muestreo. Este 

patrón indica que, en cada etapa, los frutos presentaron diferencias en su composición 

global, lo que refleja la progresión fisiológica a lo largo del proceso de polinización y de 

los estadios iniciales de crecimiento. 

 

Figura 7.2 PCA de las muestras analizadas mediante RMN. 
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En la figura 7.2 se observa la separación de las muestras correspondientes a los cuatro 

muestreos, lo que confirma la influencia del estado de desarrollo en la variación 

metabólica global. Con el fin de identificar las señales características de cada fecha de 

muestreo e identificar las vías metabólicas que se ven favorecidas durante el desarrollo 

del ovario, se realizó un PLS-DA y análisis de sus puntajes VIP (Figura 7.3). La calidad 

predictiva del modelo se evaluó mediante validación cruzada de tipo 5-fold, obteniéndose 

los parámetros de precisión, R² y Q². La robustez del modelo se corroboró mediante una 

prueba de permutación obteniendo un p < 0,001. En el modelo de 2 componentes, la 

precisión, R² y Q² fueron de 0,90; 0,86 y 0,86, respectivamente. 

 

 

Figura 7.3 PLS-DA (izquierda) y puntajes VIP (derecha) del análisis realizado utilizando 

como variable clasificatoria la fecha de muestreo. 

 

En los puntajes VIP se puede identificar un conjunto de señales espectrales para 

discriminar las distintas fechas de muestreo. En la primera fecha de muestreo se 

detectaron varias señales intensas en la región aromática, todas correspondientes a 

dobletes y agrupadas en dos conjuntos centrados en 7,19 y 6,88 ppm. Estas señales son 

características de flavonoides presentes en cítricos como hesperidina y quercetina, y 

sugieren una activación de la ruta de los fenilpropanoides en el momento de la 

polinización y cuajado. La acumulación temprana de metabolitos aromáticos indica que 
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el ovario activa mecanismos de defensa desde etapas iniciales del desarrollo. En la figura 

7.4 se pueden ver superpuestos los espectros de una de las plantas del T1 (abejas) a lo 

largo del proceso de muestreo. El perfil de las muestras es similar a lo largo del proceso 

de crecimiento del fruto, y se pueden observar señales que se intensifican/disminuyen a 

medida que el ovario comienza su etapa de transformación. 

 

 

Figura 7.4 Espectros 1H RMN superpuestos del tratamiento 1 (abejas) a lo largo del 

proceso de muestreo. M1 en rojo, M2 en verde, M3 en turquesa y M4 en violeta. 

 

En la segunda fecha de muestreo se observaron tanto señales en la región aromática (7,19 

ppm, d, coincidente con la señal identificada en el primer muestreo) como de colina 

(singulete en 3,19 ppm acoplado a carbono en 55 ppm) y otros compuestos N-metilados 

de aminas fenólicas como sinefrina (señales en 2,8 y 2,9 ppm, débilmente acopladas en 

COSY, sobre carbonos en 33 y 47 ppm respectivamente según HSQC). Esto indica que, 

además de mantenerse la síntesis de polifenoles, comienza a haber una mayor 
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contribución de metabolitos asociados a la osmoprotección de defensa, como ser 

alcaloides. 

 

En la cuarta fecha se registraron nuevas señales distribuidas en diferentes regiones del 

espectro en 2,78 ppm y 3,28 ppm (s) posiblemente atribuibles a ácidos orgánicos (como 

el cítrico) y otros compuestos osmoprotectores como la glicina betaína. Las señales en 

3,96 ppm, así como otras a campos más bajos, podrían corresponder a azúcares solubles 

como la glucosa o la fructosa. Esta señal también puede pertenecer al metoxilo de la 

hesperidina ya que en la región aromática se detectan señales de dobletes en 6,93 y 7,32 

ppm. Para poder asignarlo sin ambigüedad, se estudió el HSQC y se encontraron 

correlaciones de esta señal en carbonos a 58 y 74 ppm, lo que sugiere la presencia de 

hesperidina por el acople del metoxilo como del glicósido. La persistencia de flavonoides 

en esta etapa, junto con la aparición de metabolitos de reserva, sugiere que el metabolismo 

del ovario integra tanto la defensa y regulación hormonal como la provisión de energía y 

precursores para sostener el crecimiento del fruto. 

 

La evolución de estas señales indica que en las primeras etapas predomina la acumulación 

de compuestos fenólicos de defensa, en la segunda se inicia la acumulación de azúcares 

y otros metabolitos de defensa, y finalmente en la cuarta etapa se observa un patrón mixto 

en el que coexisten flavonoides y metabolitos primarios. Esto muestra la transición desde 

un metabolismo orientado a la protección y señalización durante la polinización, hacia 

uno más balanceado que incluye la provisión de energía y reservas en el desarrollo 

temprano del fruto. 

 

El análisis de todas las muestras en conjunto no mostró diferencias significativas entre 

tratamientos cuando se consideraron todas las fechas del experimento. Por este motivo, 

se procedió a comparar los tratamientos de forma independiente en cada fecha de 

muestreo mediante PLS-DA. 
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Muestreo 1: apertura de la flor - antesis 

 

Dado que el mallado no altera el microclima del cultivo, las diferencias entre el 

tratamiento 1 y el tratamiento 5 se atribuyen a la eficiencia de la comunidad de 

polinizadores (colmenas controladas vs polinización abierta). 

 

En este muestreo, si bien se cuenta con las cinco parcelas (una para cada tratamiento), los 

tratamientos 2, 3 y 4 son equivalentes ya que no se ha aplicado GA3, por lo que 

corresponden a árboles cultivados bajo malla únicamente. En el PLS-DA de la figura 7.5 

se puede ver una separación parcial entre los diferentes tratamientos, siendo el tratamiento 

1 (malla + abejas) el que más se distingue del resto de los tratamientos. Al analizar los 

puntajes VIP de dicho PLS-DA, la señal en 2,77 ppm se separa del resto de las señales 

clasificatorias por un amplio margen. Esta señal se corresponde con el ácido cítrico, que 

se encuentra en mayor proporción en el tratamiento 1 comparado con el resto de los 

tratamientos. El resto de las señales clasificatorias caracterizan a los otros tratamientos, 

pero tienen menor influencia en la separación. El T5 (polinización libre) se caracteriza 

principalmente por señales en la región de 4,0 – 3,4 ppm, asociadas a azúcares solubles, 

y en menor medida por una señal a 7,21 ppm (d), correspondiente a un protón aromático 

compatible con hesperidina. Este tratamiento también presenta una señal entre 3,7 – 3,9 

ppm (s), asignada al grupo metoxilo de ese compuesto, como se discutió anteriormente. 

Los tratamientos 2, 3 y 4, que son equivalentes como se mencionó anteriormente, 

presentan niveles intermedios en las señales de mayor importancia en la clasificación para 

esta fecha de muestreo. 
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Figura 7.5 PLS-DA (izquierda) y puntajes VIP (derecha) del análisis realizado sobre los 

extractos del primer muestreo utilizando como variable clasificatoria los tratamientos.  

 

Muestreo 2: flor sin pétalos y con estilos 

 

En este muestreo los tratamientos 2, 3 y 4 también son equivalentes entre sí ya que no se 

ha aplicado GA3, por lo que corresponden a árboles cultivados bajo malla únicamente, 

con frutos desarrollados exclusivamente mediante partenocarpia. En el PLS-DA de la 

figura 7.6 se puede ver un mayor solapamiento de los tratamientos aunque el tratamiento 

1 y el 5 siguen siendo los más diferentes entre si. El análisis de los VIP scores muestra 

una mayor semejanza entre los niveles de las señales clasificatorias con relación al 

muestreo anterior. La señal correspondiente al ácido cítrico es mayoritaria en los 

tratamientos 1 y 2. Se observa una mayor influencia de señales correspondientes a 

compuestos fenólicos (8,1 – 5,8 ppm) como variables clasificatorias, tanto en el 

tratamiento 2 como el 5, lo que explica el mayor solapamiento de los grupos en el PLS-

DA. La señal en 3,28 ppm (singulete) aparece como mayoritaria en el tratamiento 1. En 

base a su corrimiento químico, esta señal puede corresponderse al compuesto 

osmoprotector glicina betaína. 

 

 

Figura 7.6 PLS-DA (izquierda) y puntajes VIP (derecha) del análisis realizado sobre los 

extractos del segundo muestreo utilizando como variable clasificatoria los tratamientos. 
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Para confirmar que la señal en 3,28 ppm corresponde con glicina betaína (Figura 7.7) se 

realizó un experimento de “spiking” con un estándar de este compuesto en uno de los 

extractos del tratamiento 1. La señal mantuvo su posición y aumentó su intensidad en el 

experimento de ¹H RMN, al igual que la señal en 3,9 ppm, lo que respalda su identidad. El 

experimento HSQC del extracto sin fortificar mostró únicamente dos correlaciones 

relevantes: la señal a 3,28 ppm correlacionó con un carbono a 54 ppm (CH₃ contiguo al 

nitrógeno cuaternario), mientras que la resonancia del metileno de la betaína a 3,9 ppm 

correlacionó con un carbono a 64 ppm (CH₂) (Hsieh et al., 2018; NCBI, 2025). El 

experimento HMBC del extracto mostró una correlación a larga distancia entre el CH₂ (3,9 

ppm) y un carbono carbonílico en 170 ppm que se corresponde con el grupo carboxilo de 

la molécula. El COSY no mostró acoplamientos para estas señales, en concordancia con la 

ausencia de protones vecinales al CH₂ (ubicado entre el N⁺ y el C=O) y con el carácter 

equivalente de los tres grupos metilo del nitrógeno cuaternario. Los resultados de estos 

experimentos permiten confirmar la presencia de glicina betaína en el extracto a partir de 

la señal de 3,28 ppm. 

 

Figura 7.7 Estructura de la glicina betaína y su HMBC. 

 

En este muestreo es posible distinguir las diferencias entre los diversos modos de 

polinización empleados durante el ensayo y sus efectos sobre la fisiología del desarrollo 

del ovario en los primeros estadios de formación del fruto. 
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De la comparación entre T1 y T4 es posible encontrar los efectos de la presencia de las 

abejas, ya que T1 corresponde a partenocarpia estimulada por estos polinizadores. Las 

señales diferenciales con T4, partenocarpia natural, pueden agruparse en tres grandes 

grupos: aquellas debidas a los grupos aromáticos, 5,8-8,5 ppm debidas a la presencia de 

polifenoles, las que se encuentran entre 3,0-3,8 ppm debidas a protones unidos a C-NHx 

como puede ser glicina betaina, prolina y otros osmoprotectores y el metoxilo de 

polifenoles como la hesperidina y por ultimo entre 2,5-3,0 ppm, donde se observan los 

protones adyacentes a ácidos orgánicos como como el citrico 2,6-2,7 ppm y protones 

debidos a la presencia de aminoácidos. 

 

Por otro lado, la comparación entre T1 y T5 nos muestra las diferencias entre la 

polinización cruzada (T5) y la partenocarpia inducida por abejas (T1). En este caso, 

resulta interesante observar que la influencia de las abejas tiene un efecto significativo: 

promueve la presencia de una paleta de metabolitos secundarios característicos de etapas 

mas desarrolladas del fruto, como se vio en la figura 7.3. 

 

Muestreo 3: flor sin pétalos y sin estilos 

 

En esta etapa los tratamientos 2 y 3 recibieron la primer aplicación foliar de ácido 

giberélico (GA3) de 30 ppm 48 horas antes del muestreo. Esta aplicación sirve 

para mejorar el cuajado de la flor, aumentar el tamaño del fruto y reducir la caída 

prematura de frutos (Gravina, 2007). En la figura 7.8 se puede ver el PLS-DA de esta fecha 

de muestreo, donde el solapamiento entre los tratamientos es todavía mayor que en el 

muestreo anterior. Esto indica que el cuajado del fruto influye más en este análisis que las 

diferencias entre los tratamientos. Los VIP scores muestran que el ácido cítrico predomina 

en el tratamiento con abejas, al igual que la señal correspondiente a la glicina betaína y 

polifenoles como la hesperidina. La mayoría de las señales relevantes diferencian la 

partenocarpia inducida por abejas (T1). Las señales de azúcares se alternan entre los 

diferentes tratamientos, lo que puede deberse a que todos los tratamientos se encuentran 

en una fase activa de crecimiento (cuajado del fruto) en el que se acumulan azúcares.  
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Figura 7.8 PLS-DA (izquierda) y VIP scores (derecha) del análisis realizado sobre los 

extractos del tercer muestreo utilizando como variable clasificatoria los tratamientos. 

 

Muestreo 4: frutos formalmente cuajados de 4 a 5 mm de diámetro 

 

En esta fecha el tratamiento 3 recibió su segunda aplicación foliar de ácido giberélico 

(GA3) 30 ppm 72 horas antes del muestreo. Si bien los grupos (tratamientos) se 

encuentran solapados en el PLS-DA (Figura 7.9), muestran una mayor separación 

comparada con el muestreo anterior. En este caso los tratamientos 1 y 5 se separan 

nuevamente. El análisis de los puntajes VIP muestra un aumento en la relevancia de las 

señales correspondientes a azúcares para los diferentes tratamientos, y la señal de la 

glicina betaína predomina en el T3 (doble aplicación de GA3). En este muestreo, la 

relevancia de la glicina betaína como regulador osmótico puede verse disminuida gracias 

a la gran acumulación de azúcares que favorecen la acumulación de agua durante el 

aumento del tamaño del fruto. 
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Figura 7.9 PLS-DA (izquierda) y puntajes VIP (derecha) del análisis realizado sobre los 

extractos del cuarto muestreo utilizando como variable clasificatoria los tratamientos. 

 

La robustez de todos los modelos se confirmó mediante un test de permutaciones, el cual 

arrojó valores estadísticamente significativos (p < 0,001). En la validación cruzada, los 

modelos mostraron un buen coeficiente de ajuste (R²) superior a 0,8 y poder predictivo 

(Q²) alrededor de 0,7, lo que confirma la validez de la discriminación obtenida, a 

excepción del modelo correpondiente al muestreo 3 que presentó un poder predictivo 

inferior al resto Q² alrededor de 0,5 debido a la similitud de los diferentes tratamientos en 

esta etapa de crecimiento. 

 

La diferenciación metabólica observada en las etapas tempranas del desarrollo del fruto 

sugiere que la glicina betaína cumple un rol central en la respuesta reproductiva de los 

cítricos frente a las condiciones de polinización. Este compuesto es ampliamente 

reconocido como un osmoprotector, cuya acumulación contribuye al mantenimiento de 

la homeostasis celular bajo condiciones de estrés fisiológico. En el contexto de la 

formación del fruto, la glicina betaína puede favorecer la viabilidad del ovario y la 

correcta progresión de los eventos pospolinización, en particular en situaciones 

de limitada polinización cruzada, como ocurre en los tratamientos con malla. 

 

Asimismo, la asociación de la glicina betaína con un incremento en señales 

de azúcares (que también funcionan como osmoprotectores) y metabolitos del ciclo de 

Krebs sugiere una interconexión entre la regulación osmótica y el metabolismo 
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energético. Los azúcares, además de su papel como fuente primaria de energía, participan 

como señales metabólicas que modulan procesos reproductivos, incluyendo el desarrollo 

del tubo polínico y la retención del fruto en sus primeras fases. El aumento de estas 

señales en los tratamientos con abejas desencadena una mayor demanda energética para 

sostener el crecimiento inicial del fruto. 

 

En cítricos, la acumulación de osmoprotectores como la glicina betaína y otros 

aminoácidos como la prolina ha sido relacionada con mecanismos de tolerancia al estrés 

hídrico y salino. Sin embargo, en este estudio se destaca su posible implicancia en 

la estabilidad reproductiva, asegurando la formación del fruto aun bajo condiciones de 

polinización restringida. Este hallazgo es particularmente relevante si se considera que 

la producción de frutos sin semillas depende de una compleja interacción entre señales 

metabólicas y hormonales que determinan la retención o abscisión temprana del ovario. 

 

7.4 Conclusiones 

 

Los resultados obtenidos en este capítulo permiten establecer una visión integrada sobre 

el impacto de las prácticas de cultivo, la acción de polinizadores y la aplicación exógena 

de ácido giberélico en los procesos reproductivos y metabólicos iniciales de la mandarina 

Afourer, arrojando una primera imagen sobre la evolución del ovario fecundado hacia la 

formación del fruto. Desde una perspectiva productiva, el problema abordado consiste en 

maximizar la calidad comercial, obteniendo fruta con baja semillazón, sin sacrificar la 

productividad. En primer lugar, los datos productivos mostraron que el uso de mallas 

constituye una herramienta eficaz para reducir la polinización cruzada, promoviendo así 

la obtención de frutos partenocárpicos, aunque con un costo asociado en términos de 

rendimiento total. La incorporación de abejas bajo condiciones controladas de malla 

resultó en un escenario intermedio. Permitió la formación de frutos partenocárpicos más 

eficiente con un incremento en el número de frutos con semillas, pero mantuvo 

parámetros de calidad y productividad elevados. Por otro lado, la aplicación foliar de 

ácido giberélico (GA3) promovió un cambio en la dinámica de los ovarios, favoreciendo 

la formación de frutos sin semillas y adelantando la transición hacia un metabolismo 

característico de estadíos posteriores de crecimiento. Estos resultados muestran que los 

manejos que modulan la polinización (aislamiento con malla, presencia o ausencia de 
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abejas y polinización abierta) inciden sobre la semillazón, mientras que la aplicación de 

GA3 y el uso de abejas confinadas generan señales fisiológicas asociadas al cuajado que 

desacoplan, al menos parcialmente, la relación entre formación de semillas y cuaje. 

 

El análisis metabolómico no dirigido evidenció una variación en el metaboloma según la 

etapa de desarrollo, lo que refleja la progresión ontogénica del ovario desde la 

polinización hasta el cuajado. En las etapas más tempranas se observó una acumulación 

predominante de flavonoides, compuestos aromáticos y fenilpropanoides, todos ellos 

asociados a funciones de defensa y señalización. En este mismo período destacó la 

presencia de glicina betaína, cuya acumulación temprana sugiere un rol fundamental 

como osmoprotector en condiciones de polinización restringida. En etapas posteriores, la 

aparición de azúcares y metabolitos del ciclo de Krebs acompañó la transición hacia un 

metabolismo primario de crecimiento y generación de reservas. Esta evolución indica que 

el ovario, en su etapa inicial, prioriza la defensa y la señalización, para luego virar hacia 

la provisión de energía y la expansión celular una vez asegurado el cuajado. Esta 

secuencia refuerza que el ovario sigue un programa metabólico temporal, en el que las 

decisiones tempranas entre cuaje y abscisión comienzan a configurarse antes de que se 

estabilicen los perfiles asociados al crecimiento. 

 

Al comparar los tratamientos, se vio que las diferencias son más evidentes en los 

muestreos iniciales. Este estudio permitió detectar diferencias en la evolución del ovario 

en partenocarpia inducida por abejas con relación a la partenocarpia natural. Se observa 

un metabolismo más activo en las dos primeras etapas del experimento del T1. La 

diferenciación entre este tratamiento y la polinización libre (T5) puede atribuirse a la 

distinta eficiencia de los polinizadores, lo que repercute en la fecundación y en las señales 

hormonales endógenas. La mayor proporción relativa de citrato observada en T1 durante 

los primeros muestreos indica que los tejidos en desarrollo funcionaron tempranamente 

acumulando recursos, con gran capacidad de captar compuestos fotoasimilados 

(carbohidratos, aminoácidos, ácidos orgánicos) y metabolitos derivados de las hojas. En 

los tratamientos con aplicaciones de GA3 (T2 y T3), el consumo más acelerado de citrato 

sugiere una transición más rápida hacia el metabolismo primario, lo que se vió como una 

homogeneización más temprana de los perfiles metabólicos entre los tratamientos. Los 

tratamientos 2, 3 y 4 (árboles mallados sin abejas ni GA3) representó una condición con 
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patrones menos definidos y menor robustez metabólica en etapas tempranas, lo que se 

tradujo en una productividad inferior (en etapas tempranas los tres tratamientos eran 

equivalentes) (Figura 7.10). 

 

Se puede concluir que el metabolismo ovárico durante las fases iniciales de la 

polinización está fuertemente condicionado tanto por factores externos (tipo de 

polinización, presencia de abejas, restricción de polinización cruzada) como por 

modulaciones hormonales (aplicación de GA3). La similitud de los perfiles metabólicos 

en las etapas finales de muestreo, cuando se da el cuajado, muestra que una vez 

consolidado el fruto las rutas asociadas al crecimiento dominan el desarrollo metabólico, 

reduciendo las diferencias entre tratamientos. Sin embargo, las etapas iniciales y el uso 

de técnicas de cultivo resultan claves para el éxito reproductivo y para la determinación 

de la calidad final del fruto. La lectura integrada de los perfiles metabólicos y de las 

señales hormonales permite orientar decisiones productivas y anticipar sus consecuencias 

biológicas, al mostrar que la disponibilidad y el uso de carbono, junto con las señales de 

polinización, convergen en ventanas tempranas críticas para definir el destino 

reproductivo del ovario. 

 

Este capítulo muestra que la etapa previa al cuajado constituye un momento crítico en la 

que las señales metabólicas y hormonales son decisivas para el destino reproductivo del 

ovario. La glicina betaína es uno de los metabolitos principales en la regulación osmótica 

en la etapa reproductiva inicial, mientras que el citrato y los azúcares permiten la 

transición entre la defensa inicial y el crecimiento temprano del fruto. La interacción de 

estas señales con la polinización y con el agregado exógeno de giberelinas muestra la 

importancia de comprender los mecanismos hormonales que se desarrollan en este 

período. Esta manera de interpretar el fenómeno coincide con trabajos que destacan la 

necesidad de integrar fisiología, datos ómicos y manejo para explicar los resultados 

agronómicos (Yang et al., 2021).  En el siguiente capítulo, este trabajo deriva hacia un 

estudio dirigido de las giberelinas endógenas presentes en el ovario de mandarinas 

durante estas cuatro etapas de muestreo bajo los mismos tratamientos trabajados en este 

capítulo.  



 

 

 219 
 
 
 

 

Figura 7.10 Principales resultados del capítulo 7, creado con NotebookLM. 
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8 Análisis dirigido de giberelinas por LC-MS/MS en 

ovarios de mandarina Afourer bajo diferentes técnicas 

de cultivo 

8.1 Introducción 

 

La transición del ovario a fruto en cítricos constituye uno de los procesos fisiológicos más 

determinantes para la productividad y la calidad comercial, particularmente en cultivares 

de mandarina con alta demanda de mercado por su bajo número de semillas o condición 

partenocárpica. Dentro de la variedad de frutas cítricas, los factores que influyen en el 

cuajado del fruto y la formación de semillas son variables y dependen de un balance entre 

señales de polinización, disponibilidad de recursos y regulación hormonal endógena, lo 

que explica la elevada variabilidad observada en campo cuando se modifican las 

condiciones de cultivo o el régimen de polinización. La horticultura moderna de cítricos 

busca, por un lado, sostener o incrementar el rendimiento bajo estrategias que reduzcan 

la producción de semillas (semillazón), y por otro, comprender los mecanismos 

fisiológicos de la respuesta del ovario a dichas estrategias de cultivo de manera de generar 

recomendaciones agronómicas sustentables y reproducibles. 

 

Entre las fitohormonas involucradas, las giberelinas (GAs) ocupan un lugar central. Se 

trata de diterpenos tetracíclicos derivados de la vía del ácido mevalónico presentes en 

más de 130 formas estructurales, de las cuales sólo unas pocas son bioactivas 

(principalmente GA1, GA3, GA4 y GA7). Las GAs regulan el crecimiento vegetativo, la 

transición floral, la expansión celular y el desarrollo reproductivo, actuando en conjunto 

con auxinas, citoquininas, etileno y ácido abscísico. Su biosíntesis y desactivación están 

reguladas por familias enzimáticas específicas (GA20ox, GA3ox, GA2ox), las cuales 

están sujetas a control por los niveles hormonales del órgano específico. En 

angiospermas, la rama 13-hidroxilada (GA12 à GA53 à GA20 à GA1 à GA8) suele 

aportar GA1 como forma activa dominante, mientras que la rama 13-no hidroxilada 

(GA12 à GA15 à GA24 à GA9 à GA4 à GA34) genera GA4 como giberelina 
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activa principal (Figura 8.1). La importancia relativa de cada rama varía entre tejidos, 

estadios y especies, reflejando una regulación de la señal giberelínica. Revisiones 

recientes muestran estos aspectos, destacando la plasticidad evolutiva y fisiológica del 

metabolismo de GAs en plantas con flor y su rol integrador en el desarrollo reproductivo 

(Hedden, 2020), así como la relevancia de las hidroxilaciones específicas (incluida C-13) 

para definir perfiles de GAs bioactivas y sus precursores inmediatos (J. He, Xin, Xueting, 

Chu, & Wang, 2020).  

Figura 8.1 Biosíntesis de las principales giberelinas bioactivas (GA4, GA1 y GA3), 

derivadas de ramas hidroxilada (GA1/GA3) y no-hidroxilada (GA4), adaptada de (G.-L. 

Wang et al., 2015). Enzimas implicadas: KS (ent-kaureno sintasa), KO (ent-kaureno 

oxidasa), KAO (ácido ent-kaurenoico oxidasa), GA2ox (giberelina 2-oxidasa), GA20ox 

(giberelina 20-oxidasa) y GA3ox (giberelina 3-oxidasa). 

 

En cítricos las giberelinas son imprescindibles para el establecimiento del fruto, incluso 

en contextos de cuajado sin fecundación (Bermejo et al., 2018). El factor genético 

responsable de la partenocarpia estimula altos contenidos de hormonas en los ovarios 

durante la antesis e inmediatamente después de ella. Estudios histológicos y fisiológicos 

en especies partenocárpicas demostraron que la señal giberelínica activa la división 

celular de la pared del ovario tras la antesis, promoviendo el crecimiento inicial del fruto 

inclusive en ausencia de semillas (Mesejo et al., 2016). 
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La polinización incrementa tempranamente el contenido de GAs en ovarios de variedades 

con semilla, reduciendo la abscisión y favoreciendo la transición a fruto. Las aplicaciones 

exógenas de GA3 pueden mimetizar parcialmente ese efecto en flores no polinizadas 

(Ben-Cheikh, Perez-Botella, Tadeo, Talon, & Primo-Millo, 1997). Estos antecedentes 

generan la hipótesis de que diferentes estrategias agronómicas, que alteran el éxito de 

polinización o el estado hormonal floral, inciden directamente sobre la dinámica de las 

giberelinas endógenas en el ovario, condicionando el cuajado y la semillazón. 

 

La relevancia agronómica de estas características fisiológicas es muy importante en la 

producción de cítricos, y en particular para la variedad Afourer que presenta un alto valor 

comercial, especialmente para exportación. La producción comercial busca frutos de 

buena calidad con número mínimo de semillas, lo que hasta ahora se ha logrado mediante 

aislamiento parcial o total de polinización cruzada (mallas), manejo de polinizadores y/o 

aplicaciones hormonales a plena floración. En Uruguay y en otras zonas citrícolas, aplicar 

GA3 en forma foliar durante la floración, ya sea sola o junto con prácticas como el 

anillado, suele aumentar el cuajado y el número de frutos cuando los árboles están 

aislados de la polinización. La magnitud de este efecto varía según la carga de frutos del 

árbol, las condiciones ambientales y el momento fenológico en el que se aplica (Gravina, 

Gambetta, Rey, & Guimaraes, 2016). A escala global, una revisión sistemática ha 

mostrado que tratamientos con GA3 en plena floración suelen aumentar el cuajado, pero 

no siempre se traducen en mayor rendimiento final. Estudios en cítricos muestran que 

estos efectos son variables y fuertemente dependientes de la carga de cultivo y de las 

condiciones ambientales (Garmendia et al., 2019). Además, en mandarinas como Afourer 

se ha comprobado que tratamientos combinados GA3 + CuSO₄ reducen el número de 

semillas por fruto, aunque con eficiencias moderadas (reducciones del orden del 30–40 

%) y con una respuesta dependiente del contexto productivo (Garmendia et al., 2019; 

Kheder, Elmenofy, & Rehan, 2019; Mohamed & Elgammal, 2018; Otero & Rivas, 2017). 

Estos antecedentes subrayan la necesidad de comprender la correlación hormonal 

endógena detrás de cada manejo. 

 

Las giberelinas más relevantes en cítricos son GA1 (bioactiva endógena) y GA3 

(ampliamente utilizada de forma exógena), junto con sus precursores y/o catabolitos 
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(GA19, GA20, GA29, GA8). Estas fitohormonas regulan la intensidad de la floración, el 

cuajado del fruto (incluida la partenocarpia), el crecimiento del fruto y de la cáscara, la 

maduración y la coloración, así como las respuestas al estrés abiótico y biótico (Gao & 

Chu, 2020). Esto convierte a las rutas de señalización y metabolismo de giberelinas en 

objetivos prioritarios tanto para la investigación básica como para el manejo agrícola 

(Alférez, De Carvalho, & Boakye, 2021; Bermejo et al., 2018; Garmendia et al., 2019; 

Mesejo et al., 2016; Rahma, Budiarto, Mubarok, & Abdullakasim, 2024). La GA4 

(bioactiva endógena) es importante para la floración y el crecimiento del fruto en cítricos, 

principalmente al promover la división celular del ovario/fruto y la resistencia a la 

absición. Sin embargo, un exceso de GAs antes de la inducción floral suprime la floración 

y no aumenta el rendimiento productivo (Garmendia et al., 2019; Mesejo et al., 2016). La 

mayoría de los tratamientos agronómicos en cítricos aplican GA3 de manera exógena, 

pero las GAs endógenas de tipo GA1/GA4 son las formas activas en el crecimiento del 

ovario y los brotes. En tomate, la sobreexpresión de laa GA20-oxidasa cítrica desplazó la 

síntesis hacia GA4, aumentando sus niveles y demostrando que tiene una bioactividad 

similar a GA1 en la promoción del crecimiento del tallo y el desarrollo del fruto 

partenocárpico. Esto respalda que GA4 sea una potente GA activa en los tejidos del fruto 

(García-Hurtado et al., 2012).  

 

La polinización por insectos es un factor productivo clave para cítricos. Modelos y 

simulaciones estiman que alrededor del 60% del rendimiento por hectárea puede 

atribuirse a la polinización por insectos, con probabilidad de cuajado más de dos veces 

mayor en flores polinizadas (Monasterolo et al., 2024). En mandarinas se ha observado 

que la presencia de abejas melíferas en exceso puede deteriorar atributos de calidad, 

mientras que polinizadores nativos aumentan el cuajado sin ese costo. Esto agrega un 

componente ecológico adicional a tener en cuenta al momento del diseño de esquemas de 

manejo (Monasterolo, Chacoff, Segura, Benavidez, & Schliserman, 2022), y refuerza la 

importancia de estudiar simultáneamente las técnicas agronómicas (tipo de malla, 

régimen de polinización, aplicaciones de GA3) y la variación metabólica/hormonal del 

ovario bajo estas condiciones. 

 

La cuantificación de giberelinas endógenas en tejidos reproductivos presenta desafíos 

analíticos específicos, ya que las concentraciones de estos metabolitos son muy bajas 
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(ng/g o inferiores) y presentan una alta diversidad estructural. En efecto, estas matrices 

vegetales son complejas, ricas en azúcares, ácidos orgánicos y compuestos fenólicos. A 

su vez, la disponibilidad de muestra es limitada cuando se trabaja con ovarios en pre-

cuajado, lo que obliga a la miniaturización de los procedimientos analíticos. Las 

revisiones metodológicas muestran que la etapa de preparación de muestra es el paso más 

complejo en el estudio cuantitativo de fitohormonas, requiriendo estrategias de extracción 

y limpieza que maximicen la recuperación sin comprometer la selectividad (Vrobel & 

Tarkowski, 2023). Tradicionalmente, los protocolos para GAs en tejidos vegetales 

incorporan una etapa de extracción con solvente orgánico seguida de etapas de 

preconcentración y limpieza usando extracción en fase sólida (SPE) con cartuchos 

poliméricos o de C18. Si bien la SPE mejora la pureza del extracto, aumenta costos, 

tiempo, consumo de solvente y pérdidas de analitos por retención diferencial, lo que es 

detrimental cuando la disponibilidad de muestra es reducida y el número de réplicas es 

alto (De La Serna Calleja, Bolado, Jiménez, & López-Serna, 2023). 

 

El uso de metodologías alternativas tipo QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, 

Rugged and Safe), que son variantes de dispersive-SPE (d-SPE), han ganado 

protagonismo para analitos polares y semipolares traza (Anastassiades, Lehotay, 

Štajnbaher, & Schenck, 2003), incluyendo reguladores del crecimiento vegetal (Lozano, 

Pérez-Parada, Heinzen, & Fernández-Alba, 2012). Estas estrategias emplean partición 

acetonitrilo/agua junto con sales (MgSO4 y otras) y una limpieza posterior con sorbentes 

(C18, carbón grafitizado, PSA), permitiendo remover interferentes con mínima 

manipulación. Métodos QuEChERS-LC-MS/MS han mostrado recuperaciones adecuadas 

y límites de cuantificación bajos para múltiples hormonas y reguladores en matrices 

vegetales complejas, destacando su aplicabilidad para análisis de alto rendimiento sin 

usar la SPE convencional (Pu, Lin, Chuang, & Shyu, 2018) y para cuantificación 

simultánea de fitohormonas mediante LC-MS/MS en hojas u otros tejidos (W. Wang et al., 

2024). En este marco, la adaptación y validación de estos enfoques en ovarios de cítricos 

adquieren gran importancia, ya que permitiría no solo disminuir los costos y tiempos de 

análisis, sino también analizar cantidades de tejido del orden de miligramos, preservando 

la representatividad biológica e incrementando el número de réplicas de extracción. 
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El análisis hormonal que se presenta en este capítulo sigue un enfoque de metabolómica 

dirigida, el cual se orienta a cuantificar con exactitud un conjunto definido de metabolitos 

pertenecientes a un sistema biológico o ruta metabólica específica. A diferencia de la 

metabolómica no dirigida, que busca una cobertura amplia del metaboloma, el abordaje 

dirigido maximiza la sensibilidad, linealidad y comparabilidad intermuestras, siendo 

particularmente apropiado para hormonas vegetales. Las plataformas actuales de análisis 

integral de fitohormonas (“plant hormonomics”) han mostrado que los enfoques dirigidos 

permiten seguir cómo varían esas hormonas en distintos tejidos y momentos del 

desarrollo con mucha precisión, incluso cuando se dispone de poca cantidad de muestra 

vegetal (Šimura et al., 2018). Además, la cuantificación dirigida por LC-MS/MS en modo 

MRM se ha consolidado como estándar para hormonas por su selectividad frente a 

isómeros, baja interferencia y gran capacidad multianalito (Jorge, Mata, & António, 

2016).  

 

Este capítulo plantea el análisis metabolómico dirigido de giberelinas pertenecientes a 

ambas ramas biosintéticas en ovarios de mandarina Afourer usando el mismo material 

vegetal y los tratamientos agronómicos empleados previamente, con el objetivo de 

estudiar la dinámica giberélica durante diferentes etapas de la floración/polinización. Para 

ello, se desarrolla y valida una metodología de extracción y purificación basada en un 

esquema de tipo QuEChERS/d-SPE que evita el uso de SPE convencional, manteniendo la 

sensibilidad y selectividad requeridas para su cuantificación por LC-MS/MS. A partir de 

esta estrategia analítica se cuantifican las giberelinas seleccionadas en ovarios 

recolectados en distintos momentos del desarrollo temprano del fruto, y se analiza cómo 

varían sus perfiles endógenos frente a diferentes combinaciones de manejo agronómico 

y formas de polinización. 

 

8.2 Metodología 

 

8.2.1 Material vegetal 

 

Se trabajó con el mismo material vegetal descrito en el Capitulo 7 (7.2.1), correspondiente 

a 5 tratamientos: árboles mallados con colmenas intercaladas (tratamiento 1, T1), árboles 

mallados con una aplicación de ácido giberélico (GA3) foliar a 30 mg/kg (tratamiento 2, 
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T2), árboles mallados con dos aplicaciones de ácido giberélico (GA3) foliar a 30 mg/kg 

(tratamiento 3, T3), árboles mallados (partenocarpia natural, tratamiento 4, T4) y árboles 

sin malla (polinización cruzada, tratamiento 5, T5). 

 

Los muestreos se realizaron en los siguientes momentos: apertura de la flor - antesis, 

estadío 61 según codificación BBCH (Agustí et al., 1995, muestreo 1, M1), flor sin 

pétalos y con estilos, estadío 67 BBCH (muestreo 2, M2), flor sin pétalos y sin estilos, 

fruto cuajado, estadío 71 BBCH (muestreo 3, M3), y frutos formalmente cuajados de 4 a 

5 mm de diámetro, en crecimiento, estadío 71 BBCH (muestreo 4, M4). 

 

8.2.2 Compuestos de referencia  

 

Se seleccionaron giberelinas pertenecientes a ambas ramas de su biosíntesis. Las 

giberelinas GA20 (CAS 19143-87-4), GA1 (CAS 545-97-1) y GA8 (CAS 7044-72-6) 

pertenecen a la rama de giberelinas hidroxiladas C-13, y las GA9 (CAS 427-77-0), GA4 

(CAS 468-44-0) y GA34 (CAS 32630-92-5) a la de giberelinas no hidroxiladas en C-13. 

Todos los compuestos se adquirieron en OlChemim Ltd (Olomouc, República Checa). En 

la figura 8.2 se muestran las estructuras de las giberelinas estudiadas. 

 

 

Figura 8.2 Estructura de las giberelinas seleccionadas para este estudio. 

 

8.2.3 Extracción 

 

Se pesaron 100 ± 5 mg de los ovarios de mandarina Afourer liofilizados y molidos en un 

tubo Eppendorf de 2 mL en balanza analítica (Shimadzu ATX224, Japón), se agregó 1,00 
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mL de buffer acético/acetato pH = 3,8 (0,1M, solución preparada según la sección 4.1.3 

de la Farmacopea Europea 7.0), se homogeneizó manualmente y se dejó en reposo 

durante 10 min. Se agregó 1,00 mL de acetonitrilo calidad HPLC (J.T. Baker, Estados 

Unidos) y se agitó mecánicamente usando vórtex (MSV-3500, plataforma SV-8/15, 

BioSan, Letonia) durante 1 min a 1800 rpm. Se agregaron 400 mg de MgSO4 (74 µm, 

Scharlab, España), se homogeneizó manualmente, se agitó mecánicamente en vórtex 

durante 5 min a 1800 rpm y se centrifugó (modelo y marca de centrífuga) durante 6 

minutos a 3000 × g. Se tomó el sobrenadante (» 900 µL) y se trasvasó a tubo Eppendorf 

de 1,5 mL conteniendo 150 mg de MgSO4, 50 mg de C18 (40-60 µm, Scharlab, España) 

y 50 mg de carbón grafitizado (37-125 µm, Scharlab, España). Se homogeneizó 

manualmente, se agitó mecánicamente en vórtex durante 1 min a 1800 rpm y se centrifugó 

durante 6 min a 3000 × g. Se filtró el sobrenadante (» 600 µL) mediante membrana de 

PVDF de 0,22 µm a un vial de inyección para su posterior análisis por LC-MS/MS. Se 

realizaron cinco réplicas de extracción de cada planta muestreada.  

 

8.2.4 Análisis instrumental 

 

Los extractos filtrados fueron analizados empleando un sistema de cromatografía líquida 

Ultimate 3000 (Thermo, Estados Unidos), con loop de inyección de 130 µL, muestreador 

automático WPS-3000 SplitLoop (Thermo, Estados Unidos), bomba LPG-3400SD 

(Thermo, Estados Unidos) y compartimiento de columna TCC-3000 (Thermo, Estados 

Unidos) acoplado a un detector de masas de triple cuadrupolo TSQ Fortis (Thermo, 

Estados Unidos). Se utilizó una columna de separación de fase reversa Hypersil Gold aQ 

(Thermo, Estados Unidos) de 150 mm × 4,6 mm, con un tamaño de partícula de 5 µm y 

fase estacionaria C18 y los cromatogramas se analizaron utilizando el software 

Chromeleon versión 7.2.10 (Thermo, Estados Unidos). La fase móvil consistió en una 

mezcla de ácido fórmico (0,1 %, v/v) (FM A) y ácido fórmico en metanol (0,1%, v/v) (FM 

B) a un flujo de 0,6 mL/min a 25 ºC durante toda la cromatografía. Las condiciones 

iniciales (previas a la inyección) fueron al flujo y temperatura indicados con una 

composición de fase móvil FM A/FM B (80:20). El gradiente empleado fue el siguiente: 1) 

se incrementó el componente orgánico (FM B) hasta alcanzar a los 20 min una 

composición de FM A/FM B (10:90); 2) se mantuvo esta composición hasta alcanzar los 24 
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min; 3) se volvió en 1 minuto a condiciones iniciales; 4) se mantuvo el sistema en 

condiciones iniciales durante 5 min. El volumen de inyección fue de 10 µL. La detección 

MS/MS se realizó en el modo de monitoreo de reacción múltiple (MRM) utilizando una 

interfaz ESI en el modo de ionización negativa. El voltaje de ionización fue de 3500 V, el 

gas nebulizador y el gas de cortina fue nitrógeno a 60 y a 15 psi respectivamente. La 

evaporación del solvente en la fuente fue asistida por un gas de secado (nitrógeno 

calentado a 375 °C/50 psi). Se realizaron experimentos con soluciones de los analitos 

individuales para determinar las transiciones SRM óptimas, las energías de colisión (CE) 

y los potenciales de desagrupamiento (DP) para cada compuesto individual. Para ello, las 

soluciones estándar de las giberelinas seleccionadas (5 mg/kg en metanol) se infundieron 

directamente en el instrumento mediante una jeringa a flujo constante (Chemyx, modelo 

F100T2, China). Las transiciones obtenidas durante la optimización coincidieron con las 

reportadas en literatura (Urbanová, Tarkowská, Novák, Hedden, & Strnad, 2013). 

 

8.2.5 Validación del método analítico 

 

La linealidad del método se evaluó calculando el coeficiente de determinación (R2) a 

partir de las áreas obtenidas al inyectar soluciones estándar de giberelinas en un rango de 

concentración de 0,5 a 100 µg/L. Se preparó una curva a los mismos niveles que en 

solvente pero utilizando como solvente un extracto de ovarios obtenido según la 

metodología descrita anteriormente (8.2.3 Extracción) y se evaluó el efecto matriz 

comparando las pendientes obtenidas en ambas curvas (solvente y matriz). 

 

Se determinó la recuperación fortificando 100 mg del material vegetal seco y molido con 

5 µL de un mix conteniendo los analitos a una concentración de 1 mg/L (recuperación a 

50 µg/kg) y otro set de muestras con 5 µL de un mix conteniendo los analitos a una 

concentración de 10 µg/L (recuperación a 0,5 µg/kg). Este material fortificado fue 

sometido el procedimiento de extracción y análisis y el porcentaje de recuperación fue 

calculado para cada giberelina. La exactitud fue evaluada con 5 réplicas de la prueba de 

recuperación, y la precisión fue evaluada mediante el RSD de esta misma prueba. Se 

determinó la precisión intermedia mediante el RSD de la prueba de recuperación realizada 

en diferentes días. 
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Se determinaron los límites de cuantificación (LOQ) para cada giberelina como la 

concentración más baja en la curva de calibración en matriz donde la relación señal/ruido 

es mayor o igual a 10. 

 

8.2.6 Análisis estadístico 

 

Se emplearon métodos estadísticos paramétricos en el software libre RStudio 

Version 1.2.5033 (Estados Unidos) para analizar los datos bajo los supuestos de 

normalidad y homogeneidad de varianzas, los cuales se verificaron previamente mediante 

el test de Shapiro-Wilk y el test de Levene, respectivamente. Para comparar las medias 

de los grupos, se realizó un análisis de varianza (ANOVA). En caso de obtener resultados 

significativos, se llevó a cabo un análisis post-hoc utilizando la prueba de comparaciones 

múltiples de Tukey con corrección de Bonferroni, permitiendo identificar los pares de 

grupos con diferencias significativas con valores de significancia de α = 0,05. 

 

Se emplearon métodos estadísticos no paramétricos para la comparación de medias 

debido a la ausencia de supuestos de normalidad en los datos. Para dos grupos, se utilizó 

el test de Wilcoxon-Mann-Whitney, y para más de dos grupos, el test de Kruskal-Wallis, 

seguido por el test de Dunn con corrección de Bonferroni para comparaciones post-hoc 

significativas, interpretándose los valores de significancia con un umbral de α = 0,05. 

 

8.3 Resultados y discusión 

 

La metodología empleada para el análisis por espectrometría de masas en tándem tipo 

tripe cuadrupolo, permite el análisis dirigido, esto implica que solo es posible el análisis 

de aquellos compuestos para los que se tienen estándares analíticos. En ese marco, se 

trabajó con los estándares disponibles en el mercado. Se seleccionaron aquellas GAs 

identificadas como relevantes en cítricos. La presencia de otras GAs en las muestras, por 

lo tanto, no fue investigada. 
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8.3.1 Validación 

 

Luego de numerosos intentos para desarrollar un método miniaturizado, con precisión y 

exactitud adecuados dentro de lo exigible para el análisis de trazas, se logró el protocolo 

que se describe en el experimental. 

 

Los parámetros utilizados para la validación del método se evaluaron para cada giberelina 

estudiada, considerando exactitud mediante porcentaje de 

recuperación y precisión mediante desviación estándar relativa (RSD). Para ello, se 

realizaron ensayos de fortificación sobre una muestra de ovarios correspondiente 

al muestreo 4 bajo polinización abierta (T5), seleccionada por ser el material vegetal 

disponible en mayor proporción. Las fortificaciones se efectuaron a 0,5 y 50 µg/kg para 

cada giberelina. En estas condiciones, las giberelinas cuantificadas presentaron 

recuperaciones comprendidas entre 81 y 105%, con RSD entre 4 y 12% (en todos los 

casos <20%), confirmando un desempeño adecuado en términos de exactitud y precisión 

al mínimo nivel ensayado: GA1 81% (RSD 12%), GA20 104% (RSD 4%), GA34 101% 

(RSD 9%), GA4 87% (RSD 11%) y GA9 105% (RSD 10%). La GA8 no se recuperó de 

manera consistente (recuperación no reproducible, RSD > 40%), por lo que fue excluida 

del alcance del estudio. La linealidad de la respuesta instrumental se verificó en el rango 

de trabajo considerado, cumpliendo los criterios de aceptación establecidos para el 

método. 

 

Las curvas de calibración en solvente y en matriz se construyeron a partir de los 

estándares a 7 niveles de concentración entre 0,5 y 100 µg/L. El efecto matriz fue 

calculado comparando la pendiente de las curvas para cada analito y el mismo varió entre 

-18 y 5%, por lo que al ser inferior al 20% en valor absoluto para todos los casos (efecto 

matriz bajo), se procedió a cuantificar usando las curvas en solvente. La mayoría de los 

compuestos presentó supresión de la señal (efecto matriz negativo) salvo para GA8 y 

GA9. Esto se explica por el hecho de que el efecto matriz depende de si un analito coeluye 

con otros componentes de la matriz de la que fueron extraídos, afectando la eficiencia de 

ionización en la fuente (ESI), provocando una disminución de la señal en la mayoría de 

los casos. El rango lineal para todos los analitos estuvo entre 0,5 y 100 µg/L. Los límites 

de cuantificación (LOQ) fueron de 0,5 µg/L para todos los analitos. En la figura 8.3 se 
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muestra el orden de elución y el factor de respuesta de los analitos estudiados evaluados 

a la misma concentración. 

 

 

Figura 8.3 Cromatograma de un mix de las giberelinas seleccionados para el estudio. 

 

8.3.2 Cuantificación de giberelinas en los distintos tratamientos y muestreos 

 

Al igual que en el capítulo anterior, es importante destacar que durante los muestreos M1 

y M2, los tratamientos T2, T3 y T4 son equivalentes ya que la primera aplicación de GA3 

en los tratamientos T2 y T3 se realizó previo al muestreo M3, y la segunda aplicación de 

GA3 en el tratamiento T3 se realizó previo al muestreo M4 (Figura 7.1). Por otro lado, 

se estudia el flujo de giberelinas endógenas, si bien GA3 es endógena y es bioactiva, fue 

excluida del estudio de cuantificación en ovarios ya que fue aplicada en dos de los 

tratamientos. 

 

A diferencia de GA1 y GA9, que se detectaron en todas las muestras analizadas, las 

giberelinas GA20, GA34 y GA4 fueron detectadas en algunas muestras dependiendo de 

la combinación fecha × tratamiento (Figura 8.4). GA20 se registró en 111 

determinaciones (28 % del total), GA34 en 120 determinaciones (30 %) y GA4 sólo en 

17 determinaciones (4 %). Dado que su presencia no fue uniforme entre tratamientos ni 

fechas de muestreo, se muestran únicamente los resultados generales y los casos en los 

que se observó algún comportamiento repetido dentro de una misma condición 

experimental. 
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Figura 8.4 Concentración (µg/kg) de GA20, GA34 y GA4 por fecha (M1-M4) y 

tratamiento (T1-T5). 

 

La detección de GA20, precursora biosintética de GA1, fue amplia pero heterogénea entre 

diferentes combinaciones fecha y tratamiento. En M1, se observó una gran dispersión con 

valores altos en el T5 (3,75 µg/kg) y el T4 (3,38 µg/kg), mientras que el  resto de los 

tratamientos mostraron rangos intermedios (medias entre 1,65 y 2,74 µg/kg). En M2, 

GA20 volvió a detectarse en todos los tratamientos, destacando el T5 (sin malla) con 

valores altos (entre 3,13 y 4,61 µg/kg) y niveles moderados en el resto de los 

tratamientos (medias entre 2,11 y 2,83 µg/kg). En M3, la presencia fue más variable, el 

T5 mostró pocas detecciones con valores entre 1,44-3,55 µg/kg, y el T4  tuvo el valor 

más bajo (1,85 µg/kg). En M4, las detecciones fueron muy pocas, con valores puntuales 

en T1 de 2,50 µg/kg y T4 entre 1,65-2,28 µg/kg. Las detecciones de GA20 se 

concentraron en el T5 durante M1 y M2, sin mantenerse en M3 y M4. 

 

GA4 se detectó en muy pocas muestras por encima del LOQ y en niveles bajos. En M1, 

apareció principalmente en el T2 con valores entre 0,73 y 1,33 µg/kg, y una detección 

aislada en el T5 de 0,85 µg/kg. En M2, sólo se observó un valor puntual en el T4 de 0,55 

µg/kg. En M3, algunas muestras del T1 mostraron valores cercanos a 0,55 µg/kg, 

mientras que algunas del T4 mostraron valores alrededor de 0,67 µg/kg. En M4, GA4 fue 

más frecuente, con valores en el T2 entre 0,9 y 1,0 µg/kg, en el T3 entre 0,67 y 1,15 µg/kg 
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y en el T4 el valor máximo en 1,45 µg/kg. Tampoco hubo un patrón fecha × tratamiento 

definido, siendo lo más consistente el mayor número de detecciones en el M4 para los 

tratamientos 2, 3 y 4.  

 

Talon demostró la rápida caída de GA4 luego de la antesis (Talon, Zacarias, & Primo-

Millo, 1992). Una muestra de esto es que su catabolito, la especie inactiva GA34, fue 

detectada en varias combinaciones fecha × tratamiento. Los valores más altos fueron en 

el primer muestreo en el T2, donde varias determinaciones superaron las 4,00 µg/kg (con 

un máximo de 5,47 µg/kg), y en el resto de los tratamientos de M1 mostró valores medios 

entre 1,71-1,98 µg/kg. En M2, GA34 se detectó esporadicamente con niveles intermedios 

(entre 1,69-3,65 µg/kg), la frecuencia de detección no fue representativa, menor al 2% 

del total de determinaciones, al igual que en M3. Finalmente, en M4 se detectó en todos 

los tratamientos con valores entre 1,42 y 3,16 µg/kg sin diferencias significativas entre 

los mismos. Por lo tanto, GA34 mostró una acumulación temprana en M1, practicamante 

ausente en M2 y M3, y nuevamente en M4 aparece en el momento del cuajado del fruto 

y comienzo de su crecimiento. Como la dependencia GA4-GA34 es directa, su presencia 

se puede asimilar a la de GA4, pero el resto de las concentraciones se mantuvieron 

similares entre tratamientos y fechas a menor concentración que el M1T2. Las bajas 

concentraciones detectadas en GA4 y la frecuencia de detecciones de GA34 serian 

indicativos de que la primera estuvo activa en los días previos al muestreo, dado que 

promueve la floración y el cuajado del fruto, por otro lado GA9 que es precursora de 

GA4, se detecto en todas las muestras, lo que indica un rápido metabolismo de GA4.  

 

Los valores de las giberelinas GA1 y GA9 pueden verse en la tabla 8.1 y su distribución 

en la figura 8.5. Estas giberelinas fueron detectadas y cuantificadas en todas las muestras. 

Ambas pertenecen a diferentes ramas de la biosíntesis de giberelinas, ya que mientras que 

GA1 es la hormona activa que pertenece a la rama 13-hidroxilada, la GA9 es la precursora 

biosintética de la GA4 (hormona activa) perteneciente a la rama 13-no hidroxilada. 
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Tabla 8.1. Niveles de GA1 y GA9 detectados para cada tratamiento a lo largo del 

muestreo. 

Muestreo Tratamiento GA1 GA9 

M1 

T1 23,99 0,98 

T2 22,14 1,70 

T3 17,26 1,16 

T4 13,18 0,72 

T5 12,67 0,77 

M2 

T1 4,74 0,19 

T2 4,96 0,48 

T3 4,16 0,41 

T4 5,20 0,52 

T5 3,66 0,44 

M3 

T1 7,15 0,34 

T2 7,04 0,28 

T3 7,36 0,26 

T4 7,56 0,47 

T5 7,98 0,34 

M4 

T1 10,90 0,49 

T2 10,33 0,62 

T3 21,71 0,72 

T4 19,87 0,68 

T5 20,04 0,69 
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Figura 8.5 Concentración (µg/kg) de GA1 y GA9 por fecha (M1-M4) y tratamiento (T1-

T5). 

 

En comparación con las giberelinas minoritarias, GA1 mostró concentraciones altas y se 

detectó en todas las combinaciones M × T. La evolución del perfil de los niveles de GA1 

es similar para todos los tratamientos (M1 alto, M2 mínimo, M3 y M4 tendencia 

ascendente), aunque se observan diferencias entre ellos. 

 

De manera general, en los T4 y T5, los niveles de GA1 siguen un patrón de concentración 

casi idéntico. Por otro lado, aquellos donde se utilizaron abejas bajo malla y los que 

tuvieron una aplicación de dosis simple de GA3 (partenocarpia inducida), mostraron, 

aunque con concentraciones más altas, el mismo comportamiento. Al duplicar los niveles 

de GA3, se obtienen niveles intermedios entre ambos casos. 

 

En M1 se observaron los mayores niveles, con valores más elevados en los T1, T2 y T3 

(23,99, 22,14 y 17,26 µg/kg respectivamente), mientras que los tratamientos T4 y T5 en 

valores intermedios (13,18 y 12,67 µg/kg respectivamente). En M2 se produjo 

una disminución marcada de la GA1 en todos los tratamientos (rango de valores entre 

1,29 y 7,96 µg/kg), siendo el T4 el que presentó un media superior en 5,20 µg/kg mientras 

que el T5 mostró la inferior en 3,66 µg/kg. En M3, las concentraciones medias se ubicaron 

en rangos intermedios para los T1 a T4 (entre 7,04 y 7,56 µg/kg), mientras que el T5 
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presentó una media levemente superior (7,98 µg/kg). En M4 se vio un aumento 

generalizado con los mayores promedios en T3 (21,71 µg/kg), T4 (19,87 µg/kg) 

y T5 (20,04 µg/kg), mientras que el T1 (10,90 µg/kg) y el T2 (10,33 µg/kg) se 

mantuvieron más bajos. GA1 mostró un patrón temporal con picos claros al inicio (M1) 

y al final del período (M4), y una disminución marcada en el momento de la caída de los 

pétalos (M2). El efecto de T5 fue más marcado en M3, y en M4 los tratamientos 3, 4 y 5 

mostraron los valores más elevados. La figura 8.6 muestra los valores promedio de la 

GA1 en cada tratamiento a lo largo del proceso de muestreo. 

 

 

Figura 8.6 Concentración promedio (µg/kg) de GA1 a lo largo del proceso de muestreo 

para cada tratamiento. 

 

Si se compara la evolución de los niveles de GA20, precursora de GA1, se observa que 

siguen un patrón complementario en cada muestreo en todos los casos.  

 

La matriz post-hoc (Kruskal–Wallis) muestra qué pares de grupos M × T difieren 

significativamente (Figura 8.7). El color rojo indica que el tratamiento en la fila presentó 

mayor nivel que el tratamiento en la columna, mientras que el azul indica lo contrario. Se 

observan tres bloques claros: (i) en M1 los tratamientos T1-T2 (grupos 11-12) superan 

a T4-T5 (14-15), (ii) en M2 el tratamiento T5 (25) es menor que T2 y T4 (22 y 24), lo 

cual es coherente con el mínimo general de GA1 en esa fecha, y (iii) en M4 el 

tratamiento T3 (43) es mayor que T1, T2 y T5 (41, 42, 45). 
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El mapa de calor confirma estadísticamente el patrón ya descrito con los promedios: pico 

inicial en M1 favoreciendo T1-T2, descenso marcado en M2 con T5 particularmente 

bajo, y nuevo aumento en M4 donde T3, y en menor medida T4/T5, se sitúa por encima 

del resto. Las celdas en blanco indican pares sin diferencias significativas tras el ajuste 

por comparaciones múltiples, lo que indica que los tratamientos dentro de una misma 

fecha que presentan diferencias son aquellos resaltados por los bloques coloreados. 

 

 

Figura 8.7 Matriz post-hoc de Kruskal-Wallis de los resultados de los niveles de GA1. 

 

GA9 se detectó en todas las muestras al igual que GA1, aunque en niveles más bajos y 

con variabilidad según M × T. En M1 se registraron concentraciones superiores en los T2 

y T3, con valores medios de 1,70 y 1,16 µg/kg, respectivamente. Los T4 y T5 tuvieron 

los niveles más bajos de este precursor hormonal en un rango de 0,31 a 1,52 µg/kg. 

En M2 hubo una caída de los niveles de GA9 en todos los tratamientos, con los valores 

promedio en el rango de 0,19 a 0,52 µg/kg sin un tratamiento destacado. En M3 se 

mantuvieron niveles bajos, con una menor dispersión de los valores medios (0,26-0,47 

µg/kg). En M4 se vio un aumento con máximos en los tratamientos 3, 4 y 5 de 0,72, 0,68 

y 0,69 respectivamente. GA9 mostró un comportamiento similar al de GA1, con mayor 

abundancia relativa en M1 y M4, pero en un rango de concentración menor. En la figura 
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8.8 se muestran los valores promedio de la GA9 en cada tratamiento a lo largo del proceso 

de muestreo. 

 

Figura 8.8. Concentración promedio (µg/kg) de GA9 a lo largo del proceso de muestreo 

para cada tratamiento. 

 

La matriz post-hoc (Kruskal–Wallis) (Figura 8.9) de los niveles de GA9 muestra que 

solamente en M1 se detectaron diferencias significativas para el T2. Este tratamiento 

presentó mayores valores que los T5 y T4. No se observaron diferencias significativas 

que involucren al resto de los tratamientos en ninguna de las fechas evaluadas. 

 

Figura 8.9. Matriz post-hoc de Kruskal-Wallis de los resultados de los niveles de GA9. 
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Este patrón confirma que al inicio del período GA9 presenta un enriquecimiento 

específico en T2, coherente con los promedios donde T2 mostró el mayor nivel en M1.  

 

El análisis de giberelinas en ovarios de mandarina Afourer mostró que GA1 fue la 

giberelina predominante a lo largo del estudio, al detectarse de manera consistente en 

todas las combinaciones fecha × tratamiento. Sus mayores niveles se encontraron en el 

primer y cuarto muestreo, coincidiendo con etapas clave del desarrollo reproductivo, 

como la apertura floral y el cuajado del fruto. Esta variación temporal de GA1 podría 

estar asociada a mecanismos fisiológicos involucrados en el establecimiento del fruto, 

tanto cuando la partenocarpia es inducida por aplicación hormonal como cuando se 

controló la polinización. 

 

Como tendencia general, las GAs precursoras de las hormonas activas en cítricos son de 

un orden menor, indicando una rápida conversión a las formas activas y, en el caso de la 

GA4, un rápido metabolismo a la forma inactiva (GA34). 

 

El descenso de GA1 observado en los muestreos intermedios sugiere una regulación 

donde esta hormona impulsa la transición del ovario al fruto, mientras que en etapas 

intermedias su papel es menos dominante. Este patrón es coherente con lo descrito para 

ovarios de mandarinas y otros cítricos, donde aumentos transitorios de GA1 alrededor de 

la antesis se asocian con la reactivación de la división celular de la pared del ovario, el 

establecimiento del fruto partenocárpico y la aceleración del cuajado (Liu et al., 2018; 

Mesejo et al., 2016).  

 

GA1 y GA9 se detectaron en todas las muestras, mientras que GA20, GA34 y GA4 fueron 

detectadas con menor frecuencia y dependiendo de la combinación fecha × tratamiento, 

con niveles generalmente menores. El hecho de que GA1 muestre variaciones marcadas 

y asociadas a fases reproductivas concretas, mientras que GA9 se mantiene en niveles 

más bajos y menor variabilidad, indica que la ruta hidroxilada (GA20 à GA1) es la 

principal vía funcional en el ovario de Afourer, y que la ruta  no hidroxilada (GA9 à 

GA4) juega un papel complementario (J. He et al., 2020). Este comportamiento es 

consistente con la biosíntesis de giberelinas en cítricos, donde GA1, GA4 y sus 

precursores inmediatos (GA20 y GA9) pueden ser inactivados por GA 20-oxidasas y GA 
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2-oxidasas, modulando los niveles finales de GAs bioactivas en el ovario (Huerta, Garcia-

Lor, & Garcia-Martinez, 2009). 

 

La diferencia entre los niveles de GA1 y GA9 puede deberse a la mayor potencia de la 

GA4 (derivada de GA9). La potencia relativa de las giberelinas GA1 y GA4 ha sido 

evaluada en distintos sistemas. Por ejemplo, en Arabidopsis GA4 se comporta como la 

principal GA bioactiva y muestra una actividad superior a GA1 (Eriksson, Böhlenius, 

Moritz, & Nilsson, 2006; J. He et al., 2020), mientras que en bioensayos de arroz se ha 

descrito actividad similar entre ambas (Hedden, 2020). 

 

Como se dijo anteriormente, GA9 es precursor de G4, una de las GAs más activas. El 

hecho de detectarla en todas las muestras indica la presencia inequívoca de esta ruta en 

mandarinas. En línea con este hallazgo, la presencia de GA34 en M1 confirma que GA4 

sí estuvo presente. Talon y colaboradores describen el rápido descenso en el nivel de G4 

inmediatamente después de la floración en Clementinas (Talon et al., 1992). Este hecho 

se confirma con el hallazgo de G34 en un 75% de las muestras analizadas en M1. Por otro 

lado, GA4 es más activa que GA1, lo que sugiere una rápida acción para desactivarse 

inmediatamente, actuando como disparador de cambios fisiológicos que la presencia de 

GA1 consolida y mantiene. GA34 vuelve a ser detectada en el M4 todas las muestras de 

T1, y los dos tratamientos con aplicación de GA3 (T2 y T3). Los tratamientos T4 y T5 

tienen una frecuencia de detección del 50% en ambos casos, lo que muestra una similitud 

entre el efecto logrado por las abejas y la aplicación de GA3. 

 

Nuestros resultados sugieren que estrategias que modulen la vía de GA1 (ya sea a través 

de la polinización controlada o del manejo hormonal) son más relevantes para controlar 

el cuajado y el desarrollo inicial del fruto en Afourer que aquellas centradas en la vía 

GA4/GA9 (Garmendia et al., 2019). Los patrones de GA1 y GA9 observados en este 

trabajo son coherentes con estudios clásicos y recientes que muestran que la polinización 

aumenta los niveles de giberelinas en ovarios de cítricos, reduce la abscisión del ovario y 

puede ser parcialmente mimetizada por la aplicación exógena de GA3 en flores no 

polinizadas (Ben-Cheikh et al., 1997; Gravina et al., 2016). Sin embargo, los niveles de 

GA1 detectados en todos los casos son mayores a los reportados en el momento de la 

antesis (Talon et al., 1992). 
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8.4 Conclusiones 

 

Junto con la información agronómica mostrada en el capítulo anterior, los resultados de 

este capítulo indican que tanto el uso de mallas con abejas como el uso de mallas con 

aplicaciones de ácido giberélico son estrategias viables para obtener una buena 

productividad de frutos con baja o nula cantidad de semillas. Las giberelinas son 

determinantes para el cuajado partenocárpico en cítricos. Si bien la mayor parte de la 

evidencia detallada en el género Citrus se ha centrado en giberelinas 13-hidroxiladas, 

particularmente las asociadas a la vía de GA1 y en menor medida a la GA3, la GA4 

constituye una giberelina bioactiva clave en numerosas especies frutales y resulta 

probable su contribución en mandarina por la conservación de rutas biosintéticas y de 

integración con la señalización hormonal (Ramakrishnan et al., 2025; Talon et al., 1992), 

lo que este estudio confirma, mas alla de las escasas detecciones de GA4, por la detección 

de los otros dos extremos de su biosíntesis (GA9 y GA34). Estos antecedentes son 

coherentes con los resultados obtenidos que identifican a la GA1 como la giberelina 

endógena más asociada al desarrollo del ovario, la más abundante y consistentemente 

detectada, con máximos en la antesis y en el cuajado temprano. Además, la comparación 

entre manejos mostró contrastes temporales entre tratamientos, con mayores niveles de 

GA1 en T1 y T2 que en T4 y T5 en M1, y con T3 por encima de varios tratamientos en 

M4, mientras que la GA9 se detectó de forma sostenida pero en niveles menores. Por lo 

tanto, es razonable proponer que parte del efecto agronómico de la aplicación exógena de 

GA3 estaría mediando la regulación de rutas metabólicas moduladas por los niveles de 

GA1 en el tejido ovárico (Gambetta et al., 2024). Estos resultados reafirman que en el 

ovario de Afourer predomina funcionalmente la vía 13-hidroxilada (GA20 à GA1), 

mientras que la rama GA9 à GA4 tendría un rol complementario y de rápida 

metabolización. 

 

La regulación de la presencia de semillas y el establecimiento de frutos partenocárpicos 

no puede atribuirse exclusivamente a las giberelinas. Si bien las GAs cumplen un rol 

central como promotoras del crecimiento del ovario y del cuajado, este proceso responde 

a una red hormonal en la que también participan activamente auxinas y citoquininas como 

iniciadoras del desarrollo del fruto. A su vez, otras fitohormonas modulan el resultado 
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final. El ácido abscísico suele asociarse a una menor probabilidad de cuajado cuando se 

mantiene elevado, mientras que picos de etileno se vinculan con abscisión y aborto del 

fruto, lo que sugiere una acción antagonista en etapas tempranas del desarrollo. Por lo 

tanto, la presencia o ausencia de semillas debe entenderse como el producto de 

interacciones y balances hormonales, más que como una consecuencia directa de la 

señalización por giberelinas en forma aislada (Guan et al., 2024; H. He & Yamamuro, 

2022; Maupilé, Chaib, Boualem, & Bendahmane, 2024; Sharif, Su, Chen, & Qi, 2022). 

 

La combinación de citricultura y apicultura surge como una estrategia con múltiples 

beneficios. Desde el punto de vista productivo, la polinización por insectos explica en 

promedio alrededor del 60 % del rendimiento por hectárea en cítricos, con probabilidades 

de cuajado significativamente mayores en flores polinizadas respecto a flores no 

polinizadas (Monasterolo et al., 2024). Ensayos específicos en naranjas dulces y otros 

cítricos muestran que la polinización por abejas e insectos incrementa tanto la producción 

(número de frutos y rendimiento) como parámetros de calidad (peso, diámetro, sólidos 

solubles, jugosidad) (Khalifa et al., 2021). Además, los montes de cítricos constituyen 

una fuente de néctar y polen de alta calidad para las abejas, favoreciendo la producción 

de miel cítrica con perfiles sensoriales característicos muy valorados comercialmente 

(Newstrom-Lloyd, Cowper, & McPherson, 2020). Sin embargo, estudios recientes 

señalan que una densidad excesiva de abejas melíferas puede afectar negativamente 

algunos atributos de calidad del fruto y desplazar a polinizadores nativos (Monasterolo et 

al., 2022). Esto resalta la importancia de manejar de manera integrada la carga de 

colmenas y la diversidad de polinizadores en los sistemas citrícolas. 

 

En la transición del enfoque no dirigido al dirigido, este capítulo aporta además un 

protocolo miniaturizado de extracción y purificación tipo QuEChERS/d-SPE seguido de 

un análisis por LC-MS/MS. Este método permitió cuantificar giberelinas a nivel de traza en 

ovarios de mandarina. Además, mostró un desempeño analítico robusto, buena 

recuperación para la mayoría de las giberelinas (81 – 105 %), baja variabilidad (RSD entre 

4 – 12 %), bajo efecto matriz y límites de cuantificación de 0,5 µg/L para todos los 

analitos. Esto permitió una cuantificación con alta sensibilidad para los diferentes 

tratamientos y fechas (Figura 8.10).  El cambio de una etapa de SPE por una limpieza tipo 

QuEChERS con MgSO₄, C18 y carbón grafitizado, demuestra que es posible obtener 
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datos robustos en matrices de baja disponibilidad como los ovarios de cítricos sin 

procedimientos de pretratamiento excesivamente complejos, donde el riesgo de pérdida 

de analitos es muy alto. Este enfoque es especialmente útil para estudios donde el tamaño 

de muestra es limitante y es aplicable a futuros análisis de fitohormonas acoplados a 

estudios metabolómicos en cítricos con grandes cantidades de muestras y los costos de 

preparación por muestra suelen ser elevados. 

 

El estudio de la dinámica de las giberelinas en el ovario empleando diferentes técnicas de 

polinización también permite diseñar estrategias de manejo más integrales y sostenibles, 

articulando la producción de mandarinas de calidad con la apicultura como actividad 

complementaria y sinérgica. 

 

Figura 8.10 Principales resultados del capítulo 8, creado con NotebookLM. 
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9 Síntesis de la Parte II 

La mandarina Afourer es un cultivar de alto valor comercial por su calidad organoléptica 

y su potencial para producir frutos con baja semillazón, una condición muy demandada 

en mercados de exportación. Sin embargo, su comportamiento reproductivo es altamente 

sensible al régimen de polinización y a las prácticas agronómicas que lo modifican. En 

los capítulos 7 y 8 se abordó esta problemática desde dos puntos de vista: el resultado 

agronómico final (rendimiento y presencia de semillas) junto con el metaboloma global 

del ovario en desarrollo bajo distintas técnicas de cultivo se investigaron mediante una 

estrategia no dirigida basada en 1H RMN, y la dinámica de giberelinas endógenas en el 

ovario bajo las mismas condiciones de cultivo se estudiaron empleando un enfoque 

metabolómico dirigido utilizando LC-MS/MS. 

 

Este capítulo integra ambos análisis para discutir, por un lado, cómo las técnicas de 

cultivo modifican el perfil metabólico y hormonal temprano del ovario y cómo esas 

alteraciones se traducen posteriormente en diferencias de productividad y calidad final 

del fruto, y por otro, cuál es la relevancia de estos hallazgos para orientar el diseño de 

estrategias de manejo más eficientes y sostenibles dentro de la industria citrícola. 

 

9.1 Relación entre técnicas de cultivo, productividad y semillazón 

 

Los cinco tratamientos evaluados (T1: Malla+abejas; T2: Malla+GA3; T3: 

Malla+GA3×2; T4: Malla; T5: Sin malla/polinización abierta) generaron diferencias 

claras en la semillazón, pero no en el rendimiento global. En la tabla 7.1 del Capítulo 7, 

el número total de frutos y el peso total cosechado no difirieron significativamente entre 

tratamientos, aunque el T4 mostró el menor valor numérico.  

 

La semillazón sí estuvo fuertemente modulada por los tratamientos. La polinización 

abierta sin malla (T5) produjo el mayor porcentaje de frutos con semilla (64%), 

confirmando que la polinización cruzada es el principal determinante de semillazón en 

Afourer. La utilización de malla sola (T4) redujo el número de frutos con semillas (31%), 

aunque con la desventaja esperada de depender casi exclusivamente de la partenocarpia 
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natural para el cuajado. Por otro lado, la combinación de malla con aplicaciones de GA3 

(tratamientos 2 y 3) permitió mantener un rendimiento comparable al de la polinización 

abierta (T5), pero con una semillazón baja (31%) y un menor número de semillas por 

fruto, lo que indica que la señal hormonal exógena puede compensar el déficit de 

polinización cruzada. Finalmente, el tratamiento malla + abejas (T1) mejoró el cuajado 

dentro de la barrera física, aunque dio lugar a una semillazón relativamente mayor que 

los T2 y T3. 

 

Estos datos permiten diseñar escenarios útiles para el sector productivo. Por un lado, el 

aislamiento mediante malla combinado con aplicaciones de GA3 surge como una vía 

efectiva para alcanzar alta productividad con baja semillazón, y por otro, el aislamiento 

complementado con polinizadores manejados se presenta como una alternativa 

intermedia que permite sostener el rendimiento evitando alcanzar los niveles máximos de 

semillazón observados en la polinización abierta. Este patrón resulta coherente con 

estudios previos en Afourer y otras mandarinas apirenas, en los que el uso de barreras 

físicas y GA3 ha demostrado reducir el número de semillas sin necesariamente 

comprometer el rendimiento final (Gambetta et al., 2013; Garmendia, Beltrán, Zornoza, 

Breijo, et al., 2019; Otero & Rivas, 2017). 

 

9.2 Metaboloma del ovario: cambios fenológicos y su significado funcional 

 

El análisis no dirigido empleando 1H RMN mostró que la principal fuente de variación 

metabólica fue el estado fenológico, con el PCA separando claramente los cuatro 

muestreos. Esta señal temporal indica que el ovario transita por cambios metabólicos 

diferenciados, en los que se integran defensa, regulación osmótica y provisión de 

carbono/energía para el desarrollo del fruto. 

 

Los puntajes VIP del PLS-DA permitieron identificar metabolitos característicos para cada 

etapa fenológica evaluada. En M1 (antesis/polinización) se observó un enriquecimiento 

de señales aromáticas asignadas a flavonoides (tipo hesperidina/quercetina), lo que 

sugiere una activación temprana de la vía de los fenilpropanoides durante la transición de 

ovario a fruto. En cítricos, estos compuestos se asocian con funciones antioxidantes y de 

defensa, y su inducción temprana ha sido vinculada a respuestas frente a estrés biótico y 
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abiótico, así como a la protección de tejidos reproductivos en desarrollo (Ballester, 

Lafuente, de Vos, Bovy, & González-Candelas, 2013). En M2 (caída de pétalos/posantesis 

temprana) los flavonoides se mantienen, pero se detecta además la aparición de señales 

de colina y aminas N-metiladas (por ejemplo, sinefrina), lo que indica un desplazamiento 

hacia funciones de osmoregulación y defensa química en un momento crítico para el 

destino del ovario, donde se define el cuajado del fruto o la absición (Annunziata, 

Ciarmiello, Woodrow, dell’Aversana, & Carillo, 2019; Vriezen, Feron, Maretto, Keijman, 

& Mariani, 2007). Finalmente, en el cuajado temprano (M4) aparecen señales 

compatibles con ácidos orgánicos (principalmente cítrico), azúcares solubles (glucosa) y 

glicina betaína, junto con la persistencia de flavonoides. Estos compuestos han sido 

señalados como clave para sostener la expansión celular y la tolerancia al estrés en 

órganos jóvenes, incrementando la probabilidad de continuidad del fruto (Basit et al., 

2025; Khan et al., 2020; Weifeng et al., 2022). 

 

El ovario de Afourer sigue una secuencia metabólica lógica a lo largo de su desarrollo 

temprano. Sufre una transición desde una fase inicial dominada por mecanismos de 

defensa fenólica, pasa luego por una etapa de ajuste osmótico y defensa nitrogenada, y 

finalmente llega a una fase caracterizada por la provisión energética y la osmoprotección 

necesarias para sostener el crecimiento del fruto en formación. 

 

9.3 Dinámica de giberelinas endógenas y su acoplamiento con el metaboloma 

 

El Capítulo 8 mostró que la GA1 fue la giberelina mayoritaria en ovarios de mandarina 

Afourer, presente en todas las combinaciones tratamiento × fecha, con máximos en M1 y 

M4 y un mínimo pronunciado en M2. Este patrón coincide con el rol fisiológico conocido 

de las giberelinas en cítricos, donde se da un aumento alrededor de la antesis/polinización 

que favorece la reactivación mitótica del ovario, luego una caída tras la antesis que 

selecciona los ovarios que caen (absición), y un nuevo aumento en frutos cuajados para 

sostener el crecimiento del fruto (Ben-Cheikh, Perez-Botella, Tadeo, Talon, & Primo-

Millo, 1997). 

 

La GA9 (precursora de GA4) mostró menor variabilidad general pero a niveles más bajos 

que GA1. Este comportamiento indica que la ruta 13-hidroxilada (GA20àGA1) es la vía 
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funcional principal en el ovario de Afourer, mientras que la ruta no 13-hidroxilada 

(GA9àGA4àGA34) cumple un papel complementario. Estos hallazgos coinciden con 

revisiones recientes sobre metabolismo de giberelinas en plantas con flor, las cuales 

destacan las diferencias entre rutas hidroxiladas y no hidroxiladas y el papel central de 

GA1/GA4 en el desarrollo reproductivo (Hedden, 2020). 

 

Las GAs minoritarias (GA20, GA34, GA4) fueron detectadas por encima del LOQ del 

método con frecuencia variable y con diferencias entre ellas: GA34 se acumuló 

tempranamente en el M1, teniendo un 100% de detecciones positivas en T1 y T2 y un 

60% en T3, T4 y T5. Durante M1 y M2, y como se explicó en el capítulo anterior, T2, T3 

y T4 se encuentran en la misma situación a campo, esto es, desarrollándose bajo malla. 

La GA20 fue más frecuente en el T5 al inicio del muestreo, lo que podría indicar una 

regulación o ajuste más fino del balance de giberelinas activas/inactivas según el tipo de 

polinización en cada tratamiento.  Las detecciones de GA20 en M2 y M3 luego de las 

aplicaciones de giberelinas son pocas, lo que parece indicar una regulación negativa de 

la síntesis de este metabolíto presursor de GA3 y GA1. En M4 solo se detecta en un 20% 

de las muestras correspondientes al T4, lo que indica que la fase biosintética de las GA 

esta en declive ante la ausencia del precursor. Es de recordar que 48 horas antes a T3 se 

le aplicó GA3. Los efectos sobre el rendimiento productivo de esta aplicación se traducen 

en un peso total de fruta intermedio respecto al control con mallado (T4). Si bien las 

diferencias no son significativas, también son menores que el T5, pero con un peso/fruta 

mayor. El tratamiento malla + abejas (T1) resultó en fruta más grande, de mayor peso, 

pero menor numero de kilos de fruta que T5.  

 

La dinámica de GA1 se acopla a un programa metabólico secuencial evidenciado por la 

metabolómica no dirigida de ¹H RMN. En M1, coincidiendo con el primer pico de GA1, 

el ovario se caracteriza por una fuerte acumulación de flavonoides (señales aromáticas 

asignadas a hesperidina y quercetina) y otros fenilpropanoides, indicativos de una fase de 

defensa y señalización antioxidante durante la polinización y la reactivación de la división 

celular. En M2, momento en que GA1 cae a su mínimo, se mantienen los compuestos 

fenólicos que son productos de la activación metabólica y debido al aumento de GAs en 

M1, y además se incrementan metabolitos osmoprotectores como glicina betaína 

(confirmada por la fortificación y HSQC/HMBC) y compuestos N-metilados (colina, aminas 
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fenólicas tipo sinefrina). Esto configura una fase centrada en la osmorregulación y la 

supervivencia del ovario. En M3 y M4, a medida que GA1 se recupera y alcanza su 

segundo pico, el metaboloma ovárico evoluciona hacia un metabolismo primario de 

crecimiento. En estas etapas aumentan las señales de ácidos orgánicos del ciclo de Krebs 

(citrato) y azúcares solubles, que refleja la expansión celular y acumulación de reservas 

una vez formado el fruto, aunque también persisten los flavonoides y metabolitos 

osmoprotectores. 

 

Esta coincidencia temporal entre GA1 y la composición del metaboloma coincide con 

observaciones de otros trabajos que muestran aumentos transitorios de GA1 alrededor de 

la antesis como disparadores de la división celular en la pared del ovario y del cuajado, 

tanto en cítricos partenocárpicos como en variedades con semilla (Mesejo et al., 2016). 

 

En el T1 (malla + abejas), la polinización dirigida aumenta GA1 en M1 y se asocia a una 

mayor proporción relativa de citrato en las etapas tempranas, indicando una captación 

eficiente de productos de la fotosíntesis y un metabolismo energético robusto desde el 

inicio. Los tratamientos T2 y T3 (malla + GA3 con una y dos aplicaciones 

respectivamente) muestran un refuerzo hormonal similar, pero mediado por la aplicación 

exógena de GA3. Esta incrementa los niveles de GA1 y GA9 sobre todo hacia finales del 

muestreo, donde superan al T1 para favorecer la transición hacia un metaboloma típico 

de crecimiento con consumo más rápido de citrato y una homogeneización de los perfiles 

entre tratamientos. En el T4 (malla sola), la ausencia de abejas y de GA3 produce una 

señal de GA1 menor en al inicio del muestreo, que luego se traduce en menor 

productividad pues no se logra un aumento significativo de GA9 hacia final del muestreo. 

En el T5 (polinización abierta) se observa un aumento de la fecundación, con un aumento 

en la señal hormonal orientada al cuajado y menor absición. El metaboloma de este 

tratamiento refleja un mayor flujo de carbono (azúcares altos en M1) y compuestos 

fenólicos abundantes al inicio que se asocia al éxito reproductivo y en general a una 

mayor semillazón en la cosecha (Ylstra et al., 1992). 

 

Estos resultados experimentales refuerzan el papel de la polinización y de las aplicaciones 

de GA3 como moduladores de las giberelinas endógenas en el ovario. Estudios clásicos 

en cítricos demostraron que la polinización aumenta los niveles de GAs en ovarios de 
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variedades con semilla y reduce la abscisión, mientras que GA3 exógena puede mimetizar 

este efecto en flores no polinizadas (Ben-Cheikh et al., 1997). Revisiones bibliográficas 

en cítricos confirman que GA3 aplicada en floración incrementa el cuajado, aunque sus 

efectos sobre rendimiento y calidad dependen fuertemente del contexto de manejo 

(Garmendia, Beltrán, Zornoza, García-Breijo, et al., 2019). Otros trabajos sobre “plant 

hormonomics” han mostrado que la integración de perfiles hormonales cuantitativos con 

metabolómica permite seguir con precisión cómo cambian giberelinas y otros reguladores 

en tejidos reproductivos a lo largo del desarrollo (Šimura et al., 2018). 

 

La acumulación de glicina betaína en etapas críticas y su asociación con tratamientos que 

refuerzan la señal giberelínica conecta nuestros resultados con estudios en Vicia faba bajo 

estrés hídrico, donde GA3 exógena o miel de abeja diluida aumentaron GA3 endógena, 

mejoraron la eficiencia fotosintética y elevaron los niveles de osmoprotectores y 

antioxidantes (incluida la glicina betaína) (Rady et al., 2021; Talon et al., 1998). 

 

Estos trabajos y los resultados de esta tesis sugieren un modelo en el que la dinámica de 

GA1 no sólo impulsa la transición ovario-fruto aumentando la fuerza de unión al 

pedúnculo floral (evitando la absición), lo que demanda carbono y energía (Ben-Cheikh 

et al., 1997), sino que se sincroniza con la activación de procesos metabólicos específicos 

(fenilpropanoides, osmoprotección, metabolismo energético) modulados por las prácticas 

de cultivo. 

 

9.4 Del manejo agronómico a la calidad final 

 

A partir de la integración de ambos capítulos, se plantea un esquema causal que conecta 

decisiones de manejo y sus resultados productivos con atributos de calidad y valor 

comercial. En primer lugar, la instalación de malla actúa reduciendo la polinización 

cruzada: al limitar el ingreso de polen externo, disminuye la probabilidad de fecundación 

y por ende la formación de semillas. Debe observarse que la característica comercial de 

Afurer es de tener 7 semillas por fruto y 20% de frutos sin semillas (Garcés, n.d.). Este 

mismo control del flujo de polen puede implicar una limitación en la producción, ya que 

la menor señal asociada a la polinización puede comprometer el cuajado si no se refuerza 

la señal hormonal inicial que activa la transición del ovario al fruto. Ese refuerzo puede 
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lograrse por dos vías funcionalmente equivalentes. Por un lado, mediante la aplicación 

exógena de GA3, y por otro, mediante el manejo de polinizadores dentro de la malla para 

no exponer el cultivo a polen externo. Ambos tratamientos aumentan los niveles 

hormonales que favorecen el inicio del desarrollo del fruto reduciendo el semillado (Ben-

Cheikh et al., 1997). Una vez activada la transición ovario–fruto, el tejido expresa un 

programa metabólico secuencial de defensa fenólica (flavonoides), luego de 

osmoregulación (colina/aminas), y finalmente provisión de energía y osmoprotección 

(azúcares/ácido cítrico/glicina betaína), que aumenta la probabilidad de cuajado con bajo 

desarrollo de semillas dando como resultado fruta con mayor uniformidad y mayor valor 

comercial. 

 

9.5 Importancia para la industria citrícola, limitaciones y perspectivas 

 

Los resultados obtenidos presentan implicancias directas para la industria citrícola en tres 

planos complementarios: productividad, calidad y sostenibilidad. En términos de 

productividad rentable con control de semillas, las estrategias “malla + GA3” y “malla + 

abejas” ofrecen un mecanismo eficaz para evitar la semillazón masiva asociada a la 

polinización abierta sin penalizar el rendimiento, un punto crítico para sostener la 

competitividad exportadora de Afourer. En paralelo, los hallazgos habilitan el diseño de 

manejos más finos y predictivos: la evidencia de que GA1 constituye la vía dominante y 

que presenta máximos en etapas específicas (M1/M4) sugiere un indicador fisiológico 

útil para ajustar la dosis y momentos de aplicación de GA3 o la gestión de las colmenas, 

en línea con los antecedentes (Otero & Rivas, 2017). Desde una perspectiva de 

sustentabilidad y servicios ecosistémicos, la polinización animal puede explicar una 

fracción sustantiva del rendimiento potencial en cítricos, pero exige el desarrollo de 

estrategias de balance para evitar comprometer atributos de calidad comercial (Chao, 

2005). El uso de mallas con polinizadores controlados permitiría sostener el servicio de 

polinización minimizando el costo asociado a la polinización cruzada externa, y abre 

oportunidades para esquemas integrados de citricultura–apicultura con gran valor 

agregado (por ejemplo, miel cítrica). 

 

Estos resultados respaldan un cambio de enfoque operativo: pasar de manejar únicamente 

la “fruta final” a manejar “señales tempranas”, tanto de metabolitos como de giberelinas, 
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que funcionarán como predictores de la calidad comercial. Sin embargo, existen 

limitaciones que orientan las perspectivas de trabajo futuras. En primer lugar, la 

variabilidad natural campo-a-campo y año-a-año en giberelinas minoritarias sugiere la 

necesidad de incorporar más ciclos productivos y variables meteorológicas para 

robustecer modelos predictivos y mejorar la posibilidad de transferirlos entre ambientes. 

En segundo lugar, una ampliación del enfoque hacia una “hormonomics” más integral, 

incluyendo auxinas y citoquininas, permitiría modelar de forma más realista la red 

hormonal que acompaña los cambios detectados por RMN, fortaleciendo la interpretación 

de los mecanismos hormonales y el ajuste de los manejos agronómicos (Ahmad et al., 

2024; Otero & Rivas, 2017). 

 

9.6 Conclusiones 

 

Del resumen de las secciones 7 y 8 presentado en este capítulo se desprende que las 

técnicas de cultivo evaluadas modifican de manera marcada la semillazón sin afectar el 

rendimiento total, lo que confirma la viabilidad de producir Afourer con alta calidad 

comercial (particularmente con baja presencia de semillas) sin sacrificar la productividad. 

El uso de mallas junto con aplicaciones foliares de GA3 o con polinizadores manejados 

dentro del sistema surge como una estrategia para desacoplar el control de semilla del 

desempeño productivo, alineándose con los requerimientos del mercado. 

 

A nivel fisiológico, los resultados sugieren un modelo en el cual el ovario integra un 

programa metabólico temporal en tres fases que acompaña la transición a fruto: defensa 

fenólica, osmoregulación nitrogenada y provisión energética/osmoprotectora. En 

paralelo, GA1 se identifica como la señal hormonal endógena clave. De hecho, los 

manejos agronómicos efectivos son aquellos capaces de reforzar su pico temprano (M1) 

y sostener su recuperación en frutos que cuajan (M4), ofreciendo un criterio fisiológico 

para orientar decisiones de intervención. La integración de evidencia metabólica y 

hormonal provee una base para recomendaciones agronómicas más precisas y sostenibles, 

con relevancia directa para fortalecer la competitividad de la citricultura uruguaya y 

regional. 
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10 Conclusiones generales y perspectivas 

 

Este capítulo final integra y discute los principales hallazgos de la tesis en pos de lograr 

el objetivo general y de los objetivos específicos. Se discute sobre la combinación de 

enfoques dirigidos y no dirigidos, que tienen una aplicación amplia en sistemas 

productivos agrícolas, destacándose consideraciones metodológicas que permiten llegar 

a una visión globalizadora de fenómenos fisiológicos que impactan en los rendimientos 

del cultivo. Se hace hincapié en la difusa frontera entre la ciencia básica y aplicada, 

poniendo la generación de conocimiento como piedra angular para desarrollos 

sustentables. Se incluyen consideraciones prácticas para su implementación, incluyendo 

costos y recomendaciones operativas, y se proponen perspectivas futuras y oportunidades 

de investigación y transferencia orientadas a fortalecer la toma de decisiones en el sector 

citrícola y a abordar problemáticas que condicionan la producción y la calidad del fruto. 

 

10.1 Alcance y aporte global de la tesis 

 

Esta tesis se propuso aplicar el análisis metabolómico de manera transversal al sistema 

productivo de diferentes variedades de mandarinas, abordando problemáticas relevantes 

para la citricultura: calidad sensorial y valor comercial del fruto, sanidad y estabilidad 

productiva (alternancia), así como el estudio de un problema de impacto comercial como 

es la semillazón inducida por polinización cruzada en la variedad de mandarinas premium 

Afourer. 

 

Se generaron dos aportes principales sustentados en estudios del metabolismo 

que explican fenómenos de interés productivo que amplían el conocimiento básico sobre 

la materia, así como desarrollos metodológicos que fortalecen la aplicabilidad de los 

resultados: 

 

1. Generación de conocimiento fisiológico, químico y metodológico vinculado a 

decisiones productivas concretas, incluyendo manejos de cultivo, selección 

varietal e interpretación de marcadores tempranos de calidad. Este aporte se apoya 



 

 

 263 
 
 
 

en el desarrollo de metodologías objetivas para evaluar y comparar estados 

metabólicos y respaldar decisiones con criterios reproducibles y cuantificables. 

 

2. Demostración de la complementariedad entre enfoques no dirigidos y 

dirigidos como una estrategia integrada para ir desde el descubrimiento de señales 

relevantes, hacia su explicación mecanística y finalmente su validación, en línea 

con recomendaciones ampliamente aceptadas en metabolómica moderna (Bingol, 

2018). En este marco, la tesis aporta además: 

 

• La conexión entre el enfoque no dirigido y el dirigido, mostrando cómo 

los hallazgos exploratorios se traducen en hipótesis y métricas 

verificables. 

 

• La evolución de las metodologías de análisis no dirigido entre la primera 

y la segunda parte de la tesis, evidenciando los conocimientos y 

capacidades adquiridos durante el doctorado (mejoras en criterios de 

procesamiento, modelado, validación e interpretación). 

 

• La equivalencia y transferibilidad de modelos entre distintos sistemas 

instrumentales, orientada a favorecer su implementación en equipos de 

menor costo sin perder desempeño analítico, ampliando así el alcance 

potencial de aplicación y adopción en contextos productivos. 

 

Se han abarcado problemas representativos y conectados del sistema productivo de las 

mandarinas: calidad del fruto, sanidad, estabilidad productiva y semillazón en un cultivar 

de gran importancia en Uruguay demostrando la viabilidad y especificidad de las 

herramientas metabolómicas para afrontar problemas de base interdisciplinaria de claro 

impacto en el sector productivo.  

 

Este trabajo aporta evidencia consistente de que la variabilidad química relevante para el 

sistema productivo puede capturarse en matrices complementarias (pulpa, cáscara, hoja 

y ovario) y traducirse en conclusiones útiles para desarrolladores de variedades y manejos 

productivos.  
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En pulpa, se ha logrado vincular la composición química y la calidad/aceptación por el 

consumidor al mostrar que las diferencias metabólicas explican el balance asociado a la 

percepción sensorial y permiten construir criterios de clasificación y predicción con 

potencial aplicabilidad en selección varietal temprana.  

 

En cáscara, se han identificado señales químicas asociadas a  respuestas diferenciales de 

la fruta frente a cancro cítrico en diversas etapas de su desarrollo y al evidenciar que la 

discriminación varietal se sostiene, en particular, en diferencias cualitativas de 

compuestos superficiales, compatibles con el rol de la cáscara como interfaz funcional de 

defensa.  

 

En hojas, se demuestran etapas metabólicas que explican la alternancia al describir 

perfiles de polifenoles y limonoides diferenciales entre estados productivo y no 

productivo donde ha sido posible proponer metabolitos candidatos a indicadores del 

estado productivo, reforzados por el análisis dirigido de compuestos secundarios.  

 

En mandarina Afourer, se logra estudiar la evolución de la transición flor-polinizacion- 

cuajado del fruto bajo diversos manejos productivos buscando la generación de frutos 

partenocárpicos, de bajo contenido en semillas. Se han podido correlacionar estadíos 

fisiológicos y niveles hormonales con marcadores químicos específicos. Se logra dar un 

marco racional a las obsevaciones agronómicas y productivas observadas. La regulación 

temprana del cuajado a través del diversos manejos a campo,  permite  mostrar que, al  

modular  la polinización la presencia de semillas se ve drásticamente alterada. mientras 

que intervenciones con GA3 o abejas pueden favorecer escenarios de baja semillazón sin 

afectar la productividad.  

 

10.2 Aprendizajes sobre el encare metabolómico 

 

La metabolómica aplicada al agro requiere un equilibrio entre amplitud y trazabilidad. 

Los enfoques no dirigidos aportan una visión amplia al encontrar cambios fisiológicos 

sistemáticos, detectar señales clasificatorias y permitir la construcción de huellas y, a 

partir de ellos, modelos de clasificación o predicción, mientras que los enfoques dirigidos 
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cuantifican metabolitos clave y facilitan la traducción de los hallazgos a indicadores para 

la toma de decisiones. 

 

Esta complementariedad entre enfoques dirigido y no dirigido debe sustentarse con 

criterios estrictos de calidad y validación. Es fundamental reportar y documentar de 

manera completa la preparación de muestras, el control de calidad, la identificación, el 

preprocesamiento y los criterios de aceptación, además, cuando se trabaja en 

metabolómica no dirigida y se busca comparabilidad entre corridas, campañas o 

laboratorios, se recomienda incorporar muestras de control (tipo pooled QC), estándares 

internos y verificación de aptitud del sistema para monitorear desempeño y corregir 

deriva instrumental (Broadhurst et al., 2018). Dado que la interpretación multivariada es 

particularmente sensible al sobreajuste, es indispensable aplicar estrategias robustas de 

validación quimiométrica, como validación cruzada y pruebas de permutación a  modelos 

supervisados como PLS-DA (Westerhuis et al., 2008). 

 

10.3 Aspectos prácticos importantes 

 

En la práctica, los costos recurrentes de un encare metabolómico suelen concentrarse en 

dos rubros. Por un lado, en estudios dirigidos, los solventes deuterados que se requieren 

para asegurar condiciones adecuadas de adquisición y estabilidad de la señal en RMN, su 

uso, además, obliga a estandarizar cuidadosamente parámetros y condiciones para 

mantener comparabilidad entre corridas, como señalan guías específicas para 

metabolómica mediante RMN (Haslauer, Hemmler, Schmitt-Kopplin, & Heinzmann, 

2019). Por otro lado, en la transición hacia cuantificaciones dirigidas, el principal 

limitante económico suele ser la compra de estándares, especialmente cuando se 

incorporan estándares isotópicamente marcados para controlar variabilidad y fortalecer 

el aseguramiento de calidad, aspecto discutido en guías de QA/QC para ensayos 

metabolómicos. 

 

A partir de lo aprendido en esta tesis y de recomendaciones ampliamente aceptadas en el 

área, resulta conveniente pensar el trabajo futuro enfocado en eficiencia y 

reproducibilidad. Cuando el objetivo implique el uso de RMN, es importante minimizar la 

manipulación y evitar pasos innecesarios de intercambio de solvente, preparando los 
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extractos directamente en solvente o buffer deuterado (tal como se implementó en la Parte 

II), esto reduce variabilidad por manipulación, tiempos de preparación y pérdidas 

diferenciales, aunque exige muchas veces el uso de volúmenes mayores de solvente 

deuterado (Beckonert et al., 2007). En caso de extractos acuosos, el uso de un buffer 

apropiado es recomendable para simplificar el procesamiento de espectros de RMN en la 

etapa de alineado ya que aquellos metabolitos en los que cambios de pH modifican su 

desplazamiento químico uniformizan y afinan las señales. En paralelo, conviene 

optimizar los pasos de homogeneización de la muestra para lograr una miniaturización 

representativa de la misma, volúmenes y formatos de adquisición (cuando el 

equipamiento lo permita) para disminuir el costo por muestra. Para estudios dirigidos, 

una estrategia realista es avanzar primero en etapas exploratorias, trabajar con un set 

mínimo de estándares de referencia y luego reservar la incorporación de estándares 

isotópicos y curvas completas para la fase de validación, cuando ya se cuenta con avances 

en la definición de los métodos de extracción. Finalmente, dado que en matrices vegetales 

la variabilidad biológica es alta, la reproducibilidad depende fuertemente del diseño 

experimental y del registro de metadatos (etapa fenológica, tipo/edad del tejido, hora de 

muestreo, condiciones ambientales, estado hídrico y nutricional), junto con un plan de 

QA/QC definido desde el inicio que incluya blancos, QCs, randomización, monitoreo de 

deriva y criterios de aceptación antes de interpretar datos biologicos (Salem et al., 2020). 

 

10.4 Perspectivas a futuro 

 

Por ser el metabolismo la expresión final de la cascada genómica-proteómica, donde es 

posible observar las características diferenciales entre variedades de una misma especie, 

la metodología desarrollada en el presente estudio sirve como modelo para enfrentar 

escenarios y problemáticas productivas, no solo de mandarinas sino de otros cultivos de 

interés. Los aspectos metodológicos permiten estudiar de una manera holística e 

interdisciplinaria los fenómenos productivos variados, donde el sesgo muchas veces no 

permite ver la totalidad y complejidad del fenómeno. Este nuevo enfoque se basa en la 

definición clara del problema a estudiar, la identificación de cómo las variables 

ambientales obligan a una expresión metabólica diferencial entre individuos y la 

determinación de la misma. La identificación de esa expresión metabólica se traduce en 

la caracterización de compuestos y perfiles que se pueden asociar a diferentes condiciones 
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de calidad, de resistencia a estrés biótico y abiótico que ayudan a la selección de nuevos 

cultivares y a la adopción de estrategias productivas basadas en hechos objetivos. Por lo 

tanto, el campo de aplicación de la metabolómica a la producción agrícola dirigida o no, 

es inmenso. 

 

Como se vio en los resultados de pulpa, la aceptabilidad es multifactorial e involucra 

aroma, textura y balance del sabor. Estos aspectos abren oportunidades de profundizar la 

investigación y continuar la selección varietal empleando RMN cuantitativo, que es una 

tendencia actual en el estudio de productos naturales, para determinar metabolitos que 

aportan turgencia y color, y el estudio de volátiles mediante GC-MS, correlacionando con 

datos de textura, color y sensoriales. Este trabajo sería una continuación natural con el 

grupo de evaluación sensorial de la facultad de química y el INIA Salto Grande. El estudio 

de compuestos con capacidad nutracéutica en pulpa es otra de las posibilidades de trabajo 

y desarrollos, el análisis dirigido a compuestos de importancia como los flavonoides y 

vitaminas pueden promover la selección varietal y aportar valor comercial a las 

variedades desarrolladas. Por otro lado, las transferencias del modelo de aceptabilidad 

entre diferentes sistemas instrumentales, laboratorios y campañas podrían ser ampliadas 

y reforzadas siguiendo buenas prácticas quimiométricas, estandarizando procedimientos 

y controles internos.  

 

Con relación a los estudios de cáscara, se debe profundizar en el estudio de las señales 

discriminantes en las regiones de pectinas, terpenos y otros componentes con posible 

actividad biológica. Para ello se podían usar experimentos bidimensionales y 

fortificaciones (Salvino, Colella, & De Luca, 2021), al igual que se hizo con la glicina 

betaína en capítulos posteriores, complementando con estudios específicos que empleen 

espectrometría de masas acoplados a cromatografía de alta resolución, como LC-MS/MS o 

GC-MS Y así encontrar posibles marcadores químicos de resistencia. Por otro lado, dado 

que las mandarinas presentan susceptibilidad variable al cancro, una línea de 

investigación interesante sería en conjunto con el grupo de fitopatología tanto de INIA 

como de Facultad de Agronomía, para hacer una correlación más adecuada con valores 

medibles de susceptibilidad y la composición química de la cáscara (Favaro et al., 2020). 

Este tipo de estudios podrían involucrar la evaluación microscópica (SEM, actualmente 
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disponible en Facultad de Química) de la estructura epicuticular de la cáscara y 

cuantificación de compuestos con estándares de referencia (análisis dirigido por GC-MS). 

 

Relacionado con la susceptibilidad al cancro, pero en el estudio de la hoja, surge la 

posibilidad de evaluar contenido de linalol en las diferentes variedades (Li et al., 2023; 

Shimada et al., 2014). En hoja se puede estudiar además factores de tolerancia a estrés 

hídrico y la evaluación del efecto de diferentes porta-injertos y ploidía de las plantas 

frente a situaciones de estrés biótico y abiótico. Continuando con el fenómeno de 

alternancia, la incorporación del estudio de diferentes hormonas (auxinas, citoquininas, 

giberelinas), aportaría a entender la mecanística de la señalización que ocurre por estos 

cultivos para regular la producción de frutos entre una cosecha y otra. Este conocimiento 

podría ayudar a proponer estrategias de manejo de la floración entre cosechas. 

 

En cuanto a la semillazón, la optimización de las condiciones que favorezcan la 

producción de frutas apirenas requiere una evaluación más detallada que considere 

diferentes combinaciones de colmenas y/o distancia a las fuentes de polen, dosis y 

momento de aplicación de GA3, y la proximidad de un cultivar donante para cuantificar 

su efecto conjunto sobre la semillazón y el rendimiento. Para entender la dinámica de la 

polinización, se podría estudiar el polen mediante marcadores moleculares. Como 

oportunidad de colaboración, el INIA Salto grande cuenta con infraestructura y 

experiencia en el tema, que complementada con estudios quimiométricos aportarían a la 

propuesta de condiciones óptimas de cultivo sin semillas. El conocimiento generado con 

el estudio dirigido de giberelinas podría ser mejorado ampliando el espectro de 

giberelinas estudiadas, e incluyendo otros tipos de hormonas vegetales que tienen acción 

conjunta y complementaria a las giberelinas.  

 

10.5 Conclusión  

 

Esta tesis demuestra que la metabolómica a partir de ciencia básica, puede operar 

como herramienta transversal para mejoradores y productores. Permite  comprender y 

gestionar problemas productivos complejos en mandarinas y estas herramientas pueden 

aplicarse transversalmente a diversos sistemas productivos. Se ha logrado aplicarla para 

distintas características de su producción trabajando en condiciones reales de campo, 
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vinculando: calidad, sanidad, estabilidad productiva y semillazón como manifestaciones 

integradas del funcionamiento del sistema árbol–ambiente–manejo, ayudando a la 

identificación de etapas claves del cultivo. La contribución más sólida es haber podido 

conectar  descubrimientos (huellas y patrones) relacionados a las transformaciones 

metabólicas, identificando marcadores que permiten diseñar modelos y comprender 

escenarios productivos, aptos para su transferencia.  En ese marco, es de resaltar  que la 

obtención de resultados confiables, se basa en tres condiciones: robustez metodológica, 

validación estadística y diseño orientado a decisión, pilares fundamentales en el encare 

metodológico metabolómico. 
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Apéndices 

Apéndice 1: The impact of sensory attributes of mandarins on consumer perception and 
preferences (Gámbaro et al., 2021) 
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Apéndice 2: 1H NMR metabolic profiles as selection tools of new mandarin cultivars 
based on fruit acceptability (Migues et al., 2021) 
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Apéndice 3: Predicting Mandarin Fruit Acceptability: From High-Field to Benchtop 

NMR Spectroscopy (Migues, Rivas, Moyna, Kelly, & Heinzen, 2022) 
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Apéndice 4: Variability levels of selected amino acids among mandarins produced in 
Uruguay (Rezende et al., 2021) 
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Apéndice 5: Flavonoids and Limonoids Profiles Variation in Leaves from Mandarin 

Cultivars and Its Relationship with Alternate Bearing (Rodríguez Ceraolo et al., 2022) 
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