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Resumen

Esta tesis se basa en el uso del analisis metabolémico como herramienta para la mejora genética
y la comprension de procesos fisiologicos en mandarinas, aspectos clave en este cultivo de alto
valor econémico. El objetivo central fue explorar, mediante enfoques no-dirigidos y dirigidos,
los perfiles quimicos de distintos o6rganos de la planta, inlcuyendo pulpa, cascara, 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 aplico espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton ('"H RMN) para
caracterizar metabolitos hidrosolubles (azucares y acidos organicos) y correlacionarlos con la
aceptabilidad sensorial de consumidores. Se desarrollaron modelos quimiométricos robustos
que mostraron una alta correlacion entre el cociente poder edulcorante/acido citrico y la
preferencia del consumidor, demostrando la viabilidad para predecir objetivamente la calidad
organoléptica mediante 'H RMN. La metodolgia se pudo transferir a equipos de 'H RMN de

mesada, haciéndolo una herramienta accesible para programas de mejoramiento.

La compleja matriz quimica de la cdscara se exploré en dos etapas. Primero, un estudio no-
dirigido mediante 'H RMN permitid discriminar variedades a partir de pectinas, azicares y
compuestos lipofilicos, y sugiri6é un rol de los acidos y alcoholes grasos en la resistencia al
cancro citrico. Posteriormente, un enfoque dirigido mediante GC-MS confirm¢ la importancia
de la composicion de las ceras epicuticulares. Las variedades resistentes presentaron un
predominio de alcanos protectores, mientras que las susceptibles mostraron mayor proporcion

de alcoholes grasos, asociados a mayor permeabilidad cuticular.

El andlisis de hojas se centr6 en la alternancia productiva, una practica que limita la rentabilidad
citricola. La caracterizacion no-dirigida mediante 'H RMN distingui6 los estados productivos y
no productivos, identificando acumulacion diferencial de carbohidratos, prolina y acidos
organicos segun la fase fenologica. El andlisis dirigido mediante LC-MS/MS confirmé diferencias

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

La segunda parte de la tesis se enfoco en la variedad Afourer. Mediante la integracion de datos
de rendimiento productivo y de analisis metaboldmicos de RMN se evalu6 el impacto de técnicas
de cultivo, como ser mallado, aplicacién de acido giberélico y polinizacion mediante abjeas,
sobre la produccion, la calidad del fruto y el desarrollo de ovarios. La betaina, una amina
cuaternaria con conocida funcién osmoprotectora en plantas, fue clave en las primeras etapas
de desarrollo. Se desarroll6 ademas un estudio dirigido de giberelinas en ovarios mediante LC-
MS/MS que mostrd que la GAI es una hormona clave para el desarrollo de este 6rgano, con

variaciones significativas a lo largo del proceso de maduracion del mismo.
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El trabajo demuestra el valor del andlisis metabolémico aplicado a citricos como herramienta
de diagndstico temprano, seleccion varietal y apoyo a la gestion agronémica. La combinacion
de enfoques no-dirigidos y dirigidos permiti6 identificar quimiomarcadores asociados a la
aceptabilidad del consumidor, la resistencia a enfermedades y la alternancia productiva,

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

Palabras clave: Metaboldmica; Mandarina; Quimiometria; Resonancia magnética nuclear;

Espectrometria 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 ("H 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 'H NMR. The
methodology was successfully transferred to benchtop 'H 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 'H
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 "H 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 Introduccion

1.1 Encare metabolomico de desafios productivos y de calidad en mandarinas

La citricultura es un sistema productivo intensivo cuyo desempeiio resulta de la
interaccion entre el genotipo, el ambiente y el manejo agrondmico. Forma parte de una
cadena de valor que incluye mercados de fruta fresca e industria de derivados. En
Uruguay, este sector es el mas importante dentro de la hortifruticultura y est4 fuertemente
orientado a la exportacion 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 citricos son
una de las cadenas frutales mas grandes, con una produccion anual de mas de 150
millones de toneladas. Las mandarinas representan alrededor del 25% de la produccion
mundial de citricos y su produccién ha aumentado notablemente desde la década de 1980.
Este crecimiento se debe, en gran medida, a atributos sensoriales y practicos que son muy
valorados por los consumidores, como la facilidad de pelado, el sabor y a su precio.

Ademas, 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 caracteristicas comerciales especificas,
como la baja cantidad de semillas, que en ciertos cultivares son clave para acceder a
nichos premium de exportacion. En la préctica, estos objetivos enfrentan desafios
metodoldgicos y operativos. Muchos rasgos de interés se manifiestan mas tarde, como
cuando el arbol comienza a producir o cuando el fruto alcanza la madurez comercial. La
evaluacion 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 evaluacion sensorial clasica
requiere paneles y campafias experimentales extensas. Ademads, los programas de
mejoramiento generan anualmente una gran cantidad de nuevos hibridos, lo que hace

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



a esta tesis, una evaluaciéon con consumidores en Montevideo mostrdé diferencias
significativas en la aceptacion entre variedades, vinculadas a atributos como dulzura,
frescura y aroma. Caracteristicas como la acidez excesiva o sabores extrafios estaban
relacionadas con una menor aceptacion. Este hallazgo permitio seleccionar materiales que

vinculan la preferencia sensorial con perfiles quimicos objetivos.

Un segundo desafio importante esté relacionado con la sanidad, especialmente en lo que
respecta a enfermedades que afectan el valor comercial del fruto. Entre las enfermedades
bacterianas mas relevantes, el cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri) provoca
lesiones corchosas en hojas, ramas y frutos. Esto resulta en defoliacion, caida prematura
y degradacion 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 seleccion 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, nutricion, riego y regulacion de carga.
Entender este fendmeno requiere integrar sefales de asignacion de carbono, balance
energético y metabolismo secundario. Diagnosticarlo de forma temprana es
especialmente valioso, ya que podria permitir anticipar escenarios productivos y ajustar

el manejo antes de que el fendmeno se manifieste completamente.

En los cultivares de alto valor comercial como Afourer, la presencia de semillas por
polinizacion cruzada es una restriccion critica. En variedades con capacidad
partenocarpica, la falta de polinizacion cruzada genera frutos sin semillas. En contraste,
la exposicion a polen compatible aumenta el nimero de semillas por fruto. Esto ha llevado
a practicas 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 practicas puede variar. Entender los mecanismos
fisioldgicos tempranos en el ovario es clave para proponer estrategias de manejo mas

reproducibles.



La metaboloémica, que busca captar la composicion quimica de un sistema biologico de
forma global o dirigida, es un enfoque adecuado para abordar estos desafios. Desde el
punto de vista metodologico, la estrategia no dirigida permite una exploracion amplia y
el descubrimiento de sefiales que diferencian, mientras que la estrategia dirigida prioriza
la precision, la reproducibilidad y la cuantificacion de metabolitos definidos. En la
practica, ambos enfoques se utilizan de manera complementaria, primero se identifica un
patron o candidato mediante metaboldmica no dirigida y luego se valida mediante analisis

dirigido.

Esta tesis se basa en este marco conceptual, utilizando plataformas espectroscopicas y
cromatograficas complementarias, principalmente 'H RMN, GC-MS y LC-MS/MS. También
se aplican herramientas quimiométricas multivariadas para obtener informacion util de
los datos obtenidos. El objetivo no es solo describir diferencias quimicas entre muestras,
sino también traducir esas diferencias en métricas, modelos o marcadores que puedan
informar decisiones concretas. Estas decisiones pueden incluir seleccion varietal,
prediccion de calidad, evaluacion de resistencia o susceptibilidad, diagnostico de estados

fisiologicos y optimizacion de practicas de manejo.

1.2 Objetivos

El objetivo general de la tesis es aplicar el analisis metabolémico al sistema productivo
de mandarinas para comprender la variabilidad quimica de 6rganos y etapas clave. Esto
busca generar informacion util para la seleccion varietal y el manejo agrondmico,
enfocandose 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 especificos que incluyen:
- caracterizar la variabilidad quimica del fruto entre variedades y su relacion con la
calidad y la aceptacion;
- explorar diferencias quimicas en la cdscara relacionadas con la respuesta a cancro
citrico;
- comparar perfiles quimicos en hojas entre variedades y estados productivos para

identificar indicadores del estado reproductivo;



- estudiar el efecto de practicas de manejo de polinizacién sobre Afourer y su
relacion con la cantidad de semillas y la produccion;

- describir la dindmica de giberelinas enddgenas implicadas y su modulacion por el
manejo; e

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

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

1.3 Organizacion de la tesis

La tesis se divide en dos partes que utilizan metabolomica no dirigida para identificar
marcadores del sistema en estudio, y luego se emplea un enfoque de metabolémica
dirigida para validar hipdtesis, cuantificar rutas y metabolitos clave, y aumentar la

transferibilidad de los resultados.

La Parte I aborda la variabilidad quimica de diferentes variedades de mandarina mediante
el estudio de pulpa, cascara y hojas. Se integran enfoques no dirigidos y dirigidos para
responder preguntas sobre calidad sensorial, sanidad (cancro citrico) y estabilidad
productiva (alternancia). En pulpa, se utilizd6 'H RMN para identificar biomarcadores
asociados a propiedades sensoriales y desarrollar modelos quimiométricos que relacionan
perfiles metabdlicos con aceptabilidad. Esto incluye la transferencia de la metodologia a
instrumentacion de mesada (60 MHz). En cascara, se estudié una matriz compleja y
funcional, enfocando el andlisis en la identidad varietal y en la resistencia o
susceptibilidad al cancro citrico. Esto se hizo combinando "H RMN (no dirigida) con GC-
MS (dirigida) para profundizar en la caracterizacion de ceras epicuticulares y su posible
rol defensivo. En hojas, se evaluaron perfiles quimicos asociados al estado reproductivo
del arbol, integrando una caracterizacion no dirigida con RMN y una validacion 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 diagndstico temprano

de la alternancia.

La Parte II se centra en un problema de alto impacto econdmico y operativo: la
produccion de fruta de Afourer con poca cantidad de semillas, sin perder productividad.

Se analizan, por un lado, los efectos de practicas de manejo (mallado, abejas y



aplicaciones de 4cido giberélico) sobre los resultados agronomicos y sobre el metaboloma
del ovario mediante metabolomica no dirigida por "H RMN. Por otro lado, se estudia la
dindmica de giberelinas endogenas en el mismo material vegetal mediante un enfoque
dirigido por LC-MS/MS. Esta integracion permite analizar como los cambios metabolicos
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 Capitulo 2 presenta el marco tedrico y el
estado del arte. Aqui se integran antecedentes del sistema productivo de mandarinas y
fundamentos metabolomicos, incluidos enfoques dirigidos y no dirigidos, plataformas
analiticas, tratamiento y validaciéon de datos, que son necesarios para interpretar los

capitulos posteriores.

A continuacion, la Parte I se desarrolla en los Capitulos 3 a 5: pulpa (calidad y
aceptabilidad; modelos quimiométricos con 'H RMN), céscara (perfil quimico y
resistencia/susceptibilidad al cancro citrico; '"H RMN y profundizacion dirigida de ceras)
y hojas (estado reproductivo/alternancia; integracion de enfoques no dirigidos y
dirigidos). El Capitulo 6 retine esta evidencia y discute sus implicancias cientificas y
practicas, consolidando el rol de la metabolomica como herramienta transversal para la

seleccion y el manejo.

La Parte II comprende los Capitulos 7 y 8, que se centran en Afourer. El primero evaliia
el impacto de diferentes manejos (mallado, abejas, GA3) y caracteriza el metaboloma del
ovario con un enfoque no dirigido. El segundo cuantifica giberelinas enddgenas mediante
un enfoque dirigido por LC-MS/MS para conectar patrones metabdlicos con la regulacion
hormonal temprana. El Capitulo 9 integra ambos enfoques y traduce los hallazgos a

escenarios Utiles para el sector productivo.

Finalmente, el Capitulo 10 presenta las conclusiones generales y perspectivas, evaluando
el cumplimiento de los objetivos y proponiendo lineas futuras de investigacion y

transferencia.



1.4 Aportes de la tesis

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

1. Aportes al entendimiento de fenémenos productivos. Se muestra que la variabilidad
quimica del sistema puede capturarse en diferentes matrices que a su vez son
complementarias (pulpa, céscara, hoja y ovario) y relacionarse con calidad, sanidad,

alternancia y cantidad de semillas.

2. Aportes metodologicos dirigidos a la aplicabilidad en el sector productivo. Se
demuestra la complementariedad entre enfoques no dirigidos y dirigidos como estrategia
para explicar caracteristicas fenotipicas. También se refuerza la transferibilidad de

modelos y determinaciones hacia plataformas analiticas mas accesibles.

Esta tesis propone y pone a prueba una estrategia integradora. Parte de la complejidad
quimica del sistema (variedades, 6rganos y etapas) para luego construir criterios
objetivos, reproducibles y transferibles, que puedan apoyar decisiones reales en

citricultura.



2 Marco Teorico

En este capitulo se presenta el marco tedrico y el estado del arte que sustentan la
investigacion, integrando antecedentes sobre el sistema productivo de mandarinas, los
desafios actuales del cultivo y las bases tedricas necesarias para interpretar los resultados
de los capitulos siguientes. Se hace énfasis en la evolucion del estudio del metabolismo
secundario y el aporte de la metabolémica como enfoque moderno, incluyendo los
fundamentos de los enfoques dirigido y no dirigido, las plataformas analiticas mas
utilizadas y los criterios de tratamiento y validacion de datos. Esta revision busca situar

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

2.1 Productos naturales y metabolismo secundario: evolucion conceptual del campo

Los metabolitos secundarios originalmente fueron definidos como productos que no son
esenciales para el crecimiento, desarrollo o reproduccion directa del organismo que los
genera, sin embargo, actualmente son considerados componentes centrales y
multifuncionales del metabolismo, responsables de la defensa y la adaptacion en plantas
y microorganismos (Hartmann, 2007). Los estudios 6micos y ecologicos modernos han
impulsado este cambio conceptual, desde estructuras estaticas hacia redes dindmicas que

responden al entorno.

Las rutas biosintéticas que dan lugar a metabolitos secundarios surgen de la
diversificacion de las rutas del metabolismo primario formando un metabolismo
integrado y especializado de biologia ecoldgica y evolutiva del desarrollo. Muchos
metabolitos secundarios pueden comportarse como reguladores o incluso como
metabolitos primarios (Barona-Gémez, Chevrette, & Hoskisson, 2023; Grigalunas,

Brakmann, & Waldmann, 2022).

Los metabolitos secundarios median las interacciones bidticas y abidticas: defensa contra
herbivoros y patogenos, alelopatia, atraccion entre polinizadores y mutualistas,
estructuracion planta-microbioma y tolerancia al estrés. Funcionan como toxinas directas,

sustancias disuasorias, sefiales o recompensas, a menudo con multiples funciones en los



niveles troficos, y esta multifuncionalidad explica su gran diversidad y la dificultad de su
clasificacion como metabolitos de funcion 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 variacion intraespecifica y
espacial, que a menudo supera las diferencias interespecificas en las comunidades
(Yunyun He et al., 2025; Labarrére, Prinzing, Dorey, Chesneau, & Hennion, 2019). Los
factores bioticos (herbivoros, patdgenos) inducen fuertemente muchas vias secundarias,
mientras que los impulsores abioticos (luz, temperatura, agua, nutrientes, salinidad,
factores de cambio climatico) modulan cantidades y patrones (Isah, 2019; Khare et al.,
2020). La etapa fenologica define ain mas los perfiles, por ejemplo, los compuestos
fendlicos y taninos alcanzan su méaximo en las etapas reproductivas, mientras que otros

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

La metaboldmica y las otras ciencias 6micas relacionadas permiten ahora el fenotipado
quimico desde compuestos aislados hasta perfiles completos, vinculando genes, vias y
funcion ecoldgica. Los andlisis metabolomicos y gendémicos no dirigidos revelan la
evolucion de las vias, la diversidad enzimatica y los factores genéticos y ambientales que

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

2.2 Metabolomica para el estudio del metabolismo secundario

La metabolomica se ha consolidado rdpidamente como un campo transformador dentro
de las ciencias de la vida, ofreciendo un conocimiento profundo de la composicion
quimica de los sistemas biologicos y estableciendo una relacion entre el genotipo y el
fenotipo de un organismo. A diferencia de los enfoques clasicos que se centran en
metabolitos o vias individuales, la metabolomica permite la identificacion y
cuantificacion simultdnea 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 adaptacion de las plantas al medio,



la defensa y la produccion de productos naturales bioactivos. La integracion de la
metabolomica con otras ciencias “Omicas” (gendmica, transcriptdmica, protedmica) ha
profundizado el conocimiento de las vias metabolicas y su activacion, las respuestas al
estrés, las estrategias de mejora de los cultivos, la evaluacion 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 implementacion de este enfoque, ain quedan desafios en la estandarizacion, la
identificacion de metabolitos, la reproducibilidad de los datos y el manejo de la

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

2.2.1 Definicion y objetivos de la metabolomica

La metaboldmica se define como el analisis de todos los metabolitos que estan dentro de
células, tejidos u organismos bajo condiciones especificas (Fraga-Corral et al., 2020; X.
Liu & Locasale, 2017; Manickam et al., 2023). Su objetivo principal es proporcionar una
vision completa del estado metabdlico, que refleje la informacién genética y las
influencias ambientales, lo que permite ver un reflejo de la expresion de los genes y la
elucidacion de las rutas bioquimicas que se dan dentro del organismo en una determinada

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

En las plantas, la metabolomica ha sido fundamental para el mapeo tanto de metabolitos
primarios (esenciales para el crecimiento) como de metabolitos secundarios (implicados
en la defensa y adaptacion) (J. Hong et al., 2016; Katam, Lin, Grant, Katam, & Chen,
2022). Este campo aprovecha plataformas analiticas avanzadas como la espectrometria
de masas (MS), la resonancia magnética nuclear (RMN) y la cromatografia liquida o gasosa
(Lc/GC-MS) combinadas con herramientas quimiométricas y estadisticas para la

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

2.2.2 Metabolomica en productos naturales

En comparacioén con los enfoques fitoquimicos tradicionales o los métodos analiticos

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

conocidos, la metabolomica permite la deteccion y cuantificacion de miles de metabolitos



de manera simultanea, por lo que el alcance analitico es mas amplio e integrado con datos
de gendmica, transcriptomica y protedmica, obtiene informacion a nivel de biologia de
sistemas. Esta capacidad mejorada para identificar biomarcadores asociados a rasgos
fenotipicos 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 metabolomica en agronomia

La metabolomica ha transformado la investigacion agricola al ampliar las herramientas
disponibles para estudiar cultivos y alimentos. Permite evaluar la calidad de los cultivos
mediante la identificacion 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
metabdlicos que surgen frente a estreses abidticos y biodticos (Jorge et al., 2016;
Mashabela, Masamba, & Kappo, 2023). En el &mbito de los alimentos, es fundamental
para la autenticidad y para definir la denominacidon de origen de algunos alimentos
(Djande, Pretorius, Tugizimana, Piater, & Dubery, 2020). También impulsa la seleccion
varietal mediante fenotipado guiado por biomarcadores para la mejora de cultivares
(Razzaq et al., 2019). Contribuye a la evaluacion de la seguridad al analizar, a nivel

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

2.2.4 Limitaciones y desafios: variabilidad bioldgica, identificacion de metabolitos,

reproducibilidad

A pesar de su gran potencial, la variabilidad biolégica complica la interpretacion de los
datos entre distintos genotipos y condiciones ambientales. La identificacion de
metabolitos muchas veces es incompleta debido a la enorme diversidad quimica presente
en las muestras que dificulta la interpretacion y confirmacion. Por otra parte, la falta de
estandarizacion puede afectar la reproducibilidad y la comparacion entre diferentes
estudios. Se debe tener en cuenta que ningiin método de extraccion y ninguna plataforma
analitica por si solos logran capturar la totalidad del metaboloma, por lo que a menudo se

requiere la integracion de diferentes plataformas analiticas y diferentes tipos de extractos.

10



La integracion del gran volumen de informacion que se genera hace necesario el uso de
herramientas avanzadas de bioinformatica y métodos estadisticos robustos que deben ser

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

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

2.3 Enfoques metabolomicos no dirigidos y dirigidos

La metabolomica no dirigida (untargeted) y la dirigida (targeted) difieren principalmente
en suobjetivo analiticoy por ende, en el disefio experimentaly la estrategia de
adquisicion. El encare no dirigido se orienta a un perfilado global de la composicion de
la muestra, tiene un caracter generador de hipotesis que busca registrar todos los
metabolitos detectables, ya sean conocidos, conocidos desconocidos para la especie en
cuestion, 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 adquisiciéon amplios
como el full-scan en LC-HRMS o0 mediante RMN, produciendo miles de sefiales (pares m/z—
tiempo de retencion o sefiales de desplazamiento quimico, segin corresponda) cuya
cuantificacion es relativa (areas de pico normalizadas) y con una fraccidon importante de
compuestos sin identificar (Alonso, Marsal, & Julia, 2015; Beger et al., 2024; Dunn et
al., 2012; Gertsman & Barshop, 2018). La metabolémica dirigida se centra en la medicion
de un conjunto predefinido de metabolitos quimicamente caracterizados y que a menudo
forman parte de una via metabolica o clase quimica especifica. Para ello emplea métodos
optimizados con estandares internos y curvas de calibracion, 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 practica ya que el enfoque no dirigido maximiza la cobertura
de metabolitos y la deteccion de cambios inesperados, pero tiene como limitante
la identificacion 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 precision y la reproducibilidad, lo que la hace mas apta para aplicaciones
clinicas y regulatorias, aunque queda restringida a quimica conocida y a la disponibilidad

de estandares (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 analiticos y condiciones cromatograficas complementarias, como por ejemplo
usando columnas de distinta polaridad y modos de ionizacién negativos y positivos para
aumentar la cobertura (Jeppesen & Powers, 2023). Los datos crudos deben ser procesados
por posible deriva instrumental, alineamiento, correccidon de fase en caso de RMN (Souza
& Patti, 2021). El resultado obtenido luego del procesamiento son matrices de muchos
compuestos que se evalian mediante estadistica multivariada para separar grupos y

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

En la estrategia dirigida, la extraccion y purificacion (clean-up) de la muestra se ajustan
para los analitos de interés para favorecer su obtencion y minimizar interferencias
(Gertsman & Barshop, 2018; Lelli et al., 2021; Roberts et al., 2012), y la adquisicion se
basa generalmente en GC o LC-MS/MS en modo MRM (monitoreo de reacciones
multiples) con transiciones y tiempos de retencion optimizados para cada metabolito
requiriendo estandares de calidad (Beger et al., 2024; J. Zhou & Yin, 2016). Esto permite
tener una alta sensibilidad, un amplio rango dindmico y requiere validaciones analiticas
(linealidad, LOQ, exactitud, precision), para obtener datos robustos y comparables (J.

Zhou & Yin, 2016).

Actualmente ambos encares metodoldgicos se utilizan de forma complementaria, primero
se realiza un descubrimiento empleando metaboldmica no dirigida, se genera una nueva
hipotesis y luego la validacion se hace mediante un encare dirigido, donde los candidatos
discriminantes detectados inicialmente se cuantifican con precision (Lelli et al., 2021;

Sarandi et al., 2021).
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2.4 Plataformas analiticas y metodologias espectroscopicas mas comunes

2.4.1 RMN en metabolomica

La resonancia magnética nuclear (RMN) es uno de los dos sistemas instrumentales
principales en metabolémica. Aunque suele considerarse menos competitiva que la
espectrometria de masas (MS) en términos de sensibilidad, sus principales ventajas son su
alta reproducibilidad y robustez instrumental, el alto contenido de informacion 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 metabolémica

(Nagana Gowda & Raftery, 2021).

Desde el punto de vista fisicoquimico, la RMN detecta nlicleos con espin nuclear distinto
de cero, los mas comunes son 'H, *C, *'P y *N. De acuerdo al entorno quimico de cada
nucleo, las sefiales espectrales se ubican en un desplazamiento quimico y de acuerdo al
desdoblamiento de la sefal (multiplicidad) y su correspondiente J (acoplamiento espin-
espin) refleja la conectividad entre atomos (Emwas et al., 2019). Entre sus ventajas mas
relevantes se destacan que no es destructivo, la minima preparacion de muestra y la
obtencion de espectros altamente reproducibles con baja dependencia del operador y
elevada consistencia interlaboratorio (Gowda & Raftery, 2015). Actua como un detector
casi universal para compuestos organicos por encima del limite de deteccion
(generalmente mayor a 1 uM), sin los sesgos de ionizacién ni el efecto matriz tipico de
técnicas basadas en MS (Bingol & Briischweiler, 2014; Letertre, Giraudeau, & De Tullio,
2021).

Para la elucidacion estructural de compuestos, la RMN 1D de 'H permite una
caracterizacion rapida de matrices complejas como son los biofluidos, mientras que la
RMN 2D vy los experimentos multinucleares como 'H-'H, 'H-*C o 'H-*'P son
fundamentales para resolver la superposicion espectral de diferentes compuestos (Bingol
& Briischweiler, 2014). La singularidad de algunas sefiales tipicas de metabolitos en el
espectro '"H RMN permite desarrollar otra de las capacidades importantes de este sistema
instrumental como la discriminacion de isomeros, por ejemplo las formas a y B de la

glucosa. Existe un gran nimero de bases de datos espectrales que facilitan la elucidacion
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estructural de compuestos y que también contienen informacion de espectros
bidimensionales, como por ejemplo la Human Metabolome Database (HMDB) (D. S.
Wishart et al., 2022).

Debido a que las integrales de las sefiales son directamente proporcionales al nimero de
nlcleos contribuyentes, es posible usar la RMN de manera cuantitativa (relativa y
absoluta). La cuantificacion mediante RMN (qRMN) establece las condiciones
experimentales necesarias, como la relajacion completa de los nucleos y la referenciacion
adecuada, para alcanzar una alta exactitud y precision. El uso de estdndares internos como
DSS (4cido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonico) 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. Ademas, bajo condiciones de qNMR una Unica
referencia puede calibrar multiples sefiales sin necesidad de curvas de calibracion
individuales para cada metabolito, facilitando la cuantificacion multiple (Crook &

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

Una de las principales fortalezas de la RMN en metabolomica 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 contintian siendo la menor
sensibilidad (tipicamente en el orden de 1 pM) y un rango dindmico inferior al del LC o
GC-MS, aunque estas desventajas pueden reducirse usando instrumentos de campos mas

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

2.4.2 Espectrometria de masas en metabolomica

La espectrometria de masas (MS) es actualmente uno de los principales sistemas
instrumentales de la metabolomica porque permite detectar metabolitos en rangos de
concentracion muy amplios y con una cobertura quimica grande . En la préctica, casi
todos los flujos de trabajo modernos, tanto dirigidos (hipdtesis/validacion, cuantitativos)
como no dirigidos (descubrimiento), que emplean espectrometria 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 i6nica (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 analisis de muestras muy pequefias. Estos sistemas son
utiles para realizar fenotipado metabdlico hasta estudios mecanisticos de biologia 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 combinacion de fuentes de ionizacion,
analizadores y separaciones que se eligen segun las caracteristicas quimicas de la muestra.
En LC-MS, la ionizacidon suave (principalmente electrospray, ESI, en modo positivo y
negativo, pero en algunos casos se usa ionizacién quimica a presion atmosférica, APCI).
Al acoplarse a métodos de alto poder de separacion de mezclas complejas, como la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en sus multiples variantes: la
cromatografia en fase reversa (RP), cromatografia liquida de interaccion hidrofilica
(HILIC), intercambio i6nico, entre otras, permiten cubrir un amplio rango de polaridad y
pesos moleculares de los metabolitos en estudio, desde lipidos hasta compuestos polares.
Por su parte, al acoplarse con la cromatografia gaseosa (GC-MS), donde el tipo de
ionizacion es por impacto electronico (EI) permite estudiar metabolitos pequefios y
relativamente polares luego de derivatizarlos, y el analisis metabolitos poco polares y de
bajo peso molecular (menor a 650 Da) (Fiehn, 2016). En espectrometria de masas de alta
resolucion HRMS, que se emplean sistemas como el Orbitrap o el QToF, en ellos se gana
exactitud de masa y capacidad para identificar inequivocamente nuevos metabolitos,
mientras que en triple cuadrupolo se maximiza la sensibilidad y selectividad para
cuantificar metabolitos concretos (Hajnajafi & Igbal, 2025). La movilidad idnica
acoplada a masas (IM-MS) es muy util para separar isomeros, filtrar interferencias de la
matriz y mejorar la identificacion, por lo que surge como tendencia en estudios

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

La diferencia operacional entre metabolomica dirigida y no dirigida depende de como se
adquieren los datos y el sistema instrumental utilizado. En metabolémica dirigida, lo
habitual es adquirir en modo monitoreo de reacciones seleccionadas (SRM) o monitoreo
de reacciones multiples (MRM) en triple cuadrupolo, para lo que se requieren curvas de
calibracion y estandares (marcados o no isotdpicamente) para realizar la cuantificacion

absoluta de los metabolitos seleccionados. Como alternativa dirigida pero de alta
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resolucion se utilizan instrumentos hibridos tipo Q-Orbitrap que permiten monitorear
transiciones o fragmentos con alta resolucion (J. Zhou et al., 2016). En metabolémica no
dirigida, lo tipico es usar un equipo de alta resolucién en modo full-scan (Ms') y MS/MS
con diferentes estrategias de adquisicion de datos. En la adquisicion dependiente de datos
(DDA) se fragmenta los precursores mas intensos, mientras que en adquisicion
independiente de datos (DIA) se fragmentan ventanas de m/z de forma sistematica, esta
ultima mejora la consistencia y reproducibilidad de la fragmentacion y hoy es clave para
el uso de bibliotecas. Una situacion 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 metabolomicos no es la obtencion de los datos sino la
asignacion confiable a metabolitos. En LC-MS una fraccion grande de picos corresponde
a aductos, is6topos, compuestos que se fragmentan en la fuente o contaminantes, y la
supresion idnica por matriz puede sesgar la cuantificacion si el control de calidad no estéa
bien disefiado. Por eso se requieren estandares de reporte desde la preparacion de la
muestra, uso de muestras de control de calidad (generalmente son muestras compuestas),
preprocesamiento uniforme y establecer los criterios de identificacion (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 retencion y similitud del
fraccionamiento; software de preprocesamiento y estadistica, por ejemplo XCMS Online
para la deteccion, alineamiento y normalizacion (Tautenhahn, Patti, Rinehart, & Siuzdak,
2012); e identificacion por redes, empleando MetDNA (Zhang, Zeng, Yin, & Zhu, 2025),
NetID (Chen et al., 2021) o KGMN (Zhou et al., 2022), que propagan hipdtesis
estructurales desde metabolitos conocidos y por relaciones bioquimicas y la similitud
espectral logran identificar metabolitos desconocidos sin necesitar estandares para su
confirmacion (Wishart et al., 2022). La tendencia actual es integrar HRMS con diferentes

modos de adquisicion (DDA/DIA) y redes de identificacion, y luego utilizar un encare
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dirigido mediante MRM con estandares para validar y cuantificar los metabolitos mas

relevantes identificados (Plumb et al., 2023).

2.4.3 Otros sistemas instrumentales usados en metabolomica

Ademas de RMN y la MS, la metabolomica recurre a otras plataformas instrumentales que
amplian el abanico de aplicaciones y aportan informacion complementaria dentro de los
enfoques multiplataforma. Si bien la mayoria son técnicas espectroscopicas, ya que
aportan informacion estructural, también existen otras técnicas para detectar diferencias

en la composicion de muestras.

La espectroscopia vibracional, como IR medio, FTIR, NIR y Raman, es capaz de generar
huellas metabolicas globales de forma rapida, no destructiva y mas econémica que los
sistemas mencionados anteriormente, lo que los hace atractivos para los estudios
metabolomicos no dirigidos (Balan et al., 2019; Cebi, Bekiroglu, & Erarslan, 2023). Estos
espectros son capaces de detectar diferentes grupos de metabolitos primarios como
lipidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y también metabolitos secundarios, y
los espectros obtenidos suelen interpretarse mediante herramientas quimiométricas
multivariantes en lugar de identificaciones individuales de metabolitos (Cebi et al., 2023;

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

FTIR y Raman han sido empleados en trabajos con encares metabolomicos en diferentes
areas como en calidad y autenticidad de alimentos, y caracterizacion microbiana de
alimentos (Cebi et al., 2023), screening de enfermedades en biofluidos y tejidos
(principalmente cancer y enfermedades metabolicas) (Balan et al., 2019; S. Zhang, Qi,
Tan, Bi, & Olivo, 2023), descubrimiento de antibidticos y para determinar su mecanismo
de accion (Da Cunha, Fonseca, & Calado, 2020), y cuantificacion de las principales clases
de metabolitos en microorganismos (Scarsini et al., 2021). Por lo tanto, se consideran
mejor como herramientas no destructivas de huellas metabolicas que complementan la

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

La metabolomica multiplataforma incorpora estos sistemas instrumentales para ampliar

la cobertura y afiadir informacion adicional (Segers, Declerck, Mangelings, Heyden, &
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Eeckhaut, 2019). En metabolémica mutiplataforma no dirigida se utilizan inclusive

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

cromatograficas ofrecen separaciones y cuantificaciones dirigidas o especificas de cada

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

(Patti, 2011).

2.4.4 Comparacion de plataformas

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

usados en metabolomica de acuerdo a su uso, costos, requerimiento de estandares y

preparacion de muestra.

Tabla 2.1 Comparacion de sistemas instrumentales empleados en metabolomica.

Sistema Uso en Costo / Requisito de Preparacion de Observaciones
metabolémica muestra estandares muestra

FTIR No dirigida Bajo No imprescindible Minima, medicion ~ Rapido, econémico, no
(baja resolucion directa, secado o destructivo, baja
molecular) pelicula segiin especificidad

matriz
Raman No dirigida Bajoa No imprescindible Minima, puede Portatil, la fluorescencia
medio usarse en puede interferir
superficies

LC-UV Dirigida Medio Si, para Extraccion y Buena cuantificacion,
(metabolitos con cuantificar limpieza segun la limitado a compuestos
grupos matriz cromoforos
cromoforos)

GC-FID Dirigida Bajoa Si, para Extraccion, puede Simple y robusto, menor
(compuestos medio cuantificar requerir derivatizar  detalle estructural
volatiles) (patron interno) segun el analito comparado al MS

MS (LCc-MS Dirigida o no Medio a En dirigido Mas compleja, Muy sensible y universal,

0 GC-MS) dirigida, depende  alto requiere extraccion, dependiente de la ionizacion

de la resolucion
del instrumento y
modo de

adquisicion

estandares para
una cuantificacion

robusta

limpieza. posible
derivatizacion (GC),
control del efecto

de matriz

y susceptible a supresion

10nica
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RMN

No dirigida o Bajoa Para cuantificar

dirigida, depende  medio requiere patron

del experimento interno. Para
usado validacion pueden

usarse estandares

Relativamente
simple, buffer para
ajuste de pH,
precipitacion de
proteinas, no es

destructiva

Muy reproducible y
cuantitativa, menos sensible

(uUM—mM) que el MS

2.5 Flujo de trabajo metabolomico

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

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

fisiologia de la planta como sus respuestas a estimulos ambientales y transiciones

fenoldgicas. Para sustentar cualquier conclusion bioldgica, el estudio debe estructurarse

desde el disefio experimental y el muestreo, pasando por la preparacion de muestra y

la adquisicién instrumental, hasta el procesamiento de sefales, el andlisis estadistico y

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

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

Diseno

experimental

Interpretacion
biolégica

Analisis de
datos

Procesamiento
de datos

Figura 2.1 Flujo de trabajo en metaboldmica.

Muestreo

Preparacion de

muestra

Adquisicion de
datos

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

estimar la variabilidad técnica y filtrar sefiales inestables antes del andlisis, junto con

estrategias de normalizacion para reducir sesgos sistematicos; la adopcion de criterios de
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reporte para la identificacion de metabolitos, como los niveles propuestos por
la Metabolomics Standards Initiative (Kirwan et al., 2022); y una interpretacion biologica
que conecte los metabolitos identificados con el contexto de la investigacion
contemplando ademds la posibilidad de integracion con otras omicas cuando sea

pertinente (Mosley et al., 2024).

2.5.1 Disefio experimental en metabolomica vegetal (biologia, ambiente, fenologia,

replicacion)

Un disefio experimental robusto es fundamental para un analisis metabolomico
significativo. Los aspectos clave incluyen la replicacion bioldgica, la aleatorizacion del
orden de recoleccion y procesamiento de muestras, el control de las variables ambientales
(luz, temperatura, humedad), la seleccion correcta del estado fenologico de la planta, la
caracterizacion del genotipo y la definicién clara de las preguntas de investigacion
(Rodrigues, Ribeiro-Barros, & Antonio, 2019; Serensen, Moller, Strube, & Gotfredsen,
2024). Los enfoques de Disefio de Experimentos se recomiendan cada vez mas para
optimizar la seleccion de factores y minimizar el uso de recursos (Jacyna, Kordalewska,
& Markuszewski, 2019). La documentacion 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 preanalitica y control de calidad

Los pasos previos a la determinacion analitica agregan una variabilidad significativa si
no se controlan estrictamente. La inhibicion inmediata del metabolismo tras la cosecha
se logra generalmente congelando la muestra con nitrogeno liquido; la posterior
liofilizacion rapida de las muestras y los métodos de homogeneizacion estandarizados
(molienda en condiciones estrictamente definidas) y adaptados al tipo de tejido son
esenciales para minimizar la introducciéon de variabilidad en las muestras. Las
condiciones de almacenamiento, generalmente a -20 °C o -80 °C, deben ser constantes
para evitar la degradacion de la muestra, e incluso pequefias variaciones pueden alterar

considerablemente los perfiles metabdlicos, 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 practicas recomendadas incluyen el uso de blancos para detectar
contaminacion, muestras compuestas de control de calidad para monitorizar la deriva
analitica, adicion de estandares internos para poder hacer la normalizacion, la realizacion
de pruebas de idoneidad del sistema antes de los andlisis, la aleatorizacion del orden de
las muestras durante el analisis, réplicas técnicas y la calibracion periddica de los
instrumentos (Broadhurst et al., 2018; Dudzik, Barbas-Bernardos, Garcia, & Barbas,
2018; Kirwan et al., 2022; Maértens et al., 2023). El Consorcio de Garantia y Control de
Calidad en Metabolomica (mQACC) describe siete etapas principales de control de
calidad, que van desde el disefio del estudio hasta la revision 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 preparacion y uso siguen

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

2.5.3 Identificacion de metabolitos y reporte

La identificacion precisa de metabolitos se basa en el uso de bibliotecas espectrales y
estandares de referencia. Existen cuatro niveles de confianza en la identificacion, el nivel
1 es mediante confirmacion con un estandar, 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 multiples técnicas analiticas, asi como la
combinacion de los patrones de fragmentacion de MS/MS con el tiempo de retencion de
los analitos o en su defecto su indice de retencion, mejora la confianza de la asignacion

(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
investigacion. Las informacion minima debe incluir los detalles sobre el origen de las
muestras, la preparacion y el almacenamiento de las mismas, la plataforma analitica usada

y los modos de adquisicion 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 seleccion de metabolitos
relevantes, los niveles de confianza en la identificacion, y la disponibilidad de datos

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

2.6 Tratamiento de datos y analisis estadistico en metabolomica

La investigacion en metabolomica, ya sea mediante RMN o GC/LC-MS, genera conjuntos
de datos complejos y de gran tamafio que requieren de un estricto procesamiento de datos
y andlisis estadistico para extraer informacién con significado bioldgico. El flujo de
trabajo suele incluir etapas de preprocesamiento como alineacion, normalizacion,
escalado, correccion de derivas y filtrado, seguidas de analisis estadisticos univariados y
multivariados, modelado supervisado, estrategias de validacion y determinacion de los
biomarcadores (Di Guida et al., 2016; Euceda, Giskeedegard, & Bathen, 2015; Sun &
Xia, 2023). La estadistica univariada se utiliza para la seleccion de caracteristicas o
variables y la prueba de hipotesis, pero debe corregirse cuidadosamente para
comparaciones multiples (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 clasificacion y el descubrimiento de biomarcadores (Chen
et al., 2022; Liland, 2011; Saccenti, Hoefsloot, Smilde, Westerhuis, & Hendriks, 2013).
Los métodos de validacion robustos, como la validacién cruzada y las pruebas de
permutacion, 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 metaboldmica son una serie de etapas cuyo objetivo es convertir
sefiales instrumentales complejas en una matriz de variables lo méas comparable posible
entre muestras, minimizando variaciones técnicas (instrumentales) manteniendo las
variables que tengan importancia biologica. El procesamiento incluye la eliminacion de
ruido y la correccion de linea base, la deteccion de picos, alineamiento y asignacion a
compuestos por tiempo de retencion 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 analisis
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estadisticos posteriores (Euceda et al., 2015; Karaman, 2017; Karaman, Pinto, & Gragca,

2018; Sun & Xia, 2023).

Otras etapas de procesamiento aplican a casos donde se buscan comparar muestras, y son
requeridos para fortalecer la estadistica. La normalizacion de los espectros busca reducir
los efectos de las diferentes escalas en la intensidad de las sefiales para que los espectros
resulten comparables entre instrumentos. Las estrategias mas utilizadas son la
normalizacién por suma total o drea, la normalizacion a una determinada senal, la
normalizacién por vector, y la normalizacion por cociente probabilistico. En
espectroscopia, la normalizacién se orienta a uniformizar la intensidad global del
espectro, y aunque su impacto suele ser secundario respecto de la correccion de linea de
base, ayuda a mejorar la robustez de los analisis multivariados y la capacidad de
clasificacion (Liberda et al., 2021; C. Yan, 2025). Las transformaciones, como puede ser
la logaritmica o de potencia, se usan para estabilizar la varianza y reducir la asimetria de
las distribuciones, haciendo que los grupos tengan una forma mas simétrica y asi cumplan
los supuestos de muchos modelos estadisticos. En metaboldémica, 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 agrupacion en andlisis de componentes principales (PCA)y el desempeio 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). Elcentrado y escaladode variables es una etapa clave del
preprocesamiento porque controla la contribucion relativa de cada variable al andlisis
multivariado, especialmente cuando existen grandes diferencias de magnitud entre
sefiales. El centrado se logra al restar la media, y se combina con distintas formas
de escalado seglin 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 senales de RMN, se usa el escalado Pareto (Varmuza & Filzmoser, 2024); y
también se usa el escalado por rangos para reducir la dependencia de la concentracion
absoluta. Dado que la eleccion del método de escalado modifica la separacion entre
clases, el ordenamiento de variables importantes y el rendimiento de los modelos de
clasificacion, no existe un tnico método 6ptimo, por lo que se recomienda comparar los

métodos y evaluar cudl 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 Estadistica univariada

Los datos metabolomicos son de gran tamafio, donde el nimero de variables supera al
nimero de muestras, y se necesitan pruebas univariantes para analizar estas caracteristicas
(variables). Las pruebas t o el andlisis 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 andlisis de multiples metabolitos, la
correccion por comparaciones multiples es esencial para controlar los falsos positivos. La
transformacion de Bonferroni reduce la probabilidad de obtener un falso positivo pero es
muy conservador a medida que aumenta el nimero de metabolitos evaluados, reduciendo
la potencia estadistica (Vinaixa et al., 2012). Existen otras transformaciones menos
conservadoras que Bonferroni y las hace mas aptas para estudios metabolémicos donde
la dimensionalidad es muy alta y es comun la dependencia entre variables (metabolitos
correlacionados) (Benjamini, 2010; Benjamini & Hochberg, 1995; Benjamini &

Yekutieli, 2001).

2.6.3 Estadistica multivariada supervisada y no supervisada

Los estudios metabolémicos generan conjuntos de datos que requieren enfoques
estadisticos robustos para lograr una interpretacion bioldgica significativa. Los métodos
multivariados no supervisados, como el andlisis de componentes principales (PCA), se
utilizan generalmente para la exploracion estructural de los datos y la evaluacion inicial
de la calidad de los mismos, mientras que los modelos supervisados, como el analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA), las proyecciones ortogonales a
estructuras latentes o minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS), los modelos tipo
support vector machine (SVM) y random forest permiten la clasificacion, la regresion, la
seleccion de variables y el descubrimiento de biomarcadores. La interpretacion de estos
modelos y el riesgo de sobreajuste requieren estrategias de validacion estrictas, como la
validacion cruzada, las pruebas de permutacion 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 analisis de componentes principales (PCA) es el método no supervisado mas utilizado
en metabolémica para la reduccion de la dimensionalidad y la visualizacion de la
estructura de las muestras (Kellogg, Kvalheim, & Cech, 2020; Nyamundanda, Brennan,
& Gormley, 2010). EI PCA ayuda a identificar valores atipicos (outliers), efectos de lote
y patrones de agrupamiento entre muestras, y refleja la estructura de los datos sin utilizar
informacion sobre el grupo al que pertenece la muestra antes de aplicar modelos
supervisados (Debik, Sangermani, Wang, Madssen, & Giskeodegard, 2021). Otras
técnicas no supervisadas incluyen el analisis jerdrquico 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 nimero de grupos ‘A’ (Gal et al., 2020).
Mas recientemente surgen los modelos no supervisados compuestos que usan multiples
PCA para hacer analisis mas completos sobre la similitud de las muestras, o modelos
probabilisticas del PCA que permiten el modelado con covariables, y las visualizaciones

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

Los modelos supervisados como PLS-DA, OPLS(-DA), SVM, random forest, regresion
logistica, y el machine learning se utilizan ampliamente para tareas de clasificacion y
regresion en metabolomica (Elguoshy, Zedan, & Saito, 2025; Ghosh et al., 2020; Gromski
et al., 2015). Estos modelos permiten la identificacion de caracteristicas discriminantes o
biomarcadores asociados con fenotipos o condiciones experimentales (Grissa et al.,
2016). Los modelos supervisados mas usados en metabolomica son el PLS-DAy 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 separacion entre grupos. A partir del modelo de PLS-DA se obtienen
representaciones en el espacio y las variables de importancia en la proyeccion (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 acompafiarse de validacion
estricta mediante validacion cruzada, prueba de permutaciones y/o conjuntos externos, y
del reporte de métricas como el ajuste (R?) y la predictibilidad (Q?) del modelo (Gromski
et al., 2015; Ruiz-Perez, Guan, Madhivanan, Mathee, & Narasimhan, 2020). El OPLS-DA
ademas del componente predictivo entre X e Y, introduce una dimension ortogonal que

explica la variacion no relacionada con la clase, demostrando variabilidad de cada grupo
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del analisis. Este andlisis mejora la interpretacion al concentrar la informacion de
discriminacién en menos componentes y facilitar la identificacion de la contribucion de
las variables. Este analisis, al igual que el PLS-DA, corre riesgo de sobreajuste y requiere

de validacion (Boccard, Gonzalez-Ruiz, Codesido, & Rudaz, 2020).

La validacién de modelos supervisados como PLS-DA y el OPLS-DA es fundamental en
metabolomica 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 niimero de componentes
mediante una adecuada validacion 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 evaluan
los resultados del modelo, se selecciona aquel modelo con mayor ajuste (R?) (Minitab,
n.d.). Ademas de la validacion cruzada, se recomienda reportar las métricas de cada
modelo (R? y Q?) como se menciond anteriormente junto con los resultados de pruebas
de permutacion, 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 validacion externa, donde el conjunto de datos se separa aleatoriamente en un grupo
de prueba, utilizado para crear el modelo, y un grupo de validacion 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
funcion de la especificidad (falsos positivos). Si el area bajo la curva es proxima a 0,5, el
desempefio del modelo es aleatorio mientras que si el area es cercana a 1, el desempeiio
del modelo es perfecto (Martinez 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 citricos (Citrus spp.) forman parte de un sistema productivo intensivo, fuertemente
condicionado por la interaccion 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 citricola se discute recurrentemente como un sector de alta
relevancia econdomica 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, Fernandez-1zquierdo, Ferrero-Ferrero, Escrig-Olmedo, & Rivera-Lirio, 2022). En
Uruguay, la citricultura se describe como el rubro hortofruticola de mayor importancia,
con un perfil agroindustrial fuertemente orientado a la exportacion 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 citricos
de mas rapido 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 exportacion e

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

2.7.1 Importancia agroindustrial y relevancia economica

Los citricos constituyen una de las cadenas fruticolas mas grandes del mundo, con una
produccion anual superior a los 150 millones de toneladas y una importante generacion
de empleo y comercio (Barbieri, Fernandes, Pontes, Pereira, & Fill, 2023; Villar-Luna,
Santos-Cervantes, Rodriguez-Negrete, Méndez-Lozano, & Leyva-Lopez, 2024).
Aproximadamente el 50 % de la produccion mundial se concentra en China, Brasil, la
UE, EE. UU. y México, siendo Brasil quien produce mas de tres cuartas partes de las
exportaciones mundiales de jugo de naranja (Barbieri et al., 2023; Neves, Trombin,

Marques, & Martinez, 2020).

Los productos citricos (frescos y procesados) son estratégicos para la agroindustria
global, con una fuerte especializacion regional entre fruta fresca, jugo y otros derivados
(Spreen et al., 2020; Zulian, Dorr, & Almeida, 2013). La industria del jugo de naranja es

un pilar de la industria brasilefia, generando importantes ingresos por exportacion y
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cooperativas que integran a los pequefos agricultores en las cadenas de valor (Neves et
al., 2020; Zulian et al., 2013). En México, los citricos abarcan unas 678.000 hectareas y
su produccion alcanza un valor de entre 2400 y 2800 millones de dolares, proporcionando
ingresos a alrededor de 69.000 familias (Ferndndez-Echeverria et al., 2024; Villar-Luna

et al., 2024).

En Uruguay, los citricos se incorporan a las cadenas de valor globales principalmente a
través del limon y otras exportaciones de citricos, donde la coordinacion publico-privada
en materia de sanidad vegetal, trazabilidad y estandares de calidad ha generado nuevas
oportunidades de exportacion, empleos e inversion extranjera, y ha mejorado el acceso a
los bienes publicos sectoriales para los pequefios productores (Lachman, Tacsir, &
Pereyra, 2022). Las valoraciones regionales de los servicios de polinizacion en América
Latina también identifican a los citricos como un grupo diferenciado y de gran
importancia economica dentro de los cultivos dependientes de los polinizadores

(Basualdo et al., 2022).

Las mandarinas representan alrededor del 25 % de la produccién mundial de citricos,
superadas solo por las naranjas dulces (Goldenberg, Yaniv, Porat, & Carmi, 2018; Gosal
et al., 2024). La produccion 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 produccion de entre el 4 % y el 7 % China es el principal productor
(més de la mitad de las mandarinas del mundo), seguida de paises como Turquia, Espana,
Brasil y Japon (Regmi & Dhungana, 2024).. Espaiia es el mayor exportador, con mas del

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

Las mandarinas se consumen frescas y se procesan para elaborar jugos, concentrados,
mermeladas, aromas y licores, la céscara 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 (facil 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 nutricion 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 criticos 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 mas bajo o el origen
local (Badar et al., 2023; Budiyati, Rejeki, & Zamzami, 2021; House et al., 2011;

Tarancon, Tarrega, Gonzalez, & Besada, 2021).

Los programas de mejoramiento se centran en la ausencia de semillas, la facilidad de
pelado, la uniformidad de los frutos pequefios y medianos y una alta calidad sensorial, a
menudo mediante hibridos triploides (Aleza, Cuenca, Judrez, Pina, & Navarro, 2010; Pina
& Navarro, 2020). Las nuevas lineas y mutantes buscan frutos de tamafio uniforme, de
color naranja brillante, sin o con muy pocas semillas, para satisfacer la demanda del
mercado nacional y de exportacion (Neves et al., 2018; Tarancon, Tarrega, Aleza, &

Besada, 2020).

La seguridad y calidad de los alimentos se abordan mediante el procesamiento controlado
(en particular en la produccion de jugos), la atencion a la aparicidbn de sabores
desagradables y la conservacion de la vitamina C, los carotenoides y los compuestos
fenolicos (Bandi¢ et al., 2023; Putnik et al., 2017). Las practicas poscosecha como el
encerado para evitar la deshidratacion de la céscara y los cuidados durante el
almacenamiento en frio son fundamentales para mantener la apariencia y la aceptabilidad

requeridas por el mercado.
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2.7.3 Principales problematicas 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 gestion de los cultivos, la presencia de plagas y

enfermedades, y un almacenamiento y manipulacioén inadecuados.

Los rendimientos inestables se deben en gran medida a que presentan alternancia
productiva, fenomeno que se caracteriza por una fuerte oscilacion entre una alta
produccion de frutos y una baja produccion de frutos, lo que perjudica el tamafio, la
calidad y la estabilidad economica de los mismos. Esta situacion se debe a los efectos
hormonales, los carbohidratos y el crecimiento de los brotes, pero existen diversas
técnicas de cultivo y quimicas que pueden reducir su gravedad. Las cosechas abundantes
actian como potentes consumidores de carbohidratos, lo que limita el crecimiento
radicular, el crecimiento de los brotes de verano y la floracion 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 induccién floral y los genes de floracion de
un ciclo a otro (Haim, Pochamreddy, et al., 2025; Mufioz-Fambuena et al., 2011; Shaban,
El-Banna, & Rashedy, 2025b, 2025a). Este fendmeno se da a nivel del arbol 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 inhibicion por parte del fruto ya que la misma es una interaccion

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 afios de floracion regular (reduciendo los brotes
florales a la mitad) aumenta la cantidad de brotes nuevos y aumenta el rendimiento
acumulado a 4 afios en aproximadamente un 25 % atenuando la alternancia, y podas
severas en un afno de baja produccion rompen la alternancia en mandarinas mejorando el
tamafio y la calidad del fruto a lo largo de 6 afnos (Mesejo et al., 2020; Procopiou & El-
Gazzar, 1972). La aplicacion de 2,4-D en plena floraciéon en la mandarina Satsuma
‘Miyagawa’ aumenta la caida de frutos, el tamafio del fruto y los azucares, y se propone
para controlar la alternancia (Adouli, Zamani, Fattahi-Mohgadam, Golein, & Rezaei,
2018). La aplicacién de hormonas como el 4cido giberélico GA3 (40 mg/L) en afios de
baja produccion reducen la brotacion y la floracion en las mandarinas ‘Montenegrina’ y
‘Rainha’, con el objetivo de evitar una gran produccion en un afio de baja produccion tras
una cosecha escasa (Griebeler et al., 2025; Griebeler, Gonzatto, Boettcher, & Schwarz,
2023; Ramos-Hurtado et al., 2006). GA3 en dosis bajas durante afios de baja produccion
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 floracion logra una reduccion del nimero
de semillas y mejora el rendimiento tanto dentro como fuera de temporada (Shaban et al.,

2025a).

La salud del arbol y la estabilidad del rendimiento en citricos estan condicionadas también
por otros multiples factores que actiian de manera conjunta. En primer lugar, los estreses
biodticos 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 disminucion del
rendimiento y del deterioro progresivo de los arboles (Joshi, Neupane, Pandey, & Khatri,
2023; Pariyar & Goswami, 2023; Regmi & Dhungana, 2024). En segundo lugar, los
problemas de suelo y nutricion, 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 hidricas y la variabilidad climatica desestabilizan la floracion y el
cuajado afectando los rendimientos finales en la produccion, 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,

Fernandez-Trujillo, Domingo, & Pérez-Pastor, 2018).

La calidad del fruto, tanto en pre- como poscosecha, estd determinada por problemas
fisioldgicos de la cascara y por decisiones del manejo que afectan su calidad comercial.
Durante la cosecha los problemas de la cdscara varian segin la variedad y la posicion 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 pelicula pueden disminuir el dafio de la céscara, 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 recoleccion influye marcadamente en el tamatfio, el
contenido de azucares, la acidez, la vitamina C y los antioxidantes, y las ventanas dptimas
varian entre cultivares (Manzoor et al., 2023), ademas, practicas de cosecha bruscas al
recolectar generan mas daio fisico, mayores pérdidas (Rokaya, Baral, Gautam, Shrestha,

& Paudyal, 2020).

Las pérdidas poscosecha y la conservacion del fruto dependen fundamentalmente de la
tecnologia de almacenamiento empleada (Khanal, Timilsina, Aryal, Khanal, & Lamsal,
2023; Shrestha, Awasthi, & Das, 2024). Una causa de deterioro es el dafio fisico y
mecanico ya que la compresion o la manipulacion brusca puede producir daio interno de
la pulpa acelerando la respiracion, el ablandamiento y la pudricién (Tian, Chen, & Li,
2024). En comparacion con el almacenamiento a temperatura ambiente, el uso de cdmaras
frigorificas 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 optimizacién 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 dias
sin afectar el sabor (Cao et al., 2024; El-Shemy, 2019). El envasado y los ambientes
modificados contribuyen a extender la vida 1til, por ejemplo usando empaques plasticos
con ventilacion adecuada (Bhusal et al., 2025). Los tratamientos quimicos como el 4cido
salicilico y la putrescina reducen la pérdida de peso y la pudricion, y ayudan a mantener
la firmeza, los s6lidos solubles totales, la acidez y el contenido de vitamina C durante el
almacenamiento en frio junto con el uso de fungicidas puede extender el almacenamiento

a temperatura ambiente hasta 78 dias (Poudel, 2021).
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2.7.4 Enfermedades relevantes del cultivo

Entre las enfermedades bacterianas de mayor relevancia, el cancro citrico se describe
como un problema que importante en la industria citricola y que afecta directamente el
valor comercial del fruto. Estudios recientes centrados en infeccion en fruto sefialan 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, observandose patrones temporales de aparicion de
lesiones en etapas tempranas posfloracion 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 defoliacion, manchas en los frutos y caida 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 fésforo, y compuestos antioxidantes en los frutos,
lo que degrada atin mas la calidad (Nawaz, Ghani, et al., 2024).

Uruguay se encuentra dentro de la zona sudamericana de cancrosis, historicamente
afectada por cepas especificas con un rango de hospedadores relativamente estrecho.

En Uruguay se reporta con una incidencia localizada, aunque aiin no tan extendida como
en algunos paises vecinos (Ference et al., 2018; Shahbaz et al., 2022). La “cancrosis
sudamericana B” (X. citri subsp. aurantifolii B) apareci6 en Argentina en 1923 y se
extendid a los paises 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 citricolas uruguayos presentan mayor riesgo (Danish et al., 2022;
Russi, Menoni, del Campo, & Peyrou, 2013). Las mandarinas generalmente muestran una
resistencia intermedia a moderada, pero ningtin genotipo es inmune. Un anélisis de campo
de 186 genotipos de citricos encontr6 grupos de mandarinas en un rango medio en cuanto
a la gravedad de las lesiones, algunas (como 'Muscia') se encontraban entre las mas

resistentes, mientras que el pomelo y la lima dulce eran mucho mas susceptibles. Bajo
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presion severa, incluso las mandarinas resistentes desarrollan sintomas caracteristicos de

cancro (Ali et al., 2023; Danish et al., 2022; de Carvalho et al., 2014).

El manejo integrado de plagas tipico para combatir el cancro incluye la exclusion y
cuarentena de plantas, y el uso de plantas de vivero libres de enfermedades. Las
aplicaciones de cobre, cortavientos, poda y destruccion de tejidos o arboles infectados
son la practica mas comun, o incluso se usa estreptomicina u otros antibiodticos, pero
plantean problemas de resistencia a los antimicrobianos y regulacion. También se
seleccionan combinaciones de mandarina/portainjerto mas resistentes siempre que sea
posible y hay enfoques ecoldgicos como el control bioldgico y estrategias basadas en
endofitos 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 interaccién hospedero—patdégeno, existen trabajos que describen que el
desarrollo de sintomas es un componente central de la enfermedad y que factores
moleculares del patogeno participan en la capacidad de colonizaciéon y en la
manifestacion de cancro. Este conocimiento muestra el interés por entender la
susceptibilidad como un rasgo complejo y dindmico, con implicancias para seleccion de
germoplasma, evaluacidon comparativa de materiales y disefio de estrategias de control
(Yan et al., 2025). Existe ademds 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
investigacion 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 mas devastadoras de la mandarina esta el
HLB, causado por Candidatus liberibacter, dana huertos ya establecidos y reduce la
productividad, y aumenta los costos de produccion (Chaulagai & Shrestha, 2022). En
paises como Tailandia, el HLB afectd al 88% de los huertos mientras que el cancro
coexistid en aproximadamente un 82% (Chanvatik et al., 2019). La podredumbre de la
raiz suele afectar a paises de elevada humedad y es causada por una combinacioén de
hongos (Phytophthora, Pythium, Fusarium y Rhizoctonia) y bacterias

(Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas y Rhizomonas) (Bodah, 2017). Otras patologias
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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 econdmicas 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 desafios para responder al mercado

Los mercados mundiales de mandarinas demandan cada vez mas frutas sin semillas,
faciles de pelar, de alto sabor, con tolerancia a enfermedades y una estacionalidad mas
amplia, algo que las variedades mas antiguas no pueden ofrecer por si mismas (Cristofani-

Yaly et al., 2024; Goldenberg et al., 2018).

En Uruguay, el mejoramiento genético de mandarinas estd fuertemente orientado a la
competitividad del negocio de fruta fresca para exportacion, con un programa liderado
por INIA en conjunto con la Facultad de Agronomia de la Universidad de la Republica,
que busca generar materiales adaptados a las condiciones agroecologicas 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 agrondémicos y de poscosecha (rendimiento,
capacidad de retencion 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 proximos afios

(Neft, 2019; Sajami, 2025).

La demanda de nuevas variedades se ha orientado hacia frutas sin semillas o con pocas
semillas, faciles 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 evaluacion sensorial identifican caracteristicas imprescindibles
para su aceptacion: refrescante, muy aromatica, dulce, jugosa, sabor intenso, ligeramente
acida, poco fibrosa, ademds de segmentos pequefios en algunos mercados (Gambaro et
al., 2021; Giménez-Sanchis, Tarrega, Tarancon, Aleza, & Besada, 2021). La apariencia

externa también aparece como factor importante, sin embargo, el sabor y el valor
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nutricional terminan siendo decisivos al momento de la eleccion por parte del consumidor

(Goldenberg et al., 2018; Omura & Shimada, 2016).

Actualmente las principales limitaciones debidas a enfermedades y problemas sanitarios
incluyen la mancha marrén por Alternaria y el Huanglongbing. Esto reduce la superficie
plantada y aumenta el uso de fungicidas e insecticidas, y es alli donde los nuevos hibridos
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 generacién de cultivares con resistencia, estos cultivares presentan respuestas
inmunitarias mas fuertes y una mejor regeneracion 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 periodos de cosecha cortos y vulnerabilidad a plagas y enfermedades. El
mejoramiento y la seleccion buscan una mayor eficiencia de rendimiento, una
maduracién mas temprana o tardia para extender la oferta a los meses de temporada baja
y la adaptacién a diversos climas (trdpicos, subtropicos, zonas mas frias o mas secas)
(Cantuarias-Avilés, Filho, Stuchi, Da Silva, & Espinoza-Nunez, 2010; Da Cruz et al.,
2021; Kulyan, 2019; Smith, 2016).

La generacion de nuevas variedades se ve limitada por la lentitud de los ciclos biolédgicos,
la necesidad de pruebas en diferentes climas, los altos costos de infraestructura y
operacion, y la complejidad de los sistemas de mejoramiento y regulacion. Nuevas
herramientas, como el mejoramiento rapido y la seleccidon gendmica, pueden reducir el
tiempo y la carga de las pruebas en campo, pero presentan desafios de costo e
implementacion (Atlin, Cairns, & Das, 2017; Wanga, Shimelis, Mashilo, & Laing, 2021;
Yan, 2021). Es por esto que la caracterizacion quimica es actualmente un criterio de
seleccion central ya que discrimina el germoplasma, predice el desempefio sensorial y
funcional y orienta las variedades con su uso final especifico, haciendo que el
mejoramiento y la eleccion de materiales sean mas precisos y orientados al mercado
(Djande, Piater, Steenkamp, Tugizimana, & Dubery, 2021; Serrano, Kombrink, &
Meesters, 2015)
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2.9 Metabolomica en Citrus

Los citricos son de importancia mundial debido a sus propiedades nutricionales,
organolépticas y beneficiosas para la salud. La metabolomica en Citrus es capaz de
integrar las caracteristicas determinantes de calidad, fisiologia y defensa en un cultivo
donde las variaciones en azucares, acidos, terpenoides y fenoles generan diferencias
sensoriales y agronomicas relevantes. En citricos, el uso combinado de LC-MS para
metabolitos semipolares (fenilpropanoides, flavonoides, limonoides), CG-MS para
estudiar el volatiloma (monoterpenos, aldehidos, ésteres) y RMN para perfiles cuali y
cuantitativos de metabolitos polares (azlcares, acidos organicos, aminoacidos) permiten
analizar tanto el metabolismo primario como secundario y empleando quimiometria
logran determinar caracteristicas metabdlicas de los cultivos. Este tipo de enfoque
metodoldgio ha servido para determinar la diversidad de flavonoides entre especies y
tejidos de diferentes Citrus y para vincular metabolitos a sus funciones ecoldgicas y de

aplicacion en salud humana (Wang et al., 2017).

En calidad de fruto, los estudios en mandarinas muestran que la transicion hacia la
maduracion implica un reordenamiento del metabolismo de carbohidratos y acidos
organicos, donde se incrementan los azlcares solubles (sacarosa, glucosa, fructosa)
mientras que disminuyen los acidos organicos, 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 aplicacion
del encar metabolomico donde se describen las variaciones temporales de metabolitos
primarios durante la maduracioén y su acoplamiento con genes y enzimas asociados a
acumulacion de azucares y la degradacion de 4cidos (Lin et al., 2015). Los estudios
metabolémicos no solo abarcan fruta fresca sino a subproductos como el jugo, donde se
ha estudiado los perfiles de diferentes frutas citricas mediante RMN y muestran la
importancia de los metabolitos primarios en la discriminacion varietal y de especies,
aportando datos para determinar autenticidad y trazabilidad de subproductos de la cadena
citricola (Villa-Ruano et al., 2019). Ademas de los metabolitos primarios, los flavonoides
y terpenoides influyen en parametros de calidad de los citricos, 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 “volatilomica” ha descrito compuestos clave como el limoneno
que son marcadores del flujo metabdlico de los citricos durante el desarrollo (Kim et al.,
2022). En variedades especificas de mandarinas se han realizado estudios (Jiaxian He et
al., 2024) combinados de HS-SPME-GC-MS Yy transcriptomica mostrando la dindmica del
volatiloma a lo largo de diferentes estadios del desarrollo y la asociacion entre los genes
de la via del metileritritol fosfato y el contenido de volatiles. Este tipo de estudios son

especialmente relevantes para programas de mejoramiento orientados a flavor.

Los estudios metabolomicos de la cascara han estudiado la composicion de la cuticula,
las ceras, las funciones de defensa y la diferenciacion varietal (Wang et al., 2020; Wang
et al., 2024; Wu et al., 2023). La composicion de la misma es critica en mandarinas por
su relacion con la apariencia comercial, la tolerancia poscosecha y la tolerancia a
patogenos (Liu et al., 2025; Pervaiz et al., 2023; Tunsagool et al., 2019). En un mutante
de naranja ‘Newhall’ con deficiencia de ceras cuticulares, el andlisis combinado del
metaboloma y el transcriptoma mostrd una orientacion hacia la defensa mediada por
jasmonatos, con disminucion del contenido de lipidos de cadena larga y un aumento del
jasmonato y otros metabolitos inducidos por el mismo (He et al., 2018). Estudios en
cascara de mandarinas ‘Shatangju’ basados en UHPLC-QQQ-MS caracteriz6 muchos
metabolitos presentes en la misma, y detectdé un aumento en la activacion 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 metabolomica de hojas se centran en la carga frutal y respuesta a
condiciones de estrés como la sequia o el ataque de patogenos (Pott, Vallarino, & Osorio,
2020; Xue et al., 2025). En brotes vegetativos de citricos se vinculd la carga frutal con
cambios en coenzimas, azucares y aminoacidos, mostrando que la presencia del fruto
redirecciona el metabolismo de carbono y nitrdgeno (Martinez-Alcantara et al., 2015;
Nishikawa, Iwasaki, Fukamachi, & Matsumoto, 2015). Otros estudios en hojas de citricos
sometidos a condiciones de sequia cuantificaron flavonoides especificos asociados a

tolerancia mostrando el rol de los compuestos antioxidantes fenolicos como parte de los
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mecanismos de defensa frente a estrés ademas 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 metodologico en
metabolomica de citricos por ser una enfermedad sistémica y mortal para la planta (Pérez
etal., 2019). En mandarinas tolerantes comparadas con susceptibles se identificaron redes
metabolicas asociadas a tolerancia donde se integran metabolismo de aminoécidos, en
particular aspartato y glutamato, las purinas adenina y guanina y la biosintesis de
hormonas como auxinas y citoquininas (Suh, Tang, Zhang, Gmitter, & Wang, 2021). Esta
regulacion hormonal aumentada es coherente con el crecimiento y regeneracion del
floema, fundamental para la resistencia a esta enfermedad. Un estudio metabolémico del
floema indica que el ambiente metabdlico previo a la infeccion puede modular el
desempefio de la planta frente al HLB, lo que permite la seleccion 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 nitrégeno como azucares, acidos organicos y aminodcidos, y limonoides, mostrando el
potencial diagnostico de la metabolémica aplicada a esta area (Slisz, Breksa, Mishchuk,
McCollum, & Slupsky, 2012). Enfoques recientes sobre mapeo molecular espacial han
logrado vincular la severidad del HLB con disrupciones en la composicion de flavonoides
y con la acumulacién de poliaminas indicando cémo se relaciona el metabolismo fendlico

y de poliaminas con la progresion de la enfermedad (Aksenov et al., 2024).

Otra enfermedad importante en los citricos es el cancro, producido por la bacteria
Xanthomonas citri. La metabolomica se estd usando para identificar la respuesta quimica
de la planta frente a este patdogeno, identificando rutas y metabolitos que funcionan
como biomarcadores de infeccién y como metabolitos de defensa. Un trabajo en hojas
de Citrus sinensis donde se us6 una estrategia de metabolémica por MS junto con redes
moleculares permiti6 detectar biomarcadores inducidos y vincul6 la respuesta con la via
del triptéfano, donde se acumularon derivados N-metilados de triptamina con actividad
inhibitoria in vitro contra X. citri (Saldanha et al., 2022). Otros estudios de metabolomica
empleando 'H RMN durante el desarrollo del cancro mostraron que la infeccion altera

el metabolismo primario generando cambios en precursores como el triptéfano, tirosina
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y poliaminas como la putrescina (do Prado Apparecido, Carlos, Lido, Vieira, & Alcantara,
2017). Para el diagnostico del cancro existen técnicas metabolomicas combinadas con
quimiometria 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 metabolomica de cancro. En mandarina ‘Kinnow’ se evalué6 el impacto del
cancro sobre rasgos morfologicos y fisiologicos demostrando que existe un fenotipo
caracteristico cuando existe la infeccion (Nawaz, Babar, et al., 2024). Otro trabajo estudié
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 unabase metabolomica robusta capaz de
discriminar variedad, portainjerto y origen de los cultivares, que puede usarse para
generar estudios de infeccion y busqueda de marcadores especificos de cancro

(comparables a los descritos en naranjo dulce). (Feng, Niu, Suh, Hung, & Wang, 2018).

2.10 Composicion quimica de las mandarinas

La caracterizacion quimica 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 estan constituidos fundamentalmente por azucares
solubles, especificamente sacarosa, glucosa y fructosa, que se encuentran en una
proporcion aproximada de 2:1:1. Estos azlcares no solo actian como sustratos
metabolicos, sino que funcionan como indicadores de autenticidad varietal y son los
principales responsables del perfil de dulzor del fruto (Lado, Cuellar, Rodrigo, &
Zacarias, 2016; Macia-Vazquez, Nuiiez-Goémez, Martinez-Nicolas, Legua, & Melgarejo,

2023).

Los acidos organicos constituyen el segundo grupo de compuestos del metabolismo
primario en mandarinas. El acido citrico es el acido mayoritario, seguido por el acido
malico, cuyas concentraciones varian dependiendo del cultivar y del estado fenologico
del fruto (Liao et al., 2019). El acido ascorbico (Vitamina C) destaca como un
componente hidrosoluble esencial que, ademés de tener gran relevancia nutricional,

aporta a la capacidad antioxidante y a la acidez titulable, pardmetros que son dependientes
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de factores climaticos durante la maduracion tardia (Bermejo, Pardo, Morales, & Cano,

2016; Macia-Vazquez 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 proporcion en la cascara 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
proteccion contra enfermedades cronicas (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 mas apolar, que hace que se acumulen en el
flavedo y en las glandulas 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 aminodcidos esenciales y no
esenciales, asi como aminas bidgenas con funciones fisioldgicas especificas. Los
aminodcidos como el aspartato, la argininay el GABA son abundantes en el jugo,
mientras que laprolinay la prolina-betaina actian como osmoprotectores y
amortiguadores redox fundamentales en la respuesta de la planta a estreses abioticos,
como la salinidad y la sequia (Macia-Vazquez et al., 2023). Las poliaminas (putrescina,
espermidina, espermina) desempenan roles clave en el desarrollo reproductivo y en la
integridad de la corteza frente a desérdenes fisioldgicos (Killiny & Nehela, 2020; Macia-
Vézquez, Nufiez-Gomez, Martinez-Nicolas, Legua, & Melgarejo, 2024).

La pigmentacién caracteristica del fruto se debe a una composicion 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 lipofilico

(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 citricos, la fisiologia del fruto (cuajado, crecimiento del
ovario, desarrollo de semillas, maduracion y senescencia) depende del balance entre
diferentes fitohormonas (Mesejo et al., 2013). En diferentes trabajos en mandarinas se
indica que junto con azlcares, acidos y otros metabolitos secundarios, las hormonas
forman parte del los compuestos que sostienen la fisiologia y el metabolismo del fruto
(Bures, Maslov Bandi¢, & Vlahovi¢ek-Kahlina, 2023). En trabajos donde se comparan
diferentes cultivares de mandarina con distinta capacidad de polinizacion, semillado y
partenocarpia se indica que la capacidad de producir semillas impacta el estado hormonal
de la plantay se estudia en paralelo con la expresion génica de las diferentes GA-
oxidasas para entender la contribucion de las giberelinas al cuajado del fruto (Bermejo et

al., 2015; Talon, Zacarias, & Primo-Millo, 1990).

La biosintesis 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 acido ent-kaurenoico
oxidasa (KAO) para formar la primer giberelina, la GA12 (Shah, Islam, Mohammad, &
Siddiqui, 2023). Desde alli 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
(GA200x) y luego la 3B-hidroxilacion por la giberelina 3-oxidasa (GA3o0x) para dar
la GA4 (bioactiva), y por otro lado larama 13-hidroxilada (13-OH), donde GA12
se hidroxila a GAS53 y mediante sucesivas reacciones de oxidacion 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 Biosintesis de giberelinas (Magome et al., 2013).

Solo una pequefia parte de las mas 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 mas
GAL (via 13-OH) o mas GA4 (via 13-H) no es un detalle menor, ya que puede cambiar
la sefal hormonal total de la planta, y esto depende de la actividad de la GA 13-oxidasa.
Cuando se bloquea esa 13-hidroxilacion, disminuyen las giberelinas de la via 13-OH GAs
(GA1) y aumentan las de la via 13-H GAs (GA4, reportada como mas bioactiva que
GAl), por lo que la 13-hidroxilacion actia 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 Metabolomica no dirigida de pulpa
3.1 Introduccion

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 caracteristicas sensoriales son
atributos determinantes. Sin embargo, la evaluacion sensorial tradicional de la gran
cantidad de nuevas variedades hibridas que anualmente se generan en los programas de
mejoramiento genético representa un trabajo complejo, costoso y demandante en tiempo
y recursos. Esta realidad acenttia la necesidad de desarrollar herramientas objetivas y
rapidas que permitan predecir de manera temprana la aceptabilidad del fruto, optimizando

los procesos de seleccion y desarrollo varietal.

En el marco de un proyecto previo en conjunto entre el Area Sensorial del Departamento
de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de Quimica (CYTAL-FQ), INIA
y nuestro laboratorio, se realiz6 una evaluacion sensorial de diferentes variedades de
mandarinas con consumidores habituales (Gambaro et al., 2021). El estudio se llevo a
cabo en Montevideo (Uruguay) entre marzo y agosto, con la participacion de 100
consumidores divididos en dos grupos, quienes evaluaron las frutas con o sin cascara
segun el grupo asignado. Se observaron diferencias significativas en la aceptacion de las
muestras determinadas por las caracteristicas 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 relaciond con descriptores negativos como "muy acida", "olor
extrafio" y "sabor feo". El analisis factorial multiple mostré6 que los atributos mas
influyentes en la preferencia de los consumidores fueron la dulzura, la frescura, y un
aroma agradable. Por el contrario, la acidez excesiva, sabores extrafos y la cdscara verde
y porosa se asociaron con menor agrado. Este trabajo sento la base para la seleccion de
los cultivares para realizar la correlacion de estos perfiles de aceptabilidad con su

caracterizacion quimiométrica.
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Se selecciond la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protéon (*H RMN) por
ser una herramienta prometedora y versatil para el andlisis quimico no dirigido (Bingol,
2018; Rivera-Pérez, Romero-Gonzalez, & Garrido Frenich, 2023), con el objetivo de
identificar biomarcadores quimicos asociados a las propiedades sensoriales clave en
mandarinas. Este capitulo se centra en el estudio de extractos acuosos de pulpa, los cuales
se componen de compuestos hidrosolubles tales como azucares (sacarosa, fructosa y
glucosa) y dacidos organicos (citrato, malato, succinato). La proporcion de estos
metabolitos ha sido vinculada con la percepcion del dulzor y la acidez, factores

considerados criticos para la aceptacion del fruto por sus caracteristicas tipicas.

El objetivo principal de este estudio fue el desarrollo de un modelo quimiométrico
robusto capaz de vincular directamente los perfiles metabolicos obtenidos mediante 'H
RMN con los resultados de aceptabilidad sensorial previamente resefiados, los cuales
sirvieron como base de referencia para comprender los atributos organolépticos que
influyen en la preferencia del consumidor. La caracterizacion del perfil de '"H RMN de la
pulpa de mandarina se realizd empleando espectrometros de campo alto (400 MHz) y
de mesada (60 MHz), permitiendo la identificacion y cuantificacion relativa de
metabolitos clave.

El analisis de los datos se baso en herramientas quimiométricas multivariadas, incluyendo
el analisis de componentes principales (PCA) y el analisis discriminante de minimos
cuadrados parciales (PLS-DA), asi como su variante ortogonalizada (OPLS-DA), técnicas
que permiten la exploracion, clasificacion y deteccion de variables relevantes en datos
metabolomicos. La validacion de los modelos generados se realizd6 mediante pruebas de
permutacion y el calculo de pardmetros estadisticos como el coeficiente de determinacién
(R?) y el coeficiente de prediccion cruzada (Q?), asegurando la robustez y capacidad
predictiva de los modelos. Ademas, se explord la relacion entre la aceptabilidad y el poder
endulzante total respecto al contenido de acido citrico, calculada directamente a partir de
los datos de RMN.

Una contribucion significativa de esta investigacion involucra la transferencia de esta
metodologia de clasificacion quimiométrica a plataformas analiticas mas accesibles y
operativamente sencillas, como ser el RMN de mesada (60 MHz) y la espectroscopia de

infrarrojo (IR).
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3.2 Metodologia

3.2.1 Material vegetal

Las muestras de mandarinas fueron cultivadas en el Instituto Nacional de Investigacion
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 hibridas se
obtuvieron cruzando cuatro lineas 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 hibridos seleccionados, incluyendo
B475 (E x WL), B79 (E x S), F7P3 (E % P), y M16 (E x WL), cubren un amplio rango
de aceptabilidad después de la evaluacion sensorial (Tabla 3.1). Las frutas se obtuvieron
de la zona media de la copa de arboles de 12 afios, se recolectaron en su momento 6ptimo
de cosecha (porcentaje de jugo superior al 35% m/m y relacion sélidos 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 evolucion de

los perfiles quimicos durante el desarrollo del fruto.

Tabla 3.1 Descripcion de las mandarinas evaluadas.

Lineas Nombre cientifico Linaje Referencias

parentales

Ellendale Citrus reticulata Desconocido. Probablemente (Ross, 1949)
Blanco una planta casual de un cruce

entre mandarina y naranja

dulce
Page Citrus reticulata Minneola tangelo (pomelo (Shimizu et
Blanco Duncan X mandarina Dancy) X ~ al., 2016)

mandarina Clementina

Willowleaf Citrus deliciosa Tenore ~ Desconocido (Curk et al,

2016)
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Satsuma cv  Citrus unshiu  Desconocido. Probablemente (Fujii et al.,
'Owari' Marcovitch un cruce entre ‘kishuu mikan'y  2016)

mandarina 'Kunenbo'

Cédigo hibrido Linaje Origen
B475 Ellendale (?) x  Programa Nacional de
Willowleaf (&) Mejoramiento Genético de

Citricos-Uruguay

B79 Ellendale (?) x  Programa Nacional de
Satsuma cv. 'Owari' (&) Mejoramiento  Genético de

Citricos-Uruguay

F7P3 Ellendale (@) X Page Programa Nacional de
() Mejoramiento  Genético de

Citricos-Uruguay

M16 Ellendale (?) x  Programa Nacional de
Willowleaf (&) Mejoramiento Genético de

Citricos-Uruguay

3.2.2 Parametros fisicoquimicos

El color externo e interno se midi6 con un colorimetro Konica Minolta CR-400 (Jap6n),
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), promediandose
los valores de L*, a* y b* (donde L* indica la luminosidad, y a* y b* son las coordenadas
cromaticas) entre diez frutos por variedad. Con estos valores se determind el indice de

color de citricos (ICC) mediante la siguiente férmula:

Icc = 1000 a*

L* b*
La firmeza se determino6 en las mismas frutas con un texturometro TA.XT-plus (Stable
Micro Systems, Reino Unido), aplicando una fuerza maxima de 10 N en la zona ecuatorial
con un plato de 75 mm de didmetro. Se midi6 la deformacion provocada en mm, y se
clasifico la firmeza como “dura” (< 1,8 mm), “ideal” (1,8-3,5 mm) y “blanda” (> 3,5

mm).
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Los soélidos solubles se estimaron con un refractometro de mesa Atago DBX-55 (Japon)
utilizando jugo fresco extraido con una exprimidora doméstica y filtrado, y se expresaron
como °Brix a 20 °C. La acidez titulable se determind volumétricamente utilizando
fenolftaleina como indicador y se expres6 como % de acido citrico/100 mL de jugo. Este

dato se utiliz6 para calcular la relacion °Brix/acidez.

3.2.3 Evaluacion sensorial de las variedades

El estudio fue realizado previamente por el grupo de Evaluacion Sensorial del CYTAL-
FQ. La metodologia detallada se encuentra en el articulo de Gambaro et al. (Gambaro et
al.,2021), donde se indica que se realiz6 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 cdscara vs. con cascara),
calificaron el agrado general de las muestras en una escala heddnica 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 andlisis estadistico incluyd pruebas de
significancia, andlisis de correspondencia y analisis factorial multiple para explorar la

relacion entre los atributos sensoriales y la aceptabilidad de las muestras.

3.2.4 Extraccion

Se tritur6 la pulpa congelada, se pesaron 2,00 + 0,10 g del material triturado en balanza
analitica (Shimadzu ATX224, Japon), se coloco en tubo de centrifuga de polipropileno de
50 mL y se adicion6 8,00 mL de CHCI3 (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 someti6 a agitacion con vortex (WiseMix VM-
10, Wisd, Alemania) a 110 rcf durante 30 s y a bafio de ultrasonido (SB-120DT, Wollen
Lab, China) durante 60 s. Se centrifugé (Eppendorf 5702, Alemania) durante 5 min a
1400 rcf, se retird la capa organica y se agregaron 8,00 mL de CHCls. Se repitid la etapa
de vortex, ultrasonido y centrifugado, se juntaron las fases orgénicas y se secaron con
NazS04 anhidro. Se filtr6 el extracto organico seco mediante papel de filtro Whatman y

se elimino el solvente bajo corriente de nitrogeno gaseoso empleando un concentrador de
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fracciones (Turbovap LV, Biotage, Suecia). El extracto acuometanolico se filtré mediante
papel, se elimind el MeOH mediante destilacion a presion reducida empleando
rotavaporador (Biichi R-114, Suiza), y finalmente se liofilizo (BenchTop Pro, VirTis SP
Scientific, Estados Unidos) para eliminar el agua. Se realizaron 10 réplicas de cada
extraccion, siendo cada una de las réplicas proveniente de una mandarina diferente. Las

muestras secas se almacenaron en desecador hasta su analisis instrumental.

3.2.5 Analisis instrumental

3.2.5.1 RMN 400 MHz

Los extractos acuosos liofilizados se disolvieron en 600 pL 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 'H se
obtuvieron a 298 K en un espectrometro Bruker Avance I1I 400 (Bruker, Alemania) que
operaba a una frecuencia de 'H de 400,13 MHz, utilizando una sonda BBFO-Plus con
gradiente z. Se utilizd un ancho espectral de 8§ KHz, un tamafio de datos de 32 K y un
total de 64 escaneos para registrar cada espectro, utilizando un pulso de 30° y un tiempo

de relajacion de 1 segundo entre escaneos.

Las sefiales en el dominio del tiempo (FID) obtenidas se rellenaron con ceros hasta 64 K
puntos y se apodizaron con una funcidén de ventana exponencial de 0,3 Hz antes de aplicar
la transformacion de Fourier. Se ajusto la fase de los espectros de RMN 'H manualmente,
sus lineas base se corrigieron por segmentos utilizando MestReNova (version 11.0,
MestreLab Research, S.L., Espafa), y se referenciaron inicialmente a la sefial HDO
residual a 4,70 ppm. Los espectros fueron alineados en funcion 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 sefiales de disolventes ni las regiones no alineadas. La matriz de datos

resultante se exporté como un archivo de texto para su uso en analisis 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 nitrogeno a -20 °C para ser transportados a Austria y ser
analizados en otro sistema instrumental (actividad enmarcada en mi pasantia de
doctorado). Estos extractos fueron retomados en 600 pl. de agua deuterada
(MagniSolv™, 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 'H
a temperatura ambiente en un espectrometro de mesada Magritek Spinsolve 60 (Magritek
GmbH, Alemania) con una frecuencia de 'H de 62,32 MHz con un ancho espectral de 5
KHz. Los espectros obtenidos tuvieron un tamafio de 32 K y fueron obtenidos mediante
un pulso de excitacion de 90°. Se realizaron 256 escaneos con un tiempo de relajacion de
1 s. Las FID fueron procesadas de manera andloga a las obtenidas en el equipo de 400

MHz.
3.2.6 Estimacion del contenido de azicares y acido citrico

La estimacion del contenido relativo de azicares y acido citrico de cada muestra se realizo
con base en el area de la sefial del proton anomérico de la sacarosa a 5,40 ppm, a la que
se le asignd un valor arbitrario de 1,00. Las areas de las sefales correspondientes a los
protones anoméricos de a-glucosa a 5,20 ppm, B-glucosa a 4,60 ppm y fructosa a 4,05
ppm, asi como los cuatro protones metiénicos del acido citrico a 2,70 ppm, se estimaron
en relacion con la sefal 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

determind como:

PEM = Z(Poder endulzante del azicar X Contenido del azucar),
n

Se calcul6 el cociente entre el contenido total de azucar expresado como equivalentes de

sacarosa (PEM) y el contenido de acido citrico.
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3.2.7 Espectroscopia de Infrarrojo

Las variedades B475B y MI16 fueron seleccionadas para el estudio mediante
espectroscopia 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
(91022 (Perkin Elmer, Reino Unido) equipado con accesorio de reflexion total atenuada
(ATR), y los espectros obtenidos fueron procesados con el software Spectrum IR (version
10.6.2, Perkin Elmer, Reino Unido). Cada variedad fue evaluada a partir de 100
fracciones de polvo independientes. Para cada fraccion se adquirieron cuatro espectros,
que se promediaron con el fin de obtener un Unico espectro representativo, siguiendo el
protocolo del laboratorio. Asi, se obtuvieron 100 espectros por variedad, que

constituyeron las observaciones empleadas en el analisis estadistico.

3.2.8 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos multivariados se realizaron utilizando la interfaz web
de MetaboAnalyst version 4.0 (Chong et al., 2018; Chong & Xia, 2018), un software libre
disefiado para el analisis y la visualizacion de datos dmicos. En todos los casos, se empled
el método de escalado Pareto, mediante el cual cada variable se centra respecto a su media
y se divide por la raiz cuadrada de su desviacion estandar. Este procedimiento reduce la
influencia de las variables con mayor varianza, lo que resulta adecuado para datos
metabolomicos (van den Berg, Hoefsloot, Westerhuis, Smilde, & van der Werf, 2006).

Para la exploracion inicial de los datos, la clasificacion de las variedades y la deteccion
de valores atipicos dentro de cada grupo, se utilizo el analisis de componentes principales
(PCA), una técnica no supervisada que permite reducir la dimensionalidad de los datos y
visualizar patrones generales. La identificacion de fitomarcadores se llevd a cabo
mediante técnicas supervisadas, como el andlisis discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA)y su variante ortogonal, el andlisis discriminante de minimos

cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). Estos métodos permiten maximizar la
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separacion entre grupos predefinidos y detectar las variables mas relevantes para dicha

separacion.

Los modelos generados a partir de los analisis PLS-DA y OPLS-DA fueron validados
mediante una prueba de permutacién con 1000 iteraciones. Este procedimiento permite
evaluar si la capacidad de discriminacion de los modelos es significativamente superior
a la esperable por azar y detectar un posible sobreajuste. Los pardmetros estadisticos
utilizados para evaluar el desempefio de los modelos incluyeron el coeficiente de
determinacion (R?), que mide el ajuste del modelo, y el coeficiente de prediccion cruzada
(Q?), que evaltia 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 multiples sobre
datos de contenido de azucar/acido citrico para evaluar las diferencias entre muestras,

utilizando para este proposito el paquete de software RStudio (version 1.1.463).

Los resultados de FTIR fueron analizados con el software SIMCA, version 16.0 (Umetrics,
Suecia). Se realizd6 un PCA para detectar posibles agrupamientos de las muestras
analizadas, se evalu6 la fraccion acumulada de la variacion de X (R?X) y la fraccion
acumulada de la variacién de X que el analisis puede reconstruir por validacion cruzada
(Q?X). Se evalud la presencia de outliers mediante el estadistico de Hotelling’s T2, que
mide cuanto se aleja una observacion del centro del PCA en el espacio de scores. El OPLS-
DA se realizd con el 70% de las muestras (set de entrenamiento) para identificar los
nimeros 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 validacion). Se
realizo la tabla de clasificacion que muestra cuan bien el modelo puede clasificar

correctamente las muestras en sus grupos reales.
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Material vegetal y parametros fisicoquimicos

En la tabla 3.2 se muestran los datos de cosecha del material vegetal, y los parametros

fisicoquimicos determinados.

Tabla 3.2 Caracteristicas fisicoquimicas de las variedades estudiadas

Variedad Cosecha Color Color Deformacion % de Brix  Acidez
externo interno (mm) jugo
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 34 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
B475B 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
Ml16 Agosto 7,46 7,18 ND ND 13,3 2,5

ND: No determinado

Los valores obtenidos permitieron comparar objetivamente las diferencias de coloracion
entre las variedades, tanto en la epidermis como en la pulpa. Este andlisis es relevante ya
que la coloracion del fruto constituye un atributo visual clave que influye en la eleccion
del consumidor. Ademas, el ICC es utilizado como estimador del grado de madurez (en
mandarinas ICC > 6) (Cubero et al., 2016; Lado, Rodrigo, & Zacarias, 2014), asi como la

evolucion de la pigmentacion de la cascara.
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 s6lidos solubles totales y la acidez se midieron en jugo fresco mediante refractometria
y se expresaron como °Brix y como porcentaje de acido citrico por 100 mL de jugo,
respectivamente. La relacion °Brix/acidez sirve como indicador en la percepcion global

del sabor y los atributos caracteristicos de las mandarinas.

Estos parametros permitieron una caracterizacion comparativa entre las muestras
estudiadas, proporcionando una base objetiva para interpretar las diferencias sensoriales

y su posible asociacion con los perfiles metabolomicos de cada variedad.

3.3.2 Evaluacion sensorial de las variedades

En la tabla 3.3 se presenta una seleccion de los resultados promedio de los puntajes de
aceptabilidad segiin muestra y grupo obtenidos en el estudio sensorial realizado
previamente (Gambaro et al., 2021). No se encontraron diferencias significativas (p >
0,05) en la aceptabilidad de las muestras evaluadas con y sin cascara (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 aceptacion general (evaluados en una

escala estructurada de 9 puntos) por consumidores de mandarina.

Muestra Grupo “A” Grupo “B”  Promedio
B475B 7,2* 7,5° 74
Page 7,4% 7,280 7,32
F7P3 7,040 6,8*>¢ 6,9
Ellendale 6,4%0¢ 6,3%0¢cd 6,4°
Willowleaf 6,10 6,34 6,2
B475A 5,7%¢ 5,4 5,5
B79 4,7% 4,9%f 4,8¢
M16 3,4° 3,8 3,6°
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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.

Caracteristicas como "acida", "sin olor", "sabor extrafio", "poco sabor", "amarga", "olor
verde", "olor extrafio", "sabor feo", "cascara verde", "con poco jugo", "céscara muy

nn nn nn

pegada", "muy 4cida", "no muy dulce", "con semillas grandes", "blanda", "con muchas
semillas", "cascara con manchas" y "cdscara porosa" se correlacionaron negativamente
con la direccion de agrado general. Por otro lado, caracteristicas como "sabor dulce",
"muy dulce", "olor fresco", "olor dulce", "brillante", "sabor frutal", "sabor fresco", "sabor
tipico", "sabor equilibrado" y "sabor rico" se correlacionaron positivamente con la
direccion de agrado general, siendo capaces de inducir sentimientos de agrado. Estos

datos fueron la base para la correlacion quimiométrica.

3.3.3 Caracterizacion del perfil de '"H RMN de la pulpa de mandarina

La figura 3.1 muestra un espectro tipico de '"H RMN correspondiente al extracto acuoso
de pulpa de los cultivares B475 y M 16, representativo del perfil observado para todos los
cultivares analizados. El espectro esta dominado por sefiales 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 azucares, fue posible estimar de forma relativa su proporcion en la
matriz. En todos los cultivares evaluados, la sacarosa resulto ser el aziicar predominante,

seguida por fructosa y glucosa en proporciones variables.

La diferenciacion entre estos tres azlcares fue clara en los espectros: la glucosa presento
sefiales caracteristicas de los protones H-1 del anémero B a 4,60 ppm, mientras que el
andmero o presento sefiales mas 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 identificd en
4,05 ppm por la sefial de H-3,

Ademas de los carbohidratos, en todos los extractos se detectaron sefales
correspondientes a otros grupos de metabolitos primarios y secundarios. En el rango de
2,3 a 3,0 ppm se observaron sefiales caracteristicas de protones a a grupos carboxilo,
correspondientes a acidos organicos 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 region aromatica del espectro (6,1 a 7,6 ppm), asi como a campos mas bajos
(9,0 a 10,0 ppm), se identificaron sefiales consistentes con compuestos fenolicos y
aldehidos, incluyendo flavonoides solubles y otros metabolitos antioxidantes presentes

en menor proporcion.
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Figura 3.1 Espectro representativo de 'H RMN de extractos acuosos de pulpa de
mandarina de las variedades B475B y M16. Se indican las regiones correspondientes a

acidos organicos, azlcares y polifenoles.
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Aunque el espectro de '"H RMN del extracto acuoso de pulpa presenta cierta complejidad,
fue posible observar diferencias que permitieron discriminar entre varios cultivares
mediante analisis multivariados. El analisis de componentes principales (PCA) de los datos
espectrales de las cuatro variedades comerciales (Satsuma, Ellendale, Willowleaf y Page)
explico el 84 % de la varianza total en los dos primeros componentes, permitiendo una
clara separacion de Satsuma, Ellendale y Willowleaf. Sin embargo, Page no pudo
distinguirse de forma concluyente del resto, posiblemente debido a su perfil metabolico
intermedio. Un analisis de regresion por minimos cuadrados parciales (PLS) confirmo esta

clasificacion (Figura 3.2).

PCA FLS
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Figura 3.2 PCA (izquierda) Y PLS (derecha) de las variedades comerciales estudiadas.

En contraste, el PCA realizado sobre los datos de los cuatro hibridos en evaluacion no
logrd una separacion tan clara entre todos los genotipos. No obstante, los cultivares B475
y M16 formaron un grupo separado del resto, posiblemente reflejando su origen genético
comun como descendientes del cruzamiento Ellendale x Willowleaf. El analisis explicd
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 Analisis de componentes principales (izquierda) y minimos cuadrados

parciales (derecha) de las variedades hibridas estudiadas.

La transferencia de rasgos fenotipicos de los cultivares parentales hacia sus hibridos fue
evaluada a través del analisis comparativo de los perfiles metabolicos obtenidos mediante
espectroscopia de 'H RMN. Este enfoque ha sido empleado en otros estudios
metabolomicos, pero empleando GC-MS. En este caso se explord la heredabilidad de
perfiles metabolicos en citricos y su resistencia a enfermedades, demostrando que ciertos
metabolitos primarios y secundarios presentan patrones de transmision heredable (Killiny

et al., 2020).

En este trabajo se analizaron los perfiles de hibridos derivados del cruzamiento
entre Willowleaf (WL) y Ellendale (E), particularmente los cultivares B475 y M 16, con
el objetivo de visualizar la herencia metabdlica de sus compuestos solubles en agua. El
PCA aplicado a los espectros de '"H RMN mostrd que en todos los casos evaluados las dos
primeras componentes explicaron aproximadamente el 80 % de la varianza total,
permitiendo una representacion clara de las relaciones entre los perfiles de los parentales

y sus descendientes.

En la mayoria de los casos, las puntuaciones de los hibridos se posicionaron entre las
correspondientes a sus progenitores, con superposicion parcial con uno o ambos

parentales (Figura 3.4). Este patron sugiere una contribucion combinada de ambos

88



genomas parentales a la composicion metabolica final de la pulpa. Tal comportamiento
intermedio ha sido reportado también en estudios metaboldmicos con otras plataformas
analiticas como LC-MS y GC-MS, donde los hibridos 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 fendmeno se observa en el cultivar B475, el cual mostro
una alta aceptacion sensorial. Al compararse sus perfiles espectrales con los de sus
progenitores WL y E, se constatd una baja dispersion de las réplicas y una ubicacién
central en el espacio multivariado (Figura 3.4). Esta posicion refleja un perfil metabolico
intermedio, consistente con una herencia cuantitativa de metabolitos solubles, como
azlcares, acidos organicos y aminodcidos (Bassene et al., 2009; Kumar et al., 2024; Sdiri,
Bermejo, Aleza, Navarro, & Salvador, 2012). Ademas, el andlisis de las variables de
importancia para la proyeccion (VIP) derivadas del modelo PLS mostrd que los valores
correspondientes a B475 tienden a ser intermedios para las sefiales que mas contribuyen

a la separacion entre genotipos, lo cual respalda atin mas esta interpretacion.
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Figura 3.4 Representacion de PCA (A) y PLS (B), y variables de importancia en la

proyeccion del anélisis de PLS (C) realizado en B475 y sus parentales.
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En contraste, el cultivar M16, también derivado del cruzamiento WL x E pero con baja
aceptacion sensorial, presentd un perfil diferenciado respecto a sus parentales. En el
grafico de puntuaciones del PCA (Figura 3.5), donde PC1 y PC2 explicaron el 88 % de la
varianza, se observa que M 16 no se superpone con WL y presenta solapamiento limitado
con E. Esta segregacion sugiere diferencias marcadas en la concentracion de ciertos
metabolitos determinantes de calidad y explica, por ejemplo, la alta acidez total observada
en este hibrido. Estos resultados indicarian que aunque muchos metabolitos presentan una
herencia aditiva, otros pueden responder a mecanismos mas complejos como dominancia,
epistasis o regulacion especifica por el ambiente o el desarrollo del fruto (Alseekh et al.,

2015; Rowe, Hansen, Halkier, & Kliebenstein, 2008).
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Figura 3.5 PCA del hibrido M16 y sus parentales (E x WL).

3.3.4 Desarrollo de un modelo quimiométrico de aceptabilidad basado en 'H RMN
Los analisis sensoriales, empleando los atributos organolépticos descritos anteriormente,
indican que un sabor dulce y equilibrado, con acidez moderada, constituye el principal

factor de aceptacion, mientras que una acidez excesiva es el atributo mas asociado al

rechazo por parte de los consumidores.
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El modelo quimiométrico desarrollado en este estudio se basa en datos espectroscopicos
de 'H RMN y fue disefiado para vincular directamente los perfiles metabolicos con los
resultados de aceptabilidad sensorial. El analisis PLS-DA permiti6 separar con claridad dos
variedades con comportamiento extremo: la mas aceptada (B475) y la menos aceptada
(M16), mostrando que las sefiales correspondientes a azuicares (sacarosa, glucosa y
fructosa) fueron las principales responsables de la discriminacion a favor de B475,
mientras que en M16 predominaron las sefiales correspondientes a acidos organicos,
particularmente citrato (Figura 3.6). El andlisis OPLS-DA confirmd esta tendencia,
revelando una contribucion diferencial de estos metabolitos, lo que es consistente con el
patron sensorial observado.
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Figura 3.6 (A) Representacion del PLS-DA de las variedades mas (B475B) y menos
aceptadas (M16). (B) Valores VIP del analisis de PLS-DA. (C) Representacion del OPLS-DA

de las variedades mas (B475B) y menos aceptadas (M16), y (D) S-plot del mismo analisis.
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En comparacion con métodos tradicionales, como el indice °Brix/acidez, empleado
habitualmente como indicador indirecto de palatabilidad en citricos (Gupta et al., 2022;
Lado, Gambetta, & Zacarias, 2018), el uso de perfiles metabolicos completos mediante
RMN proporciona una evaluacion mas precisa y multidimensional del sabor, ya que
permite la identificacion simultdnea de multiples compuestos involucrados en la

percepcion del gusto y aroma (Hu et al., 2024; Shu et al., 2023).

Con el fin de evaluar si un enfoque mas simplificado basado en los principales
metabolitos identificados podia explicar la aceptabilidad, se construyé un modelo de
correlacion lineal entre el cociente del poder edulcorante calculado mediante la
correccion del area de la sefial de cada aztcar por el indice relativo de dulzor de cada
azlcar segun la escala de Schiffman (Schiffman et al., 1995) y el contenido de acido
citrico, contra el puntaje sensorial de aceptabilidad. El modelo resultante present6 un buen
coeficiente de correlacion (R? = 0,79), lo cual indica que esta relacién azlcares/acido
citrico, determinada por RMN, puede ser un fuerte predictor del agrado del consumidor

(Figura 3.7).
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Figura 3.7 Correlacion entre el cociente poder endulzante/acido citrico y la aceptabilidad

determinada por consumidores.
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La validez de este modelo fue interrogada utilizando una nueva variedad hibrida (A30),
que no formo parte del conjunto original de entrenamiento. El valor de relacion 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 generacion del modelo. Esto lo convierte en una herramienta de utilidad

para programas de mejoramiento genético y seleccion temprana de cultivares.

Este tipo de abordaje se alinea con investigaciones previas que han utilizado
metabolomica para comprender la herencia de caracteristicas sensoriales complejas en
citricos. Ademas, se destaca que la espectroscopia de RMN, por su reproducibilidad, bajo
requerimiento de preparacion de muestras y capacidad para detectar metabolitos clave sin
necesidad de estdndares, representa una herramienta ideal para la evaluacion 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 explord la posibilidad de aplicar esta estrategia utilizando
espectrometros de RMN de mesada. A pesar de su menor resolucion, estos equipos de bajo
campo tienen ventajas operativas y logisticas 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 busco determinar si las ventajas observadas,
en particular la capacidad de discriminar entre variedades aceptadas y rechazadas por los
consumidores mediante sus perfiles metabolicos, podian mantenerse al utilizar equipos

de menor resolucion.

En primer lugar, se compararon los espectros de 'H 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 sefiales
que los registrados a 400 MHz, particularmente en la region de 3,00 a 4,30 ppm, lo cual
dificulta la asignacion inicial sin un conocimiento técnico especifico. Sin embargo, las

senales correspondientes a protones anoméricos de los azucares (sacarosa, glucosa y
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fructosa) y a los protones metilénicos del 4cido citrico se encuentran en regiones menos
congestionadas, lo que posibilita su integracion confiable incluso a menor resolucion.

Esta observacion permitid adaptar la metodologia previamente desarrollada con espectros

de 400 MHz para aplicarla en el andlisis de los datos obtenidos con RMN de mesada.
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Figura 3.8 Comparacion de los espectros de 'H del extracto acuoso de mandarina de la
variedad B475B obtenido con espectrémetros de 400 y 60 MHz (a y b, respectivamente).
Las resonancias empleadas en las estimaciones se muestran en el espectro de 400 MHz

La region atenuada en ambos espectros corresponde al pico residual de HDO.

Se calcularon los valores del cociente poder edulcorante / &cido citrico para cinco
variedades de mandarina utilizando datos adquiridos tanto con espectrometros de 400
como de 60 MHz (Tabla 3.4). La aceptabilidad predicha mediante el modelo mostré un
alto grado de correlacion con los valores determinados sensorialmente por consumidores,
con coeficientes de determinacion (R?) 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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cuadratico medio de prediccion (RMSE) fue bajo (0,35 y 0,29), lo que destaca la robustez

del modelo aun con instrumentacion de menor resolucion.
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Aceptabilidad determinada por consumidores

Figura 3.9 Correlacion entre la aceptabilidad de los consumidores y el cociente del poder
endulzante / 4cido citrico determinado usando datos obtenidos a 60 y 400 MHz

(triangulos azules y circulos naranja respectivamente).

Tabla 3.4 Resultados de la evaluacion sensorial (aceptabilidad), cociente del poder
endulzante/acido citrico, aceptabilidad predicha por el modelo y RMSE de cada modelo

(con datos del espectrometro de 60 y 400 MHz).

60 MHz 400 MHz
. ors Poder Poder

Variedad Aceptabilidad Aceptabilidad Aceptabilidad

endulzante/acido RMSE endulzante/acido RMSE
predicha predicha

citrico* citrico*

B475B 7,4 10,85 6,88 9,31 6,76

F7P3 6,9 11,53 7,21 10,12 7,27

B475A 5,5 8,45 5,72 0,29 7,70 5,75 0,35

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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Ademas, se observé una alta correlacion (R? > 0,99) entre las predicciones obtenidas con
ambos modelos, lo que refuerza la equivalencia de las dos plataformas para esta
aplicacion especifica. Esta equivalencia también fue evidente al comparar directamente
los valores del cociente dulzor/acidez determinados con ambas técnicas, con una

correlacion R2 > (0,99, confirmando la consistencia cuantitativa del método.

Si bien los espectros de bajo campo presentan ciertas limitaciones en cuanto a resolucion
y requieren atencion especial durante el preprocesamiento e integracion de sefales,
especialmente en regiones con alta densidad de sefiales, también presentan ventajas
operativas importantes. Al tener menor resolucion, aquellas sefiales que sufren
desplazamientos por el pH o la temperatura son mas faciles de alinear para posteriormente

hacer estudios metaboldmicos rutinarios (Matviychuk, Yeo, & Holland, 2019).

Estos resultados demuestran que la espectroscopia de RMN de mesada, pese a sus
limitaciones técnicas, es una herramienta valida para predecir la aceptabilidad de frutas
citricas, replicando con éxito un modelo desarrollado originalmente con equipamiento de
alta resolucion. Esto abre una via accesible y confiable para la implementacion de
modelos quimiométricos en ambientes no especializados, con potencial para su adopcion
en centros de evaluacion de germoplasma o unidades productivas interesadas en la

seleccion temprana de nuevas variedades con buenas aptitudes sensoriales.

3.3.5 Aplicacion de FT-IR a la diferenciacion de variedades de mandarinas

Para seguir buscando plataformas analiticas aptas para uso en campo, se utilizd FT-IR
como técnica no destructiva que permite llevar a cabo estudios metabolomicos. Al
analizar visualmente los espectros FT-IR de B475B y MI16, se pueden ver perfiles
similares, tal como ocurria con los espectros de '"H RMN. Sin embargo, ciertas regiones
del espectro muestran intensidades diferentes para cada muestra (Figura 3.10). Las
mayores diferencias se pueden identificar en la region de 3600 — 2800 cm! (vibracion de
estiramiento de enlaces con hidrogeno como O-H, C-H) y 1800 — 900 cm'! (vibraciones
de estiramiento y flexion de enlaces multiples como C=0, 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 M 16.

La muestra M 16 se caracteriza por alta intensidad en 1722 cm™ y 1226 cm’!, caracteristica
de 4cidos carboxilicos, mientras que la muestra B475B se caracteriza por alta intensidad
en 1054 cm™ y 998 cm™!, que podria atribuirse a sefiales de aztcares (Figura 3.11). Estos

resultados son concordantes con los obtenidos mediante 'H RMN.
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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 logré una tasa de clasificacion correcta del 100%

para las variedades M16 y B475 en la validacion externa del mismo (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5 Tabla de clasificacion del set de validacion del modelo OPLS-DA de las
variedades B475B y M 16 mediante FTIR.

Muestra n M16 B475B % de prediccion correcta de muestras
Ml6 32 32 0 100

B475B 29 0 29 100

Sin clase 0 0 0 0

Total 61 32 29 100

Fisher’s 4,6¢!8

Estos resultados muestran que la espectroscopia de FT-IR, combinada con analisis
multivariado, constituye una herramienta analitica prometedora para la diferenciacion de
variedades de mandarina. Ademas, esta estrategia puede contribuir a la identificacion y
prevencion de practicas fraudulentas en el comercio de frutas citricas. Asimismo,
representa un aporte potencial al registro de variedades y a la proteccion de la propiedad

intelectual.

3.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos en este capitulo demuestran que la espectroscopia de 'H RMN,
tanto de alto como de bajo campo, constituye una herramienta poderosa y versatil para el
andlisis quimico no dirigido de mandarinas, y en particular para la prediccion de su
aceptabilidad por parte del consumidor. La integracién de metodologias metabolomicas
con modelos quimiométricos simples demuestra ser una estrategia efectiva para anticipar

caracteristicas sensoriales a partir de pardmetros quimicos objetivos.

En una primera instancia, se desarroll6 un modelo de prediccion de aceptabilidad basado
en la razon entre el poder edulcorante y el contenido de acido citrico, obtenida a partir de
perfiles de RMN de campo alto (400 MHz). Este modelo mostr6 una excelente capacidad
predictiva (R? = 0,94, RMSE = 0,35), apoyando la hipotesis de que la aceptabilidad
sensorial de las mandarinas se encuentra fuertemente influenciada por el equilibrio entre
dulzor y acidez, como ha sido sefialado previamente (Lado et al., 2018). El poder
edulcorante, definido como una medida ponderada de las concentraciones molares de

sacarosa, glucosa y fructosa, resultd un descriptor eficaz de la percepcion global del
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dulzor, mientras que la concentracion de acido citrico sirvié como un indicador confiable

de la acidez organoléptica.

Posteriormente, se adaptd y valido esta estrategia analitica utilizando datos obtenidos
mediante un espectrometro de RMN de mesada (60 MHz). A pesar de la menor resolucion
de este tipo de equipos, fue posible identificar e integrar sefales clave (protones
anoméricos de los azucares y metilénicos del acido citrico), permitiendo aplicar el modelo
de prediccioén con resultados altamente satisfactorios (R? = 0,96, RMSE = 0,29). Esta
validacion 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 mas accesibles, siempre que se mantenga rigurosidad en el

procesamiento y andlisis de datos.

Ademas, la alta correlacion entre los valores experimentales obtenidos en ambas
plataformas (R? > 0,99 para el cociente dulzor/acidez; R? > 0,99 para las aceptabilidades
predichas) confirma la consistencia cuantitativa del método y subraya la robustez del
enfoque analitico empleado. Por lo tanto, se destacan las ventajas operativas de la RMN
de bajo campo, como la simplificacion de la alineacion espectral, lo que podria facilitar

su adopciodn en la industria o laboratorios no especializados.

Estos resultados coinciden con estudios recientes que han propuesto la RMN de mesada
como una tecnologia emergente para aplicaciones agricolas, alimentarias y ambientales
(Di Matteo et al., 2025; Gouilleux, Marchand, Charrier, Remaud, & Giraudeau, 2018), y
se alinean con las tendencias actuales en quimiometria sensorial aplicada a frutas
(Milbert, Miiller, Krenz, Pflaum, & Seifert, 2024; Zielinski et al., 2014). En este sentido,
el presente trabajo representa una contribucion significativa a la validacion empirica de
estas propuestas, al demostrar su aplicabilidad concreta en un caso de estudio relevante

para el mejoramiento genético de citricos.

Desde un punto de vista metodologico, este capitulo muestra como la integracion de
herramientas espectroscopicas no dirigidas con modelos matematicos 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 util
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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 capitulo (Figura 3.12) permiten afirmar que es posible
predecir la aceptabilidad sensorial de mandarinas a partir de mediciones quimicas rapidas

y no destructivas, lo cual representa una alternativa eficaz a la realizacion de paneles

sensoriales extensos, costosos y logisticamente complejos [Apéndice 1: The impact of

sensory attributes of mandarins on consumer perception and preferences (Gdmbaro et al.,

2021)]. La aplicacion de este modelo quimico en extractos acuosos de mandarina
mediante espectroscopia de RMN de protdon permitio desarrollar y validar herramientas de

prediccion basadas en metabolomica. [Apéndice 2: 'H 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 espectroscopia de bajo campo
(60 MHz), validando la aplicabilidad de instrumentos de mesada para este tipo de analisis
sin pérdida significativa de precision, ampliando el acceso a estas tecnologias 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 metodologia desarrollada presenta una clara orientacion hacia la transferencia
tecnoldgica a empresas, programas de mejoramiento genético y otras instancias de
evaluacion de germoplasma. Contempla condiciones realistas de implementacion, como
simplicidad analitica, robustez y reproducibilidad, y abre la posibilidad de transferir los
hallazgos metabolomicos a herramientas de menor complejidad operativa y costo. Este
trabajo realizado sobre pulpa muestra el valor de la metabolémica como herramienta de
prediccion y apoyo a la toma de decisiones, tanto para la seleccion temprana de cultivares
como para definir estrategias de diferenciaciéon comercial reduciendo la dependencia
exclusiva de evaluaciones sensoriales costosas y prolongadas. Esta estrategia de
transferencia se alinea con buenas practicas internacionales donde el objetivo no es solo
detectar diferencias entre muestras, sino convertir la informacién analitica en

herramientas para la toma de decision trazable y auditable (Sumner et al., 2007).
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Del Espectro al Paladar: Prediccion Cientifica del Sabor de la Mandarina
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Figura 3.12 Principales resultados del capitulo 3, creada con NotebookLM.

En futuras investigaciones se podra explorar la integracion de otros descriptores
sensoriales, como el aroma o la textura, asi como la incorporacion de técnicas
espectroscopicas complementarias, tales como la espectrometria de masas, con el fin de
desarrollar modelos més integrales y precisos de evaluacion de la calidad organoléptica
de los frutos. En este sentido, uno de los desarrollos derivados del estudio metabolomico
no dirigido realizado en esta tesis fue la publicacion de un trabajo centrado en el analisis
de aminoacidos libres en pulpa de mandarina mediante espectrometria de masas, que
permitié 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 formo parte de la tesis final de la licenciatura en
alimentos de la UTEC de Sofia Rezende y Sabrina Banchero. Estos resultados aportan
evidencia adicional sobre la utilidad de los perfiles quimicos como herramienta de
caracterizacion sensorial. Ademads, la combinacion de datos quimicos con enfoques de
aprendizaje automatico representa una estrategia promisoria para mejorar aun mas la
precision y aplicabilidad de los modelos predictivos desarrollados, especialmente en

contextos reales de produccion, seleccion varietal y programas de mejoramiento genético.
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4 Metabolomica de la cascara

La cascara de los citricos representa una barrera natural altamente especializada cuya
compleja composicion quimica despierta un creciente interés desde multiples
perspectivas, incluyendo defensa vegetal, diferenciacion varietal y calidad poscosecha.
Este capitulo estudia su perfil metabdlico con el fin de identificar compuestos clave
asociados tanto a la identidad quimica de cada variedad como a su potencial resistencia
frente al cancro citrico, una enfermedad de alto impacto productivo. Esto se llevo a cabo
utilizando enfoques no dirigidos y dirigidos, analizando en ambos los metabolitos
presentes en esta matriz rica en ceras, lipidos, azucares y polifenoles, mediante
herramientas espectroscopicas y cromatograficas combinadas con estadistica

multivariada.

En la primera seccion (4.1) se presenta un estudio no dirigido mediante espectroscopia de
'"H RMN aplicado a extractos acuosos y organicos de cascara. Este enfoque busca encontrar
diferencias globales en el perfil quimico de distintas variedades de mandarinas y explorar
asociaciones entre sus metabolitos y la resistencia al cancro citrico. En la segunda seccion
(4.2) se profundiza con una estrategia dirigida basada en cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS). Especificamente, estos andlisis se centran en la
caracterizacion 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 citricas,
incluyendo mandarinas, para evaluar su rol potencial en los mecanismos de defensa

contra infecciones bacterianas.

Ambas secciones se complementan para proporcionar una vision integrada de los
metabolitos presentes en la cascara y su relacion con la resistencia varietal, proponiendo
marcadores quimicos utiles en programas de mejoramiento genético y estrategias

sostenibles de manejo fitosanitario.
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4.1 Analisis no dirigido de la cascara

4.1.1 Introduccion

Como se menciond anteriormente, la cascara de los citricos 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 composicion
de las ceras epicuticulares de los citricos puede variar significativamente dependiendo de
la especie o el cultivar particular, las condiciones y duraciéon del almacenamiento, la
exposicion a factores de estrés abidtico (como el estrés hidrico), la posicion de la fruta en
el arbol y las practicas de cultivo (Ding et al., 2020; Romero & Lafuente, 2021). Los
alcanos de cadena larga impar (C25-C31) son los mas abundantes mientras que los de
cadena larga par (C22-C34) son muy minoritarios. Los 4cidos grasos libres encontrados
son principalmente de cadena par, siendo los mayoritarios los de 24 y 26 atomos de
carbono seguidos de palmitico, estearico y eicosanoico. El 4cido graso pentadecanoico es
el acido de cadena impar més frecuente en ceras. Los alcoholes y aldehidos grasos
encontrados son generalmente primarios, y los mas abundantes son de 22, 24 y 25 atomos
de carbono al igual que los aldehidos. Los terpenoides encontrados en la cera son los
triterpenos o- y B-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 mas externas de la cascara (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 metabolémicos no dirigidos constituyen una herramienta poderosa para
explorar esta diversidad quimica y detectar biomarcadores para la diferenciacion varietal
y la resistencia a enfermedades. El cancro citrico, causado por Xanthomonas
citri subsp. citri, constituye una de las principales enfermedades que afectan al cultivo de
citricos, generando pérdidas econdmicas significativas a través de la reduccion del

rendimiento, el aumento de frutos descartados y las restricciones para la exportacion. Se
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trata de una enfermedad cuarentenaria para destinos clave como la Union Europea, lo
cual obliga a que la Direccion General de Servicios Agricolas (DGSA/MGAP)
implemente rigurosos controles anuales, habilitando unicamente los predios libres de la
enfermedad (Presidencia de la Republica 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 agroquimicos, principalmente
oxicloruro de cobre, en cantidades que alcanzan hasta 40 kg por hectdrea por zafra, sin
lograr en muchos casos un control efectivo de la enfermedad. Estas practicas no solo
encarecen la produccion, 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 sintomas 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 citricos de INIA. Historicamente,
la seleccion 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 citrico no ha sido aun considerada como criterio de

seleccion.

En esta seccion se desarrolld un andlisis metabolomico no dirigido de la cascara de
distintas variedades de mandarinas empleando 'H RMN. Para abarcar la diversidad
quimica de la matriz, que incluye compuestos con un amplio rango de polaridades como
ser azucares, acidos organicos, lipidos y terpenoides, se emplearon extractos tanto

acuosos como Organicos.

Los anélisis estadisticos multivariados (PCA, PLS-DA y OPLS-DA) aplicados sobre datos
provenientes de espectros de 'H RMN revelaron diferencias significativas en ambos
perfiles de las variedades estudiadas. Estas diferencias se asociaron principalmente con
la composicion y grado de metilacion de las pectinas, asi como con la presencia de
azucares libres y compuestos lipofilicos como limoneno, lipidos y ceras cuticulares. En

una segunda etapa se identificaron metabolitos que permitieron discriminar variedades
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resistentes y susceptibles al cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri), destacandose
senales asociadas a 4cidos y alcoholes grasos, lo que sugiere un papel potencial de estas

sustancias en los mecanismos de defensa.

4.1.2 Metodologia

4.1.2.1 Material vegetal

Las muestras de mandarinas maduras fueron las mismas que se describieron en la seccion

correspondiente del Capitulo 3 (3.2.1).

4.1.2.2 Extraccion

Se separd la cascara congelada de la pulpa y se cort6 en trozos de 3 X 3 mm con cuchillo,
se pesd 1,00 £ 0,10 g del material en balanza analitica (Shimadzu ATX224, Japon), se
coloco en tubo de centrifuga de polipropileno de 15 mL y se adiciond 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
sometio a agitacion con vortex (WiseMix VM-10, Wisd, Alemania) a 110 rcf durante 30
s y a bafio de ultrasonido (SB-120DT, Wollen Lab, China) durante 60 s. Se centrifugd
(Eppendorf 5702, Alemania) durante 5 minutos a 1400 rcf, se retir6 la capa organica y se
agregaron 4,00 mL de CHCls. Se repitio la etapa de vortex, ultrasonido y centrifugado, se
juntaron las fases organicas y se secaron con Na>SO4 anhidro. Se filtr6 el extracto
organico seco mediante papel de filtro Whatman y se eliminé el solvente bajo corriente
de nitrégeno gaseoso empleando un concentrador de fracciones (Turbovap LV, Biotage,
Suecia). El extracto acuo-metanodlico se filtr6 mediante papel, se eliminé el MeOH
mediante destilacion a presion reducida empleando rotavaporador (Biichi R-114, Suiza),
y finalmente se liofiliz6 (BenchTop Pro, VirTis SP Scientific, Estados Unidos) para
eliminar el agua. Se realizaron 10 réplicas de cada extraccion, correspondiendo cada una
a una mandarina diferente. Las muestras secas se almacenaron en desecador hasta su

analisis instrumental.
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4.1.2.3 Analisis instrumental

Los espectros de 'H RMN de los extractos acuosos de cascaras de mandarinas se

obtuvieron utilizando los protocolos descritos en el Capitulo 3 (3.2.5.1).

Se realizaron analisis empleando los espectros completos y los espectros filtrados de las
sefnales correspondientes a azlicares y zonas sin alinear. En estos ultimos, 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 organicos secos se disolvieron en 600 puL 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 'H se
obtuvieron y procesaron de igual manera que los de los extractos acuosos, a excepcion de

la etapa de referenciado que fue realizada en base a la sefial de CHCl; residual a 7,26

4.1.2.4 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos multivariados se realizaron de la misma manera que en el

Capitulo 3 (3.2.8).

4.1.3 Resultados y discusion

4.1.3.1 Clasificacion de variedades mediante 'H RMN

Considerando la composicion quimica de la cascara de los citricos, los extractos acuosos
comprenden compuestos provenientes del flavedo y del albedo. Ambos tejidos presentan
una composicion quimica compleja, caracterizada por la presencia de metabolitos
secundarios inmersos en una matriz constituida principalmente por polimeros 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).
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Figura 4.1 Espectros de '"H RMN de los extractos acuosos de cascara 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 analisis estadistico de extractos acuosos
de céscara de mandarina de las variedades parentales (E, P, S y WL), incluyendo el
grafico del modelo PLS-DA y su correspondiente grafico de puntuacion VIP (Variable
Importance in Projection) para identificar las sefiales que caracterizan a cada variedad.

Se observa una clara separacion 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 si, aunque también se distinguen de E y WL, con P tendiendo a
agruparse mas cerca de E y S con cierta dispersion entre P y WL. Esta separacion indica
que existen diferencias en la composiciéon quimica de los extractos acuosos de las

cascaras.

112



Scotes Plot

T ¢ mErmm

= um

:

- e o VTR . | e |
8 = 2 atisal . slom
~ 9 TR . mls
. LN ] '
* L lanl |
o L aal |
(=] o) TIITIEES . | _jaal |
taat. ar1 el |
P TRETY) 2 e
fa) i -5 . alla
4 Wil a . |sLle
i | @ LR
(VTR ™ LI

rponent
o
%o
0@
.

Componem L (802 %) VIF coees

Figura 4.2 PLS-DA de extractos acuosos de cascara de las mandarinas parentales
(izquierda, Ellendale en rojo, Page en verde, Satsuma en azul y Willowleaf en celeste) y

grafico de VIP scores del mismo andlisis (derecha).

El gréafico de puntuacion VIP se usa para identificar qué sefiales (variables) son las mas
importantes para discriminar entre los grupos. Las sefiales con VIP scores mas altos son
las que mas contribuyen a la diferenciacion observada en el resultado del PLS-DA.
Ellendale se caracteriza por altas concentraciones de metabolitos con sefales con
puntuaciones VIP altas a 3,78 — 3,81;4,82 — 4,85y 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 (Gagliano, De Luca, Conidi, & Cassano, 2023; Tamaki,
Konishi, & Tako, 2008), entre los azicares que presentan sefiales en esta zona (4,7 — 4,9
ppm), pueden encontrarse el acido galacturénico (H-5) o a la galactosa (H-1), pero
también puede atribuirse al H-1 de B-glucosa. Por otro lado, la region de 3,6 — 3,8 ppm
corresponde con un grupo metoxilo (—OCH3), por lo que esta sefial puede ser indicadora
del grado de metilacion de las pectinas de bajo peso molecular solubles, presentes en la
cascara, y por ende un factor clave en la separacion, asi como al metoxilo de la
hesperidina, una de las flavanonas mas comunes en el flavedo de los citricos, como se
vera en el siguiente capitulo. Esta region también puede corresponderse a los protones H-
2 y H-3 del 4cido galacturénico (3,6 — 3,9 ppm), asi como a diferentes protones de
glucosa, fructosa y sacarosa. Page y Satsuma presentan concentraciones intermedias de
las sefiales con los mayores VIP scores. Page tiende a tener niveles medio-altos, mientras

que Satsuma presenta niveles medio-bajos. Esto contribuye a su separacion entre si 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
podrian tener variaciones significativas en la cantidad o estructura de sus pectinas y
azucares en los extractos de la céscara, lo que permite su discriminacion mediante el

analisis de 'H RMN.

Para la clasificacion de las variedades usando los extractos orgdnicos de céscara (Figura
4.3) se llevo a cabo un estudio analogo al presentado anteriormente. En el mismo, el
grafico de puntuacion del PLS-DA muestra que Ellendale y Page forman agrupaciones
distintas, separandose 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
separacion observada entre los grupos no es aleatoria y es estadisticamente significativa
y da validez al modelo discriminante.

Las senales con los VIP scores mds altos se observan en el rango de 0,8 a 0,9 ppm,
correspondiente a grupos metilos de cadenas alquilicas, sefiales entre 1,26 — 1,37 ppm
correspondientes a protones metilénicos y sefales entre 1,58 — 1,61 ppm que
corresponden a los hidrogenos f-carbonilicos y protones metilénicos. En comparacion
con literatura (Silva, Alves Filho, Choze, Lido, & Alcantara, 2012) sobre composicion de
cascaras de naranja, estas sefiales se podrian atribuir al limoneno, muy abundante en
cascaras de citricos, y lipidos/residuos alquilicos superpuestos tanto de compuestos
pertenecientes a la cera epicuticular, a los aceites esenciales, como a los lipidos de
membrana. Satsuma se caracteriza por tener los niveles mas altos de estas sefales.
Willowleaf y Satsuma presentan mayor intensidad en la sefial en el rango 4,26 — 4,29 ppm

que puede corresponderse a los hidrogenos a (extremos) del glicerol (triacilglicéridos).
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Figura 4.3 Espectros de '"H RMN de los extractos organicos de cascara de las mandarinas

parentales (Ellendale en rojo, Page en verde, Satsuma en azul y Willowleaf en celeste).
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Los polifenoles, agliconas de flavanonas como naringenina o hesperetina, u otros acidos
aromaticos presentes en las cdscaras, por lo que la sefal en 7,70 — 7,73 ppm podria
pertenecer a este tipo de compuestos. Las variedades Satsuma y Willowleaf podrian
caracterizarse por niveles relativamente mas altos de estos compuestos aromaticos en
comparacion con las variedades Ellendale y Page. Sin embargo, es importante notar que
los VIP scores de estas sefiales son menores en comparacion con las otras, lo que indica
que su contribucion a la diferenciacion general entre las variedades es menos significativa

que la de los lipidos/limoneno.

4.1.3.2 Correlacién de los perfiles de "H RMN con la resistencia a cancrosis

Basado en los resultados de caracterizacion y clasificacion de variedades de mandarinas
en funcion de los perfiles metabolicos de extractos acuosos y organicos de cascara, se
plante6 la hipdtesis de que estas mismas matrices podrian emplearse para explorar
diferencias relacionadas con la resistencia al cancro citrico (Xanthomonas citri sub. citri)
(Ali et al., 2023). La asignacion de sefiales en dichos extractos, basada en bibliografia
especializada y bases de perfiles de "H RMN, permitiria una aproximacion estructurada al

estudio de los metabolitos involucrados en las defensas de estas plantas.

Con el fin de evaluar esta hipotesis, investigadores del Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) clasificaron las variedades analizadas como resistentes o susceptibles
a cancro citrico. La clasificacion se basé en observaciones sistematicas realizadas en
parcelas experimentales bajo condiciones naturales de infeccion (Tabla 4.1). A partir de
la misma y utilizando el enfoque metabolémico previamente establecido, se exploraron
los perfiles quimicos de las variedades en funcion de su resistencia frente a X. citri. En la
figura 4.5 se muestran los espectros de 'H RMN de las variedades de mandarina

coloreadas seglin 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 infeccion

por X. citri.

Tabla 4.1 Clasificacion 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 x WL) F7P3 (E x P)
M16 (E x WL)
B79 (E x S)

Para analizar los extractos acuosos, se eliminaron las sefiales correspondientes a azucares,

ya que dominaban los espectros y no permitian encontrar otras diferencias en los

extractos. Se realizO un PLS-DA y se identificaron las sefiales responsables de esta

separacion mediante VIP scores (Figura 4.6).
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Figura 4.6 Grafico de puntuacion del PLS-DA (izquierda) de extractos acuosos de céscara
de las mandarinas resistentes (rojo) y susceptibles (verde) a X. citri, y grafico de VIP scores

del mismo analisis (derecha).

En este analisis, la sefial a 1,93 ppm destaca por ser la de mayor peso en la diferenciacion
de las variedades. Esta sefal 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 sefiales a 22,7 y 180,6 ppm

en 13C, respectivamente, permitiendo asignar a esta especie como acetato.

En cuanto al extracto organico, el modelo PLS-DA mostrd una clara separacion entre el
grupo de variedades resistentes (rojo) y susceptibles (verde) (Figura 4.7). Las sefiales
con mayor importancia para la clasificacion estdn en el rango 0,86 — 0,78 ppm, que
corresponden a grupos metilo terminal de cadenas alquilicas como ser hidrocarburos,
ésteres, aldehidos y acidos o alcoholes grasos, por otro lado, aparecen sefiales importantes
alrededor de 1,3 — 1,2 ppm que corresponden a protones metilénicos de estos compuestos.
Las sefiales proximas a 2,16 ppm pueden atribuirse a protones alfa al carbonilo de los

acidos grasos.

118



— ——. Lalmme 2 * NE

) - 7_ L cImm 3w = me

:,f i bl L Lo a0y » 1]

.- - mm
005 | "

et B NE : o
~ oo b0l . s '

o | ' - L 1]

002> '
‘; | " 1w . w
!

c o | n 1t . | | |
z o I ol w2 a L I
[ X -‘A; - 1 . me 106

o -004F I ‘- 1319 . fore]

O o081 i" | ' . [T}

- = hd L

R ¥ - -n

B4 ? = $ » 2 o T Y T ]
s Voren, 4 ..( ¥ 2 % & 5 3

YIP e

Figura 4.7 PLS-DA (izquierda) de extractos orgédnicos de cdscara de las mandarinas
resistentes (rojo) y susceptibles (verde) a X. citri 'y grafico de VIP scores del mismo analisis

(derecha).

Por lo tanto, mas de la mitad de las sefiales de mayor relevancia en variedades resistentes

se corresponden con sefiales caracteristicas de ceras epicuticulares de mandarinas.

4.1.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos mediante el enfoque no dirigido permitieron identificar sefiales
diferenciales en extractos acuosos y organicos de céascara, asociadas con la resistencia de
ciertas variedades de mandarina frente a Xanthomonas citri subsp. citri. Particularmente,
las sefiales mas relevantes en los extractos organicos correspondieron a estructuras
compatibles con compuestos lipofilicos, incluyendo 4cidos y alcoholes grasos, elementos
clave en la composicion de las ceras epicuticulares. Esta observacion sugiere que las ceras
podrian desempefiar un rol activo en la defensa frente al cancro citrico, actuando como

barrera fisica o quimica ante la infeccion.

A partir de esta hipotesis, se implementd una estrategia metabolomica dirigida (fargeted)
centrada en la caracterizacion y cuantificacion de componentes de la cera. Este abordaje
tuvo como finalidad profundizar en las diferencias entre variedades resistentes y

susceptibles, asi 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 céscara, tanto en su contribucion a la identidad quimica
varietal como en su posible vinculo con procesos de resistencia a enfermedades. En este
contexto, surgio 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 fisica y quimica frente a infecciones bacterianas en citricos.

4.2 Analisis dirigido de ceras epicuticulares

4.2.1 Introduccion

Las ceras epicuticulares surgen como un componente estructural y funcional clave en la
defensa de los frutos. Estos compuestos constituyen la primera barrera fisica y quimica
frente al estrés abiotico y bidtico, incluyendo infecciones por patdégenos bacterianos. Su
composicion, que incluye una mezcla de alcanos, 4cidos grasos, alcoholes, aldehidos,
ésteres y triterpenoides, determina sus propiedades fisicoquimicas y, por ende, su rol en
los mecanismos de defensa. Diversos estudios han demostrado la actividad antifingica
de ceras epicuticulares en otras especies vegetales, como cebada (Garcia, Garcia,
Heinzen, & Moyna, 1997) y solanaceas (Cesio, Dutra, Moyna, & Heinzen, 2006), y en
citricos se ha reportado su implicancia en el control de la expansion de Penicillium

digitatum (Ding et al., 2020; Zhu et al., 2020).

Dadas las caracteristicas de la enfermedad provocada por X. citri subsp. citri, se planted
que la composicion de las ceras epicuticulares podria estar relacionada con la resistencia
observada en ciertos genotipos. En la Seccidn 4.1 se presentd un analisis metaboldmico
no dirigido realizado sobre la cascara de mandarina mediante 'H RMN, el cual reveld
diferencias consistentes en sefiales asociadas a compuestos lipofilicos, especialmente

acidos y alcoholes grasos, entre variedades resistentes y susceptibles.

Esta seccion se centra en un andlisis metabolomico dirigido de las ceras epicuticulares
con el objetivo de caracterizar sus componentes, y determinar ademas si existen
diferencias composicionales especificas entre variedades con distinto grado de

susceptibilidad al cancro citrico. Mediante el uso de herramientas estadisticas
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multivariadas, se buscé identificar metabolitos discriminantes, especialmente aquellos
pertenecientes a las clases de acidos, aldehidos y alcoholes grasos. Este enfoque no solo
pretende aportar sobre el rol potencial de las ceras en los mecanismos de defensa natural
de los citricos, sino también al desarrollo de nuevos criterios de seleccion para programas
de mejoramiento genético enfocados en la resistencia a esta enfermedad de alta relevancia

sanitaria, productiva y comercial.

4.2.2 Metodologia

4.2.2.1 Material vegetal

Se trabajo con dos grupos de muestras. El primero corresponde con las muestras descritas
en la seccion Material vegetal del Capitulo 3 (3.2.1). Estas muestras no tenian cascara
entera, por lo que se siguié una metodologia especifica de extraccion. El segundo grupo
de muestras corresponde a diferentes frutas citricas recolectadas en febrero, inmaduras

para detectar defensas tempranas frente a cancro, y que se describen en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Descripcion de los citricos evaluados.

Fruta Nombre Nombre Linaje Referencias
comercial cientifico
(parentales  en

caso de hibridos)

Pomelo Citrus  maxima Especie citrica ancestral (no (Nicolosi et al.,
(Burm.) Merr. hibrido) 2000)
Limén Criollo Citrus limon (L.) Hibrido de cidro (C. medica) x (Curk et al., 2016)
Osbeck naranja agria (C. aurantium)
Meyer Citrus x meyeri Hibrido de cidro (C. medica) x (Curk et al., 2016)

(C. maxima xC. reticulata)

hibrido pomelo/mandarina

Naranja Navel Citrus  sinensis Hibrido natural entre mandarina (Curk et al., 2016;
(L.) Osbeck (C. reticulata) y pomelo (C. G Albert Wuetal.,
maxima) 2014)
Valencia Citrus  sinensis (Curk et al., 2016)
(L.) Osbeck

121



Lima Mexicana Citrus Hibrido de cidro (C. medica) x (Curk et al., 2016;
aurantiifolia papeda (C. micrantha) Guohong  Albert
Wu et al., 2018)
Quinoto Fortunella spp. Especie separada, posiblemente (Guohong Albert
hibrida de Citrus japonica Wu et al., 2018)
Mandarina Fremont Citrus reticulata Hibrido de  Murcott X (Goraet al., 2022)
Blanco (Clementina x Ponkan)
Clementina Citrus clementina  Mandarina Willowleaf (Citrus (Ollitrault et al.,
deliciosa Tenore) X naranja dulce  2012)
(C. sinensis (L.) Osbeck)
Murcott Citrus reticulata C. sinensis (L.) Osbeck x C. (Borges & Pio,
Blanco reticulata Blanco 2003)
Ortanique Citrus reticulata C. sinensis (L.) Osbeck x C. (Borges & Pio,
Blanco reticulata Blanco 2003)
Ponkan Citrus reticulata Cultivar chino, probablemente (G Albert Wu et
Blanco especie pura o con introgresion al., 2014)
de C. maxima
Ellendale Citrus reticulata Desconocido.  Probablemente (Ross, 1949)
Blanco una plantula casual de un cruce
entre mandarina y naranja dulce
Page Citrus reticulata Minneola  tangelo  (pomelo (Shimizu et al.,
Blanco Duncan x mandarina Dancy) x 2016)
mandarina Clementina
Willowleaf Citrus  deliciosa Desconocido (Curk et al., 2016)
Tenore
Satsuma cv  Citrus unshiu  Desconocido. Probablemente un (Fujii et al., 2016)
'Owari' Marcovitch cruce entre ‘kishuu mikan' y
mandarina 'Kunenbo'
B475 Ellendale (@) x Programa Nacional de
Willowleaf (&) Mejoramiento  Genético  de
Citricos-Uruguay
B79 Ellendale (@) x Programa Nacional de
Satsuma cv. Mejoramiento  Genético  de
'Owari' () Citricos-Uruguay
F7P3 Ellendale (@) x Programa Nacional de
Page (&) Mejoramiento  Genético  de

Citricos-Uruguay
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F2P3 Ellendale (@) x Programa Nacional de
Page (&) Mejoramiento  Genético  de

Citricos-Uruguay

4.2.2.2 Extraccion

Para el analisis del primer grupo de muestras (3.2.1) se separ6 la cascara congelada de la
pulpa y se cort6 en cuadrados de 2 X 2 cm. Se sumergieron usando un colador con malla
de acero inoxidable durante 60 s en un crisol de porcelana conteniendo 25 mL de CHCI3
(LiChrosolv®, Merck, Alemania). Se seco el extracto con NaxSO4 anhidro, se filtrd
mediante papel de filtro Whatman y se elimind el solvente bajo corriente de nitrégeno
gaseoso empleando un concentrador de fracciones (Turbovap LV, Biotage, Suecia). Se
realizaron tres réplicas de cada extraccion, siendo cada una de las réplicas proveniente de
una mandarina diferente. Los extractos secos fueron pesados en balanza de precision
(Kern ABJ 220-4M, Kern & Sohn GmbH, Alemania) y se almacenaron en desecador hasta

su analisis.

El segundo grupo de muestras fue extraido por inmersion dindmica de los frutos intactos
en 300 mL de CH:Cl; destilado durante 60 s usando una malla de acero inoxidable. Se
seco el extracto con NaxSOgs anhidro, se filtré6 mediante papel de filtro Whatman y se
elimind el solvente mediante destilacion a presion reducida empleando rotavaporador
(Biichi R-114, Suiza). El extracto obtenido se retomé en CHCI3 (3 mL, LiChrosolv®,
Merck, Alemania), se transferio a tubos de vidrio previamente pesados y se elimin6 el
solvente bajo corriente de nitrogeno gaseoso mediante un concentrador de fracciones
(Turbovap LV, Biotage, Suecia). Los extractos secos fueron pesados en balanza de
precision (Kern ABJ 220-4M, Kern & Sohn GmbH, Alemania) y se almacenaron en
desecador hasta su analisis instrumental. Se realizaron 5 réplicas de cada extraccion para

cada muestra.

Para la determinacion del area superficial de las muestras se procedio6 al pelado manual
de los frutos, disponiendo las cascaras sobre hojas de papel de gramaje 75 g/m® 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

123



relacion entre la masa del papel y el area cubierta, se construy6 una curva de calibracion
mediante la determinacion de la masa de areas conocidas del mismo tipo de papel,
permitiendo asi interpolar el area superficial de cada muestra a partir de la masa registrada
de sus respectivas siluetas. Adicionalmente, se midieron y registraron el peso, el didmetro
polar y el didmetro ecuatorial de cada uno de los frutos incluidos en la muestra. Este
procedimiento se aplico a todos los frutos analizados, con excepcion de las muestras
correspondientes a mandarina comin y quinoto, debido a que su reducido tamano impidié

realizar las medidas necesarias.

4.2.2.3 Analisis 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 um. El andlisis de compuestos volatiles de ambos grupos de muestras se realizé
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) en un
equipo Shimadzu GC-MS QP2010 Ultra (Shimadzu, Japén), operando en modo de
ionizacion por impacto electronico (EI) con una energia de ionizacion de 70eV. Se
inyectd 1 pL de cada muestra en modo splitless a 280 °C, utilizando una columna capilar
de silice fundida Rtx-5MS (30 m X 0,25 mm de diametro interno y espesor de film de
0,25 um, Restek, Estados Unidos), con helio como gas portador. La temperatura de la
columna se programo6 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 ionizacion a 220 °C. Se
aplicé 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 andlisis. El
procesamiento de los datos cromatograficos se realizé mediante el software GC—-MS
Solution, version 4.11 SU2, empleando la biblioteca NIST11.1lib. Se consideraron como
positivos aquellos compuestos cuyos espectros de masas presentaron una similitud > 80%
con la biblioteca y cuya asignacion fue ademads respaldada por fragmentos diagndsticos
compatibles con la estructura propuesta y por un indice de retenciéon concordante con

valores reportados.
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4.2.2.4 Analisis estadistico

Las medias de los grupos se compararon mediante un andlisis de varianza (ANOVA). En
aquellos casos en que se detectaron diferencias estadisticamente significativas, se aplico
un analisis de comparaciones multiples de Tukey con correccion de Bonferroni para
identificar los pares de grupos con diferencias entre si, considerando un nivel de
significancia de a = 0,05, empleando el software libre RStudio Version 1.2.5033 (Estados
Unidos). Los analisis estadisticos multivariados fueron realizados utilizando la
plataforma en linea MetaboAnalyst 6.0. Para la exploracion inicial de la estructura de los
datos se empled PCA. La identificacion de fitomarcadores discriminantes entre grupos se
llevo a cabo mediante PLS-DA y analisis de puntuaciones VIP. La validez de los modelos
generados se evalu6 mediante validaciéon cruzada de 5 segmentos (5-fold cross-
validation). Como métrica de desempefio del clasificador, se calculd la precision, definida

como la fraccion de muestras asignadas por el modelo a una determinada clase que

VP
VP+FP

verdaderamente pertenecian a ella (Precision = ), donde VP y FP representan los

verdaderos y falsos positivos, respectivamente. El desempefio predictivo se estimo
utilizando el Q? como métrica de validacion cruzada.

Adicionalmente, la significancia de los modelos se evalu6 mediante pruebas de
permutacion con 1000 permutaciones de las etiquetas de clase, usando la exactitud de

clasificacion como criterio de comparacion frente al modelo original.

4.2.3 Resultados y discusion

4.2.3.1 Contenido de ceras epicuticulares

En la tabla 4.3 se presentan los datos de resistencia al patdégeno Xanthomonas
citri subsp. citri obtenidos a partir de evaluaciones fitopatologicas 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
interpretacion de los perfiles quimicos obtenidos. En esta tabla ademas se presenta el

contenido de ceras determinado para ambos grupos de muestras.
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Tabla 4.3 Resultados del contenido de ceras en muestras resistentes y susceptibles de

ambos grupos de muestras.

Grupo 1: muestras maduras, extractos en fragmentos de cascara

Muestras resistentes

Muestras susceptibles

Nombre Contenido ceras (mg/cm?) Nombre Contenido ceras (mg/cm?)
Satsuma owari 0,0450? Ellendale 0,0458°
Willowleaf 0,1263* Page 0,1450°

B475 (E x WL) 0,0542° F7P3 (E x P) 0,0504°

M16 (E x WL) 0,0433* F2P3 (E x P) 0,0383°

B79 (E x S) 0,0558*

Promedio 0,0751° Promedio 0,0626*

Grupo 2: muestras inmaduras, extractos en fruta entera

Muestras resistentes

Muestras susceptibles

Nombre Contenido ceras (mg/cm?) Nombre Contenido ceras (mg/cm?)
Satsuma owari 0,0064* Ellendale 0,017*
Willowleaf ND (0,7 mg) Page 0,015%®
B475 (E x WL) 0,0088* F7P3 (E x P) 0,012%
B79 (E x S) 0,0073* F2P3 (E x P) 0,011¢
Ponkan 0,0096* Clementina 0,010%
Quinoto ND (0,6 mg) Fremont 0,015%
Murcott 0,00872¢
Ortanique 0,0063°
Lima 0,0049¢
Naranja Navel 0,0132¢
Naranja Valencia 0,0061°
Limo6n Criollo 0,007920¢
Limoén Meyer 0,00772¢
Pomelo 0,01320¢
Promedio 0,0080 Promedio 0,01052

ND: no determinado debido al tamafio pequeiio 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 si
segun el test de comparaciones multiples con correccion 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 céscara) se observa que el contenido

promedio de ceras fue ligeramente mayor en las muestras resistentes (0,0751 mg/cm?)
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que en las susceptibles (0,0626 mg/cm?). Sin embargo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa, lo que indica que las variaciones individuales dentro de
cada grupo son altas o el numero de réplicas es insuficiente. Entre las variedades
resistentes, Willowleaf mostr6 un valor significativamente superior al resto de los
genotipos dentro de su grupo (0,1263 mg/cm?), lo cual podria indicar una mayor
capacidad de acumulacion 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/cm?) y Satsuma owari (0,0450 mg/cm?), 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/cm?), el mas 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 ademads del contenido
total podrian intervenir otros factores cualitativos como composicion quimica o estructura

fisica 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 biosintesis y depdsito de ceras es un
proceso que se intensifica hacia los estadios finales de maduracion. En este grupo, los
valores promedio oscilaron entre 0,0049 y 0,017 mg/cm?, con medias de 0,0080 mg/cm?
en las variedades resistentes y 0,0105 mg/cm? en las susceptibles, pero sin presentar

diferencias significativas.

El contenido total de ceras por si solo no explica completamente los mecanismos de
resistencia al cancro citrico, por lo que es probable que juegue un rol importante
su composicion quimica (por ejemplo, presencia y proporcion de aldehidos, alcoholes,

triterpenoides o acidos grasos especificos con actividad antimicrobiana).

4.2.3.2 Caracterizacion de las ceras epicuticulares

Los cromatogramas obtenidos fueron procesados para alinear e integrar los picos
cromatograficos, y los compuestos correspondientes a los mismos se identificaron
mediante por comparacion con datos de la biblioteca NIST11. Se identificaron alrededor

de 100 compuestos que fueron clasificados segliin su clase quimica (Tabla 4.4), y se
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ros & -t ser

elabor6 la matriz correspondiente para realizar el analisis estadistico multivariado. En la

figura 4.8 se muestra como ejemplo el cromatograma de corriente idnica total de una de

las muestras de quinoto, especie resistente a cancro perteneciente a las muestras del Grupo

2 (inmaduras).
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Figura 4.8 Cromatograma de corriente idnica total de quinoto.
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Tabla 4.4 Composicion porcentual de las ceras de las diferentes muestras segun su grupo

funcional.

Grupo 1: muestras maduras, extractos en fragmentos de cascara

Tipo | Muestra % Alcanos | % Isoalcanos | % Alcoholes | % Acidos | %Aldehidos | % Otros
Satsuma owari* 13,33° 1,84 16,94* 23,86° 40,89% 3,142
Willowleaf* 14,90° 1,24¢ 19,032 12,31° 46,42° 6,10

‘:::: B475 (E x WL)* 17,45% 4,40 14,77% 10,41° 48,19 4,78

'% MI16 (E x WL)* 58,22° 3,04 6,09* 3,31¢ 28,20 1,15

a B79 (E x S)* 62,56* 5,932 3,05° 3,25¢ 24,53* 0,68
Promedio 33,29* 3,29° 11,98* 10,63* 37,64* 3,17*
Ellendale* 32,25% 6,75% 18,85% 7,33 29,20° 3,63°

% Page* 37,09* 2,00° 8,08 14,49° 35,35% 2,38

§ F7P3 (E x P)* 34,25% 1,75° 19,84* 11,32 27,53 5,152
% F2P3 (E x P)* 27,28 8,322 14,08 8,19 34,82° 7,30
Promedio 33,26* 4,71* 15,36* 10,33* 31,73* 4,62*
Grupo 2: muestras inmaduras, extractos en fruta entera
Tipo | Muestra % Alcanos | % Isoalcanos | % Alcoholes | % Acidos | %Aldehidos | % Otros
Satsuma owari* 45,32% 17,71¢ 1,35° 9,05° 13,95° 12,61°
Willowleaf* 39,21% 26,13 0,00° 18,88% 13,10° 2,68
@ B475 (E x WL)* 31,98" 17,70¢ 0,08° 19,48* 30,75% 0,00°
g B79 (E x S)* 40,11° 20,52° 0,78 12,532 25,73¢% 0,33¢
E’ Ponkan* 31,85% 21,14% 1,33 16,09 25,93% 3,66

Quinoto 27,05¢ 33,112 0,50% 1,34 13,23° 24,78

Promedio 35,92° 22,722 0,67° 12,89* 20,45* 7,34*
& Ellendale* 40,70 20,39 0,36 13,93* 23,14 1,48¢
% 3 Page* 37,88 18,72 3,02° 13,72¢ 9,42¢ 17,232
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F7P3 (E x P)* 31,534 17,11 0,98° 11,86° 38,52% 0,00¢
F2P3 (E x P)* 33,79¢ 15,32 2,35 11,91° 18,645 17,98*
Clementina* 43,94b¢d 22,58 0,91° 15,03 12,07 5,46
Fremont* 42,6804 24,40* 0,49° 10,74 21,320 0,38¢
Murcott* 36,88 16,66 % 0,68° 16,66 29,11%® 0,00¢
Ortanique* 32,824 18,70 % 1,32° 14,59° 28,87% 3,70
Lima 55,14% 18,06% 1,26° 1,08 10,064 14,40
Naranja Navel 43, 83bcd 21,37% 3,37° 1,80? 27,35% 2,29¢d
Naranja Valencia 60,80* 3,47°¢ 3,22° 0,09? 26,62 5,80bcd
Limén Criollo 40,424 14,66° 4,26 14,80* 23,40% 2,46
Limén Meyer 48,66 13,27° 9,27* 2,74* 13,87 12,2020
Pomelo 46,25%¢d 17,59 4,10% 8,89° 13,80 9,37bcd
Promedio 42,52* 17,31° 2,54* 9,85* 21,16* 6,63*

*Variedad de mandarina

En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente entre si segln el
test de comparaciones multiples con correccion 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 estadisticamente significativas entre las
muestras resistentes y susceptibles para ninguna de las seis clases de compuestos
analizados. Sin embargo, el andlisis individual por variedad mostrd diferencias
relevantes. Las variedades resistentes M16 y B79 exhibieron los niveles mas 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 correlacion entre la
acumulacion de alcanos y la resistencia al cancro citrico en fruta madura. En contraste, la
variedad susceptible Page presentdé un contenido intermedio de estos compuestos
(37,1%), sin diferenciarse estadisticamente del resto. El contenido de aldehidos 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 mas altos (46,4 y 48,2%), lo que podria indicar también un posible
rol protector de estos compuestos.

En cuanto al resto de las clases de compuestos (alcoholes, acidos, 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 categoria
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“otros” (7,3 y 5,2%, respectivamente), mientras que las resistentes tendieron a valores
mas bajos y homogéneos. Estos resultados en muestras maduras reflejan una alta
variabilidad intragrupo que dificulta establecer asociaciones claras entre composicion
quimica y resistencia. Sin embargo, la alta proporcion de alcanos en ciertas variedades
resistentes podria estar relacionada con una mayor capacidad de formacion de barreras

fisicas en la superficie del fruto.

En el Grupo 2 (muestras inmaduras) se observaron diferencias estadisticamente
significativas para varias clases de compuestos entre variedades y mayor discriminacion
entre tipos resistentes y susceptibles. Los alcoholes fueron mdas abundantes en las
muestras susceptibles (2,5%) en comparacion con las resistentes (0,7%), con diferencias
marcadas en las especies que no son mandarinas como limén 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 proporcidon de alcoholes en frutos inmaduros podria estar asociada a una mayor
capacidad de resistencia, posiblemente por contribuir a una mayor rigidez o

hidrofobicidad de la cascara.

El grupo funcional “otros” también presentd valores mayores en variedades susceptibles
(6,6%) respecto a las resistentes (7,3%), aunque con mayor dispersion. 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 predominé una distribucion mas
homogénea. Este patron podria reflejar una mayor complejidad quimica en variedades
susceptibles, aunque también puede deberse a que en este grupo hay una mayor
variabilidad de especies. En cuanto a los aldehidos, los promedios fueron similares entre
grupos, pero se observé una gran variabilidad individual. F7P3 (susceptible) present6 el
valor mas 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 estadisticamente
significativas a nivel grupal entre resistentes y susceptibles. En el caso de los alcanos se
detectaron los valores mas altos en naranja Valencia (60,8%) y lima (55,1%), seguidas

por pomelo (46,3%) y limén 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 mas altos. Variedades resistentes como Ponkan (31,9%) y B475
(32,0%) presentaron niveles ain mas bajos. Un caso particular es el del quinoto, una
especie genéticamente resistente al cancro citrico, que presentd el valor mas bajo de
alcanos del grupo a pesar de su resistencia (27,1%). Esto sugiere que una alta proporcion
de alcanos no es una condicion necesaria para conferir resistencia en todas las especies

citricas, y que pueden existir mecanismos alternativos de defensa estructural o quimica.

Respecto a los isoalcanos, el quinoto presentd el valor mas alto del conjunto (33,1%),
significativamente superior al resto de las variedades analizadas. Esta acumulacion
sugiere una estrategia defensiva singular, posiblemente vinculada a su resistencia
genética. La elevada proporcion de isoalcanos podria conferirle propiedades fisicas
particulares, como mayor flexibilidad o mayor capacidad de recubrimiento superficial,
que dificulten la penetracion del patégeno. De cualquier manera, la mayoria 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
acumulacion de isoalcanos por si sola no distingue claramente entre grupos, pero en

ciertos genotipos podria formar parte de un perfil defensivo eficiente, como en el quinoto.

Estos resultados sugieren que, si bien los alcanos parecen tener un rol més generalizado
como barrera fisica en la proteccion cuticular, los isoalcanos podrian estar implicados en
mecanismos mas especificos y dependientes del genotipo. La composicion y estructura
de estos compuestos, asi como su distribucion en la superficie del fruto, podrian influir
en la resistencia de manera mas compleja que lo que puede reflejar el analisis cuantitativo
global. En etapas inmaduras (Grupo 2), la composicion cerosa podria relacionarse con
mecanismos de resistencia. En particular, la menor proporcién de alcoholes y de
compuestos de la fraccion "otros" en variedades resistentes podria indicar una cuticula
mas uniforme y eficaz como barrera. La alta diversidad intra-grupo indica que la
resistencia al cancro citrico probablemente dependa de interacciones entre compuestos
especificos, la estructura de la cera y el estadio de desarrollo del fruto, mas que de la
presencia aislada de una clase de compuesto en particular, por lo que se hace necesario el

andlisis multivariado de los compuestos individuales identificados.
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4.2.3.3 Analisis multivariado de las ceras epicuticulares de frutas inmaduras

4.2.3.3.1 Caracterizacion metabolomica segun especie

Se realizd un analisis multivariado de los extractos de cera utilizando los perfiles
metabodlicos de ceras epicuticulares de frutas inmaduras pertenecientes a diferentes
especies citricas con el objetivo de caracterizar su variabilidad, y explorar como estas
diferencias en composicion pueden estar asociadas a su funcidn de proteccion. Si bien el
PCA (Figura 4.9, izquierda) mostré una varianza explicada baja en las dos primeras
componentes sin separacion clara entre la mayoria de las especies (24,2% en total), las
muestras de naranja se separan parcialmente de las demas. Las otras especies se agruparon
indicando perfiles quimicos mas 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 caracteristicas intermedias entre

estas y las naranjas (Figura 4.9, derecha)
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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 realizd un PLS-DA y se analizaron las

puntuaciones VIP correspondientes (Figura 4.10). En este caso, se observo
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una separacion mas clara, particularmente para naranja y quinoto. El modelo presento
una precision de clasificacion del 90% conR? = 0,75y Q* = 0,34 al usar tres
componentes. Aunque el valor de Q? es moderado, eltest de permutacion (p =

0,001) confirm¢ la validez estadistica del modelo.
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Figura 4.10 PLS-DA y puntuacion VIP de diferentes especies de citricos.

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 diferenci6 del resto por la acumulacion
de triacontano, frans-geranilgeraniol y a/B-amirina, que podrian corresponder a
compuestos mas especificos de la naranja o reflejar una mayor actividad en ciertas ramas
biosintéticas, como las asociadas a ceras cuticulares y terpenoides. El limén se caracterizd
por su contenido de un derivado del 4cido metoxicinamico. Estos resultados permiten
concluir que la composicion de las ceras epicuticulares en citricos inmaduros esta
parcialmente condicionada por la especie, con perfiles bien diferenciados en naranja y
quinoto, y un mayor solapamiento entre mandarina, limén, lima y pomelo. La
composicion de la cera de quinoto podria estar relacionada con su susceptibilidad

reducida al cancro.

En una segunda instancia se compard la composiciéon de las ceras de mandarinas,

incluyendo todas sus variedades, contra el resto de las muestras del andlisis (naranjas,
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limones, limas, pomelos y quinotos). En esta comparacion no se tuvo en cuenta la
clasificacion de estos grupos en resistentes y susceptibles a la enfermedad de cancro.

En el PCA se observa una clara diferenciacion de las muestras en el espacio, ubicandose
de forma mucho més dispersa los puntos correspondientes a los frutos distintos de
mandarinas. Por otro lado, estas se concentran en una pequefia region del grafico,
demostrando la similitud entre las muestras de este grupo. Las naranjas Navel son las que
mas 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 mas se diferencia de
las mandarinas. Limones, limas y pomelos presentan suficiente similitud y se superponen

con muestras de mandarinas (Figura 4.11).
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Figura 4.11 Analisis de componentes principales de todas las frutas, coloreadas segin

tipo de fruta; mandarinas (rojo, M) y otros citrus (verde, X).

El PLS-DA mostré la misma tendencia que el PCA (Figura 4.12), y cumple con la
validacion cruzada (Q? y R? > 0,6; precision > 0,9) y test de permutaciones (p < 0,001).
La puntuacion VIP mostrd que el octacosanal presenta niveles mas elevados en los citricos
en comparacion con las mandarinas. Otros compuestos que presentan esta tendencia pero

en menos medida son la lupenona y la friedelan-3-ona (triterpenoides pentaciclicos
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derivados del lupeol y friedelanol, respectivamente), el tetracosanal, y las o/pB-amirinas
(otros triterpenos pentaciclicos). En las mandarinas se identifico el 3-metiltriacontano,
hexacosanal, heptacosano y octacosano como compuestos con mayor concentracion

relativa a los otros citricos.
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Figura 4.12 PLS-DA (izquierda) y puntuacion VIP (derecha) de todas las frutas, coloreadas

segun 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 realizo un analisis multivariado considerando Uinicamente las muestras de
esta especie, clasificadas como tolerantes (R) o susceptibles (S). El pCcA (Figura 4.13,
izquierda) mostrd que los dos primeros componentes explicaron el 29,8% de la varianza
total (PC1: 17,4% y PC2: 12,4%). No se observd una separacion clara entre los grupos,
lo que sugiere que las principales fuentes de variabilidad dentro de las mandarinas no
estan relacionadas con la tolerancia al cancro o que las diferencias metabolicas asociadas
a dicha tolerancia son sutiles en relacion con la variabilidad bioldgica de las muestras. El
modelo obtenido por PLS-DA permiti6é una mejor discriminacion entre los grupos (Figura
4.13, derecha), con una separacion visible en el grafico de scores y con valores de
desempefio aceptables: R? = 0,87, Q* = 0,60y precision = 0,88. La significancia
estadistica del modelo fue confirmada mediante test de permutaciones que dio un valor

de p = 0,002, lo que descarta que la separacion 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 andlisis de las puntuaciones VIP (Figura 4.14) permiti6 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.
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Figura 4.14 Puntuaciones VIP del PLS-DA de las mandarinas resistentes y

susceptibles.
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4.2.3.3.3 Comparacion entre especies mas resistentes y mds susceptibles

Para realizar este estudio se seleccionaron las especies mas resistentes (quinoto y
mandarina Ponkan), y fueron comparadas con las especies mas susceptibles a cancro
(pomelo, limén criollo y Meyer, y naranja Navel). Al igual que en el caso de las
mandarinas, el PCA no encontrd una separacion entre el grupo resistente y el susceptible

(Figura 4.15).
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Figura 4.15 PCA de las especies que presentan mayor resistencia y mayor susceptibilidad

a cancro.

Luego se construy6 un modelo PLS-DA que mostrd buena separacion entre clases (Figura
4.16, izquierda), cuya validacion cruzada indicoé buen rendimiento predictivo al utilizar
dos componentes, con valores de precision = 0,86, R* = 0,63 y Q? = 0,406 y buena
significancia estadistica segin el test de permutaciones (p = 0,027). El grafico de
puntuaciones VIP (Figura 4.16, derecha) permitid 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 proporcion en las especies susceptibles.
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Figura 4.16 PLS-DA y su puntuacion vip para las especies que presentan mayor resistencia

y mayor susceptibilidad a cancro.

El analisis multivariado permitié discriminar entre las muestras mas resistentes y mas
susceptibles, y destacO 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 patdgeno (Castro-Moretti,
Gentzel, Mackey, & Alonso, 2020). Los modelos presentaron buena capacidad predictiva
y todos fueron validados estadisticamente. Esta combinacion analitico-estadistica es una
herramienta util para la seleccion de materiales parentales y para la identificacién de
marcadores quimicos de resistencia, y por ende de gran relevancia para los programas de

mejoramiento genético y la fitosanidad en citricos.

4.2.4 Conclusiones

Esta seccion se centrd en el andlisis metabolomico dirigido de las ceras epicuticulares,
motivado por las sefiales del estudio no dirigido que sugerian 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 estadisticamente significativas. La gran variabilidad individual observada
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para, por ejemplo, Willowleaf (resistente) y Page (susceptible) (Tabla 4.3) indica que el

contenido total no establece una relacion 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 mostré diferencias significativas entre tipos. Este patron refuerza que la composicion
quimica de las ceras es determinante para la resistencia por encima del contenido total,

especialmente en etapas tempranas del desarrollo.

La caracterizacion quimica de los extractos mostrd diferencias en frutos inmaduros. Los
alcoholes fueron, en promedio, mas abundantes en las muestras susceptibles que en las
resistentes, con valores altos en especies no mandarina como limon 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 tnica
especie con resistencia genética a cancrosis, present6 el valor mas alto, sugiriendo una
composicion 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 fisica
superficial. Los aldehidos fueron altos en ambos tipos, con valores destacados en
resistentes (Willowleaf y B475), lo que sugiere un rol potencial que debera corroborarse

a nivel de compuestos individuales.

El andlisis multivariado confirmé la capacidad de las ceras para discriminar
taxonomicamente y para identificar compuestos asociados a la tolerancia. El quinoto se
caracterizO por lupenona, triacontanal, hentriacontano, octacosanal y heptacosanal, la
naranja por triacontano, trans-geranilgeraniol y o/B-amirinas, y el limén por un derivado
de acido metoxicinamico. Al comparar mandarinas con otros citricos, los modelos
mostraron mayores niveles de octacosanal, lupenona, friedelan-3-ona, tetracosanal y o/f3-
amirinas en las no-mandarinas, mientras que las mandarinas se enriquecieron en 3-

metiltriacontano, hexacosanal, heptacosano y octacosano.

Restringiendo el andlisis a mandarinas clasificadas como resistentes o susceptibles, el

PLS-DA permiti6é una buena separacion, y se identificaron como posibles biomarcadores
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de tolerancia al triacontanol, tricosano, 3-nonacosanona, heneicosano y docosano. En la
comparacion entre especies mas resistentes (quinoto y mandarina Ponkan) y mas
susceptibles (pomelo, limones, naranja Navel), el PLS-DA también discrimind 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 céscara funciona como una interfaz fisica y
quimica con incidencia en la resistencia, la susceptibilidad y la evolucion de la infeccion.
En términos productivos, esto permite identificar rasgos asociados a resistencia o menor
susceptibilidad que podrian incorporarse como criterios complementarios en programas
de seleccion varietal y en la eleccion de portainjertos. También ayuda a reconocer etapas
fenoldgicas de mayor vulnerabilidad y a plantear variables de manejo agronémico que
podrian reforzar la funcion de barrera, como la nutricion, la resistencia al estrés hidrico,

y la carga del arbol.

La Quimica de la Cascara: Defensa Natural contra el Cancro Citrico
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Figura 4.17 Principales resultados del capitulo 4, creado con NotebookLM.

Resulta claro que la resistencia surge de interacciones sinérgicas entre multiples
metabolitos y de su adecuada proporcion, mas que de un unico compuesto (He et al.,
2018). La estrategia no dirigida empleada inicialmente permitié generar hipotesis para

estudios dirigidos, los cuales generaron modelos estadisticos 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 citricos.
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5 Metabolomica en las hojas

Los citricos representan uno de los principales cultivos frutales a nivel mundial, con mas
de 143 millones de toneladas producidas en 2019 (“FAOSTAT,” n.d.). La alternancia
productiva en citricos es uno de los principales factores limitantes que afectan la
rentabilidad de la produccion, restringiendo asi el aprovechamiento del potencial maximo
del sector citricola a escala global. Por ello, la determinacién genética, bioquimica y
metabolica de este fendémeno ha sido ampliamente estudiada con el objetivo de
comprender mejor los procesos regulatorios implicados en la transicion entre arboles
productivos y no productivos. Sin embargo, alin no se comprende completamente el
mecanismo mediante el cual el cultivo en desarrollo influye sobre la floracion y la
produccion de frutos del afio siguiente. Una de las hipdtesis sostiene que el retorno de la
floracion y la productividad esté relacionado con el estado de carbohidratos del arbol; es
decir, la carencia de carbohidratos durante el afio “on” reduce directa o indirectamente la
floracion 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 floracion
en la primavera posterior al cultivo “on” (Agust, Almela, & Pons, 1992; Shalom et al.,
2012). Aunque se han realizado numerosas investigaciones para dilucidar la regulacion
hormonal y genética de la induccion floral en citricos (Bower, Cutting, Lovatt, & Blanke,
1990; Talon et al., 1998), aun se carece de informacion detallada sobre los cambios en el
perfil de metabolitos (en calidad y cantidad) que ocurren durante los afios “on” y “off”,

los cuales podrian actuar como biomarcadores de dicha transicion.

La floracion representa una fase de transicion del crecimiento vegetativo al reproductivo,
siendo uno de los eventos mas importantes en el ciclo de vida de las plantas. Durante esta
transicion, los citricos experimentan una serie de regulaciones metabolicas que han sido
ampliamente documentadas (Davenport, 2011). La floracion estd regulada por factores
endogenos y exodgenos. Entre los primeros, se ha destacado principalmente la modulacion
genética y hormonal del gen LFY y la via metabolica de las giberelinas (Araki, 2001;
Pena et al., 2001; Pillitteri, Lovatt, & Walling, 2004), sefialindose la inhibicién de la
floracion mediada por los frutos como la causa principal de la alternancia productiva en

citricos (Moss, 1971). De forma paralela, se ha reportado que el metabolismo del carbono
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también participa en la induccion floral mediada por la presencia de frutos (Shalom et al.,
2012). Por otro lado, la regulacion exdgena de la floracion se ha atribuido
mayoritariamente a factores de estrés ambiental como la intensidad y longitud de onda de
la luz, temperatura, nutricion mineral y de carbono, sequia, baja disponibilidad de
oxigeno, poda de raices, estimulacion mecanica, asi como factores bidticos como
infecciones por plagas y patogenos (Kazan & Lyons, 2016; Takeno, 2012; Wada &
Takeno, 2010).

Una posible estrategia para estudiar los cambios metabdlicos implicados en la alternancia
productiva es el andlisis del metaboloma de hojas en ambas etapas fisioldgicas. Las
estrategias de investigacion metabolémica pueden abordarse desde dos enfoques
distintos: no dirigido y dirigido, cada uno con ventajas y limitaciones propias. La
metabolomica no dirigida implica el andlisis 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 metabolémica dirigida busca medir con precision y de forma cuantitativa un grupo
definido de metabolitos quimica y estructuralmente caracterizados. No obstante, su
enfoque dirigido conlleva el riesgo de pasar por alto compuestos naturales relevantes para
la propiedad bioldgica observada. En estos casos, la preparacion de las muestras se

optimiza especificamente para la obtencion del grupo de metabolitos objetivo.

El presente capitulo aborda el estudio del perfil metabolomico foliar en mandarinas como
herramienta para explorar los mecanismos bioquimicos asociados a la alternancia
productiva, un fendémeno de alto impacto en la produccion citricola. A través de dos
enfoques analiticos complementarios: uno no dirigido (untargeted) y otro dirigido
(targeted), se propone estudiar las diferencias metabolicas entre hojas provenientes de

distintas variedades de mandarina en diferentes etapas del desarrollo.

En la primera secciéon (5.1) se presenta una caracterizacion no dirigida mediante
espectroscopia de RMN enfocada en el andlisis de extractos acuosos y organicos de hoja.
Esta estrategia permite detectar tendencias generales en la composicion metabolica

asociadas al estado reproductivo del arbol (vegetativo y productivo), revelando
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diferencias en la composicion de metabolitos primarios y secundarios sin enfocarse en

compuestos predefinidos.

La segunda seccion (5.2) se centra en una estrategia dirigida basada en LC-MS/MS
orientada especificamente a la identificacion y cuantificacion de polifenoles y limonoides
en hojas de ramas en estados fisioldgicos diferentes de la alternancia productiva. Este
enfoque mas especifico busca profundizar en la dindmica de compuestos clave y explorar

su potencial como marcadores fisioldgicos del estado reproductivo.

Ambas secciones se integran para proporcionar una vision mas completa de los procesos
metabodlicos involucrados en el desarrollo de la planta y la alternancia productiva. La
combinacion de estas herramientas permite no solo avanzar en la comprension de este
fenémeno complejo, sino también sentar las bases para su aplicacion para la seleccion

temprana y el manejo agronémico en citricos.

5.1 Analisis no dirigido en hojas

5.1.1 Introduccion

En el Capitulo 3 se discutieron diferencias en la aceptabilidad de diversas variedades de
mandarina, aspecto de gran relevancia para la seleccion y el desarrollo de nuevos
cultivares. Sin embargo, la evaluacion de la aceptabilidad requiere la disponibilidad del
fruto, lo que limita su aplicabilidad temprana durante el desarrollo del arbol. Frente a esta
restriccion, 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 podrian proporcionar
informacion valiosa sobre el estado fisiologico del arbol y eventualmente permitir

inferencias tempranas sobre caracteristicas de interés, como la aceptabilidad del fruto.

En esta seccion se explora el uso de un enfoque metaboldmico no dirigido aplicado a
hojas de mandarina para identificar perfiles quimicos asociados al estado fisioldgico 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 hibridos en etapa no productiva, la caracterizacion de los metabolitos
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presentes en hojas productivas y no productivas representa un paso fundamental hacia la

identificacion de biomarcadores relevantes para la seleccion varietal.

La metabolomica no dirigida, especialmente mediante espectroscopia de RMN combinada
con analisis estadistico multivariado, ha demostrado ser una herramienta poderosa para
la caracterizaciéon no dirigida de metabolitos en tejidos vegetales. En el caso de los
citricos, esta aproximacion ha sido utilizada para estudiar efectos de portainjertos
(Albrecht, Tripathi, Kim, & Bowman, 2019), respuestas a estreses bidticos y abidticos
(Slisz, Breksa, Mishchuk, McCollum, & Slupsky, 2012), e incluso discriminacion
geografica de cultivares (Villa-Ruano et al., 2019). El estudio del perfil metaboldmico de
hojas en diferentes estados fenoldgicos como indicador de alternancia productiva sigue
siendo un area poco explorada, a pesar de su potencial utilidad en programas de mejora y

manejo agronémico.

El objetivo principal de esta seccion es caracterizar los perfiles metabolomicos de hojas
de distintas variedades de mandarina mediante un enfoque no dirigido basado en
espectroscopia de 'H RMN, con énfasis en las diferencias entre arboles en estado
productivo y no productivo. A partir de estos resultados, se busca identificar metabolitos
diferenciales que puedan estar asociados al estado reproductivo del arbol y que sirvan

como base para futuros analisis dirigidos (fargeted) orientados a compuestos de interés.

5.1.2 Metodologia

5.1.2.1 Material vegetal

El cultivo de las muestras se llevo a cabo en el Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) de Uruguay, en la estacion experimental ubicada en el departamento
de Salto (latitud: 31°16" S; longitud: 57°53" O; altitud: 47 m s. n. m.). Se trabajé con
arboles adultos de las siguientes variedades de citricos: Ellendale (Citrus reticulata
Blanco), Satsuma (Citrus unshiu Marc.), Willowleaf (Citrus deliciosa Ten.) y Page
(Citrus reticulata Blanco x Citrus paradisi Macf.), todas injertadas sobre Poncirus
trifoliata (L.) Raf. como portainjerto. Los arboles fueron cultivados bajo condiciones

controladas de manejo horticola, incluyendo riego y control fitosanitario.
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Para cada variedad, se seleccionaron cinco arboles en estado productivo (5 — 7 afios) y
cinco arboles en estado no productivo (sin generacion de frutos, 3 — 5 afios). Las hojas
adultas (entre 6 y 12 meses) fueron recolectadas en ramas con frutos en la parte exterior
de la copa cuando el fruto completd su coloracion para los arboles productivos y en
ubicacioén andloga en los arboles no productivos. Se recolectaron 5 hojas por rama y
fueron muestreadas 10 ramas por arbol. La distancia entre las hojas y el pedunculo del
fruto fue de 5 a 20 cm. Las muestras fueron congeladas y almacenadas a -20 °C hasta su

procesamiento.

Todos los arboles se encontraban en el mismo huerto y bajo idénticas condiciones
edafoclimaticas y de manejo. Por tanto, las diferencias en la composiciéon quimica
observadas entre variedades no pudieron atribuirse a factores ambientales, sino que

reflejan diferencias genéticas y/o fisiologicas propias de cada genotipo.

5.1.2.2 Extraccion

Se triturd 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 analitica (Shimadzu ATX224, Japon), se colocd
en tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL y se adicion6 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
sometio a agitacion con vortex (WiseMix VM-10, Wisd, Alemania) a 110 rcf durante 30
segundos y a bafio de ultrasonido (SB-120DT, Wollen Lab, China) durante 60 segundos.
Se centrifugd (Eppendorf 5702, Alemania) durante 5 minutos a 1400 rcf, se retir6 la capa
orgénica y se agregaron 8,00 mL de CHCIls. Se repiti6 la etapa de vortex, ultrasonido y
centrifugado, se juntaron las fases orgénicas y se secaron con Na>xSO4 anhidro. Se filtrd
el extracto organico seco mediante papel de filtro Whatman y se elimin6 el solvente bajo
corriente de nitrogeno gaseoso empleando un concentrador de fracciones (Turbovap LV,
Biotage, Suecia). El extracto acuo-metanolico se filtr6 mediante papel, se eliminé el
MeOH mediante destilacion a presion reducida empleando rotavaporador (Biichi R-114,

Suiza), y finalmente se liofilizé (BenchTop Pro, VirTis SP Scientific, Estados Unidos)

149



para eliminar el agua. Se realizaron 10 réplicas de cada extraccion. Los extractos secos

se almacenaron en desecador hasta su analisis instrumental.

5.1.2.3 Analisis instrumental

Los espectros de '"H RMN de los extractos acuosos de hojas de mandarinas se obtuvieron
utilizando los protocolos descritos en el Capitulo 3 (3.2.5.1). Por otro lado, los espectros
de 'H RMN de los extractos organicos de hojas se obtuvieron utilizando los mismos

protocolos descritos para extractos cloroféormicos en el Capitulo 4 (4.1.2.3).

5.1.2.4 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos multivariados se realizaron utilizando la plataforma web
MetaboAnalyst version 4.0 (Chong et al., 2018; Chong & Xia, 2018). Se aplic6 el método
de escalado Pareto, adecuado para datos metabolémicos obtenidos mediante RMN, y se
utilizé el analisis de componentes principales (PCA) para explorar los datos, clasificar

variedades y detectar valores atipicos.

La identificacion de fitomarcadores se llevd a cabo mediante andlisis discriminante de
minimos cuadrados parciales (PLS-DA) y su variante ortogonal (OPLS-DA), que optimizan
la separacion entre grupos predefinidos. La validez de los modelos se verifico con una
prueba de permutaciéon de 1000 iteraciones, y su desempefio se evalué mediante los
coeficientes de determinacion (R?) y de prediccion cruzada (Q?), garantizando la

confiabilidad de los resultados.

5.1.3 Resultados y discusion

5.1.3.1 Clasificacion de las variedades

Para evaluar la clasificacién de las variedades, se realizaron analisis no supervisados

(PCA) para los diferentes tipos de extractos. En la figura 5.1 podemos ver que se obtiene

una mejor separacion 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 orgéanicos de las variedades parentales.

Scones el Soores Plat

0

Figura 5.1 PCA de los cuatro parentales 2015 de los extractos de Hoja acuoso (izquierda)
y Hoja orgénico (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 organico (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 metabdlicas entre las cuatro variedades de mandarinas
estudiadas a partir de sus extractos acuosos de hojas. Se puede ver una clara separacion

entre las cuatro variedades, lo que indica perfiles quimicos caracteristicos 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 mas distintas entre si.
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Figura 5.3 PLS-DA del extracto acuoso de hoja de los parentales (izquierda) y puntajes

VIP de este analisis (derecha).

Se destaca una zona con sefales estadisticamente relevantes en la region de 3,2 a 4,3 ppm,
lo que sugiere la presencia de compuestos polares, posiblemente azlcares o acidos
organicos. Basandonos en los resultados descritos en capitulos anteriores (Capitulos 3 y
4) y en reportes previos de asignacidon espectral en frutas citricas, especialmente
mandarina (Sobolev et al., 2015), es posible proponer asignaciones a algunas de las
senales mas relevantes observadas. La region 3,2 — 4,3 ppm es caracteristica de sefiales
de carbohidratos como a- y B-glucosa, sacarosa y fructofuranosa (asi como las areas de
las senales correspondientes a los protones anoméricos de a-glucosa a 5,20 ppm, f-
glucosa a 4,60 ppm y fructosa a 4,05 ppm), compuestos tipicos 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 sefales en esta zona del
espectro (Macia-Vazquez, Nufiez-Goémez, Martinez-Nicolés, Legua, & Melgarejo, 2024).
En 2,6 — 2,7 ppm se encuentran las sefiales tipicas de protones metilénicos del 4cido
citrico y malico. La sefial en 1,93 ppm podria corresponderse con prolina, marcador de
estrés frecuente en citricos, y las sefiales entre 6,8 y 7,2 se corresponden con compuestos
aromaticos como los flavonoides hesperidina o narirutina, también abundantes en hojas

de mandarinas como se verd mds adelante en este capitulo. La variedad Ellendale se
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caracteriza por una mayor concentracion de compuestos en la region de azlcares y
algunos 4cidos orgéanicos, mientras que Willowleaf se destaca por la presencia de
compuestos fenolicos y acido citrico. Page y Satsuma muestran niveles intermedios o

bajos de estos marcadores.

5.1.3.2 Diferenciacion 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 realizo la misma secuencia de analisis estadisticos, en
primer lugar un PCA para identificar outliers y evaluar la clasificacion de las variedades.
En segundo lugar se realiz6 un PLS-DA para identificar las sefiales responsables de dicha
separacion/clasificacion. Este modelo fue validado utilizando un test de permutaciones
para determinar si la separacion se debe a motivos aleatorios o efectivamente a las

diferencias entre las sefiales 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 composicion de los
extractos estudiados. Sin embargo, en las muestras productivas vemos que existen dos
subgrupos. Los mismos se corresponden con dos muestreos realizados en afios
consecutivos, siendo el segundo afo el mas préximo a las muestras no productivas.

En el PLS-DA, donde se incluye informacion 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 separacion entre los grupos, aunque con
cierto solapamiento. El modelo supervisado PLS-DA (Componentes 1y 2: 40,3% y 35%)
mejora la discriminacion entre los grupos, lo que confirma que los metabolitos de las

hojas se ven significativamente influenciados por la etapa productiva del arbol.

El VIP score plot muestra las variables de importancia en la proyeccion del PLS-DA
realizado previamente (Figura 5.5). Se muestran en azul aquellas sefales de menor
intensidad y en rojo las de mayor intensidad. Podemos ver que las sefiales clasificatorias
son mayoritariamente de azlicares en las muestras no productivas, probablemente debidas
a una mayor tasa de fotosintesis. La sefial correspondiente al acido citrico (2,6 — 2,70
ppm) indica que este se encuentra en mayor proporcion en las muestras productivas. Algo
similar se observa para los acidos malico (4,4 ppm y 2,5 ppm), tartarico (4,3 ppm) y
succinico (2,5 — 2,6 ppm), todos reportados en mandarinas pero en menor proporcion que

el acido citrico (Fernandes et al., 2022; Sobolev et al., 2015).

Por otra parte, las muestras en estado no productivo se caracterizan por sefiales
correspondientes a azicares como sacarosa (proton anomérico en 5,35 — 5,38 ppm) y el
resto de sus protones (3,2 — 4,0 ppm). Ademas se identifica el multiplete en el entorno

2,00 ppm ppm que se puede atribuir a los protones -CH> del aminoacido 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 separacion entre los
grupos a lo largo del Componente 1 (56,4%) y el Componente 2 (40,2%), indicando
diferencias significativas en el perfil metabolico asociado al estado fenoldgico. Es
interesante destacar que dentro del grupo de muestras productivas se observa
una subdivision, al igual que en Ellendale, que podria reflejar diferencias entre los afios
de muestreo y estar vinculada a condiciones climaticas interanuales como temperatura,
precipitaciones o radiacion ultravioleta, las cuales afectan el metabolismo de las hojas.
Una diferencia importante con Ellendale es que en Page las sefiales de azlcares
productivas tienen menores puntajes VIP y alternan entre productivas y no productivas,

evidenciando una menor variacion entre las dos etapas.
Al igual que en Ellendale, el grafico de puntuacién VIP muestra que las sefales

correspondientes a la prolina diferencian entre hojas productivas y no productivas,

teniendo mayores niveles en estas ultimas.
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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 grafico de PLS-DA (izquierda) y su puntajes VIP (derecha)
resultante del andlisis de los espectros de RMN de extractos acuosos de hojas de mandarina
Satsuma en estado productivo y no productivo. En este caso, la separacion entre las clases
no es tan marcada como en las variedades Ellendale y Page. No obstante, se mantiene un
patron similar, donde las muestras productivas del segundo muestreo se posicionan mas

cercanas a las no productivas que a las productivas del primer muestreo.

Dentro de los puntajes VIP se destacan varias sefales en la region de 3,0 a 3,8 ppm,
consistentes con azucares 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 sefial intensa en torno a 2,0 — 2,1 ppm, mas abundante en las
hojas no productivas, la cual se corresponde con el multiplete de la prolina. En hojas no
productivas también aparecen sefiales correspondientes a aminodcidos como treonina
(2,34 — 2,38 y 4,10 — 4,14 ppm) y 4cido y-aminobutirico (GABA) (2,00 ppm). En hojas
productivas se repiten sefiales de 4cidos orgénicos como el citrico o malénico al igual que
en las variedades estudiadas anteriormente. En estas hojas productivas aparecen sefiales

de compuestos fenolicos (6,86 — 6,90 ppm) y del H-1 perteneciente a B-glucosa lo que
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sugiere la presencia de un glicésido de flavonoide (4,58 — 4,62 ppm, J = 8 Hz) como

puede ser hesperidina o narirutina, flavonoides reportados en mandarinas.
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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 separacion entre los grupos
a lo largo de la primera y segunda variable latente (81% de la varianza explicada). La
distribucion de los datos sugiere que, al igual que en las otras variedades analizadas,
existen diferencias en el perfil metabolémico foliar seglin el estado fenologico del arbol.
El analisis de los VIP scores del modelo (Figura 5.8, derecha) también se identifican
senales de azlicares solubles (glucosa, fructosa, sacarosa), los cuales se acumulan
mayormente en hojas no productivas, al igual que en Ellendale. En este grupo vuelven a
aparecer aminoacidos como prolina y GABA, como en todas las variedades estudiadas
anteriormente. En estas hojas ademas aparecen sefiales a campo mas bajo que
corresponden a compuestos fenolicos, en particular flavonoides. Estas sefales son
distintas a las importantes para Satsuma en hoja productiva, por lo que podria haber una

expresion diferencial de flavonoides segun la variedad y el estado fenoldgico de la misma.

Por otro lado, en hojas en etapa productiva de Willowleaf aparecen sefiales de 4cido
malico, tartarico y succinico, al igual que en Ellendale, en concordancia con la tendencia

observada en las variedades estudiadas de una mayor acumulacion de acidos 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 acumulacién de azicares y aminoacidos en hojas no productivas y de
acidos organicos en la etapa productiva. Este patron, compartido con las demas
mandarinas analizadas, refuerza la idea de que ciertos metabolitos foliares pueden actuar

como marcadores metabdlicos del estado fenologico de la planta.
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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 estadistica del andlisis, 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 representacion bidimensional (izquierda) y tridimensional
(derecha) del PCA realizado sobre los datos unificados. Como era de esperar, la mayor
heterogeneidad de las muestras dificulta una separacion clara entre los grupos al
considerar solo dos componentes. Por ello, se incorpord un tercer componente principal
que lleva a una mejor agrupacion de las muestras segun su estado fenoldgico, lo que

indica que la diferencia entre clases se mantiene.
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(derecha) de los extractos acuosos de hojas productivas (verde) y no productiva (rojo).

A partir de la observacion realizada en Satsuma y Willowleaf, donde se identificaron
sefiales atribuibles a flavonoides como variables clasificatorias, se decidio realizar un
nuevo analisis enfocado exclusivamente en la region espectral superior a 5,5 ppm,
correspondiente a compuestos polifenolicos. Dado que se restringi6é el conjunto de
variables, el PCA no logré discriminar adecuadamente entre los grupos (no mostrado), lo
cual sugiere una composicion globalmente similar en esta fraccion del espectro. Sin
embargo, al aplicar un modelo PLS-DA sobre esta misma region espectral, se obtuvo una
clara separacion entre estados. El PLS-DA fue validado para 3 variables latentes
presentando una precision de 0,95, R? y Q? 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 sefiales de protones de anillos
aromaticos, siendo todas ellas més abundantes en las hojas de arboles no productivos.
Esta tendencia sugiere que los polifenoles podrian estar asociados a mecanismos de

defensa o proteccion mas 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 Ginicamente las sefiales superiores a

5,5 ppm.

5.1.3.2.6 Extractos organicos de hoja productiva y no productiva (Todas las variedades)

Como se vio en los resultados de clasificacion de las variedades (5.1.3.1), se logra una

mejor clasificacion con los extractos acuosos de hoja que con los organicos. Esto indica

que los perfiles obtenidos a partir de los extractos organicos de este 6rgano son muy

similares entre las diferentes variedades. De todas formas, se realiz6 la comparacion entre

los extractos orgdnicos 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 'H

RMN de los extractos organicos 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

dispersion, es imposible diferenciar ambos grupos. De todas formas, se realiz6é un PLS-DA
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para cada variedad, los resultados se muestran en la figura 5.12. Mediante este analisis
se logra una mejor clasificacion en las cuatro variedades (es interesante notar que se
explica mas del 90% de la varianza en todas ellas) ya que este tipo de anélisis utiliza la

informacion de clase de cada muestra, maximizando la varianza explicada.
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Figura 5.12 PLS-DA de las cuatro variedades parentales obtenidos a partir de los perfiles

de 'H RMN de los extractos organicos 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 senales entre 0,8 - 1,5 ppm, las cuales corresponden con grupos CHj3
y CHa. Por otra parte, aparecen algunas sefiales importantes entre 2,3 - 2,5 ppm que se
atribuyen los protones en C-a al carbonilo de ésteres de 4cidos grasos, y en 3,9 - 4,0 ppm
que se corresponden con los grupos CH> de alcoholes, que forman parte de ceras
epicuticulares. Todas estas sefiales también son tipicas en la etapa productiva. En la figura

5.13 se muestra, a modo de ejemplo, el resultado de los VIP scores de Ellendale.
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Figura 5.13 Puntajes VIP del PLS-DA realizado con Ellendale.

Las ceras cumplen una funcion protectora contra factores bioticos y abidticos en todas las
superficies aéreas de las plantas. Esta capa de ceras epicuticulares es necesaria también
para una transpiracion controlada y para el intercambio gaseoso a través de los estomas.
Durante el desarrollo de las hojas, el rendimiento y composicion quimica de las ceras
epicuticulares va cambiando, es por ello que observamos una mayor proporcion de
senales correspondientes a este tipo de metabolitos en diferentes estados productivos de

la planta.

Estos metabolitos podrian utilizarse como marcadores del estado fenoldgico de la planta,
para distinguir entre las etapas vegetativa (no productiva) y reproductiva (productiva) de
los arboles de mandarinas. Sin embargo, la similitud entre los perfiles de las diferentes
variedades dificulta la diferenciacion entre las mismas. Por otro lado, los perfiles acuosos
también ofrecen otras sefiales interesantes que si pueden ser utilizadas como marcadores
en hojas para determinar el estado Py 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 anélisis metabolomico no dirigido mediante RMN de 'H de extractos de hojas de
distintas variedades de mandarina permitié identificar patrones metabdlicos conservados
que reflejan tanto la identidad de las variedades como el estado fenoldgico de los arboles
(productivo o no productivo). La aplicacion combinada de técnicas de analisis
multivariado no supervisado y supervisado mostrd que los extractos acuosos tienen mayor

capacidad discriminante respecto a los extractos organicos.

A nivel varietal, se logré una clara separacion 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 éacidos organicos del
ciclo de Krebs (2,1 — 2,7 ppm), lo que refleja diferencias metabdlicas genotipicas
posiblemente asociadas a variaciones en el metabolismo energético y secundario foliar.
La region de azlcares, en particular, permitio detectar sefiales caracteristicas de glucosa,
sacarosa, fructosa y mio-inositol, metabolitos clave en procesos fisioldgicos como la

osmoregulacion, la fotosintesis y la sefializacion celular.

En relacion con el estado fenoldgico, se observd un patron metabolémico comin entre
variedades: las hojas de arboles en estado no productivo presentaron una mayor
acumulacion de azucares solubles y aminodcidos como prolina, treonina y GABA, lo que
sugiere una actividad orientada al crecimiento vegetativo y acumulacion de reservas. En
contraste, durante la etapa productiva se detectd un enriquecimiento relativo en acidos
organicos como el citrico, mélico, tartdrico y succinico, componentes centrales del
metabolismo energético en tejidos en alta demanda fisiologica. Este hallazgo es
consistente con la intensificacion del ciclo de los acidos tricarboxilicos durante etapas
reproductivas y con el rol del acido citrico en la movilizacion de calcio y la regulacion
del pH en tejidos activos (Etienne, Génard, Lobit, Mbeguié-A-Mbéguié, & Bugaud, 2013;
Wu et al., 2024; Zhang, Breksa, Mishchuk, & Slupsky, 2011).

La acumulacion de compuestos fenodlicos, especialmente flavonoides en hojas no

productivas, sugiere una activacion de vias de defensa vegetal durante fases vegetativas,
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posiblemente como preparacion ante estrés biotico o abidtico (Khan et al., 2025; Zhang
et al.,, 2014).También se identificaron sefiales compatibles con glicésidos flavonoides
como hesperidina y narirutina, tipicos de citrus, y de potencial utilidad como

biomarcadores.

Los extractos organicos, si bien mostraron una menor capacidad discriminante entre
variedades, permitieron identificar una acumulacién de compuestos alifaticos 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 podria ser indicativo del estado vegetativo/productivo de
la planta. Teniendo en cuenta las funciones protectoras de las ceras frente a la
transpiracion y el estrés ambiental, esta diferencia es esperable durante la maduracion

foliar (Jia et al., 2024).

Los resultados obtenidos permiten orientar futuras investigaciones hacia el desarrollo de
analisis dirigidos (targeted) mediante técnicas de alta sensibilidad y especificidad como
LC-MS/MS, aplicadas a extractos acuosos de hoja de mandarinas para estudiar
especificamente el contenido de flavonoides. La validacion de estos compuestos como
posibles marcadores del estado reproductivo de la planta, especialmente en variedades
con marcada alternancia productiva, podria constituir una herramienta valiosa tanto para
el manejo agrondmico como para la seleccion temprana de variedades con

comportamiento reproductivo deseable.

5.2 Analisis dirigido de compuestos fendlicos y limonoides

5.2.1 Introduccion

En el contexto del estudio metabolomico dirigido, los polifenoles y limonoides se
seleccionaron como compuestos para identificar y cuantificar en las diferentes etapas
fisioldgicas del vegetal, pues cumplen funciones biologicas y ecologicas fundamentales
en las plantas (Zagoskina, Kazantseva, Fesenko, & Shirokova, 2018). Por ejemplo,
cuando la relacion carbono/nutrientes es alta, la fotosintesis se desvia hacia la produccion
de compuestos fenolicos (Coley, Bryant, & Chapin, 1985; Waterman & Mole, 1994), por

lo que niveles elevados de estos suelen estar asociados a la acumulacion excesiva de
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carbohidratos en las hojas. Asi, la biosintesis de compuestos derivados del fenilpropano
actia como un mecanismo de “desborde energético”, desviando los fotosintatos y el poder
reductor celular hacia la formacion de productos estables (Grace & Logan, 2000), lo cual
reduce los dafios oxidativos adicionales durante la fotoinhibicion inducida por el exceso

de carbohidratos acumulados (Rivas, Fornes, & Agusti, 2008).

Los polifenoles constituyen un grupo extremadamente diverso de productos secundarios
con multiples funciones bioldgicas. Protegen a las plantas frente a diferentes estresores
bidticos y abidticos, actian como filtros UV, moléculas sefializadoras, compuestos
alelopaticos, fitoalexinas, agentes detoxificantes y defensivos antimicrobianos (Panche,
Diwan, & Chandra, 2016). Se clasifican en dos grandes grupos: flavonoides y no
flavonoides. Estos tltimos incluyen moléculas estructuralmente simples como los acidos
fenolicos (4cidos hidroxibenzoicos e hidrocinamicos) y los estilbenos, asi como
estructuras complejas como oligémeros de estilbeno, taninos y lignanos (Cheynier, 2005).
Los flavonoides, por su parte, constituyen el grupo mas estudiado, con una estructura
general C6-C3-C6. Los mdas abundantes presentan un nucleo flavanico, compuesto por
dos anillos aromaticos (A y B) unidos por un anillo de pirano (C). Las diferencias en la
posicion de unidn 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 mas 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 aromaticos mas importantes, ya que son
los polifenoles més antiguos y extendidos, sintetizados incluso por musgos y helechos, y

poseen una amplia gama de actividades fisiologicas (McClure, 1975).

166



| V' ~
[

Flavonoides Isoflavonoides Neoflavonoides

) e C )
l/-\\_:__l_/.o.\__ /J\';\\_A/_,-' I N /O.\ X U/'\\:‘I /O\l_/,/-§‘ > P 0. AN
e i) T (i1 ]
P \[r/ \\::;, ~ I(: NN n/\-.OH \__,///' =5 \OH

o) o o)
Flavona Flavanona Flavonol 3-Flavanol

AN AN

Z 7N y o) Z
Q9 L | S P
o oy Ul orys
\yc*Y\OH \7'\]/ " oH E \”\: I\f £7
Fo) OH 5

Dihidroflavonol Flavan-di-ol Isoflavona Antocianidina

Figura 5.14 Estructura de los diferentes tipos de flavonoides.

Los limonoides citricos (CLs) conforman una amplia familia de metabolitos secundarios
policiclicos presentes principalmente en semillas, frutos y tejidos de la cascara de citricos
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 (B-D-glucdsidos). Hasta la fecha, se han
identificado aproximadamente 55 agliconas de limonoides y 18 limonoides glucosilados
en citricos. La limonina es la aglicona mas abundante en la mayoria de las especies,
seguida por la nomilina; el glucosido de limonina es el limonoide glucosilado mas
representativo (Shi et al., 2020). Los CLs presentan diversas actividades bioldgicas (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 jovenes de
los insectos durante su desarrollo, lo que explicaria su abundancia en hojas jovenes 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 citricas (Roberts,
Souza, Gerszten, & Clish, 2012; Russo et al., 2016; Wang et al., 2016), aunque existen

pocos reportes sobre su presencia en hojas de arboles citricos.

Con el fin de identificar posibles fitomarcadores representativos de la transicion entre
fases “on” (con frutos) y “off” (sin frutos), se estudi6 el perfil de polifenoles y limonoides
en hojas de ramas productivas y no productivas mediante un analisis metabolomico

dirigido.

5.2.2. Metodologia

5.2.2.1 Material vegetal

Se emplearon las mismas variedades descritas en la seccion 5.1.2.1. Para cada variedad,
se seleccionaron cinco arboles con alternancia productiva (con fruto) y cinco arboles con
alternancia no productiva (arbol adulto pero que no produce frutos en esa cosecha) para
estudiar el fendmeno de alternancia. El muestreo foliar se realizé 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 arbol se seleccionaron 10 ramas (5 por cada condicion), y
de cada una se recolectaron 5 hojas, totalizando 50 hojas por condicion y variedad. En
ramas con fruto, las hojas se tomaron inmediatamente por debajo del fruto (entre 5y 20
cm del pedinculo) en el estadio de coloracion completa del fruto. En las ramas sin fruto,
se eligieron hojas con igual posicion y caracteristicas que las recolectadas en las ramas

portadoras, con el fin de asegurar la comparabilidad.

Todos los arboles se encontraban en el mismo huerto y bajo idénticas condiciones
edafoclimaticas y de manejo. Por tanto, las diferencias en la composicién quimica
observadas entre variedades no pudieron atribuirse a factores ambientales, sino que
reflejan diferencias genéticas y/o fisioldgicas propias de cada genotipo y condicion de

fructificacion.
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Las hojas seleccionadas fueron recolectadas aleatoriamente de la parte externa de la copa
de cada arbol, con exposicion directa al sol, y almacenadas inmediatamente a —20 °C

hasta su procesamiento para la extraccion de los metabolitos.

5.2.2.2 Extraccion

La extraccion de compuestos fenolicos y limonoides presentes en hojas de mandarina se
llevo a cabo utilizando una metodologia basada en extraccion 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 extraccion con una solucion de metanol al 80% (v/v) (LiChrosolv®, Merck, Alemania),
empleando una relacién muestra:solvente de 1:10. Las muestras fueron extraidas durante
15 min en un bafo de ultrasonido (Transsonic 460; Elma, Wetzikon, Suiza), operando a
una frecuencia de 35 kHz. El procedimiento se repitié dos veces mas usando solvente
fresco para maximizar la extracciéon de los metabolitos. Los extractos obtenidos en las
tres etapas fueron combinados y posteriormente sometidos a filtracion por papel
Whatman, seguida de evaporacion del solvente bajo vacio y liofilizacion. Finalmente, los
residuos secos fueron redisueltos en metanol (LiChrosolv®, Merck, Alemania) al 80% y
filtrados mediante membranas de PVDF de 0,22 um con el objetivo de eliminar particulas

en suspension antes del andlisis instrumental. Se realizaron 5 réplicas de cada extraccion.

5.2.2.3 Analisis instrumental

La identificacion y cuantificacion de polifenoles y limonoides se llevd a cabo mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS),
utilizando un sistema Agilent 1200 LC (Agilent Technologies, Estados Unidos) acoplado
a un espectrometro de masas 4000 QTRAP® (AB SCIEX, Estados Unidos).

La separacion cromatografica se realiz6 empleando una columna Gold Ag-Hypersil (5
pum, 150 x 4.6 mm; Thermo Scientific, Estados Unidos), con un volumen de inyeccion de

5 uL. Como fase movil se utilizaron agua ultrapura con 0,1% de acido formico (fase A)
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y acetonitrilo (fase B), aplicandose 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 composicion
durante 5 minutos y posteriormente se volvid a condiciones iniciales en 2 minutos. Las
condiciones iniciales se mantuvieron durante 5 minutos mas (tiempo total de corrida de

38 minutos). El flujo se mantuvo constante a 600 uL/min.

La deteccion se efectué en modo de monitorizacién de reacciones multiples (MRM),
utilizando una fuente de ionizacidén por electrospray (ESI) operando en modos de
ionizacion positiva y negativa segun las caracteristicas de los compuestos analizados. La
fuente fue operada con un voltaje de ionizacion de 5000 V, y se empled nitrégeno como
gas nebulizador y de cortina, en ambos casos a 50 psi. La evaporacion del solvente fue

asistida por gas secante calentado (nitrogeno a 500 °C y 50 psi).

Para el desarrollo del método MRM se determinaron las transiciones especificas, energias
de colision (CE) y potenciales de declustering (DP) Optimos para cada analito mediante

infusion directa de soluciones estandar (20 pg/L) a flujo constante utilizando una jeringa.

5.2.2.4 Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos fue realizado empleando el software
MetaboAnalyst 5.0 (Pang et al., 2021) en conjunto con el entorno estadistico R-Studio
(version 1.1.463). Cada compuesto identificado fue considerado como una variable

independiente y se incluy6 en todos los analisis posteriores.

Previamente al analisis, 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 estadisticas univariadas como ANOVA, Wilcoxon/Mann—Whitney y

comparaciones multiples con correccion de Bonferroni.

Con el objetivo de explorar patrones de agrupamiento y clasificacion entre variedades, se

realizaron PCA y PLS-DA. Este ultimo fue validado para evitar sobreajuste, utilizando
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validacion cruzada y un test de permutaciones. Ademas, se generé 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 mas relevantes entre los distintos

grupos.

5.2.3 Resultados y discusion

5.2.3.1 Optimizacion de los parametros MS/MS de los analitos

Se optimizaron las condiciones de fraccionamiento de los analitos para crear un método
de adquisicion de MRM basado en ESI, utilizando el modo positivo para la deteccion de
limonoides y polimetoxiflavonas, y el modo negativo para flavanonas, flavonas y

flavonoles. Los resultados de optimizacion se muestran en la tabla 5.1.

Tabla 5.1 Resultados de la optimizacion de los pardmetros de adquisicion para cada

compuesto evaluado.

[M-H] [M-H]">m/z DW DP EP CE CXP  Tr (min)
Ac. protocatéquico 153 108,8 150 -40 -10 -22 -15 9.4
90,7 150 -40 -10  -42 -1
Ac. clorogénico 353,7 190,8 150 -50 -10  -24 -31 11,1
84,7 150 -50 -10  -68 -9
Ac. cafeico 179 133,3 150 45 210 -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 4471 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 -72,89 423
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 -378  -16,9
Analito [M-H]* [M-H]*>m/z DW DP EP CE CXP  Tr (min)
Bergapteno 2172 202 150 64,1 10 309 10,9 25,8
174,3 150 64,1 10 414 6,1
90,1 150 64,1 10 57,9 3,1
Limonina 471,2 4253 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: relaciéon masa/carga monitoreada, DW: tiempo de permanencia en milisegundos
(dwel time), DP: potencial de desaglomeracion (declustering potential), EP: potencial de entrada (entrance
potential), CE: energia de colisién (collision energy), CXP: potencial de salida de la celda de colision

(collision cell exit potential), Tr: tiempo de retencion.

5.2.3.2 Identificacion y cuantificacion 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 4cidos hidroxicindmicos

acido clorogénico y acido cafeico; y los limonoides limonina y nomilina (Figura 5.15).
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Figura 5.15 Estructura y clasificacion de los polifenoles cuantificados en variedades
comerciales de hojas de mandarina. Polimetoxiflavonas: tangeretina (a), nobiletina (b);
Acidos hidroxicinamicos: acido cafeico (c) y acido 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 Caracterizacion quimiotaxonémica de ramas con frutos

Las hojas de las ramas con frutos de las cuatro variedades estudiadas contenian altas

concentraciones de hesperidina (2824,43 pg/g), seguidas por nobiletina (583,71 pg/g),

tangeretina (326,60 ng/g), narirutina (63,22 pg/g) y eriocitrina (37,23 pg/g). Por su parte,

el limonoide mdas abundante fue la limonina (0,69 pg/g). Los resultados mostrados

anteriormente corresponden al promedio de concentracion obtenida en las cuatro

variedades. La concentracion 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 concentracion expresada en ng/g de hoja

seca.

Analito B-SAT B-END B-WL B-PG

Ac. clorogénico 3,88 + 0,40 3,53+ 0,37 6,70 + 0,78 5,04 + 1,39
Ac. cafeico 3,87+ 0,21 4,348 4+ (.23 5,382+ 1,05 5,182+ 0,51
Didymina 10,57+ 1,11 20,192+ 3,27 3,30+ 0,43 21,172+ 3,76
Hesperidina 3008,58*+ 151,89 2512,39°+ 182,61 2624,31°+ 114,09 3152,432+ 298,13
Eriocitrina 47932+ 6,42 13,90+ 1,19 29,85 + 2. 44 57,24 £+ 8,02
Luteolina 1,452+ 0,05 1,212+ 0,08 1,812+ 0,28 2,312+ 1,26
Naringenina 0,38+ 0,02 0,57*+ 0,01 0,34*+ 0,01 0,632+0,15
Narirutina 87,032+ 12,68 50,08° + 7,58 17,58+ 7,58 98,20% + 14,35
Quercitrina 2,29+ 0,07 2,43°+£0,13 2,98% £ 0,55 3,692+ 0,61
Nobiletina 258,17°+ 16,48 1121,36* + 34,94 747,15 + 55,16 208,17°+ 13,63
Tangeretina 64,96°+ 6,15 731,282+ 30,15 475,84° + 56,24 34,34° £ 5,01
Limonina 0,45¢+ 0,04 0,882+ 0,08 0,72°+ 0,12 0,762 + 0,08
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Nomilina

0,42° + 0,03 0,62* + 0,08 0,57+ 0,13 0,522 + 0,04

En cada fila, la media (5 réplicas) + desviacion estandar seguida por la misma letra no difiere significativamente segiin

la prueba t de significancia con correccién de Bonferroni, p<0.05.

Se realizd un PCA para evaluar el agrupamiento de las muestras y detectar similitudes y
diferencias entre las cuatro variedades. La figura 5.16a muestra el grafico 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 clasificacion de todas las variedades, siendo Page
y Satsuma los que presentan mayores similitudes entre si. Luego de realizar un PLS-DA,
los tres compuestos con mayor puntuacion en los VIP scores fueron nobiletina para la
diferenciacion entre END y PG, tangeretina también para END y PG, y didymina para la
diferenciacion entre PG y WL (Figura 5.16b).
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Figura 5.16 (a) Grafico 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 Caracterizacion quimiotaxonomica 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 concentracion mads alta en las
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variedades sin frutos Page y Willowleaf (42198,36 pg/g y 10049,66 pg/g,

respectivamente). La hesperidina fue el flavonoide mas abundante en las variedades sin

frutos Satsuma y Ellendale (2591,54 ng/g y 2433,21 ng/g, respectivamente), tal como

también se observo en las ramas con frutos.

Tabla 5.3 Analitos identificados en hojas de arboles no productivos de Ellendale (NB-
END), Willowleaf (NB-WL), Page (NB-PG) y Satsuma (NB-SAT) y su respectiva

concentracion expresada en pg/g de hoja seca.

Analito NB-SAT NB-END NB-WL NB-PG

Ac. clorogénico 126,022 + 6,40 11,31+ 0,62 6,75 + 1,41 6,35+ 1,50
Ac. Cafeico 2,322+ 0,12 2,00°+ 0,09 0,12+ 0,04 0,04¢+ 0,02
Didymina 6,44% + 0,47 17,402 + 2,97 5,03¢+ 2,56 14,072 + 8,77
Hesperidina 2591,54%+ 55,63  2433,21°+£ 179,79 4224,72% + 450,98 4270,212 + 400,09
Eriocitrina 132,392+ 15,01 17,099 + 1,82 39,62¢ + 5,34 69,98° + 17,91
Luteolina 3,16°+ 0,60 2,13+ 0,15 2659,07* £ 267,40 2023,38°+ 121,10
Naringenina 0,32°+ 0,02 0,68°+0,12 509,612 £ 100,14 574,032+ 101,15
Narirutina 97,45° + 8,08 62,85+ 5,04 10049,66 + 1005,64 42198,36% + 3700,22
Quercitrina 2,80+ 0,21 2,44+ 0,16 350,39* £ 122,31 362,45* £ 50,83
Nobiletina 290,48° + 24,07 1257,232 £ 87,18 1028,88"+ 151,80 228,71+ 12,86
Tangeretina 99,89¢ + 10,05 517,97*+ 78,41 347,23+ 82,59 33,27°+ 5,98
Limonina 3,402+ 0,44 0,77¢+ 0,05 1,30° + 0,09 1,28+ 0,03
Nomilina 0,6+ 0,01 0,54+ 0,05 0,192+ 0,14 0,662 + 0,03

En cada fila, la media (5 réplicas) + desviacion estandar seguida por la misma letra no difiere significativamente segiin

la prueba t de significancia con correccién de Bonferroni, p<0.05.

Las ramas sin frutos de la variedad Page se caracterizaron por presentar los niveles mas

altos de luteolina, narirutina y quercitrina, situacion que también se observd en

Willowleaf. En Satsuma, la eriocitrina y el 4cido clorogénico fueron caracteristicos,
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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 grafico de PCA se puede observar que los cuatro genotipos se encuentran bien
diferenciados entre si. Los componentes principales PC1 y PC2 explicaron el 97,3% de
la varianza observada (Figura 5.17a). Willowleaf'y Page mostraron una mayor dispersion
en comparacion con las otras dos variedades, debido a la variabilidad en los niveles de

algunos flavonoides.
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Figura 5.17 (a) Grafico 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 andlisis PLS-DA realizado sobre las cuatro variedades de hojas de

mandarina sin frutos.

La concentracion 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
presentd su mayor diferencia entre Willowleaf y Page; este mismo comportamiento se
observo para la flavanona naringenina, asi como para flavonoles y flavonas. Didimina
mostro6 valores elevados de concentracion en NB-END y NB-PG, pero no en NB-WL ni
en NB-SAT. Los 4cidos hidroxicindmicos estuvieron presentes en Ssu mayor

concentracion en la variedad NB-SAT (Figura 5.17a, Tablas 5.2 y 5.3).
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Seglin los VIP scores, los compuestos mas importantes incluyen luteolina, hesperidina y
naringenina (Figura 5.17b). Willowleaf present6 la mayor concentracion de luteolina,

mientras que Page mostrd las mayores concentraciones de hesperidina y naringenina.

5.2.3.5 Comparacion del perfil de metabolitos entre hojas de ramas con y sin frutos

La caracterizacion quimiotaxonomica de los cuatro genotipos en ambas fases productivas
(“on” y “off”) permiti6 identificar compuestos caracteristicos que podrian diferenciar
entre estas etapas. Para determinar si existian diferencias significativas entre las medias
de ambos grupos, se realizd 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 util para diferenciar entre las fases
con y sin frutos en ningin genotipo. Por el contrario, la hesperidina, luteolina,
naringenina, narirutina y quercitrina son compuestos que podrian diferenciar entre etapas,
aunque su utilidad depende del genotipo considerado. Por ejemplo, la narirutina es util

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 fisiologicas “on” y “off” de cada
cultivar mostrd diferencias significativas entre ellas. Estos resultados podrian atribuirse a
los diferentes origenes genéticos de cada genotipo. De forma interesante, la eriocitrina
mostrd diferencias significativas entre ambas fases fisioldgicas en tres de los genotipos,

con la excepcion de Satsuma.
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Figure 5.18 Representacion visual de los resultados del test de Wilcoxon para la
determinacion de diferencias significativas entre etapas con y sin fruto para cada
compuesto y variedad. Referencia:  no difiere significativamente segun el test de
Wilcoxon, p < 0,05; y M difiere significativamente segun el test de Wilcoxon, p <

0,05.

Con el fin de identificar los compuestos responsables de la diferenciacion entre etapas en
todas las variedades, se aplicaron otros enfoques estadisticos. Asi, se elabord 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 podrian utilizarse para
diferenciar ambas etapas en las variedades Page y Willowleaf, ya que las muestras sin
frutos presentaron las concentraciones mas altas de estos compuestos. De manera
interesante, el 4cido cafeico aparece como un marcador comun 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 analisis permitié identificar los compuestos responsables de la
clasificacion entre las fases “on” y “off”. Narirutina, junto con luteolina, fueron las
variables con los VIP scores altos, por lo que podrian sefialarse 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 concentracion de
algunos metabolitos entre las fases “on” y “off”, lo que permitié distinguir facilmente
ambas etapas productivas. La quercitrina presentd concentraciones dos ordenes de
magnitud mayores en la fase “off” que en la fase “on”. Similarmente, la relacion
hesperidina/narirutina podria ser indicativa del estado productivo de Willowleaf y Page:
cuando es menor a 1, el arbol se encuentra en fase sin frutos, mientras que cuando el

cociente es mayor a 10, el arbol esta 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 posiciéon 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
arboles de mandarina. En el caso de la ruta biosintética de los limonoides, la secuencia
nomilina—limonina alcanza niveles de concentracion mas altos durante la fase sin frutos,
lo que sugiere que el arbol podria estar preparandose para defenderse de plagas e insectos

antes de la etapa de floracion.
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La naringenina, que constituye el primer esqueleto flavonoide policiclico, 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 detect6 en cantidades muy bajas en las cuatro variedades.
En el primer caso, la ruta biosintética hacia flavanonas se ve favorecida por la 7-O-
glicosilacion con rutinosa, un disacarido [1->6] ramnosa-glucosa, que da lugar a la
formacién de narirutina, la flavanona predominante en hojas sin frutos de Page y
Willowleaf (Abad-Garcia, Garmén-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 arboles sin frutos, ya que mostr6 diferencias significativas
entre muestras “on” y “off”, particularmente en Page y Willowleaf. La biosintesis de
ambos hesperosidos (Figura 5.20) ocurre mediante la 7-O-glicosilacion de la
naringenina, la cual es posteriormente glicosilada especificamente en la posicion 6-O del
residuo de azucar por una ramnosil transferasa. En la fase sin frutos, cuando el arbol se
recupera del consumo energético generado por la fructificacion, esta reaccion de
glicosilacion produce niveles mas 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 oxidacion y metilacion para formar hesperidina, el flavonoide

citrico mas 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 via 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 union entre la ramnosa y la glucosa:
en la narirutina el enlace es (1->6) (rutinosido), mientras que en la naringina es (1—2)
(neohesperosido).

Otra ruta biosintética de los flavonoides en los arboles de mandarina conduce a la
formacidn 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 caracteristico de la fase
sin frutos.

La tendencia general discutida anteriormente permitio evaluar diferencias cualitativas y
cuantitativas entre los cuatro genotipos, dependiendo del estado fisioldgico de la planta.
La biosintesis de flavonoides en citricos esta regulada por una combinacion 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 sefialada por Shalom et al. (Shalom et al., 2012), quienes
demostraron que la biosintesis de flavonoides se incrementa durante la fase “off” en
mandarinas ‘Murcott’. Ellos encontraron que la expresion de todas las enzimas de la ruta
de flavonoides era significativamente mayor en las ramas sin frutos, al igual que la
expresion de ARNm de genes relacionados con la floracién como F7, AP1 y LFY, lo cual

se correlacion6 con el efecto de regulacion 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 expresion génica descrita por Shalom ef al. Ademas, se ha demostrado
que los niveles elevados de acido abscisico, que se acumulan en yemas, hojas y frutos
durante el otono en ‘Murcott’ (fase “on”) y en otras variedades citricas alternantes,
también pueden inducir la biosintesis de flavonoides en otros frutos no climatéricos, como

los ardndanos 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 estadisticamente diferentes entre ambas etapas en todas las

variedades estudiadas.

5.2.4 Conclusiones

Este trabajo constituye un aporte al conocimiento de los procesos metabolicos asociados
a la alternancia productiva en mandarinas, un fenomeno que afecta de forma critica la
estabilidad y rentabilidad de la produccion citricola. A través de una aproximacion
metabolomica dirigida, basada en el andlisis por LC-MS/MS, se logrd 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 comparacion del perfil quimico foliar entre ambas fases fisiologicas permitié detectar
patrones consistentes de acumulacion diferencial de flavonoides y limonoides, los cuales
reflejan una regulacion metabdlica dependiente del estado productivo del arbol. Las hojas
provenientes de ramas sin frutos mostraron una mayor acumulacion 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 arbol,
durante la fase “off”, activa rutas biosintéticas orientadas al restablecimiento energético

y a la preparacion para una nueva etapa reproductiva.

Se observo que la narirutina podria constituirse como un marcador robusto del estado
fisiologico de la rama, especialmente en los cultivares Page y Willowleaf, donde su

concentracion fue mas alta durante la fase sin frutos. Asimismo, se identificaron otros
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metabolitos con potencial valor diagndstico de “on” y “off, como la quercitrina, la
luteolina y la relacion hesperidina/narirutina, cuya utilidad como indicadores varia segiin
el genotipo. Las diferencias en la concentracion de estos compuestos fueron consistentes
con la clasificaciéon obtenida mediante andlisis multivariado que permitieron una

separacion clara entre estados productivos y entre variedades.

Desde el punto de vista bioquimico, los resultados permiten inferir que durante la fase
“off” se favorecen rutas metabolicas especificas, como la glicosilacion de la naringenina
hacia narirutina, mientras que en la fase “on” predomina la conversion oxidativa hacia
hesperidina. Por otro lado, la mayor acumulaciéon 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 expresion génica asociada a la biosintesis

de flavonoides durante la fase “off” en citricos con fendmeno de alternancia.

Los resultados obtenidos respaldan la hipotesis de que el perfil metabolomico de la hoja
refleja el estado productivo del arbol y que ciertos compuestos podrian emplearse como
indicadores fisiologicos de la alternancia. La metodologia aplicada permite no solo la
caracterizacion quimiotaxonomica de variedades, sino también el desarrollo futuro de
herramientas analiticas para el monitoreo del estado reproductivo en campo. Esto abre
nuevas posibilidades para implementar estrategias de manejo agrondmico mas eficaces,
que consideren la prediccion y reduccion de la alternancia productiva a través del

seguimiento de marcadores bioquimicos [Apéndice 5: Flavonoids and Limonoids Profiles

Variation in Leaves from Mandarin Cultivars and Its Relationship with Alternate Bearing)

(Rodriguez Ceraolo et al., 2022)].

Conclusiones generales del capitulo

La integracién de enfoques metabolomicos no dirigidos (mediante RMN) y dirigidos
(mediante LC-MS/MS) demostrd ser una estrategia complementaria y eficaz para el estudio
de la evolucion productiva (pasaje de etapa vegetativa a reproductiva) y de la alternancia
productiva en mandarinas. El andlisis no dirigido por RMN permiti6 identificar diferencias

globales en el metabolismo primario y secundario asociadas al estado reproductivo del
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arbol, diferenciando de forma clara entre arboles en fase vegetativa y productiva. Por su
parte, la aproximacion dirigida mediante LC-MS/MS permitido profundizar en la
caracterizacion de flavonoides y limonoides especificos, identificando metabolitos
diferenciales con potencial valor diagndstico en ambas fases del fenomeno de alternancia
(“on” y “off”). El estudio sobre las hojas mostr6 que la alternancia no debe interpretarse
unicamente como un efecto de carga, sino como una reorganizacion mas amplia de la
asignacion de carbono, del balance energético y del metabolismo secundario, reflejada en

la composicion quimica foliar.

Ambos métodos demostraron su utilidad para la clasificacion de los estados fenologicos,
aunque lo hacen desde perspectivas metodoldgicas distintas. El enfoque por RMN permite,
a partir de modelos previamente construidos, clasificar nuevos datos mediante
herramientas estadisticas multivariadas. En contraste, el enfoque por LC-MS/MS se centra
en la busqueda y cuantificacion de marcadores especificos, como la quercitrina y la
narirutina, cuyos niveles permiten discriminar el estado fenologico. Cabe destacar que
este analisis también puede realizarse mediante técnicas mas accesibles econdémicamente

como LC-DAD, lo que facilita su potencial aplicacion practica.

Esta articulacion metodoldgica 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 fisiologico del arbol, es posible anticipar
escenarios productivos tipo “on/off”, y seleccionar genotipos con menor propension a la
alternancia. Los hallazgos del analisis metabolomico pueden transferirse a
determinaciones mas simples mediante el monitoreo rutinario de marcadores especificos,
lo que resulta clave para su implementacion en contextos productivos. Los resultados
presentados en este capitulo (Figura 5.21) abren nuevas lineas de investigacion

orientadas al manejo integral del ciclo reproductivo en citricos.
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Huella Metabdlica de la Alternancia en Mandarinas

FASE VEGETATIVA FASE REPRODUCTIVA

Figura 5.21 Principales resultados del capitulo 5, creado con NotebookLM.
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6 Sintesis de la Parte I

Esta primera parte de la tesis ha presentado estudios centrados en el analisis
metabolomico aplicado a mandarinas enfocandose en tres de sus 6rganos principales: la
pulpa, la céscara y las hojas.

La combinacioén de enfoques no dirigidos, que permiten una visiéon amplia y exploratoria,
con estrategias dirigidas, disefiadas para validar hipdtesis y cuantificar metabolitos
especificos, ha mostrado la complejidad quimica de esta fruta. Estos enfoques buscan
abordar desafios importantes en el mejoramiento genético, la calidad del fruto, la
resistencia a enfermedades y el manejo agrondmico. Este capitulo integra los resultados
clave de los capitulos 3, 4 y 5, discute su implicancia practica y cientifica, y marca las

futuras lineas de investigacion que emergen de este trabajo.

6.1 Integracion de resultados no dirigidos y dirigidos en los tres 6rganos

6.1.1 Pulpa (Capitulo 3): La aceptabilidad del consumidor y la '"H RMN como

predictor objetivo

El estudio de la pulpa se centr6 en uno de los mayores desafios de la citricultura:
la aceptabilidad del consumidor, un atributo sensorial muy complejo y determinante para
el éxito comercial, pero que es muy dificil de evaluar de forma temprana y objetiva. La
dificultad y el costo de la evaluacion sensorial tradicional en los programas de
mejoramiento genético son un factor influyente en la seleccion varietal, por lo tanto, se
implementd un enfoque metabolémico no dirigido mediante espectroscopia de 'H RMN.
Esta técnica, aplicada en extractos acuosos, permitid identificar y cuantificar
relativamente azlicares (sacarosa, fructosa, glucosa) y acido citrico, cuya proporcion es

crucial para la percepcion de dulzor y acidez.

El anélisis no dirigido no solo reveld los perfiles generales, sino que, mediante un modelo
quimiométrico robusto, demostrd una alta correlacion (R* = 0,79) entre el cociente poder
edulcorante/acido citrico y la aceptabilidad determinada por consumidores. Esto permitid

repetir la determinacion utilizando un espectrémetro de mesada (60 MHz) manteniendo
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una precision comparable. Esto implica un hallazgo practico significativo al facilitar el
acceso a herramientas de prediccion objetiva de la calidad, reduciendo costos y la
necesidad de instalaciones especializadas. Este avance representa un aporte relevante a
la transferencia tecnoldgica 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 Cascara (Capitulo 4): Identidad varietal, resistencia a enfermedades y el papel

de las ceras epicuticulares

La céscara fue investigada como una matriz fundamental para la identidad varietal y las
defensas naturales del fruto. El andlisis no dirigido con '"H RMN de extractos acuosos y
orgédnicos de cascara revelo diferencias significativas entre variedades, asociadas a la
composicion y metilacion de pectinas, azicares y compuestos lipofilicos como limoneno

y lipidos.

El analisis no dirigido mostré que la composicion de pectinas, azcares y compuestos
lipofilicos, como limoneno y lipidos, permite discriminar variedades. Ademads, se
detectaron asociaciones entre sefiales de acidos y alcoholes grasos con la resistencia
al cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri), generando la hipotesis de que las ceras

epicuticulares cumplen un papel central en la defensa contra este patdgeno.

Esta hipotesis derivd en el andlisis dirigido de ceras epicuticulares mediante GC-MS. La
caracterizacion de estas ceras confirmo esta hipotesis: si bien la cantidad total de cera no
se correlaciond linealmente con la resistencia, la composicion cualitativa si lo hizo,
especialmente en frutos inmaduros. En variedades resistentes, predominaban alcanos e
isoalcanos, sugiriendo una cuticula homogénea y protectora, mientras que en variedades
susceptibles, abundaban los alcoholes grasos, asociados a una mayor permeabilidad

cuticular.

Estos resultados posicionan a la metabolomica 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 agroquimicos y aumentando la resistencia del cultivo.

6.1.3 Hojas (Capitulo 5): Metabolismo foliar y la alternancia productiva

El analisis de las hojas se enfocé en la alternancia productiva, fenémeno fisiologico que
limita la productividad citricola a nivel global. A diferencia de la pulpa y la cascara, las
hojas estan 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 anédlisis no dirigido mediante 'H RMN de extractos acuosos y orgdnicos permitio
discriminar tanto entre variedades de mandarina como entre estados fisiologicos de hojas
de arboles en estado productivo (arboles de 5 — 7 afios) y vegetativo (arboles de 3 — 5
afios). En extractos acuosos se observo una mejor separacion varietal que al usarse los
extractos orgédnicos. En cuanto a la diferenciacion de los estados fenologicos,
en Ellendale, las hojas productivas presentaron mayor contenido de acido citrico,
mientras que las no productivas mostraron mayor acumulacion de azucares y de prolina.
En Page también se detect6 la prolina como marcador de hojas no productivas, aunque
las diferencias en azicares fueron menos marcadas que en Ellendale.

Al conisderar las cuatro variedades seleccionadas, en etapa no productiva se acumularon
carbohidratos solubles y polifenoles junto con acidos del ciclo de Krebs, mientras que en
etapa productiva hubo un aumento en el contenido de 4cido citrico, lo que sugiere un rol
central en el transporte de cationes y en la regulacion energética vinculada a la formacion

de flores y frutos en esta etapa.

Esta hipotesis llevo al analisis dirigido de polifenoles y limonoides mediante LC-MS/MS.
La investigacion confirmé la acumulacion diferencial de flavonoides glicosilados (como
narirutina y quercitrina) en arboles sin frutos (alternancia en “off”), y algunas
polimetoxiflavonas (PMF) y hesperidina en ramas con frutos (alternancia en “on”). La
narirutina, junto con luteolina, se perfilé como un marcador candidato robusto para la
alternancia “on/off” en algunas variedades. La mayor acumulacion de nomilina, un

precursor de la limonina, en la fase sin frutos, también sugiri6 un rol defensivo anticipado.
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Este capitulo también muestra la eficacia de la combinacion de enfoques no dirigidos y
dirigidos para comprender fendmenos fisiologicos complejos y para la identificacion de
biomarcadores para el manejo agrondmico y la seleccion de genotipos. Estos estudios
muestran la potencia de la metabolémica como herramienta para estudiar la complejidad
bioquimica de las mandarinas, proporcionando conocimientos profundos que tienen el
potencial de transformar la seleccion varietal, la resistencia a enfermedades y el manejo
agrondmico en la industria citricola. La complementariedad de los enfoques no dirigidos
y dirigidos aport6 una vision global de los perfiles metabdlicos como la identificacion y
cuantificacién precisa de metabolitos especificos de interés, validando las hipotesis

generadas.

6.2 Conexion de los resultados con los objetivos de la tesis

Los hallazgos de esta primera parte de la tesis estdn intrinsecamente ligados a los

objetivos generales planteados:

Se ha logrado una caracterizacion detallada de los perfiles metabolémicos de la pulpa,
cascara y hojas de diversas variedades de mandarina, abarcando tanto metabolitos
primarios (azicares, acidos organicos) 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, asi 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 seleccion varietal, reduciendo tiempo y recursos.

También se han estudiado mecanismos fisiologicos y de defensa. Los resultados muestran
cémo la composicion de las ceras epicuticulares contribuye a la resistencia al cancro
citrico, y cémo los perfiles de polifenoles y limonoides en hojas se correlacionan con la
alternancia productiva. Estos conocimientos contribuyen a una comprension mas

profunda de la fisiologia de la planta y sus estrategias de adaptacion.
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Un aspecto muy importante surgido durante el desarrollo de la tesis es la transferencia de
tecnologia. La exitosa validacion de la metodologia de RMN de alto campo a equipos de
mesada para la prediccion de aceptabilidad demuestra un claro potencial para la
transferencia de conocimiento a entornos productivos y de investigaciébn con menores

recursos instrumentales.

Esta primera parte de la tesis ha demostrado la riqueza y la complejidad bioquimica 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 produccion de frutos sin semillas, representa una progresion
natural y de alto impacto. En esta segunda parte se enfocaran las herramientas de analisis
metabolomico establecidas para abordar desafios agrondmicos y comerciales,

consolidando asi el rol de esta disciplina en la transformacion de la citricultura moderna.
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7 Efecto del manejo de cultivo en ovarios de Afourer:
metabolomica no dirigida por RMN
7.1 Introduccion

En capitulos anteriores se analizaron determinantes sensoriales y productivas en
mandarinas con miras a orientar la seleccion de cultivares. Entre estas, la presencia de
semillas es una restriccion clave para la aceptacion del mercado y para la planificacion
agronomica. En numerosas variedades de mandarina con autoincompatibilidad y
capacidad partenocarpica (es decir, formacion de frutos sin necesidad de fecundacion de
los 6vulos) como Afourer o Nadorcott la ausencia de polinizacion cruzada permite
obtener frutos sin semillas (apirenos), pero la exposicion al polen de otras variedades
compatibles incrementa el nimero de semillas por fruto (Pereira Gonzatto et al., 2022).
Esta caracteristica es de gran interés agrondmico porque permite asegurar rendimientos
mas estables, incluso bajo condiciones ambientales desfavorables, y favorece la
obtencién de productos de mayor calidad comercial por su caracter “seedless” (sin
semillas). La partenocarpia puede presentarse de manera natural (propia de ciertos
cultivos que desarrollan frutos sin fecundacion), ser estimulativa (cuando algtin estimulo,
como la polinizacidon con polen no viable, desencadena el desarrollo del fruto) o inducirse
artificialmente mediante la aplicacion de reguladores del crecimiento vegetal, como
auxinas, que promueven el cuajado y desarrollo del fruto en ausencia de fecundacion
(Maupilé, Chaib, Boualem, & Bendahmane, 2024).

Estas particularidades han impulsado la adopcion de estrategias de manejo como el
mallado (aislamiento fisico de la canopia) (Gravina, Gambetta, Rey, & Guimaraes, 2016)
y la gestién de polinizadores, asi como el uso de reguladores de crecimiento, con el
objetivo de modular el cuajado y la produccion de frutos apirenos sin comprometer el
rendimiento (CVVP, 2018; Davies, 1997; Jackson & Futch, 1997; Monasterolo et al.,
2024).

Frente a estas necesidades, en este capitulo se evalia el impacto combinado del mallado,
la presencia de abejas y la aplicacion foliar de acido giberélico (GA3) sobre los procesos

reproductivos tempranos en mandarinas Afourer, integrando datos productivos y perfiles
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quimicos de ovarios en cuatro etapas fenologicas. La literatura muestra que el GA3 es
ampliamente utilizado para aumentar el cuajado y el tamafio en mandarinas, incluidas las
apirenas (Gravina, 2007), y que el control de la polinizacion mediante barreras fisicas
reduce significativamente la polinizacion cruzada responsable de la formacion de
semillas. Empleadas de manera coordinada y con tiempos precisos, estas practicas
permiten orientar la produccion 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
etal., 2024). Por otra parte, la polinizacion por abejas es conocida por dar frutos de mayor
porte, con mejor resistencia a enfermedades, pero con semillas (Ramos, Sdez, Aizen, &

Morales, 2025; Santos et al., 2021).

Para entender los mecanismos bioquimicos implicados en estas técnicas de cultivo
durante la floraciéon se empled un enfoque metabolomico no dirigido basado en

espectroscopia de 'H RMN acoplada a anélisis estadistico multivariado.

Dado que el ovario en desarrollo integra sefiales de defensa, regulacion osmotica y
metabolismo energético, se prestd especial atencidbn a metabolitos como azucares
solubles, 4cidos organicos 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
dindmica de estos compuestos podria influir decisivamente en la transicion desde el

ovario hasta la formacién del fruto.

El objetivo de esta seccion es caracterizar, mediante 'H RMN y metabolomica no dirigida,
la evolucion de los perfiles metaboldmicos de ovarios bajo cinco condiciones de manejo
(combinando mallado, abejas y aplicaciones de GA3) y cuatro fechas de muestreo, y
relacionar estas huellas quimicas con indicadores de productividad y presencia de
semillas. Estas condiciones de manejo contemplan la polinizaciéon cruzada y la
partenocarpia tanto natural como inducida. Esta aproximacion busca identificar
fitomarcadores asociados al éxito reproductivo temprano y a la formacién de frutos sin
semillas, para luego llevar a cabo estudios dirigidos (targeted) y para la optimizacion de

practicas de manejo en programas de mejora y produccion comercial.
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7.2 Metodologia

7.2.1 Material vegetal

Los arboles 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 arboles tenian 12 afios

y se encontraban en edad productiva. Se selecciond un disefio experimental de parcelas

al azar con cuatro repeticiones por tratamiento, siendo cada arbol una repeticion

bioldgica. Los tratamientos seleccionados fueron:

Tratamiento 1 (T1): arboles mallados con colmenas intercaladas.

Tratamiento 2 (T2): arboles mallados con una aplicacion de acido giberélico (GA3)
foliar 30 ppm (14/10/2020).

Tratamiento (T3): arboles mallados con dos aplicaciones de 4acido giberélico (GA3)
foliar 30 ppm (14/10/2020 y 27/10/2020).

Tratamiento (T4): arboles mallados.

Tratamiento (T5): arboles sin malla.

Cada tratamiento se llevo a cabo en parcelas de 80 m? (16 X 5 m) y se muestrearon

ovarios de la zona media de cada arbol alrededor de la copa. Se realizaron los siguientes

muestreos:

Muestreo 1 (M1): apertura de la flor - antesis (05/10/2020). Estadio 61 segln
codificacion BBCH (Agusti et al., 1995).

Muestreo 2 (M2): flor sin pétalos y con estilos (09/10/2020). Estadio 67 BBCH.
Muestreo 3 (M3): flor sin pétalos y sin estilos, fruto cuajado (16/10/2020). Estadio 71
BBCH.

Muestreo 4 (M4): frutos formalmente cuajados de 4 a 5 mm de didmetro, en

crecimiento (30/10/2020). Estadio 71 BBCH.
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En la figura 7.1 se puede ver un esquema de las fechas de muestreo y la aplicacion de

GA3 en los tratamientos 2 y 3, asi como fotos de los ovarios en cada una de las etapas del

muestreo.
Agerira do @ for  Caida de pétaios Caida dol estio Frulos cuajados de 4.5 mm
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Figura 7.1. Esquema de las fechas de muestreo y aplicacion 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 extraccion.

7.2.2 Datos de calidad productiva

Durante el periodo de cosecha (2020-2021), se registraron los siguientes parametros para

cada parcela experimental (tratamiento):

e Numero total de frutas obtenidas: se conto el total de frutos cosechados por parcela.

e Masa total de fruta obtenida: se determiné la masa total de todos los frutos cosechados
en cada parcela utilizando una balanza electronica de plataforma modelo Hawk
(Mettler Toledo, China).

e Numero de frutas con semillas: las frutas se cortaron transversalmente y se

identificaron manualmente las frutas con presencia de semillas.
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e Numero de semillas por fruto: se conté manualmente el nimero de semillas presentes

en cada parcela.

Los datos obtenidos fueron evaludos estadisticamente para indicar diferencias entre los

resultados para cada tratamiento.

7.2.3 Extraccion

50 = 5 mg de los ovarios de mandarina Afourer se pesaron en balanza analitica (Shimadzu
ATX224, Japén) y fueron luego liofilizados y molidos en un tubo Ependorft de 2 mL. Se
agreg6 1,00 mL de buffer fosfato deuterado pD = 6,0 (Solucion 4002600 R2, Farmacopea
Europea 5.0) y se sonic6 durante 30 minutos (ACP-150H, MRC Laboratory Equipment,
Israel). Se centrifugd durante 5 minutos a 2400 X g (Sorvall Legend Micro 17, Thermo
Scientific) y se filtro el sobrenadante (= 650 L) mediante membrana de PVDF de 0,22
pm a un tubo de rmn de 5 mm (NE-HL5-7, New Era Enterprises, Nueva Jersey, USA).

Se realizaron cinco réplicas de extraccion de cada planta muestreada.

7.2.4 Analisis instrumental

7.2.4.1 Analisis general

Se adquirieron los espectros de RMN de cada muestra en un espectrometro de 400,13 MHz
(Bruker Avance III, Alemania) utilizando el experimento noesygpprld (pulso de
presaturacion de agua: 4,7 ppm a -50 dBW) con 64 escaneos. Los espectros fueron
procesados usando el software MestReNova (MestreLab Research, Espafia) siguiendo el
mismo protocolo para todos ellos. El protocolo incluyd el llenado de ceros hasta un
tamaino de 64 K, apodizacién con una funcioén ventana exponencial de 0,3 Hz antes de la
transformada de Fourier, correccion manual de fase y linea de base, referenciado respecto
a la sefal correspondiente a alanina (doblete en 1,48 ppm) y posterior verificacion de la
sefial residual de agua en 4,79 ppm, y finalmente la alineacion 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 region correspondiente a la senal del solvente ni aquellas que no pudieron
alinearse correctamente. La matriz de datos de las areas de cada fragmento se exportd

como un archivo de texto para su uso en analisis multivariados.

7.2.4.2 Experimentos adicionales

Se realizaron experimentos bidimensionales en muestras seleccionadas para la
verificacion de las sefales de RMN identificadas mediante el andlisis multivariado. Estos
experimentos fueron llevados a cabo utilizando parametros provistos con el
espectrometro e incluyeron COSY (para identificar correlaciones entre protones acoplados
y obtener informacién sobre la conectividad vecinal de los atomos de hidrégeno), HSQC
(para correlacionar protones y carbonos directamente acoplados, proporcionando
informacion 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 ademds experimentos de fortificacion en muestras seleccionadas,
afiadiendo glicina betaina (CAS: 107-43-7) y adquiriendo los espectros de proton
(secuencia de pulso zgpr con supresion de agua) con 64 escaneos antes y después de la

fortificacion.

Estos experimentos adicionales se adquirieron en un espectrémetro de RMN de 400,13
MHz (Bruker Avance III, Alemania). Los pardmetros de adquisicion, como el nimero de
scans, el tiempo de relajacion y las dimensiones espectrales, se ajustaron para optimizar

la resolucion y la sensibilidad de los experimentos.

7.2.5 Analisis estadistico

Los datos de calidad de la fruta obtenida en cada tratamiento se analizaron mediante un
analisis de varianza (ANOVA) para determinar el efecto de los tratamientos en cada uno de

los pardmetros evaluados. Cuando el ANOVA indico diferencias significativas (p < 0,05),

se utilizo la prueba de diferencia minima significativa (LSD) para realizar comparaciones
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multiples entre las medias de los tratamientos. Los andlisis estadisticos se realizaron

utilizando el software Infostat (version 2020, Argentina).

Los analisis estadisticos multivariados se llevaron a cabo con la interfaz MetaboAnalyst
(software libre online) como en los capitulos anteriores. En todos los casos, se aplico el
método de escalado Pareto. Para la clasificacion de los tratamientos/fecha de muestreo e
identificar valores atipicos dentro de cada clase, se empled el andlisis de componentes
principales (PCA). Para la identificacion de fitomarcadores, se realizo el andlisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) y el analisis discriminante de
minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). Los modelos obtenidos de los

analisis PLS-DA y OPLS-DA se validaron utilizando la prueba de permutacion.

7.3 Resultados y discusion

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 (nimero total
de frutos y peso promedio) y a la reproduccion (numero y porcentaje de frutos con
semillas, asi como el numero de semillas por fruto). En la Tabla 7.1 se presentan los
resultados obtenidos para cada condicion experimental, lo que permite comparar el efecto
de la utilizacion de malla, la presencia de abejas y la aplicacion exogena de acido
giberélico (GA3) en la produccién de frutos partenocarpicos y en la calidad global de la

cosecha.

Tabla 7.1 Resultados de calidad de la fruta obtenida para cada tratamiento.

Ne° Peso Peso/fruta N° frutas % Frutos N°
Tratamiento
fruta (Kg) (g) con semillas con semilla semillas/fruto
Malla + Abejas 1372,8* 149,52 109 625,0% 46,0? 4,42
Malla + GA3 1317,5* 125,12 95 469,3° 31,3b 3,5°
Malla + GA3 x2  1434,8* 141,52 99 449,0° 30,9° 4,92
Malla 1104,3*  115,6* 105 325,3b 31,5 3,5°
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5

Sin Malla 1571,5* 155,32 99 1014,3? 64,3?

3,0

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 si segln el

test de comparaciones multiples de diferencia minima significativa (LSD) (p < 0,05).

Se tomaron dos situaciones extremas: la polinizacion cruzada (TS, sin malla) y la
exclusivamente partenocarpica, sin auxilio hormonal.

La utilizaciéon de malla constituye una estrategia efectiva para reducir la polinizaciéon
cruzada, lo que se traduce en una mayor proporciéon de frutos partenocarpicos. El
tratamiento 4 (malla) se caracterizd por una disminucién en el nimero de frutos con
semillas, sin embargo, la cantidad total de frutos obtenidos fue inferior, dado que su
formacion dependié exclusivamente de la partenocarpia ya que Afourer es auto-
incompatible.

Los resultados obtenidos indican que la implementacion de mallas, la presencia de abejas
polinizadoras y la aplicacion exdgena de acido giberélico (GA3) inciden de manera
significativa en el rendimiento frutal, tanto en términos cuantitativos (numero y peso de
los frutos) como cualitativos (presencia de semillas).

Sin embargo, ninguno de los tratamientos aseguro la ausencia de semillas. Se corrobord
el hecho de que la polinizacion cruzada (T5) fue en la que se obtuvo una mayor cantidad
de frutos y mayor peso de produccion aunque los frutos fueron mas pequefios y ademas
con mayor proporcion de frutos con semillas, seguido por el tratamiento con doble
aplicacion de GA3 (T3), que fue el tratamiento con el mayor numero de semillas por
fruto, pero con baja proporcion de frutos con semillas en toda la produccion. La
polinizacion por abejas (T1) resultd en una situacidon intermedia, donde no hubo
diferencias significativas en el peso total de la produccion pero el peso del fruto individual
fue el mas alto, con un nimero de semillas aceptable y un porcentaje de frutos con

semillas inferior a la polinizacidn libre (T5).
El uso de mallas con colmenas intercaladas (T1) llevo a una elevada productividad, con

un porcentaje intermedio de frutos sin semillas (54% en promedio). La accion de las

abejas estimula la partenocarpia, contribuyendo a mejorar pardmetros de calidad del fruto,
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mientras que la malla actia como barrera frente a insectos indeseados y minimiza la

polinizacion cruzada.

El uso de mallas con una aplicacion de GA3 a 30 ppm llevo también una buena
productividad, con un porcentaje intermedio de frutos sin semillas (68,7% en promedio).
La aplicacion de dos dosis de GA3 favorecio la formacion de frutos sin semillas, aunque
el porcentaje de frutos con semillas resultd superior al observado en la condicion de

mallas en combinacidn con abejas.

Dado que no hubo diferencias significativas en el peso total producido, la eleccion de
manejo puede basarse en calidad. T1 favorecid frutos mas pesados y T2 logré una
reduccion significativa de frutos con semilla y de semillas por fruto, por lo que ambos

tratamientos se perfilan como estrategias recomendables.

7.3.2 Analisis no dirigido mediante RMN

El andlisis multivariado no supervisado de las muestras, realizado mediante PCA, mostro
que las mismas se agrupan principalmente de acuerdo con la fecha de muestreo. Este
patron indica que, en cada etapa, los frutos presentaron diferencias en su composicion
global, lo que refleja la progresion fisiologica a lo largo del proceso de polinizacion y de
los estadios iniciales de crecimiento.
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Figura 7.2 PCA de las muestras analizadas mediante RMN.
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En la figura 7.2 se observa la separacion de las muestras correspondientes a los cuatro
muestreos, lo que confirma la influencia del estado de desarrollo en la variacion
metabolica global. Con el fin de identificar las sefiales caracteristicas de cada fecha de
muestreo e identificar las vias metabodlicas que se ven favorecidas durante el desarrollo
del ovario, se realizd un PLS-DA y anélisis de sus puntajes VIP (Figura 7.3). La calidad
predictiva del modelo se evalué mediante validacion cruzada de tipo 5-fold, obteniéndose
los parametros de precision, R? y Q> La robustez del modelo se corroboré mediante una
prueba de permutacién obteniendo un p < 0,001. En el modelo de 2 componentes, la

precision, R? y Q? fueron de 0,90; 0,86 y 0,86, respectivamente.
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Figura 7.3 PLS-DA (izquierda) y puntajes VIP (derecha) del analisis realizado utilizando

como variable clasificatoria la fecha de muestreo.

En los puntajes VIP se puede identificar un conjunto de sefales espectrales para
discriminar las distintas fechas de muestreo. En la primera fecha de muestreo se
detectaron varias sefales intensas en la regiéon aromadtica, todas correspondientes a
dobletes y agrupadas en dos conjuntos centrados en 7,19 y 6,88 ppm. Estas sefiales son
caracteristicas de flavonoides presentes en citricos como hesperidina y quercetina, y
sugieren una activacion de la ruta de los fenilpropanoides en el momento de la

polinizacion y cuajado. La acumulacion temprana de metabolitos aromaticos 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 sefiales que se intensifican/disminuyen a

medida que el ovario comienza su etapa de transformacion.
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Figura 7.4 Espectros '"H 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 sefales en la region aromatica (7,19
ppm, d, coincidente con la sefal 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 fendlicas como sinefrina (sefiales en 2,8 y 2,9 ppm, débilmente acopladas en
COSY, sobre carbonos en 33 y 47 ppm respectivamente segiin HSQC). Esto indica que,

ademas de mantenerse la sintesis de polifenoles, comienza a haber una mayor
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contribucion de metabolitos asociados a la osmoproteccion de defensa, como ser

alcaloides.

En la cuarta fecha se registraron nuevas sefiales distribuidas en diferentes regiones del
espectro en 2,78 ppm y 3,28 ppm (s) posiblemente atribuibles a 4cidos organicos (como
el citrico) y otros compuestos osmoprotectores como la glicina betaina. Las sefiales en
3,96 ppm, asi como otras a campos mas bajos, podrian corresponder a azicares solubles
como la glucosa o la fructosa. Esta sefial también puede pertenecer al metoxilo de la
hesperidina ya que en la region aromatica se detectan sefiales de dobletes en 6,93 y 7,32
ppm. Para poder asignarlo sin ambigiiedad, se estudid el HSQC y se encontraron
correlaciones de esta sefial en carbonos a 58 y 74 ppm, lo que sugiere la presencia de
hesperidina por el acople del metoxilo como del glicosido. La persistencia de flavonoides
en esta etapa, junto con la aparicion de metabolitos de reserva, sugiere que el metabolismo
del ovario integra tanto la defensa y regulacion hormonal como la provision de energia y

precursores para sostener el crecimiento del fruto.

La evolucion de estas sefiales indica que en las primeras etapas predomina la acumulacion
de compuestos fenolicos de defensa, en la segunda se inicia la acumulacion de azlcares
y otros metabolitos de defensa, y finalmente en la cuarta etapa se observa un patron mixto
en el que coexisten flavonoides y metabolitos primarios. Esto muestra la transicion desde
un metabolismo orientado a la proteccion y sefalizacion durante la polinizacion, hacia
uno mas balanceado que incluye la provision de energia y reservas en el desarrollo

temprano del fruto.

El andlisis de todas las muestras en conjunto no mostrd diferencias significativas entre
tratamientos cuando se consideraron todas las fechas del experimento. Por este motivo,
se procedid 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 polinizacion 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 arboles cultivados bajo malla unicamente. En el PLS-DA de la figura 7.5
se puede ver una separacion parcial entre los diferentes tratamientos, siendo el tratamiento
1 (malla + abejas) el que mas se distingue del resto de los tratamientos. Al analizar los
puntajes VIP de dicho PLS-DA, la sefial en 2,77 ppm se separa del resto de las senales
clasificatorias por un amplio margen. Esta sefial se corresponde con el 4cido citrico, que
se encuentra en mayor proporcion en el tratamiento 1 comparado con el resto de los
tratamientos. El resto de las seflales clasificatorias caracterizan a los otros tratamientos,
pero tienen menor influencia en la separacion. El TS (polinizacién libre) se caracteriza
principalmente por sefales en la region de 4,0 — 3,4 ppm, asociadas a azucares solubles,
y en menor medida por una sefial a 7,21 ppm (d), correspondiente a un protéon aromatico
compatible con hesperidina. Este tratamiento también presenta una sefal entre 3,7 — 3,9
ppm (s), asignada al grupo metoxilo de ese compuesto, como se discutid anteriormente.
Los tratamientos 2, 3 y 4, que son equivalentes como se menciond anteriormente,
presentan niveles intermedios en las sefiales de mayor importancia en la clasificacion para

esta fecha de muestreo.
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Figura 7.5 PLS-DA (izquierda) y puntajes VIP (derecha) del andlisis 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 si ya que no se
ha aplicado GA3, por lo que corresponden a arboles cultivados bajo malla unicamente,
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 mas diferentes entre si. El andlisis de los VIP scores muestra
una mayor semejanza entre los niveles de las sefiales clasificatorias con relaciéon al
muestreo anterior. La sefial correspondiente al &cido citrico es mayoritaria en los
tratamientos 1 y 2. Se observa una mayor influencia de sefales correspondientes a
compuestos fenodlicos (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 senal en 3,28 ppm (singulete) aparece como mayoritaria en el tratamiento 1. En
base a su corrimiento quimico, esta sefial puede corresponderse al compuesto

osmoprotector glicina betaina.
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Figura 7.6 PLS-DA (izquierda) y puntajes VIP (derecha) del analisis realizado sobre los

extractos del segundo muestreo utilizando como variable clasificatoria los tratamientos.
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Para confirmar que la sefial en 3,28 ppm corresponde con glicina betaina (Figura 7.7) se
realizd un experimento de “spiking” con un estandar de este compuesto en uno de los
extractos del tratamiento 1. La sefial mantuvo su posicion y aument6 su intensidad en el
experimento de 'H RMN, al igual que la sefial en 3,9 ppm, lo que respalda su identidad. El
experimento HSQC del extracto sin fortificar mostré unicamente dos correlaciones
relevantes: la sefial a 3,28 ppm correlaciond con un carbono a 54 ppm (CHs contiguo al
nitroégeno cuaternario), mientras que la resonancia del metileno de la betaina a 3,9 ppm
correlacion6é con un carbono a 64 ppm (CH:) (Hsieh et al., 2018; NCBI, 2025). El
experimento HMBC del extracto mostrd una correlacion a larga distancia entre el CH2 (3,9
ppm) y un carbono carbonilico en 170 ppm que se corresponde con el grupo carboxilo de
la molécula. EI COSY no mostr6 acoplamientos para estas sefiales, en concordancia con la
ausencia de protones vecinales al CH: (ubicado entre el N* y el C=0) y con el caracter
equivalente de los tres grupos metilo del nitrogeno cuaternario. Los resultados de estos
experimentos permiten confirmar la presencia de glicina betaina en el extracto a partir de

la senal de 3,28 ppm.
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Figura 7.7 Estructura de la glicina betaina y su HMBC.
En este muestreo es posible distinguir las diferencias entre los diversos modos de

polinizacion empleados durante el ensayo y sus efectos sobre la fisiologia del desarrollo

del ovario en los primeros estadios de formacion del fruto.
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De la comparacion 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
sefiales diferenciales con T4, partenocarpia natural, pueden agruparse en tres grandes
grupos: aquellas debidas a los grupos aromaticos, 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 acidos organicos como como el citrico 2,6-2,7 ppm y protones

debidos a la presencia de aminoacidos.

Por otro lado, la comparacion entre T1 y T5 nos muestra las diferencias entre la
polinizacion cruzada (TS) 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 caracteristicos 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 aplicacion foliar de 4cido
giberélico (GA3) de 30 ppm 48 horas antes del muestreo. Esta aplicacion sirve
para mejorar el cuajado de la flor, aumentar el tamano del fruto y reducir la caida
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 todavia mayor que en el
muestreo anterior. Esto indica que el cuajado del fruto influye mas en este andlisis que las
diferencias entre los tratamientos. Los VIP scores muestran que el 4cido citrico predomina
en el tratamiento con abejas, al igual que la sefial correspondiente a la glicina betaina y
polifenoles como la hesperidina. La mayoria de las sefales relevantes diferencian la
partenocarpia inducida por abejas (T1). Las sefiales de azlcares 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 azicares.
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Figura 7.8 PLS-DA (izquierda) y VIP scores (derecha) del analisis realizado sobre los

extractos del tercer muestreo utilizando como variable clasificatoria los tratamientos.

Muestreo 4: frutos formalmente cuajados de 4 a 5 mm de diametro

En esta fecha el tratamiento 3 recibi6 su segunda aplicacion foliar de 4cido 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 separacion
comparada con el muestreo anterior. En este caso los tratamientos 1 y 5 se separan
nuevamente. El analisis de los puntajes VIP muestra un aumento en la relevancia de las
senales correspondientes a azlcares para los diferentes tratamientos, y la sefal de la
glicina betaina predomina en el T3 (doble aplicacion de GA3). En este muestreo, la
relevancia de la glicina betaina como regulador osmoético puede verse disminuida gracias
a la gran acumulacion de azlicares que favorecen la acumulacion de agua durante el

aumento del tamafio del fruto.
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Figura 7.9 PLS-DA (izquierda) y puntajes VIP (derecha) del analisis realizado sobre los

extractos del cuarto muestreo utilizando como variable clasificatoria los tratamientos.

La robustez de todos los modelos se confirmé mediante un test de permutaciones, el cual
arrojo valores estadisticamente significativos (p < 0,001). En la validacion cruzada, los
modelos mostraron un buen coeficiente de ajuste (R?) superior a 0,8 y poder predictivo
(Q? alrededor de 0,7, lo que confirma la validez de la discriminacién obtenida, a
excepcion del modelo correpondiente al muestreo 3 que presenté un poder predictivo
inferior al resto Q? alrededor de 0,5 debido a la similitud de los diferentes tratamientos en

esta etapa de crecimiento.

La diferenciacion metabolica observada en las etapas tempranas del desarrollo del fruto
sugiere que la glicina betaina cumple un rol central en la respuesta reproductiva de los
citricos frente a las condiciones de polinizacion. Este compuesto es ampliamente
reconocido como un osmoprotector, cuya acumulacion contribuye al mantenimiento de
la homeostasis celular bajo condiciones de estrés fisiologico. En el contexto de la
formacién del fruto, la glicina betaina puede favorecer la viabilidad del ovario y la
correcta progresion de los eventos pospolinizacién, en particular en situaciones

de limitada polinizacién cruzada, como ocurre en los tratamientos con malla.
Asimismo, la asociacion de la glicina betaina con un incremento en senales

de azlicares (que también funcionan como osmoprotectores) y metabolitos del ciclo de

Krebs sugiere una interconexion entre la regulacion osmotica y el metabolismo
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energético. Los aztcares, ademas de su papel como fuente primaria de energia, participan
como sefiales metabolicas que modulan procesos reproductivos, incluyendo el desarrollo
del tubo polinico y la retencion del fruto en sus primeras fases. El aumento de estas
sefiales en los tratamientos con abejas desencadena una mayor demanda energética para

sostener el crecimiento inicial del fruto.

En citricos, la acumulacion de osmoprotectores como la glicina betaina y otros
aminodcidos como la prolina ha sido relacionada con mecanismos de tolerancia al estrés
hidrico y salino. Sin embargo, en este estudio se destaca su posible implicancia en
la estabilidad reproductiva, asegurando la formacion del fruto aun bajo condiciones de
polinizacion restringida. Este hallazgo es particularmente relevante si se considera que
la produccion de frutos sin semillas depende de una compleja interaccion entre sefiales

metabolicas y hormonales que determinan la retencion o abscision temprana del ovario.

7.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos en este capitulo permiten establecer una vision integrada sobre
el impacto de las practicas de cultivo, la accion de polinizadores y la aplicacion exogena
de acido giberélico en los procesos reproductivos y metabodlicos iniciales de la mandarina
Afourer, arrojando una primera imagen sobre la evolucion del ovario fecundado hacia la
formacion del fruto. Desde una perspectiva productiva, el problema abordado consiste en
maximizar la calidad comercial, obteniendo fruta con baja semillazén, sin sacrificar la
productividad. En primer lugar, los datos productivos mostraron que el uso de mallas
constituye una herramienta eficaz para reducir la polinizacion cruzada, promoviendo asi
la obtencion de frutos partenocérpicos, aunque con un costo asociado en términos de
rendimiento total. La incorporacion de abejas bajo condiciones controladas de malla
resultd en un escenario intermedio. Permitio la formacion de frutos partenocéarpicos mas
eficiente con un incremento en el nimero de frutos con semillas, pero mantuvo
pardmetros de calidad y productividad elevados. Por otro lado, la aplicacion foliar de
acido giberélico (GA3) promovid un cambio en la dinamica de los ovarios, favoreciendo
la formacion de frutos sin semillas y adelantando la transicion hacia un metabolismo
caracteristico de estadios posteriores de crecimiento. Estos resultados muestran que los

manejos que modulan la polinizacion (aislamiento con malla, presencia o ausencia de
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abejas y polinizacion abierta) inciden sobre la semillazon, mientras que la aplicacion de
GA3 y el uso de abejas confinadas generan sefales fisiologicas asociadas al cuajado que

desacoplan, al menos parcialmente, la relacion entre formacion de semillas y cuaje.

El analisis metabolémico no dirigido evidencid una variacioén en el metaboloma segtn la
etapa de desarrollo, lo que refleja la progresion ontogénica del ovario desde la
polinizacion hasta el cuajado. En las etapas mas tempranas se observd una acumulacion
predominante de flavonoides, compuestos aromaticos y fenilpropanoides, todos ellos
asociados a funciones de defensa y sefializacion. En este mismo periodo destacé la
presencia de glicina betaina, cuya acumulacion temprana sugiere un rol fundamental
como osmoprotector en condiciones de polinizacion restringida. En etapas posteriores, la
aparicion de azicares y metabolitos del ciclo de Krebs acompafio la transicion hacia un
metabolismo primario de crecimiento y generacion de reservas. Esta evolucion indica que
el ovario, en su etapa inicial, prioriza la defensa y la sefializacion, para luego virar hacia
la provision de energia y la expansion celular una vez asegurado el cuajado. Esta
secuencia refuerza que el ovario sigue un programa metabolico temporal, en el que las
decisiones tempranas entre cuaje y abscision comienzan a configurarse antes de que se

estabilicen los perfiles asociados al crecimiento.

Al comparar los tratamientos, se vio que las diferencias son mas evidentes en los
muestreos iniciales. Este estudio permitid detectar diferencias en la evolucion del ovario
en partenocarpia inducida por abejas con relacion a la partenocarpia natural. Se observa
un metabolismo mas activo en las dos primeras etapas del experimento del T1. La
diferenciacion entre este tratamiento y la polinizacion libre (T5) puede atribuirse a la
distinta eficiencia de los polinizadores, lo que repercute en la fecundacion y en las sefiales
hormonales enddgenas. La mayor proporcion 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, aminoacidos, acidos orgdnicos) y metabolitos derivados de las hojas. En
los tratamientos con aplicaciones de GA3 (T2 y T3), el consumo maés acelerado de citrato
sugiere una transicion mas rapida hacia el metabolismo primario, lo que se vié como una
homogeneizacion mas temprana de los perfiles metabodlicos entre los tratamientos. Los

tratamientos 2, 3 y 4 (arboles mallados sin abejas ni GA3) representd una condicién con

217



patrones menos definidos y menor robustez metabdlica 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 ovarico durante las fases iniciales de la
polinizacion estd fuertemente condicionado tanto por factores externos (tipo de
polinizacion, presencia de abejas, restriccion de polinizacién cruzada) como por
modulaciones hormonales (aplicacion de GA3). La similitud de los perfiles metabolicos
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 metabolico,
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 determinacion
de la calidad final del fruto. La lectura integrada de los perfiles metabolicos y de las
sefnales hormonales permite orientar decisiones productivas y anticipar sus consecuencias
bioldgicas, al mostrar que la disponibilidad y el uso de carbono, junto con las sefiales de
polinizaciéon, convergen en ventanas tempranas criticas para definir el destino

reproductivo del ovario.

Este capitulo muestra que la etapa previa al cuajado constituye un momento critico en la
que las sefiales metabolicas y hormonales son decisivas para el destino reproductivo del
ovario. La glicina betaina es uno de los metabolitos principales en la regulacion osmotica
en la etapa reproductiva inicial, mientras que el citrato y los azlicares permiten la
transicion entre la defensa inicial y el crecimiento temprano del fruto. La interaccion de
estas sefiales con la polinizacion y con el agregado exdgeno de giberelinas muestra la
importancia de comprender los mecanismos hormonales que se desarrollan en este
periodo. Esta manera de interpretar el fendémeno coincide con trabajos que destacan la
necesidad de integrar fisiologia, datos 6micos y manejo para explicar los resultados
agronomicos (Yang et al., 2021). En el siguiente capitulo, este trabajo deriva hacia un
estudio dirigido de las giberelinas endogenas presentes en el ovario de mandarinas
durante estas cuatro etapas de muestreo bajo los mismos tratamientos trabajados en este

capitulo.
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Figura 7.10 Principales resultados del capitulo 7, creado con NotebookLM.
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8 Analisis dirigido de giberelinas por LC-MS/MS en
ovarios de mandarina Afourer bajo diferentes técnicas

de cultivo
8.1 Introduccion

La transicion del ovario a fruto en citricos constituye uno de los procesos fisiologicos mas
determinantes para la productividad y la calidad comercial, particularmente en cultivares
de mandarina con alta demanda de mercado por su bajo nimero de semillas o condicion
partenocarpica. Dentro de la variedad de frutas citricas, los factores que influyen en el
cuajado del fruto y la formacion de semillas son variables y dependen de un balance entre
sefnales de polinizacion, disponibilidad de recursos y regulacién hormonal endogena, lo
que explica la elevada variabilidad observada en campo cuando se modifican las
condiciones de cultivo o el régimen de polinizacion. La horticultura moderna de citricos
busca, por un lado, sostener o incrementar el rendimiento bajo estrategias que reduzcan
la produccion de semillas (semillazén), y por otro, comprender los mecanismos
fisiologicos de la respuesta del ovario a dichas estrategias de cultivo de manera de generar

recomendaciones agrondmicas sustentables y reproducibles.

Entre las fitohormonas involucradas, las giberelinas (GAs) ocupan un lugar central. Se
trata de diterpenos tetraciclicos derivados de la via del 4cido mevaldnico presentes en
mas de 130 formas estructurales, de las cuales sélo unas pocas son bioactivas
(principalmente GA1, GA3, GA4 y GA7). Las GAs regulan el crecimiento vegetativo, la
transicion floral, la expansion celular y el desarrollo reproductivo, actuando en conjunto
con auxinas, citoquininas, etileno y 4cido abscisico. Su biosintesis y desactivacion estan
reguladas por familias enzimadticas especificas (GA200x, GA3ox, GA20x), las cuales
estdn sujetas a control por los niveles hormonales del oOrgano especifico. En
angiospermas, la rama 13-hidroxilada (GA12 = GAS3 & GA20 > GAl = GAS) sucle
aportar GA1 como forma activa dominante, mientras que la rama 13-no hidroxilada

(GA12 2 GAIS5 2> GA24 > GA9 2> GA4 > GA34) genera GA4 como giberelina

222



activa principal (Figura 8.1). La importancia relativa de cada rama varia entre tejidos,
estadios y especies, reflejando una regulacion de la sefal giberelinica. Revisiones
recientes muestran estos aspectos, destacando la plasticidad evolutiva y fisiologica del
metabolismo de GAs en plantas con flor y su rol integrador en el desarrollo reproductivo
(Hedden, 2020), asi como la relevancia de las hidroxilaciones especificas (incluida C-13)
para definir perfiles de GAs bioactivas y sus precursores inmediatos (J. He, Xin, Xueting,

Chu, & Wang, 2020).
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Figura 8.1 Biosintesis de las principales giberelinas bioactivas (GA4, GA1l 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 (4cido ent-kaurenoico oxidasa), GA2o0x (giberelina 2-oxidasa), GA200x
(giberelina 20-oxidasa) y GA3ox (giberelina 3-oxidasa).

En citricos las giberelinas son imprescindibles para el establecimiento del fruto, incluso
en contextos de cuajado sin fecundacion (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 histologicos y fisiologicos
en especies partenocarpicas demostraron que la sefial giberelinica activa la division
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 polinizacion incrementa tempranamente el contenido de GAs en ovarios de variedades
con semilla, reduciendo la abscision y favoreciendo la transicion a fruto. Las aplicaciones
exodgenas de GA3 pueden mimetizar parcialmente ese efecto en flores no polinizadas
(Ben-Cheikh, Perez-Botella, Tadeo, Talon, & Primo-Millo, 1997). Estos antecedentes
generan la hipotesis de que diferentes estrategias agrondmicas, que alteran el éxito de
polinizacion o el estado hormonal floral, inciden directamente sobre la dinamica de las

giberelinas endogenas en el ovario, condicionando el cuajado y la semillazon.

La relevancia agrondmica de estas caracteristicas fisiologicas es muy importante en la
produccion de citricos, y en particular para la variedad Afourer que presenta un alto valor
comercial, especialmente para exportacion. La produccion comercial busca frutos de
buena calidad con nimero minimo de semillas, lo que hasta ahora se ha logrado mediante
aislamiento parcial o total de polinizacioén cruzada (mallas), manejo de polinizadores y/o
aplicaciones hormonales a plena floracion. En Uruguay y en otras zonas citricolas, aplicar
GA3 en forma foliar durante la floracion, ya sea sola o junto con practicas como el
anillado, suele aumentar el cuajado y el nlimero de frutos cuando los arboles estan
aislados de la polinizacion. La magnitud de este efecto varia seglin la carga de frutos del
arbol, las condiciones ambientales y el momento fenologico en el que se aplica (Gravina,
Gambetta, Rey, & Guimaraes, 2016). A escala global, una revision sistematica ha
mostrado que tratamientos con GA3 en plena floracion suelen aumentar el cuajado, pero
no siempre se traducen en mayor rendimiento final. Estudios en citricos muestran que
estos efectos son variables y fuertemente dependientes de la carga de cultivo y de las
condiciones ambientales (Garmendia et al., 2019). Ademas, en mandarinas como Afourer
se ha comprobado que tratamientos combinados GA3 + CuSOs reducen el numero de
semillas por fruto, aunque con eficiencias moderadas (reducciones del orden del 3040
%) 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 correlacion hormonal

enddgena detras de cada manejo.

Las giberelinas mas relevantes en citricos son GA1l (bioactiva endogena) y GA3

(ampliamente utilizada de forma exdgena), junto con sus precursores y/o catabolitos
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(GA19, GA20, GA29, GAR). Estas fitohormonas regulan la intensidad de la floracion, el
cuajado del fruto (incluida la partenocarpia), el crecimiento del fruto y de la céscara, la
maduracion y la coloracion, asi como las respuestas al estrés abiodtico y bidtico (Gao &
Chu, 2020). Esto convierte a las rutas de sefializacién y metabolismo de giberelinas en
objetivos prioritarios tanto para la investigacion basica como para el manejo agricola
(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 enddgena) es importante para la floracion y el crecimiento del fruto en citricos,
principalmente al promover la division celular del ovario/fruto y la resistencia a la
absicion. Sin embargo, un exceso de GAs antes de la induccion floral suprime la floracion
y no aumenta el rendimiento productivo (Garmendia et al., 2019; Mesejo et al., 2016). La
mayoria de los tratamientos agrondmicos en citricos aplican GA3 de manera exdgena,
pero las GAs enddgenas de tipo GA1/GA4 son las formas activas en el crecimiento del
ovario y los brotes. En tomate, la sobreexpresion de laa GA20-oxidasa citrica desplazo la
sintesis hacia GA4, aumentando sus niveles y demostrando que tiene una bioactividad
similar a GA1l en la promocién del crecimiento del tallo y el desarrollo del fruto
partenocarpico. Esto respalda que GA4 sea una potente GA activa en los tejidos del fruto

(Garcia-Hurtado et al., 2012).

La polinizacién por insectos es un factor productivo clave para citricos. Modelos y
simulaciones estiman que alrededor del 60% del rendimiento por hectirea puede
atribuirse a la polinizacion por insectos, con probabilidad de cuajado mas de dos veces
mayor en flores polinizadas (Monasterolo et al., 2024). En mandarinas se ha observado
que la presencia de abejas meliferas en exceso puede deteriorar atributos de calidad,
mientras que polinizadores nativos aumentan el cuajado sin ese costo. Esto agrega un
componente ecoldgico adicional a tener en cuenta al momento del disefio de esquemas de
manejo (Monasterolo, Chacoff, Segura, Benavidez, & Schliserman, 2022), y refuerza la
importancia de estudiar simultdneamente las técnicas agronomicas (tipo de malla,
régimen de polinizacion, aplicaciones de GA3) y la variacion metabolica/hormonal del

ovario bajo estas condiciones.

La cuantificacion de giberelinas endogenas en tejidos reproductivos presenta desafios

analiticos especificos, 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 azlicares, acidos organicos y compuestos fendlicos. A
su vez, la disponibilidad de muestra es limitada cuando se trabaja con ovarios en pre-
cuajado, lo que obliga a la miniaturizacion de los procedimientos analiticos. Las
revisiones metodolégicas muestran que la etapa de preparacion de muestra es el paso mas
complejo en el estudio cuantitativo de fitohormonas, requiriendo estrategias de extraccion
y limpieza que maximicen la recuperacion sin comprometer la selectividad (Vrobel &
Tarkowski, 2023). Tradicionalmente, los protocolos para GAs en tejidos vegetales
incorporan una etapa de extraccion con solvente organico seguida de etapas de
preconcentracion y limpieza usando extraccion en fase solida (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 retencion diferencial, lo que es
detrimental cuando la disponibilidad de muestra es reducida y el numero de réplicas es

alto (De La Serna Calleja, Bolado, Jiménez, & Lopez-Serna, 2023).

El uso de metodologias 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,
Stajnbaher, & Schenck, 2003), incluyendo reguladores del crecimiento vegetal (Lozano,
Pérez-Parada, Heinzen, & Fernandez-Alba, 2012). Estas estrategias emplean particion
acetonitrilo/agua junto con sales (MgSOs4 y otras) y una limpieza posterior con sorbentes
(C18, carbon grafitizado, PSA), permitiendo remover interferentes con minima
manipulacion. Métodos QUEChERS-LC-MS/MS han mostrado recuperaciones adecuadas
y limites de cuantificacion bajos para multiples hormonas y reguladores en matrices
vegetales complejas, destacando su aplicabilidad para analisis de alto rendimiento sin
usar la SPE convencional (Pu, Lin, Chuang, & Shyu, 2018) y para cuantificacion
simultanea de fitohormonas mediante LC-MS/MS en hojas u otros tejidos (W. Wang et al.,
2024). En este marco, la adaptacion y validacion de estos enfoques en ovarios de citricos
adquieren gran importancia, ya que permitiria no solo disminuir los costos y tiempos de
analisis, sino también analizar cantidades de tejido del orden de miligramos, preservando

la representatividad biologica e incrementando el nimero de réplicas de extraccion.
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El andlisis hormonal que se presenta en este capitulo sigue un enfoque de metabolémica
dirigida, el cual se orienta a cuantificar con exactitud un conjunto definido de metabolitos
pertenecientes a un sistema bioldgico o ruta metabodlica especifica. A diferencia de la
metabolomica 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 analisis
integral de fitohormonas (“plant hormonomics’) han mostrado que los enfoques dirigidos
permiten seguir coémo varian esas hormonas en distintos tejidos y momentos del
desarrollo con mucha precision, incluso cuando se dispone de poca cantidad de muestra
vegetal (Simura et al., 2018). Ademas, la cuantificacion dirigida por LC-MS/MS en modo
MRM se ha consolidado como estandar para hormonas por su selectividad frente a
isomeros, baja interferencia y gran capacidad multianalito (Jorge, Mata, & Antonio,

2016).

Este capitulo plantea el andlisis metabolémico dirigido de giberelinas pertenecientes a
ambas ramas biosintéticas en ovarios de mandarina Afourer usando el mismo material
vegetal y los tratamientos agrondémicos empleados previamente, con el objetivo de
estudiar la dindmica giberélica durante diferentes etapas de la floracion/polinizacion. Para
ello, se desarrolla y valida una metodologia de extraccion y purificacion basada en un
esquema de tipo QUEChERS/d-SPE que evita el uso de SPE convencional, manteniendo la
sensibilidad y selectividad requeridas para su cuantificacion por LC-MS/MS. A partir de
esta estrategia analitica se cuantifican las giberelinas seleccionadas en ovarios
recolectados en distintos momentos del desarrollo temprano del fruto, y se analiza como
varian sus perfiles enddgenos frente a diferentes combinaciones de manejo agronémico

y formas de polinizacion.

8.2 Metodologia

8.2.1 Material vegetal

Se trabajo con el mismo material vegetal descrito en el Capitulo 7 (7.2.1), correspondiente

a 5 tratamientos: arboles mallados con colmenas intercaladas (tratamiento 1, T1), arboles

mallados con una aplicacion de 4cido giberélico (GA3) foliar a 30 mg/kg (tratamiento 2,
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T2), arboles mallados con dos aplicaciones de acido giberélico (GA3) foliar a 30 mg/kg
(tratamiento 3, T3), arboles mallados (partenocarpia natural, tratamiento 4, T4) y arboles

sin malla (polinizacién cruzada, tratamiento 5, T5).

Los muestreos se realizaron en los siguientes momentos: apertura de la flor - antesis,
estadio 61 segun codificacion BBCH (Agusti et al., 1995, muestreo 1, M1), flor sin
pétalos y con estilos, estadio 67 BBCH (muestreo 2, M2), flor sin pétalos y sin estilos,
fruto cuajado, estadio 71 BBCH (muestreo 3, M3), y frutos formalmente cuajados de 4 a

5 mm de didmetro, en crecimiento, estadio 71 BBCH (muestreo 4, M4).
8.2.2 Compuestos de referencia

Se seleccionaron giberelinas pertenecientes a ambas ramas de su biosintesis. 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, Republica Checa). En

la figura 8.2 se muestran las estructuras de las giberelinas estudiadas.

R;; ENMENENEDN
GA8 OH OH OH

GA1 H OH OH
GA20 H H OH
GA34 OH OH H

GA4 H OH H
O O GAS H H H

Figura 8.2 Estructura de las giberelinas seleccionadas para este estudio.

8.2.3 Extraccion

Se pesaron 100 + 5 mg de los ovarios de mandarina Afourer liofilizados y molidos en un

tubo Eppendorf de 2 mL en balanza analitica (Shimadzu ATX224, Japo6n), se agreg6 1,00
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mL de buffer acético/acetato pH = 3,8 (0,1M, solucion preparada segun la seccion 4.1.3
de la Farmacopea Europea 7.0), se homogeneiz6 manualmente y se dejé en reposo
durante 10 min. Se agreg6 1,00 mL de acetonitrilo calidad HPLC (J.T. Baker, Estados
Unidos) y se agitd mecanicamente usando vortex (MSV-3500, plataforma SV-8/15,
BioSan, Letonia) durante 1 min a 1800 rpm. Se agregaron 400 mg de MgSOs4 (74 um,
Scharlab, Espafia), se homogeneizé manualmente, se agitdé mecanicamente en vortex
durante 5 min a 1800 rpm y se centrifugd (modelo y marca de centrifuga) durante 6
minutos a 3000 X g. Se tomo el sobrenadante (= 900 uL) y se trasvaso a tubo Eppendorf
de 1,5 mL conteniendo 150 mg de MgSOs4, 50 mg de C18 (40-60 wm, Scharlab, Espana)
y 50 mg de carbon grafitizado (37-125 pum, Scharlab, Espafia). Se homogeneizo
manualmente, se agitd mecanicamente en vortex durante 1 min a 1800 rpm y se centrifugo
durante 6 min a 3000 X g. Se filtrd el sobrenadante (= 600 puL) mediante membrana de
PVDF de 0,22 um a un vial de inyeccion para su posterior analisis por LC-MS/MS. Se

realizaron cinco réplicas de extraccion de cada planta muestreada.

8.2.4 Analisis instrumental

Los extractos filtrados fueron analizados empleando un sistema de cromatografia liquida
Ultimate 3000 (Thermo, Estados Unidos), con loop de inyeccion de 130 pL., muestreador
automatico 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 utiliz6 una columna de separacion de fase reversa Hypersil Gold aQ
(Thermo, Estados Unidos) de 150 mm X 4,6 mm, con un tamafio de particula de 5 pm 'y
fase estacionaria C18 y los cromatogramas se analizaron utilizando el software
Chromeleon version 7.2.10 (Thermo, Estados Unidos). La fase mévil consistié en una
mezcla de acido formico (0,1 %, v/v) (FM A) y acido formico en metanol (0,1%, v/v) (FM
B) a un flujo de 0,6 mL/min a 25 °C durante toda la cromatografia. Las condiciones
iniciales (previas a la inyeccion) fueron al flujo y temperatura indicados con una
composicion de fase movil FM A/FM B (80:20). El gradiente empleado fue el siguiente: 1)
se incrementd el componente organico (FM B) hasta alcanzar a los 20 min una

composicion de FM A/FM B (10:90); 2) se mantuvo esta composicion hasta alcanzar los 24
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min; 3) se volvido en 1 minuto a condiciones iniciales; 4) se mantuvo el sistema en
condiciones iniciales durante 5 min. El volumen de inyeccion fue de 10 pL. La deteccion
MS/MS se realizd en el modo de monitoreo de reaccion multiple (MRM) utilizando una
interfaz ESI en el modo de ionizacion negativa. El voltaje de ionizacion fue de 3500V, el
gas nebulizador y el gas de cortina fue nitrogeno a 60 y a 15 psi respectivamente. La
evaporacion del solvente en la fuente fue asistida por un gas de secado (nitrogeno
calentado a 375 °C/50 psi). Se realizaron experimentos con soluciones de los analitos
individuales para determinar las transiciones SRM Optimas, las energias de colision (CE)
y los potenciales de desagrupamiento (DP) para cada compuesto individual. Para ello, las
soluciones estandar 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 optimizacion coincidieron con las

reportadas en literatura (Urbanova, Tarkowskd, Novak, Hedden, & Strnad, 2013).

8.2.5 Validacion del método analitico

La linealidad del método se evalud calculando el coeficiente de determinacion (R?) a
partir de las areas obtenidas al inyectar soluciones estandar de giberelinas en un rango de
concentracion de 0,5 a 100 pg/L. Se preparé una curva a los mismos niveles que en
solvente pero utilizando como solvente un extracto de ovarios obtenido segun la

metodologia descrita anteriormente (8.2.3 Extraccion) y se evalud el efecto matriz

comparando las pendientes obtenidas en ambas curvas (solvente y matriz).

Se determind la recuperacion fortificando 100 mg del material vegetal seco y molido con
5 uL de un mix conteniendo los analitos a una concentracion de 1 mg/L (recuperacion a
50 pg/kg) y otro set de muestras con 5 uLL de un mix conteniendo los analitos a una
concentracion de 10 pg/L (recuperacion a 0,5 pg/kg). Este material fortificado fue
sometido el procedimiento de extraccion y analisis y el porcentaje de recuperacion fue
calculado para cada giberelina. La exactitud fue evaluada con 5 réplicas de la prueba de
recuperacion, y la precision fue evaluada mediante el RSD de esta misma prueba. Se
determind la precision intermedia mediante el RSD de la prueba de recuperacion realizada

en diferentes dias.
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Se determinaron los limites de cuantificacion (LOQ) para cada giberelina como la
concentracion mas baja en la curva de calibracion en matriz donde la relacion sefial/ruido

es mayor o igual a 10.

8.2.6 Analisis estadistico

Se emplearon métodos estadisticos 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 realiz6 un analisis de varianza (ANOVA). En caso de obtener resultados
significativos, se llevo a cabo un andlisis post-hoc utilizando la prueba de comparaciones
multiples de Tukey con correccion de Bonferroni, permitiendo identificar los pares de

grupos con diferencias significativas con valores de significancia de o = 0,05.

Se emplearon métodos estadisticos no paramétricos para la comparaciéon de medias
debido a la ausencia de supuestos de normalidad en los datos. Para dos grupos, se utiliz6
el test de Wilcoxon-Mann-Whitney, y para més de dos grupos, el test de Kruskal-Wallis,
seguido por el test de Dunn con correccion de Bonferroni para comparaciones post-hoc

significativas, interpretandose los valores de significancia con un umbral de o = 0,05.

8.3 Resultados y discusion

La metodologia empleada para el andlisis por espectrometria de masas en tandem tipo
tripe cuadrupolo, permite el analisis dirigido, esto implica que solo es posible el analisis
de aquellos compuestos para los que se tienen estandares analiticos. En ese marco, se
trabajo con los estandares disponibles en el mercado. Se seleccionaron aquellas GAs
identificadas como relevantes en citricos. La presencia de otras GAs en las muestras, por

lo tanto, no fue investigada.
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8.3.1 Validacion

Luego de numerosos intentos para desarrollar un método miniaturizado, con precision y
exactitud adecuados dentro de lo exigible para el andlisis de trazas, se logré el protocolo

que se describe en el experimental.

Los parametros utilizados para la validacion del método se evaluaron para cada giberelina
estudiada, considerando exactitud mediante porcentaje de
recuperacion y precision mediante desviacion estandar relativa (RSD). Para ello, se
realizaron ensayos de fortificaciéon sobre una muestra de ovarios correspondiente
al muestreo 4 bajo polinizacion abierta (T5), seleccionada por ser el material vegetal
disponible en mayor proporcion. Las fortificaciones se efectuaron a 0,5 y 50 ng/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 desempefio adecuado en términos de exactitud y precision
al minimo 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 recuper6 de
manera consistente (recuperacion no reproducible, RSD > 40%), por lo que fue excluida
del alcance del estudio. La linealidad de la respuesta instrumental se verificd en el rango
de trabajo considerado, cumpliendo los criterios de aceptacion establecidos para el

método.

Las curvas de calibracion en solvente y en matriz se construyeron a partir de los
estandares a 7 niveles de concentracion entre 0,5 y 100 pg/L. El efecto matriz fue
calculado comparando la pendiente de las curvas para cada analito y el mismo varid entre
-18 y 5%, por lo que al ser inferior al 20% en valor absoluto para todos los casos (efecto
matriz bajo), se procedi6 a cuantificar usando las curvas en solvente. La mayoria de los
compuestos presentd supresion de la sefial (efecto matriz negativo) salvo para GAS y
GADO. 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 extraidos, afectando la eficiencia de
ionizacion en la fuente (ESI), provocando una disminucién de la sefial en la mayoria de
los casos. El rango lineal para todos los analitos estuvo entre 0,5 y 100 pg/L. Los limites

de cuantificacion (LOQ) fueron de 0,5 pg/L para todos los analitos. En la figura 8.3 se
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muestra el orden de elucion y el factor de respuesta de los analitos estudiados evaluados

a la misma concentracion.

GA34
GA4 GA9
| |
. GA20
GA1

. - 18 s - s re R (1 y - oy - ——

Figura 8.3 Cromatograma de un mix de las giberelinas seleccionados para el estudio.

8.3.2 Cuantificacion de giberelinas en los distintos tratamientos y muestreos

Al igual que en el capitulo anterior, es importante destacar que durante los muestreos M1
y M2, los tratamientos T2, T3 y T4 son equivalentes ya que la primera aplicacion de GA3
en los tratamientos T2 y T3 se realizo previo al muestreo M3, y la segunda aplicacion de
GA3 en el tratamiento T3 se realizé previo al muestreo M4 (Figura 7.1). Por otro lado,
se estudia el flujo de giberelinas endogenas, si bien GA3 es endogena y es bioactiva, fue
excluida del estudio de cuantificacion 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 combinacion fecha x tratamiento (Figura 8.4). GA20se registr6 en 111
determinaciones (28 % del total), GA34 en 120 determinaciones (30 %) y GA4 so6lo en
17 determinaciones (4 %). Dado que su presencia no fue uniforme entre tratamientos ni
fechas de muestreo, se muestran Unicamente los resultados generales y los casos en los
que se observo algun comportamiento repetido dentro de una misma condicion

experimental.
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Figura 8.4 Concentracion (pg/kg) de GA20, GA34 y GA4 por fecha (MI-M4) y
tratamiento (T1-T5).

La deteccion de GA20, precursora biosintética de GA 1, fue amplia pero heterogénea entre
diferentes combinaciones fecha y tratamiento. En M1, se observo una gran dispersion con
valores altos en el T5 (3,75 pg/kg) y el T4 (3,38 pg/kg), mientras que el resto de los
tratamientos mostraron rangos intermedios (medias entre 1,65 y 2,74 pg/kg). En M2,
GA20 volvi6 a detectarse en todos los tratamientos, destacando el TS5 (sin malla) con
valores altos (entre 3,13 y 4,61 pg/kg) y niveles moderados enel resto de los
tratamientos (medias entre 2,11 y 2,83 pg/kg). En M3, la presencia fue mas variable, el
T5 mostré pocas detecciones con valores entre 1,44-3,55 pg/kg, y el T4 tuvo el valor
mas bajo (1,85 pg/kg). En M4, las detecciones fueron muy pocas, con valores puntuales
enTl de 2,50 pg/kg y T4 entre 1,65-2,28 pg/kg. Las detecciones de GA20 se

concentraron en el T5 durante M1 y M2, sin mantenerse en M3 y M4.

GA4 se detect6 en muy pocas muestras por encima del LOQ y en niveles bajos. En M1,
aparecio principalmente en el T2 con valores entre 0,73 y 1,33 pg/kg, y una deteccion
aislada en el T5 de 0,85 pg/kg. En M2, sélo se observo un valor puntual en el T4 de 0,55
pg/kg. En M3, algunas muestras del T1 mostraron valores cercanos a 0,55 pg/kg,
mientras que algunas del T4 mostraron valores alrededor de 0,67 pg/kg. En M4, GA4 fue
mas frecuente, con valores en el T2 entre 0,9 y 1,0 pg/kg, enel T3 entre 0,67 y 1,15 pg/kg
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y en el T4 el valor maximo en 1,45 pg/kg. Tampoco hubo un patrén fecha x tratamiento
definido, siendo lo mas consistente el mayor nimero de detecciones en el M4 para los

tratamientos 2, 3 y 4.

Talon demostro la rapida caida 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 x tratamiento. Los valores mas altos fueron en
el primer muestreo en el T2, donde varias determinaciones superaron las 4,00 pg/kg (con
un maximo de 5,47 pg/kg), y en el resto de los tratamientos de M1 mostrd valores medios
entre 1,71-1,98 ng/kg. En M2, GA34 se detectd esporadicamente con niveles intermedios
(entre 1,69-3,65 pg/kg), la frecuencia de deteccion no fue representativa, menor al 2%
del total de determinaciones, al igual que en M3. Finalmente, en M4 se detect6 en todos
los tratamientos con valores entre 1,42 y 3,16 pg/kg sin diferencias significativas entre
los mismos. Por lo tanto, GA34 mostr6 una acumulacion 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 concentracion 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 dias previos al muestreo, dado que
promueve la floracion y el cuajado del fruto, por otro lado GA9 que es precursora de

GAA4, se detecto en todas las muestras, lo que indica un rapido metabolismo de GA4.

Los valores de las giberelinas GA1 y GA9 pueden verse en la tabla 8.1 y su distribucion
en la figura 8.5. Estas giberelinas fueron detectadas y cuantificadas en todas las muestras.
Ambas pertenecen a diferentes ramas de la biosintesis 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 GAl GA9
T1 23,99 0,98

T2 22,14 1,70

M1 T3 17,26 1,16
T4 13,18 0,72

T5 12,67 0,77

T1 4,74 0,19

T2 4,96 0,48

M2 T3 4,16 0,41
T4 5,20 0,52

TS 3,66 0,44

T1 7,15 0,34

T2 7,04 0,28

M3 T3 7,36 0,26
T4 7,56 0,47

TS 7,98 0,34

T1 10,90 0,49

T2 10,33 0,62

M4 T3 21,71 0,72
T4 19,87 0,68

T5 20,04 0,69
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Figura 8.5 Concentracion (ug/kg) de GA1y GA9 por fecha (M1-M4) y tratamiento (T1-
TS).

En comparacion con las giberelinas minoritarias, GA1 mostr6 concentraciones altas y se
detecto en todas las combinaciones M x T. La evolucion del perfil de los niveles de GA1
es similar para todos los tratamientos (M1 alto, M2 minimo, M3 y M4 tendencia

ascendente), aunque se observan diferencias entre ellos.

De manera general, en los T4 y TS5, los niveles de GA1 siguen un patrén de concentracion
casi idéntico. Por otro lado, aquellos donde se utilizaron abejas bajo malla y los que
tuvieron una aplicacion de dosis simple de GA3 (partenocarpia inducida), mostraron,
aunque con concentraciones mas 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 mas elevados en los T1, T2 y T3
(23,99, 22,14 y 17,26 pg/kg respectivamente), mientras que los tratamientos T4 y T5 en
valores intermedios (13,18 y 12,67 pg/kg respectivamente). En M2 se produjo
una disminuciéon marcada de la GA1 en todos los tratamientos (rango de valores entre
1,29y 7,96 ug/kg), siendo el T4 el que present6 un media superior en 5,20 pg/kg mientras
que el TS mostrd la inferior en 3,66 pg/kg. En M3, las concentraciones medias se ubicaron

en rangos intermedios para los T1 a T4 (entre 7,04 y 7,56 pg/kg), mientras que el TS
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presentd una media levemente superior (7,98 pg/kg). En M4 se vio un aumento
generalizado con los mayores promedios en T3 (21,71 pg/kg), T4 (19,87 pg/kg)
y T5 (20,04 pg/kg), mientras que el T1 (10,90 pgkg) yel T2 (10,33 npg/kg) se
mantuvieron mas bajos. GA1 mostrd un patrén temporal con picos claros al inicio (M1)
y al final del periodo (M4), y una disminucion marcada en el momento de la caida de los
pétalos (M2). El efecto de TS5 fue mas marcado en M3, y en M4 los tratamientos 3,4y 5
mostraron los valores mas elevados. La figura 8.6 muestra los valores promedio de la

GAL en cada tratamiento a lo largo del proceso de muestreo.
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Figura 8.6 Concentracion promedio (ng/kg) de GA1 a lo largo del proceso de muestreo

para cada tratamiento.

Si se compara la evolucion de los niveles de GA20, precursora de GA1, se observa que

siguen un patrén complementario en cada muestreo en todos los casos.

La matriz post-hoc (Kruskal-Wallis) muestra qué pares de grupos M X T difieren
significativamente (Figura 8.7). El color rojo indica que el tratamiento en la fila present6
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), (i) en M2 el tratamiento T5 (25) es menor que T2 y T4 (22 y 24), lo
cual es coherente con el minimo general de GAl en esa fecha, y (iii)) en M4 el

tratamiento T3 (43) es mayor que T1, T2 y TS5 (41, 42, 45).
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El mapa de calor confirma estadisticamente el patron ya descrito con los promedios: pico
inicial en M1 favoreciendo T1-T2, descenso marcado en M2 con TS5 particularmente
bajo, y nuevo aumento en M4 donde T3, y en menor medida T4/T5, se situa por encima
del resto. Las celdas en blanco indican pares sin diferencias significativas tras el ajuste
por comparaciones multiples, lo que indica que los tratamientos dentro de una misma

fecha que presentan diferencias son aquellos resaltados por los bloques coloreados.
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Figura 8.7 Matriz post-hoc de Kruskal-Wallis de los resultados de los niveles de GA1.

GADO9 se detectd en todas las muestras al igual que GA1, aunque en niveles mas bajos y
con variabilidad segin M x T. En M1 se registraron concentraciones superiores en los T2
y T3, con valores medios de 1,70 y 1,16 pg/kg, respectivamente. Los T4 y TS5 tuvieron
los niveles mas bajos de este precursor hormonal en un rango de 0,31 a 1,52 pg/kg.
En M2 hubo una caida de los niveles de GA9 en todos los tratamientos, con los valores
promedio en el rango de 0,19 a 0,52 pg/kg sin un tratamiento destacado. En M3 se
mantuvieron niveles bajos, con una menor dispersion de los valores medios (0,26-0,47
png/kg). En M4 se vio un aumento con maximos en los tratamientos 3,4 y 5 de 0,72, 0,68
y 0,69 respectivamente. GA9 mostré un comportamiento similar al de GA1, con mayor

abundancia relativa en M1 y M4, pero en un rango de concentracion 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.
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Figura 8.8. Concentracion promedio (pg/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
presentd mayores valores que los TS5 y T4. No se observaron diferencias significativas

que involucren al resto de los tratamientos en ninguna de las fechas evaluadas.
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Figura 8.9. Matriz post-hoc de Kruskal-Wallis de los resultados de los niveles de GA9.
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Este patron confirma que al inicio del periodo GA9 presenta un enriquecimiento

especifico en T2, coherente con los promedios donde T2 mostré el mayor nivel en M1.

El andlisis de giberelinas en ovarios de mandarina Afourer mostré que GA1 fue la
giberelina predominante a lo largo del estudio, al detectarse de manera consistente en
todas las combinaciones fecha x 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 variacion temporal de GA1 podria
estar asociada a mecanismos fisioldgicos involucrados en el establecimiento del fruto,
tanto cuando la partenocarpia es inducida por aplicacion hormonal como cuando se

controld la polinizacion.

Como tendencia general, las GAs precursoras de las hormonas activas en citricos son de
un orden menor, indicando una rapida conversion a las formas activas y, en el caso de la

GAA4, un rapido metabolismo a la forma inactiva (GA34).

El descenso de GA1 observado en los muestreos intermedios sugiere una regulacion
donde esta hormona impulsa la transicion del ovario al fruto, mientras que en etapas
intermedias su papel es menos dominante. Este patron es coherente con lo descrito para
ovarios de mandarinas y otros citricos, donde aumentos transitorios de GA1 alrededor de
la antesis se asocian con la reactivacion de la division celular de la pared del ovario, el
establecimiento del fruto partenocérpico y la aceleracion 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 combinacion fecha x 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
mas bajos y menor variabilidad, indica que la ruta hidroxilada (GA20 = GAl) es la
principal via funcional en el ovario de Afourer, y que la ruta no hidroxilada (GA9 >
GA4) juega un papel complementario (J. He et al., 2020). Este comportamiento es
consistente con la biosintesis de giberelinas en citricos, donde GAl, 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, Bohlenius,
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 mas activas. El
hecho de detectarla en todas las muestras indica la presencia inequivoca de esta ruta en
mandarinas. En linea con este hallazgo, la presencia de GA34 en M1 confirma que GA4
si estuvo presente. Talon y colaboradores describen el rapido descenso en el nivel de G4
inmediatamente después de la floracion 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 mas activa que GA1, lo que sugiere una rapida accion para desactivarse
inmediatamente, actuando como disparador de cambios fisiologicos 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 aplicacion de GA3 (T2 y T3). Los tratamientos T4 y T5
tienen una frecuencia de deteccion del 50% en ambos casos, lo que muestra una similitud

entre el efecto logrado por las abejas y la aplicacion de GA3.

Nuestros resultados sugieren que estrategias que modulen la via de GA1 (ya sea a través
de la polinizacion controlada o del manejo hormonal) son més relevantes para controlar
el cuajado y el desarrollo inicial del fruto en Afourer que aquellas centradas en la via
GA4/GA9 (Garmendia et al., 2019). Los patrones de GA1 y GA9 observados en este
trabajo son coherentes con estudios clasicos y recientes que muestran que la polinizacion
aumenta los niveles de giberelinas en ovarios de citricos, reduce la abscision del ovario y
puede ser parcialmente mimetizada por la aplicacion exdgena 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 informacion agronémica mostrada en el capitulo anterior, los resultados de
este capitulo indican que tanto el uso de mallas con abejas como el uso de mallas con
aplicaciones de dacido 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 partenocarpico en citricos. 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 via de GA1 y en menor medida a la GA3, la GA4
constituye una giberelina bioactiva clave en numerosas especies frutales y resulta
probable su contribuciéon en mandarina por la conservacion de rutas biosintéticas y de
integracion con la sefializacion hormonal (Ramakrishnan et al., 2025; Talon et al., 1992),
lo que este estudio confirma, mas alla de las escasas detecciones de GA4, por la deteccion
de los otros dos extremos de su biosintesis (GA9 y GA34). Estos antecedentes son
coherentes con los resultados obtenidos que identifican a la GA1 como la giberelina
enddgena mas asociada al desarrollo del ovario, la mas abundante y consistentemente
detectada, con méximos en la antesis y en el cuajado temprano. Ademas, la comparacion
entre manejos mostrd contrastes temporales entre tratamientos, con mayores niveles de
GAlenTl y T2 que en T4 y T5 en M1, y con T3 por encima de varios tratamientos en
M4, mientras que la GA9 se detectd de forma sostenida pero en niveles menores. Por lo
tanto, es razonable proponer que parte del efecto agronomico de la aplicacion exdgena de
GA3 estaria mediando la regulacion de rutas metabolicas moduladas por los niveles de
GAL en el tejido ovarico (Gambetta et al., 2024). Estos resultados reafirman que en el
ovario de Afourer predomina funcionalmente la via 13-hidroxilada (GA20 - GAl),
mientras que la rama GA9 - GA4 tendria un rol complementario y de rapida

metabolizacion.

La regulacién de la presencia de semillas y el establecimiento de frutos partenocarpicos
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 4cido abscisico suele asociarse a una menor probabilidad de cuajado cuando se
mantiene elevado, mientras que picos de etileno se vinculan con abscision y aborto del
fruto, lo que sugiere una accidon 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, mas que como una consecuencia directa de la
sefializacion por giberelinas en forma aislada (Guan et al., 2024; H. He & Yamamuro,

2022; Maupilé, Chaib, Boualem, & Bendahmane, 2024; Sharif, Su, Chen, & Qi, 2022).

La combinacién de citricultura y apicultura surge como una estrategia con multiples
beneficios. Desde el punto de vista productivo, la polinizacidon por insectos explica en
promedio alrededor del 60 % del rendimiento por hectarea en citricos, con probabilidades
de cuajado significativamente mayores en flores polinizadas respecto a flores no
polinizadas (Monasterolo et al., 2024). Ensayos especificos en naranjas dulces y otros
citricos muestran que la polinizacion por abejas e insectos incrementa tanto la produccion
(nimero de frutos y rendimiento) como pardmetros de calidad (peso, diametro, solidos
solubles, jugosidad) (Khalifa et al., 2021). Ademas, los montes de citricos constituyen
una fuente de néctar y polen de alta calidad para las abejas, favoreciendo la produccion
de miel citrica con perfiles sensoriales caracteristicos muy valorados comercialmente
(Newstrom-Lloyd, Cowper, & McPherson, 2020). Sin embargo, estudios recientes
seflalan que una densidad excesiva de abejas meliferas 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 citricolas.

En la transicion del enfoque no dirigido al dirigido, este capitulo aporta ademas un
protocolo miniaturizado de extraccion y purificacion tipo QuUEChERS/d-SPE seguido de
un analisis por LC-MS/MS. Este método permitio cuantificar giberelinas a nivel de traza en
ovarios de mandarina. Ademads, mostré un desempefio analitico robusto, buena
recuperacion para la mayoria de las giberelinas (81 — 105 %), baja variabilidad (RSD entre
4 — 12 %), bajo efecto matriz y limites de cuantificacion de 0,5 pg/L para todos los
analitos. Esto permitid6 una cuantificacion 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 MgSOs, C18 y carbén grafitizado, demuestra que es posible obtener
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datos robustos en matrices de baja disponibilidad como los ovarios de citricos sin
procedimientos de pretratamiento excesivamente complejos, donde el riesgo de pérdida
de analitos es muy alto. Este enfoque es especialmente 1til para estudios donde el tamafo
de muestra es limitante y es aplicable a futuros andlisis de fitohormonas acoplados a
estudios metaboldmicos en citricos con grandes cantidades de muestras y los costos de

preparacion por muestra suelen ser elevados.

El estudio de la dinamica de las giberelinas en el ovario empleando diferentes técnicas de
polinizacion también permite disefiar estrategias de manejo mas integrales y sostenibles,
articulando la producciéon de mandarinas de calidad con la apicultura como actividad

complementaria y sinérgica.

k&*& Dinamica de Giberelinas en Mandarina Afourer: "
Fisiologia y Manejo para Frutos Sin Semilla
'mmﬁa“:f Dindmica de Giberslinasy Cusjado

i P

Waumm - e
- l._l ﬂm;":, wM‘nh:“ ‘_- PP "-:‘ p
3
van war
‘o - :u-u i 3 rudi - o
" il s e $ &_. M
G Aoviin Bigitn e mars . S an s
e d
":&1;‘.:."5.3“}!.?.".2‘ e S
0 1S vera
TP PRR—— Estratoglas de Mnmgo Agrondmico
FOOUDOroC N osl §1-106% VA APl 043 e

o Hrides da codnaiizociin M o, b o=
> 05 mecbornie ”I’ oA rodocidod ’
ACMs s * o T bordiazin f(" 2

. o Alaars Py
raTa

m:w‘o!mu
O bl ( e el )
oy o llmzbmb:wﬂ T rensagt Sovearas y
Pofiekmotn Covaokado ¥ ciaver
mmm.ﬁr‘d pors o ito cararicl

D

o otV

Figura 8.10 Principales resultados del capitulo 8, creado con NotebookLM.
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9 Sintesis de la Parte 11

La mandarina Afourer es un cultivar de alto valor comercial por su calidad organoléptica
y su potencial para producir frutos con baja semillazén, una condicién muy demandada
en mercados de exportacion. Sin embargo, su comportamiento reproductivo es altamente
sensible al régimen de polinizacion y a las practicas agrondmicas que lo modifican. En
los capitulos 7 y 8 se abord6 esta problematica desde dos puntos de vista: el resultado
agrondmico 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 'H RMN, y la dinamica de giberelinas endogenas en el
ovario bajo las mismas condiciones de cultivo se estudiaron empleando un enfoque

metabolomico dirigido utilizando LC-MS/MS.

Este capitulo integra ambos andlisis para discutir, por un lado, como las técnicas de
cultivo modifican el perfil metabdlico y hormonal temprano del ovario y como esas
alteraciones se traducen posteriormente en diferencias de productividad y calidad final
del fruto, y por otro, cudl es la relevancia de estos hallazgos para orientar el disefio de

estrategias de manejo mas eficientes y sostenibles dentro de la industria citricola.

9.1 Relacion entre técnicas de cultivo, productividad y semillazon

Los cinco tratamientos evaluados (T1: Mallatabejas; T2: Malla+tGA3; T3:
Malla+GA3x2; T4: Malla; TS: Sin malla/polinizacion abierta) generaron diferencias
claras en la semillazon, pero no en el rendimiento global. En la tabla 7.1 del Capitulo 7,
el numero total de frutos y el peso total cosechado no difirieron significativamente entre

tratamientos, aunque el T4 mostr6 el menor valor numérico.

La semillazén si estuvo fuertemente modulada por los tratamientos. La polinizacion
abierta sin malla (T5) produjo el mayor porcentaje de frutos con semilla (64%),
confirmando que la polinizacion cruzada es el principal determinante de semillazon en
Afourer. La utilizacion de malla sola (T4) redujo el nimero 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 combinaciéon de malla con aplicaciones de GA3
(tratamientos 2 y 3) permitié6 mantener un rendimiento comparable al de la polinizacion
abierta (T5), pero con una semillazén baja (31%) y un menor nimero de semillas por
fruto, lo que indica que la sefial hormonal exdgena puede compensar el déficit de
polinizacion cruzada. Finalmente, el tratamiento malla + abejas (T1) mejor6 el cuajado
dentro de la barrera fisica, aunque dio lugar a una semillazon relativamente mayor que

los T2 y T3.

Estos datos permiten disefiar escenarios Utiles para el sector productivo. Por un lado, el
aislamiento mediante malla combinado con aplicaciones de GA3 surge como una via
efectiva para alcanzar alta productividad con baja semillazon, y por otro, el aislamiento
complementado con polinizadores manejados se presenta como una alternativa
intermedia que permite sostener el rendimiento evitando alcanzar los niveles maximos de
semillazon observados en la polinizacion abierta. Este patron resulta coherente con
estudios previos en Afourer y otras mandarinas apirenas, en los que el uso de barreras
fisicas y GA3 ha demostrado reducir el nimero de semillas sin necesariamente
comprometer el rendimiento final (Gambetta et al., 2013; Garmendia, Beltran, Zornoza,

Breijo, et al., 2019; Otero & Rivas, 2017).

9.2 Metaboloma del ovario: cambios fenologicos y su significado funcional

El analisis no dirigido empleando 'H RMN mostr6 que la principal fuente de variacion
metabodlica fue el estado fenoldgico, con el PCA separando claramente los cuatro
muestreos. Esta sefal temporal indica que el ovario transita por cambios metabolicos
diferenciados, en los que se integran defensa, regulaciéon osmotica y provision de

carbono/energia para el desarrollo del fruto.

Los puntajes VIP del PLS-DA permitieron identificar metabolitos caracteristicos para cada
etapa fenoldgica evaluada. En M1 (antesis/polinizacidon) se observd un enriquecimiento
de sefiales aromaticas asignadas a flavonoides (tipo hesperidina/quercetina), lo que
sugiere una activacion temprana de la via de los fenilpropanoides durante la transicion de
ovario a fruto. En citricos, estos compuestos se asocian con funciones antioxidantes y de

defensa, y su induccidn temprana ha sido vinculada a respuestas frente a estrés bidtico y
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abidtico, asi como a la proteccion de tejidos reproductivos en desarrollo (Ballester,
Lafuente, de Vos, Bovy, & Gonzélez-Candelas, 2013). En M2 (caida de pétalos/posantesis
temprana) los flavonoides se mantienen, pero se detecta ademas la aparicion de sefiales
de colina y aminas N-metiladas (por ejemplo, sinefrina), lo que indica un desplazamiento
hacia funciones de osmoregulacion y defensa quimica en un momento critico para el
destino del ovario, donde se define el cuajado del fruto o la absicién (Annunziata,
Ciarmiello, Woodrow, dell’ Aversana, & Carillo, 2019; Vriezen, Feron, Maretto, Keijman,
& Mariani, 2007). Finalmente, en el cuajado temprano (M4) aparecen sefales
compatibles con acidos orgénicos (principalmente citrico), aziicares solubles (glucosa) y
glicina betaina, junto con la persistencia de flavonoides. Estos compuestos han sido
sefialados como clave para sostener la expansion celular y la tolerancia al estrés en
organos jovenes, 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 metabodlica logica a lo largo de su desarrollo
temprano. Sufre una transicion desde una fase inicial dominada por mecanismos de
defensa fendlica, pasa luego por una etapa de ajuste osmotico y defensa nitrogenada, y
finalmente llega a una fase caracterizada por la provision energética y la osmoproteccion

necesarias para sostener el crecimiento del fruto en formacion.

9.3 Dinamica de giberelinas endogenas y su acoplamiento con el metaboloma

El Capitulo 8 mostré que la GA1 fue la giberelina mayoritaria en ovarios de mandarina
Afourer, presente en todas las combinaciones tratamiento x fecha, con maximos en M1y
M4 y un minimo pronunciado en M2. Este patron coincide con el rol fisioldgico conocido
de las giberelinas en citricos, donde se da un aumento alrededor de la antesis/polinizacion
que favorece la reactivacion mitdtica del ovario, luego una caida tras la antesis que
selecciona los ovarios que caen (absicion), 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) mostré menor variabilidad general pero a niveles mas bajos

que GA1. Este comportamiento indica que la ruta 13-hidroxilada (GA20>GA1) es la via
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funcional principal en el ovario de Afourer, mientras que la ruta no 13-hidroxilada
(GA9>GA4->GA34) 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/GAA4 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 acumuld
tempranamente en el M1, teniendo un 100% de detecciones positivas en T1 y T2 y un
60% en T3, T4 y TS5. Durante M1 y M2, y como se explico en el capitulo anterior, T2, T3
y T4 se encuentran en la misma situacion a campo, esto es, desarrollandose bajo malla.
La GA20 fue mas frecuente en el TS5 al inicio del muestreo, lo que podria indicar una
regulacion o ajuste mas fino del balance de giberelinas activas/inactivas segun el tipo de
polinizacion en cada tratamiento. Las detecciones de GA20 en M2 y M3 luego de las
aplicaciones de giberelinas son pocas, lo que parece indicar una regulacion negativa de
la sintesis de este metabolito presursor de GA3 y GA1l. 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 aplicod GA3. Los efectos sobre el rendimiento productivo de esta aplicacion 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) result6 en fruta mas grande, de mayor peso,

pero menor numero de kilos de fruta que T5.

La dindmica de GA1 se acopla a un programa metabolico secuencial evidenciado por la
metabolomica no dirigida de '"H RMN. En M1, coincidiendo con el primer pico de GA1,
el ovario se caracteriza por una fuerte acumulacion de flavonoides (sefiales aromaticas
asignadas a hesperidina y quercetina) y otros fenilpropanoides, indicativos de una fase de
defensa y sefializacion antioxidante durante la polinizacion y la reactivacion de la division
celular. En M2, momento en que GAIl cae a su minimo, se mantienen los compuestos
fenolicos que son productos de la activacién metabodlica y debido al aumento de GAs en
M1, y ademds se incrementan metabolitos osmoprotectores como glicina betaina

(confirmada por la fortificacion y HSQC/HMBC) y compuestos N-metilados (colina, aminas
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fendlicas tipo sinefrina). Esto configura una fase centrada en la osmorregulacion y la
supervivencia del ovario. En M3 y M4, a medida que GAIl se recupera y alcanza su
segundo pico, el metaboloma ovérico evoluciona hacia un metabolismo primario de
crecimiento. En estas etapas aumentan las sefiales de acidos organicos del ciclo de Krebs
(citrato) y azucares solubles, que refleja la expansion celular y acumulacion de reservas
una vez formado el fruto, aunque también persisten los flavonoides y metabolitos

osmoprotectores.

Esta coincidencia temporal entre GA1 y la composicion del metaboloma coincide con
observaciones de otros trabajos que muestran aumentos transitorios de GA1 alrededor de
la antesis como disparadores de la division celular en la pared del ovario y del cuajado,

tanto en citricos partenocarpicos como en variedades con semilla (Mesejo et al., 2016).

En el T1 (malla + abejas), la polinizacion dirigida aumenta GA1 en M1 y se asocia a una
mayor proporcion relativa de citrato en las etapas tempranas, indicando una captacion
eficiente de productos de la fotosintesis 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 aplicacion
exogena de GA3. Esta incrementa los niveles de GA1 y GA9 sobre todo hacia finales del
muestreo, donde superan al T1 para favorecer la transicion hacia un metaboloma tipico
de crecimiento con consumo mas rapido de citrato y una homogeneizacion de los perfiles
entre tratamientos. En el T4 (malla sola), la ausencia de abejas y de GA3 produce una
sefal de GA1l 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 TS (polinizacién abierta) se observa un aumento de la fecundacion, con un aumento
en la sefial hormonal orientada al cuajado y menor absicion. El metaboloma de este
tratamiento refleja un mayor flujo de carbono (azucares altos en M1) y compuestos
fendlicos abundantes al inicio que se asocia al éxito reproductivo y en general a una

mayor semillazon en la cosecha (Ylstra et al., 1992).

Estos resultados experimentales refuerzan el papel de la polinizacion y de las aplicaciones
de GA3 como moduladores de las giberelinas enddgenas en el ovario. Estudios cldsicos

en citricos demostraron que la polinizacion aumenta los niveles de GAs en ovarios de
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variedades con semilla y reduce la abscision, mientras que GA3 exdgena puede mimetizar
este efecto en flores no polinizadas (Ben-Cheikh et al., 1997). Revisiones bibliograficas
en citricos confirman que GA3 aplicada en floracion incrementa el cuajado, aunque sus
efectos sobre rendimiento y calidad dependen fuertemente del contexto de manejo
(Garmendia, Beltran, Zornoza, Garcia-Breijo, et al., 2019). Otros trabajos sobre “plant
hormonomics” han mostrado que la integracion de perfiles hormonales cuantitativos con
metabolomica permite seguir con precision como cambian giberelinas y otros reguladores

en tejidos reproductivos a lo largo del desarrollo (Simura et al., 2018).

La acumulacién de glicina betaina en etapas criticas y su asociacion con tratamientos que
refuerzan la sefial giberelinica conecta nuestros resultados con estudios en Vicia faba bajo
estrés hidrico, donde GA3 exogena o miel de abeja diluida aumentaron GA3 enddgena,
mejoraron la eficiencia fotosintética y elevaron los niveles de osmoprotectores y

antioxidantes (incluida la glicina betaina) (Rady et al., 2021; Talon et al., 1998).

Estos trabajos y los resultados de esta tesis sugieren un modelo en el que la dinamica de
GAL1 no so6lo impulsa la transicion ovario-fruto aumentando la fuerza de unién al
pedunculo floral (evitando la absicion), lo que demanda carbono y energia (Ben-Cheikh
et al., 1997), sino que se sincroniza con la activacion de procesos metabolicos especificos
(fenilpropanoides, osmoproteccion, metabolismo energético) modulados por las practicas

de cultivo.

9.4 Del manejo agronomico a la calidad final

A partir de la integracién de ambos capitulos, 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 instalacion de malla actia reduciendo la polinizacion
cruzada: al limitar el ingreso de polen externo, disminuye la probabilidad de fecundacion
y por ende la formacion de semillas. Debe observarse que la caracteristica 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 limitacion en la produccion, ya que
la menor sefial asociada a la polinizacion puede comprometer el cuajado si no se refuerza

la sefial hormonal inicial que activa la transicion del ovario al fruto. Ese refuerzo puede
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lograrse por dos vias funcionalmente equivalentes. Por un lado, mediante la aplicacion
exogena 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 transicién ovario—fruto, el tejido expresa un
programa metabolico secuencial de defensa fenolica (flavonoides), luego de
osmoregulacion (colina/aminas), y finalmente provision de energia y osmoproteccion
(azucares/acido citrico/glicina betaina), 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 citricola, limitaciones y perspectivas

Los resultados obtenidos presentan implicancias directas para la industria citricola 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 semillazon masiva asociada a la
polinizacion abierta sin penalizar el rendimiento, un punto critico para sostener la
competitividad exportadora de Afourer. En paralelo, los hallazgos habilitan el disefio de
manejos mas finos y predictivos: la evidencia de que GA1 constituye la via dominante y
que presenta maximos en etapas especificas (M1/M4) sugiere un indicador fisiologico
util para ajustar la dosis y momentos de aplicacion de GA3 o la gestion de las colmenas,
en linea con los antecedentes (Otero & Rivas, 2017). Desde una perspectiva de
sustentabilidad y servicios ecosistémicos, la polinizacion animal puede explicar una
fraccion sustantiva del rendimiento potencial en citricos, pero exige el desarrollo de
estrategias de balance para evitar comprometer atributos de calidad comercial (Chao,
2005). El uso de mallas con polinizadores controlados permitiria sostener el servicio de
polinizacion minimizando el costo asociado a la polinizacion cruzada externa, y abre
oportunidades para esquemas integrados de citricultura—apicultura con gran valor

agregado (por ejemplo, miel citrica).

Estos resultados respaldan un cambio de enfoque operativo: pasar de manejar inicamente

la “fruta final” a manejar “sefiales tempranas”, tanto de metabolitos como de giberelinas,
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que funcionardn 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 afio-a-afio en giberelinas minoritarias sugiere la
necesidad de incorporar mas ciclos productivos y variables meteorologicas para
robustecer modelos predictivos y mejorar la posibilidad de transferirlos entre ambientes.
En segundo lugar, una ampliacién del enfoque hacia una “hormonomics” mas integral,
incluyendo auxinas y citoquininas, permitiria modelar de forma mas realista la red
hormonal que acompafia los cambios detectados por RMN, fortaleciendo la interpretacion
de los mecanismos hormonales y el ajuste de los manejos agronémicos (Ahmad et al.,

2024; Otero & Rivas, 2017).

9.6 Conclusiones

Del resumen de las secciones 7 y 8 presentado en este capitulo se desprende que las
técnicas de cultivo evaluadas modifican de manera marcada la semillazon 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

desempefio productivo, alinedndose con los requerimientos del mercado.

A nivel fisioldgico, los resultados sugieren un modelo en el cual el ovario integra un
programa metabodlico temporal en tres fases que acompaia la transicion a fruto: defensa
fendlica, osmoregulaciéon nitrogenada y provision energética/osmoprotectora. En
paralelo, GA1 se identifica como la sefial hormonal endogena clave. De hecho, los
manejos agrondomicos efectivos son aquellos capaces de reforzar su pico temprano (M1)
y sostener su recuperacion en frutos que cuajan (M4), ofreciendo un criterio fisiologico
para orientar decisiones de intervencidon. La integracion de evidencia metabodlica y
hormonal provee una base para recomendaciones agronémicas mas 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 capitulo final integra y discute los principales hallazgos de la tesis en pos de lograr
el objetivo general y de los objetivos especificos. Se discute sobre la combinacion de
enfoques dirigidos y no dirigidos, que tienen una aplicacion amplia en sistemas
productivos agricolas, destacandose consideraciones metodoldgicas que permiten llegar
a una vision globalizadora de fendmenos fisiologicos que impactan en los rendimientos
del cultivo. Se hace hincapi¢ en la difusa frontera entre la ciencia basica y aplicada,
poniendo la generacion de conocimiento como piedra angular para desarrollos
sustentables. Se incluyen consideraciones practicas para su implementacion, incluyendo
costos y recomendaciones operativas, y se proponen perspectivas futuras y oportunidades
de investigacion y transferencia orientadas a fortalecer la toma de decisiones en el sector

citricola y a abordar problematicas que condicionan la produccion y la calidad del fruto.
10.1 Alcance y aporte global de la tesis

Esta tesis se propuso aplicar el analisis metabolémico de manera transversal al sistema
productivo de diferentes variedades de mandarinas, abordando problematicas relevantes
para la citricultura: calidad sensorial y valor comercial del fruto, sanidad y estabilidad
productiva (alternancia), asi como el estudio de un problema de impacto comercial como
es la semillazén inducida por polinizacion cruzada en la variedad de mandarinas premium

Afourer.

Se generaron dos aportes principales sustentados en estudios del metabolismo
que explican fenomenos de interés productivo que amplian el conocimiento basico sobre
la materia, asi como desarrollos metodoldgicos que fortalecen la aplicabilidad de los

resultados:
1. Generacién de conocimiento fisioldgico, quimico y metodoldgico vinculado a

decisiones productivas concretas, incluyendo manejos de cultivo, seleccion

varietal e interpretacion de marcadores tempranos de calidad. Este aporte se apoya
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en el desarrollo de metodologias objetivas para evaluar y comparar estados

metabolicos y respaldar decisiones con criterios reproducibles y cuantificables.

2. Demostracion de la complementariedad entre enfoques no dirigidos y
dirigidos como una estrategia integrada para ir desde el descubrimiento de senales
relevantes, hacia su explicacion mecanistica y finalmente su validacion, en linea
con recomendaciones ampliamente aceptadas en metabolémica moderna (Bingol,

2018). En este marco, la tesis aporta ademas:

e La conexidn entre el enfoque no dirigido y el dirigido, mostrando como
los hallazgos exploratorios se traducen en hipdtesis y métricas

verificables.

e Laevolucion de las metodologias de andlisis 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, validacion e interpretacion).

e Laequivalencia y transferibilidad de modelos entre distintos sistemas
instrumentales, orientada a favorecer su implementacion en equipos de
menor costo sin perder desempefio analitico, ampliando asi el alcance

potencial de aplicacion y adopcion en contextos productivos.

Se han abarcado problemas representativos y conectados del sistema productivo de las
mandarinas: calidad del fruto, sanidad, estabilidad productiva y semillazén en un cultivar
de gran importancia en Uruguay demostrando la viabilidad y especificidad de las
herramientas metabolémicas para afrontar problemas de base interdisciplinaria de claro

impacto en el sector productivo.

Este trabajo aporta evidencia consistente de que la variabilidad quimica relevante para el
sistema productivo puede capturarse en matrices complementarias (pulpa, cascara, hoja
y ovario) y traducirse en conclusiones utiles para desarrolladores de variedades y manejos

productivos.
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En pulpa, se ha logrado vincular la composicidon quimica y la calidad/aceptacion por el
consumidor al mostrar que las diferencias metabolicas explican el balance asociado a la
percepcion sensorial y permiten construir criterios de clasificacion y prediccion con

potencial aplicabilidad en seleccion varietal temprana.

En céscara, se han identificado sefales quimicas asociadas a respuestas diferenciales de
la fruta frente a cancro citrico en diversas etapas de su desarrollo y al evidenciar que la
discriminacién varietal se sostiene, en particular, en diferencias cualitativas de
compuestos superficiales, compatibles con el rol de la cascara como interfaz funcional de

defensa.

En hojas, se demuestran etapas metabolicas 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 andlisis dirigido de compuestos secundarios.

En mandarina Afourer, se logra estudiar la evolucion de la transicion flor-polinizacion-
cuajado del fruto bajo diversos manejos productivos buscando la generacion de frutos
partenocarpicos, de bajo contenido en semillas. Se han podido correlacionar estadios
fisioldgicos y niveles hormonales con marcadores quimicos especificos. Se logra dar un
marco racional a las obsevaciones agronémicas y productivas observadas. La regulacion
temprana del cuajado a través del diversos manejos a campo, permite mostrar que, al
modular la polinizacion la presencia de semillas se ve drasticamente alterada. mientras
que intervenciones con GA3 o abejas pueden favorecer escenarios de baja semillazén sin

afectar la productividad.

10.2 Aprendizajes sobre el encare metabolomico

La metabolomica aplicada al agro requiere un equilibrio entre amplitud y trazabilidad.
Los enfoques no dirigidos aportan una vision amplia al encontrar cambios fisioldgicos
sistematicos, detectar sefiales clasificatorias y permitir la construccion de huellas y, a

partir de ellos, modelos de clasificacion o prediccion, mientras que los enfoques dirigidos
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cuantifican metabolitos clave y facilitan la traduccion 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 validacion. Es fundamental reportar y documentar de
manera completa la preparacion de muestras, el control de calidad, la identificacion, el
preprocesamiento y los criterios de aceptacion, ademds, cuando se trabaja en
metabolomica no dirigida y se busca comparabilidad entre corridas, campafias o
laboratorios, se recomienda incorporar muestras de control (tipo pooled QC), estandares
internos y verificacion de aptitud del sistema para monitorear desempefio y corregir
deriva instrumental (Broadhurst et al., 2018). Dado que la interpretacion multivariada es
particularmente sensible al sobreajuste, es indispensable aplicar estrategias robustas de
validacion quimiométrica, como validacion cruzada y pruebas de permutacion a modelos

supervisados como PLS-DA (Westerhuis et al., 2008).

10.3 Aspectos practicos importantes

En la practica, los costos recurrentes de un encare metaboldomico suelen concentrarse en
dos rubros. Por un lado, en estudios dirigidos, los solventes deuterados que se requieren
para asegurar condiciones adecuadas de adquisicion y estabilidad de la sefial en RMN, su
uso, ademas, obliga a estandarizar cuidadosamente parametros y condiciones para
mantener comparabilidad entre corridas, como sefialan guias especificas para
metabolomica mediante RMN (Haslauer, Hemmler, Schmitt-Kopplin, & Heinzmann,
2019). Por otro lado, en la transicion hacia cuantificaciones dirigidas, el principal
limitante econdémico suele ser la compra de estandares, especialmente cuando se
incorporan estandares isotopicamente marcados para controlar variabilidad y fortalecer
el aseguramiento de calidad, aspecto discutido en guias de QA/QC para ensayos

metabolomicos.

A partir de lo aprendido en esta tesis y de recomendaciones ampliamente aceptadas en el
area, resulta conveniente pensar el trabajo futuro enfocado en eficiencia y
reproducibilidad. Cuando el objetivo implique el uso de RMN, es importante minimizar la

manipulacidon y evitar pasos innecesarios de intercambio de solvente, preparando los
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extractos directamente en solvente o buffer deuterado (tal como se implement6 en la Parte
IT), esto reduce variabilidad por manipulaciéon, tiempos de preparacion y pérdidas
diferenciales, aunque exige muchas veces el uso de volimenes mayores de solvente
deuterado (Beckonert et al., 2007). En caso de extractos acuosos, ¢l 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 quimico uniformizan y afinan las sefiales. En paralelo, conviene
optimizar los pasos de homogeneizacion de la muestra para lograr una miniaturizacion
representativa de la misma, voliumenes y formatos de adquisicion (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
minimo de estdndares de referencia y luego reservar la incorporacion de estandares
isotdpicos y curvas completas para la fase de validacion, cuando ya se cuenta con avances
en la definicion de los métodos de extraccion. Finalmente, dado que en matrices vegetales
la variabilidad bioldgica es alta, la reproducibilidad depende fuertemente del disefio
experimental y del registro de metadatos (etapa fenoldgica, tipo/edad del tejido, hora de
muestreo, condiciones ambientales, estado hidrico y nutricional), junto con un plan de
QA/QC definido desde el inicio que incluya blancos, QCs, randomizacién, monitoreo de

deriva y criterios de aceptacion antes de interpretar datos biologicos (Salem et al., 2020).

10.4 Perspectivas a futuro

Por ser el metabolismo la expresion final de la cascada gendmica-proteémica, donde es
posible observar las caracteristicas diferenciales entre variedades de una misma especie,
la metodologia desarrollada en el presente estudio sirve como modelo para enfrentar
escenarios y problematicas productivas, no solo de mandarinas sino de otros cultivos de
interés. Los aspectos metodologicos permiten estudiar de una manera holistica e
interdisciplinaria los fenomenos productivos variados, donde el sesgo muchas veces no
permite ver la totalidad y complejidad del fendmeno. Este nuevo enfoque se basa en la
definicion clara del problema a estudiar, la identificacion de como las variables
ambientales obligan a una expresion metabdlica diferencial entre individuos y la
determinacion de la misma. La identificacion de esa expresion metabolica se traduce en

la caracterizacion de compuestos y perfiles que se pueden asociar a diferentes condiciones
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de calidad, de resistencia a estrés bidtico y abiodtico que ayudan a la seleccion de nuevos
cultivares y a la adopcion de estrategias productivas basadas en hechos objetivos. Por lo
tanto, el campo de aplicacion de la metabolomica a la produccion agricola 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
investigacion y continuar la seleccion 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 volatiles mediante GC-MS, correlacionando con
datos de textura, color y sensoriales. Este trabajo seria una continuacioén natural con el
grupo de evaluacion sensorial de la facultad de quimica y el INIA Salto Grande. El estudio
de compuestos con capacidad nutracéutica en pulpa es otra de las posibilidades de trabajo
y desarrollos, el andlisis dirigido a compuestos de importancia como los flavonoides y
vitaminas pueden promover la seleccion varietal y aportar valor comercial a las
variedades desarrolladas. Por otro lado, las transferencias del modelo de aceptabilidad
entre diferentes sistemas instrumentales, laboratorios y campanas podrian ser ampliadas
y reforzadas siguiendo buenas practicas quimiométricas, estandarizando procedimientos

y controles internos.

Con relacion a los estudios de céscara, se debe profundizar en el estudio de las sefiales
discriminantes en las regiones de pectinas, terpenos y otros componentes con posible
actividad biologica. Para ello se podian usar experimentos bidimensionales y
fortificaciones (Salvino, Colella, & De Luca, 2021), al igual que se hizo con la glicina
betaina en capitulos posteriores, complementando con estudios especificos que empleen
espectrometria de masas acoplados a cromatografia de alta resolucion, como LC-MS/MS o
GC-MS Y asi encontrar posibles marcadores quimicos de resistencia. Por otro lado, dado
que las mandarinas presentan susceptibilidad variable al cancro, una linea de
investigacion interesante seria en conjunto con el grupo de fitopatologia tanto de INIA
como de Facultad de Agronomia, para hacer una correlaciéon mas adecuada con valores
medibles de susceptibilidad y la composicion quimica de la cascara (Favaro et al., 2020).

Este tipo de estudios podrian involucrar la evaluacién microscopica (SEM, actualmente
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disponible en Facultad de Quimica) de la estructura epicuticular de la céscara y

cuantificaciéon de compuestos con estandares de referencia (andlisis 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 ademads factores de tolerancia a estrés
hidrico y la evaluacion del efecto de diferentes porta-injertos y ploidia de las plantas
frente a situaciones de estrés bidtico y abidtico. Continuando con el fendémeno de
alternancia, la incorporacion del estudio de diferentes hormonas (auxinas, citoquininas,
giberelinas), aportaria a entender la mecanistica de la sefializacion que ocurre por estos
cultivos para regular la produccion de frutos entre una cosecha y otra. Este conocimiento

podria ayudar a proponer estrategias de manejo de la floracion entre cosechas.

En cuanto a la semillazon, la optimizacién de las condiciones que favorezcan la
produccion de frutas apirenas requiere una evaluacion mas detallada que considere
diferentes combinaciones de colmenas y/o distancia a las fuentes de polen, dosis y
momento de aplicacion de GA3, y la proximidad de un cultivar donante para cuantificar
su efecto conjunto sobre la semillazon y el rendimiento. Para entender la dindmica de la
polinizacion, se podria estudiar el polen mediante marcadores moleculares. Como
oportunidad de colaboracion, el INIA Salto grande cuenta con infraestructura y
experiencia en el tema, que complementada con estudios quimiométricos aportarian a la
propuesta de condiciones dptimas de cultivo sin semillas. El conocimiento generado con
el estudio dirigido de giberelinas podria ser mejorado ampliando el espectro de
giberelinas estudiadas, e incluyendo otros tipos de hormonas vegetales que tienen accion

conjunta y complementaria a las giberelinas.

10.5 Conclusion

Esta tesis demuestra que la metabolémica a partir de ciencia bésica, 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 caracteristicas de su producciéon trabajando en condiciones reales de campo,
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vinculando: calidad, sanidad, estabilidad productiva y semillazon como manifestaciones
integradas del funcionamiento del sistema arbol-ambiente-manejo, ayudando a la
identificacion de etapas claves del cultivo. La contribuciéon mas sélida es haber podido
conectar descubrimientos (huellas y patrones) relacionados a las transformaciones
metabolicas, identificando marcadores que permiten disefiar modelos y comprender
escenarios productivos, aptos para su transferencia. En ese marco, es de resaltar que la
obtencion de resultados confiables, se basa en tres condiciones: robustez metodoldgica,
validacion estadistica y disefio orientado a decision, pilares fundamentales en el encare

metodologico metabolomico.
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Apéndices

Apéndice 1: The impact of sensory attributes of mandarins on consumer perception and
preferences (Gambaro et al., 2021)
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wineds perceive the sensary charictenistis of fuity, i partkealar
strawbercie [76,907, kiwa and black cursunt juice (25].

The cljectives of the peesent woek wie (3] (0 oblsin the setisory
peofil of mandaring geaerated by conswmers using CATA questicns sod
(b) 1o tnvestipate the relative importrmce of different sensocy sttributes
in the acceptability and sedection of the terms of the CATA questiconalre
20 deseribe sannples.

To achisve this objective, the study wis coganized i Wo Singes a
qualitative explotstory study wmisy the Focws Growp techinique and 4
quantitative livestigation with meadarin samples evalusted by (sgula
conamers,

S of Agricatoune i Soca! Braserc 6 (A7) 200100

2. Materiaks and methods
21 Focus Groape axplormteny sdy

Foous Groups (FGs) are one of the wost used qualitacive research
mhhhtmﬁy«&oﬂmm[n}mm\nmamu
Rel. [32] as "a carefully planned discansion dodsmdm obtain p«mp
ticas o a definnl 2w of interet in o p , Boolly

i 1" Irx the ju awy.mmunlhuumw-:ﬂm&-
mmmmmhcnmmnwbmcbmmdmhums
masdarine.

Thres 7G5 were held in March 2019 in Mostevideo city (Urugua).
The numbes of participants in each FG vared between 7 and S (N -~ 24),
nnd groups were cantod out in a space wihich was suitable for tha
purpose o the Chrmistry Facully. The garticipants woee recruited ssking
into account thess 3go [between 20 sl 50 ywars old), tir gender (50%
mee: amd S0 wemen) and thesr comumptzon of mandanns (oece o
week or more) The FGs were supervisad by the mme tamed modertor
aoel an obexrver wae also presese in ench session. The seesions were
podo recorded to facilitate quaditonive analysis.

FG sesskos lsted sppeoximarely 1 h and were divided Into theee
steges (2) geoeric discussion oo Guir mpliou {Gregquency, Babits)
B} crawing of an ddeal meadarin with = deciptioe of it aml {cf o
russion an Ow coesumplics of mandating (relivinl nepects 24 tSe time of
purchase, advantages / disulvantages of mandarin comumption], The
antributes and the most unportaee aspects that determaine the con
sumption of masdaring wese identified and formed the basts for the
design of the evoluation repoet of the guanmizative study.

4, Consumer study
31, Dara collection

Fiflown 2019 lissvest ssenples of masdarine were walusted, cosmw-
spanding to different bybekd doveloped by the Citrur Geaetic Tmprone-
ment Program of the Nabiceal lstitute of Agricwdtural Besauch (INIA)
and the Faculty of Apronomy of Univecsidad de 1o Bepiiblica (Udelne),
Upnguay. The hybeids were genemted from crossbieading between the
vareties Ellendale (Clous redculens Blanco}, Sotsuma ov "Oward” [Gious
v}, Willowlen! maedarin (i deliziose Tenode) and the Tage'
[Clnes elewenining x [Citres mosdorin ¥ Clims paradie] ). AL cutivacs
were gronen uncher tlie same s | st agr ical conditions.
Fredts were harveeted ot full conunersial maturity stage (Citric Ackl
<L 2% and >0,79%; TS5 =9) between May sod September, depeniding on
the caftlvas, The sensory tests were caeried out between oue and tive
days aftee hoarvest, stoeing the frudts a2 5.6 °C and allowing them 1o
teoch tocas emperature before cnying o the study.

1t should be noted, that the main cbjective of this stedy wim 10
investigate Gw relative impertance of Jiffersnt smrey attibutes in the
seceptability of mandasing mtend of charactenzing the flaver of
different varisties, o to the quality and flzvor of the fruit cin be highly
infuenced by climatic condinons, hoctculurnl practices, etc,, as severad
awthore have shown (4,373,540

The stody wos condocted Us Mostevideo {Uruguay ) A total of 100
regular mandain corevmerns (ance & week or mare), aged between 20
and B4 years (36 wen sad S4% womoen, 61% professionsls or wed.
versity stidents) evaizatad the samples over 6 sexzions, b March
nndd Septmmbwr 2019, Thix number of tonsumens i saayemtnd for snsory
meceptance according to Hough e¢ ol [+0]. Participants wore recruited
from a coreumer dotabase for thelr interes in tasting mandanes aed for
their avalabilicy foc the study. In each session, 2 1o 3 samples were
studied, occocding to mhe optinum cossmercial Rarvest for each vortety.

Corgamers were randorly divided lazo tve groups of 50 consumess
eeht (Group A" aod Group “B") without sigeaficant differencs (p >
0,05} in sociedemographic dats (2ge, pender, edusation) secordeg tv
the chesquare test. One mandssin ample. was presented o aach
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consumar. Geuup “A" evalusted peded mandasin segments whale group
" wenlusted matdarios with skis and they had to pedd the fruit kelnm
casting. All =amples were pregeated in odor-free pliptic coutainees
labelnd with 3-digit rundom codes. Presentation order was manaulic in
accordance with designe that svere balaoced for presentation arder and

carry over affacts (Willlame design). Sl mineral water wos avallabie.

foc rinsing. Testing took ploce in a sensory Inbotacey In ezandard sen
sory booths thie weve designed i accordanee with IS0 8589 [0, under
artificsal daytighe and veraperanuie control {22 *C).

Rispondents seoted tir ovenll liking for exc of the saeples e n
nine-poist hedonic sake beariag e Spanish legends repated by Cesla
wt sk [07]. The dewniption of the srmples was alu tequsted by means
of n check-all-that-apply (CATA) questioanalre, compeosnd for group “A”
with 30 tecms 7 of sexture (saft, fbrous, firw, dry, with Mle fnce, fuicy,
with Metle pulp), 8 of odor (with 0 dor af smell, with Aurfe sl pweer sovedl,
strange anedl, fresh svell, manwal smel green seel, 0o swell), 18 of Haver
(acimle, wry ackiic, Siter, wry &iter, o Qmle sweet, swecr, very sweel
bafonced flavor, Jronge daske. forveminad rasce, freh fovor, fruky oasse,
duense Mlover, witheur Sawr, npicel Movoe, Dod oste, nice flovor) und 5
tefernod 1o sewds {warh many scods, with fow seads, withou! seeds, with snall
seech, wath Jarge seeds). Por group B, 14 s redated o the peel
characteristics wern addal (bogle ped, baghtly colored peel. pedd with
wrinkler, poel with spocs, pod with reliefs, thin paol, thick peel, ansoth ped,
:demmvwm oravege peed, pareas penl, antform ped, grem

)

The terms wete selected from the resules of the gqualltarive explor-
arory sody. Terms weve presented in o different ocder for each pactic.
ipant pecording (o recostuendarions (301, following & desigs balaced
foe presentation ordes (Williams Latin Square). The test win carried out
i a sensouy laboestany complisnt with 1S0 8580 [55].

32 Daes analysis

Asalysis of variasce (ANOVA) was coaducted ca the ovenll liking
datn idesing sumple, proup amd the double interaction as
vasintion souteds. Tukey's lest wis e o defermine sarmtically sig-
nificant (p < 0.45] differences betwern simples.

Data amalysss of frequency of use of CATA trvms was pecfurmed ac-
cortling to Codena o2 al. 199] smeg Cochran's 1 test and correspondence
analysis (GA),

For the Internal peefersnice maps, o Moltiple Pactor Analysis (MFA)
was pesformed on the BRing scores totde pod the frequenty table of
CATA 1e4ms occording 10 Bécue Bertout & Pages [10); cousidering liking
scores s active varisles and CATA counts as (y vatiables
141]. Statatien] ansfyses were parformed pring XLStar 2016 (Adklinscét,
NY} )

4. Rewalos

4.1, Reau Grospe: exploratory study

The textual tramcriptions of what was expemsed by comaumers are
presenced beoween quosation marks in malics. Conssmers stated tha
citros fruits, especially mandaring, are seasonal fruits, and thee, chis is
the perception duing their consumption

"Thesw ware good mandasing o amuple of weeks 0.7 71¢ is tizw for
beputiful mandaring” "At this memest, | coosume citras

Fuuits, i general, inchading mandases, ae prefentidy potehmed i
ploces whete the panticigants we ulowed o wach and smell the S,
Thetefore, the places to parchase fruits are the sparmuulol o seigh
Bardcod markets ¥ we w ouch @ [, mach more San ook ® ¥ bay i
places where they bt mae sy i thay 2o moé It me get my Sands an the froit,
7 o no¢ buy.” [ sddition, tsere arv othwr requirements whee chosedog
the fruit in the place of purchase that are summarized in the following

St afwmﬁ.l Anwcrrh & (227)) 1001

sstetsoen. "The fruil can be osched. What Lty novior it smed) of the
fruies ] pug it ¢lone o my nour, sl ) asociane the soeell with whvther i Leripe
ar mat i i hax no anell, (1 b ne Ravor for oo ©

Meoz of the garticipants refer to the smell 3= a characteristic of the
sdead mandarie: it s an ammbute that must be present, Le., "% thowld have
a good aroma * Consumers thisk that they can predict taste throegh
el “You can percenve (1s ameemess by (s aroms.”

NI participants aresd @t mandicins shoodd be Yuly”, with a
Salaced flavar Detween swoetnes atd soncs. It must have an
exguitite dalimce betwoat sourmey and sweebais”. Soaue particdgants
peedel 0 sweet Laste: “Baliunce hatwrent sexst amd soar bat inedined 1o smeer”.
All participants said they prefor Beightly colomnl mandarine Ax foc the
some, half of thems prefer orange peel, pod the other Ralf, ormnge and
green peol Negarding peeling, there was consersus that an ideal ssan-
darin shoold be sy 0o peal®

As for seeds, their presence or absence & not an atrribute that par
tciprans considered, although they did polnt oot Somerimes wheo they
Aave a orof bochersaeie sonds, especialy I ahey are very somil, your vosh &
AT of seats™. No pactscipant [ndicated any variey of thels preference;
they stimply dad nol remenbes specific cultivar nnsees. Either shape, size
t piite was imestioned.

Masdntios cin b convamand in vasicuy wenys, a3 3 juice, smeathin or
as n fresh whele fruir, Participaots agreed that they are “rasy to ent®, they
are practicnl 1o ear and, despite the smell yoo com eor & on the dus” It a
“Yruar co share”.

5. Consumer study

Tk & shows the mean of overall Liking scoves based on samgle amd

proup. Amarg e varisble cossidennd, the sample [nctor was found (v

Eave a mgnificant inflnence on oveynll liking scores (p<0.0001 ), unlike
the group (i = 0,61 30} s the mumple’ Zroup intersction (p = 0.6367),
Sagnificantly different acomprability roores were ohserved among the
mmples, indicatiag that evalmared mandarins chowed ifferences in
their sensory characteristics that atfecsed consumers’ preferences {ses
Table 1),
Avemge valoes within a codimes wich different Jesiers were signifl.

cantly diffevens accanding to Tudey's st (p < 0.05). No sigsaficant

ilferesces wWeie ot {p > 0.05) betwin tho pecepestility of the
szumples wvabatn without aml with skin (Group "A" vz Group “B").
The 15 =mmples were clemly different from the senmey terma
selectad by consumers 1o describe the mmples swng CATA gaestion-
salre, The mos used descrigeons by consumers of the Group “A” were:
yotcy, sweetand with a lirte odor, with $32, 324 and 313 tosal mentoas,
repeciively. The most weed deserdpors by consomers of Group “B”
were judey, omange peel, thin peel and sweet {with 500, 459, 319 and

Table t
Averoge vwerd! liking svors lml-«d In s Spaint srvemared seabe) for coae
somrrers whan valmood hari

v
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310 tetal mentinns, mespectively),

Qf the 30 terms evalunted by both zroups, 5 werw dlimsinated [with
brttle pulp, very batter, fecmented taste, ¢y and without taste) because
they did not reach o mintomum of 10% in the number of mentions m at
Jeast one sample. Of the 14 rermss evadwated only by Group “B*, the term
poel with wiinkles wes eliminased foe the same seasan.

In Group “A”, significant differences wese found 26 28 of the 33 tecms
of the CATA quastionnaise, accodding to the Cochran @ test. Ne signif-
seant differences were Sonead (p = (L05) in the manber of mentions of the
terms fresh-smell, nasural mmell, nle tyse, freh taste 20d no smell, In
Geoup "8, 0 significant differencs was fomnd tn 41 of the 46 tenmy wend,
arcording to the Cochran @ test. No signiticant difference was found (p
> 0.05) in the mumaber of mentions of the terms very sweet, grees smell,
stennge taye, fread tste and oo smell

To analvee the influence of the povling pooces an the peresption of
these twrese, 3 Cid-square it was pexformed betweesn the number of
fotal oz cand to descnite toe samepdes with and withoot peel, Wiis
mandarins without peel were evaluated, the total number of the
fodowing artribwtes increased sgnificantdy (p < 0.06) acconding w the
Chisguare tese: with little smell, and no smeil, while decrerse signifi-
contly (p = 0.06) the numbes of the foliowing ottriteces: with much
smell, mweet ssell, stnnge smell, fiesh snell, notural sl and grees
aned {awwe Dol 2L )

_ For abwiter visnalization of the relstiondiup betwien B tecins of the

v of Agricatu snd Fosd Ramwnct €(3001) 100194
mandaring evalustnl, Por this re soktion wax
selncted

According o the space of preference defined by the first owo di-
mensions (12 7 3, b), mandarin cultivars were distitbuted (n the fosr
sectons of the space, d5cer of the corsumers lking scores wege located In
e dght sector. In arder to undermand which muibutes decermine
octeprance, the corselatice tetween the poefored ditections e the
characteristics of Use preducts must ke studied by ccnbining e T b
with Fig.

Chancterintics sich 2= acidic, oo smell, strange taste, Mttle taste,
bitser; green smell, strasge smell, ugly taste, groen peel, with Jitthe puice,
very sticky peel, very acidic, not very sweet. with laurge sesds. soft, with
meay seocks, peel with spets and porous peel weee negarively cocrelnted
with the overall Uking direction

Chatne lodistics such as sweed, veoy swoet, fivah smell, sweet amedl,
bright, fruity twde, freds Mlavor, typical flavor, balancsd taate and rich
flavor ware the anes that posively curmlated with the ovmall liking
direction, betng able 1o tnduce feelings of lkeg.

, @ ten comp

0. Discussion

The FG sessions provided valuatle information oa consumer pec-
ceptions of mandarins and their cossumption patterne. Unlike other
cleras fraits char ace consumed throughout the year, the fact that con

CATA questinnnaize 2ad the mandain mmples, 2 ¢ pondence
analysis was made with comimon terms to both groups of consumsers {not
bisked to peel) and for (dentifylng the samples thar were evabaated with
and witheat pesl (o 1) The ficst two factors explalzed almost 47% of
the vactability of the expesimental dato obenized. Fip © shows that the
saumgples eveduted with and without el are in vy close Do & the
space, Thix mnsns Bt the description of e samplex through termes of
wexture, oo, taste 2l sends wers not affected for et of the szaples
by peel presence.

In ¥z 1, 1t 15 abo oberrved that the samples with higher accept-
ability (M3, M11 and M14) are foumd In the uppes left quodmnt, asso-
clated wizh odor terms {natural, tresh. sweet, with much smeil) red
flavor [xich taste, intense, typecel fiuiry, fresh, balunced, sweet aod very
sweet ) The sample with lower accrplalsity (M13) 3 o the right of the
71 smeociated with the ferms vy acidic, soange smoell and ugly tate

In parallel, another AC wens made only with terms related (o peel ol
evalumed by Group *B~. The results are presented in 13, 2 1n this case,
the fine two factors expluined almost 60% of the vadabality of the
experimental data obtained. [z is worth 30 Dote that one of the samples
which showed high occepiablity (M3] was sociated with e term
ey sticky peel,

The cesulty of tw internsl peeference analysis of the mandario study
(penrented from the glotal individml liking scores) are shown in 71y, &
For each individual, the end point of a limear vertor &5 shown, which
regeesents the highest acceptance The first two dimensions of prefesr-
ence explained 39.95% of the vaciobility, repressnting 27 0% and 12.9%
of the rotal vanance, respectively. Third and fourch dinwensions dad mot
add wselul Bformation o undesstand the comsaes” pereeptiod of the

Tible 2

Yoeal tomber of mertioos of CATA e questicanalye, Ondy the teesss wiih
stodlomt dilferesor i shimn scconing %0 OO sivere 152 bevoes the taober
ul murmtions of both groves of comimen.

CATA (et e Coap A g b Pt agpwr)
Wk w foe of vl 20 LA < o)

el Dle v d) ol M0 <)
St weaetl 155 RN Q0%

Mg el N e e

Towaty wund| I e Q0m

el ol o e < U0
Cooon erall s "2 0oem
Nowed 154 T4 « g}

~———

cousider wandaing ag 2 senscaal louit, could give meer tede.
vance fe its “Bedonist” propertios sueh as e, colod sl Oavar [47].

Although mnay peuticipants L peefer to purchasw mamlaress at
placex whawe they can tooch sl Jock a4 them, the sensary attnibutes
mweeznd during conssmpticn sch as; smell, ke, lalance between
rweetand acidity amd the eame of peeling. emerpe w key descripeon of
an “Weal mandartn”™, ) Vita etal,, [42]; perfoomed surveys to decermine
which dre e cinuses’ smuibares chat fealian convasers coasidesing the
most insportet amd which are the main toostess fod pucchasing different
cifreown, mandaing amany, them, The sesults of wur sty coincido with
the resulty of these authors, who seported! that swestness, flaver sml
emall were impostant attribotes a5 well 5= predicsoes of the frequemcy of
mandarin purchases. Adss, Gao etal (7], theough survers performed (n
USA, reparsed that more than €086 of the surveyed consideced: fresh-
ness, thavor, appearance, Jubcinesz of citruses as extremely essential at-
txibures. Thekwe esules soe slighaly ditferent from Poale sl Baon (1995)
studies wha studied the fepoitunes of Ten attibates of citnnes sl
fouml that more tan the 50% of G s=veynd scomd; pcines, peel
quaiity, swewineas mad fexture as e mest smpoctant attnbutes.

Reganding peeding, there was consensus thee an ideal mandasin
shoukd be “ecsy 10 pea™ This result bs cansistent with the statement by
Goldenberg et al. [44). These authocs stated that the easy to-pesl
asdanin murkes has Incrensed steadily agalasc oches hard-1o-peel ot
rus fraits. However, other tthors such as Poole aesd Bacon {1996) ead
o et sl [10]; found that the esy-to-poel was & lttle impoetant Bictor
in the decivioo of perrhase citrmons. '

The eveence or sbaece of seeds waz not an attribute that pastci-
paaes considered. Goo et al [43], also showed thot reeds were less
Important attribates in consumer prefecences for fresh clttuses, Toese
results do not colncide with those of Campbedd et al,, [<5]. These au
thoes, through swveys wogethes with the asalyss methodology, evalu.
ated the poefereaces of coniumess in 9 cities of USA for seven eateliml
attributee of Satsums mandaring, finding 2 segmest of consumes which
war mamed “po-amsl” (41% of the smple) and whoss prefi fox
thase mandaries was hinked to the shsence of seedy in the fruit. Thiz
group of consemers cossldered the akeence of sseds from two to three
tmses moce (mportot in thelr purchase decision than the oolor, size,
price or mandaring” teperfections. This study showed thac the peeder-
cnces of comsumess are heterogencous, ths, It is esseacial the identifl
cation of groups of specific connmeors who have similar aninde:
Lowanls the peoduct antibule,

Altheesgh in other <countries, the man concern of conzumers is the
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abserioe of senls, al e xane L ax the consumplion of Variethes of 10 secther.

wandartzs with fewer monls increnses, the numbee of sewchy af 2 man-
arin ot the time of purchase cannot be obsarved (Huose et al,, 2011}
The particigants in our seody coudd not came vieteries of mandaring, so
Identifying o feit by fts vigety would inply a consumet Jearsing obwout
varieties with femey sewle, althcogh varistions cse coour from one (it

»

Neither our pasticipants menticned] abou! the fruse vxe nor shape,
teing the result different from that stated by Goldenberz ecal, [<4)
However, our resalts colnelde with what Goo eral. [43], ond House 2t ol
123] who feported thar the size was o Jess important factor o tlie
dizposnl 10 purchsm cityumas
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Foe mot of corpamny the prics of the p is umally imyp
Provious studies of food products, showed that the imporiance of the
price in the deciyion of puarchase is of relative anel variable importances
Campbell etal {10]), found a sspment of consumers sensitive to the price
of mandarins that representad the 23% of the sample. Ds Vitn etal. [44),
applied o conjoint analysis to estimate the miean celarive impocance of
ditferent dementine arributes. Resules reveded that geice wos the ssost
iportant atiribuie. [ spit of the hackgodusud, (e pulor was 00C
mantioned By the participantt of the Fosux Group, maybe due 1o man-
Inrime are an mic seasaml prodect (n Urugeay.

7. Coosumer sudy

The acceptatality of the sumples evaluated with or withom peel
(Geoup A~ va. Group “B7) was similar. This mighs suzgeet that when a
consnroes s skl 1o describe an Ideal” mandarin, nithough it refess to
external aspeces sach o5 peed color, peed brightoess sad the ense of
peeling, these attribotes Go Dot weigh on the total peeeprabilicy of
imgaskarias 1 10 othe y atribute: such gy aste sl
testure, Thegwform, taste aml textow s detersamant attribytes in

&arin pevveption and by consumes, accoeding to Gold-
rmberg et al., [44].
The CATA questionnalre was able to detect differences m conmmes
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percepliog of the sensoey duaracieristice of the varieties of mandarios
ovalugted, which coukl explsin e wide tange i eomsmess’ seanes The
act of perlioe 0 maudarn, as Group "B had to do, inflaencnd the odar
percepticn, since this Zroup of consumers used a significamly greater
numbes of oder-related terms 1o describe the sample. However, the
grentest perception of odoes by peeling peocess did ot indluence the
acceptabaity zoores of the samples, being very similar to those assignes
by group "N, ) ;

Chimocteristics such i swedt, very sweet, fresl: sell, sweet smeld,
Beight, Buity tude, frush flavee, typical favar, halaneed tge and sich
fhavar were the ones that posithvely cotrelnged with the overall liking
direction, being able to induce fentings of liking. Thees resslts coincide
with that reported by ccher authors in mandarin studies (21,54, 44] oad
for other fruits, soch as strmwbeties [30) nod pomegranates [17]).

The samples with higher accepeabllity wese assocised with odor
terno (oatural, fresh, sweet, with mioch sseell) and flavet (e teste,
ense, typicol, fnaty, ek, balanced, seveet amd very sweet). These
moults cotncade with what other authors teported on the poteeial
mpact of aromaric volanke compounds &n ninvel omnges ‘faves [44],
Kinokunt and Satsums mandarin [1], tangesine (5] ood mandnne (9]
Obendand <t al. [19], who postuloted that it Is vesy bikely that sroma
plays 20 lmpostant role (n determining the lking of gogefrult, whics
was cotrobocated in owr maadaria scedy,

The relstiomndiip found betweun swwetoess and acceptobility alss
colncikles with what other muthors teporiad for ofhus oot foulee
Obanland ot al [9], reposted that for grapednes, as the sweetrmss
peroeived in o snmple wereased, the hedonic score linsarly scresend
Accoeiing so Mosse et al ., [23]; the sensocy artribine with the stroagest
eltectin accepabiliey of adulr atandaing “consumers was the sweetness
this, lecreasing the lkelihood 1o show thot It wis vesy likely or
estremely likely to purchase the Gt Other seusory vasiabbes which
significantly inevensed the likeeod tat can make adults indicate why
they am vwy Huly sod extremely likely %o purchssw mzsbicin
iachadedd: juicaees;, aridity, nnd flavoe,

In owr study, the acudity dad not hive 3 positive cogrelition with the
acceptnbidity. On the coatrry, occeptability was negotively inflosnced
by characteristics such as ackdic, no smell, stange tste, ity mote,
bitter, green smell strange smedl ugly taste, green peel, with linde juice,
vedy sticky poel, vety ocidic, not vary sweet, with largw somls, solt, witk
sy swids, poel with spots and poroe pel wiaw segatively cocrelatnd
with the overall liking direction. The sample with lower pocepesbility

U Bleing wrvmes s artive datoy and

v .

(M13) wins asbeciated with the leems vy scidic, srange sseell sod ugly
taste.

Reganbag acidity, it was negatively cormwlsted with the dimcticn of
the acceptotelity of che sumples, but the acidity Bad a much Jowes
tmpact on the hedonic soope unless the Emir bacame extremely mour, w
tound In this study. In the case of mandaring, consaners seem to prefer
Low zourness, unlike other cinus frults such as pragefiulr, & which the
COOSUNGEE APt o high degoee of neidity ad if it is not exeessive, it s
not unpleasant for esany consuneors [50) However, Simons o &L [12],
pesfotmed 2 sensory seceptability tudy of mandaring as well s ade-
quacy of attributes with JAR scales and foumsl o group of conswmens
(Z5%) who would clearly prefer the sow sxmples. Thes result tomarks
the importance of stodying the preference panerns of different gronps of
CONSUMELS.

Altough the term very sticky peel appesss 0 be negatively core-
Lated witl: e scceptability of tie sampdes, 31 is not erdtical, sioce it wes
used by 35% of consuimess 10 Seséribe sinple M3, which wis aoe of the
sxmples with the highest aconptability. This confims the pteviousdy
expressed fact that the ese of peeling of 5 mandarin, alchopgh consiil-
ered nn "idesl’ charactesistic, does not mooce higher thas other attribotes
of mandanire, such as flavor and smell, whick directly determine the

neceptabiliny of this type of prodoct
The perceived bimtersess of mandain suuples wis on antdvse
mgatively rediated o e Bedeaic seonw (. 20wl A, whids coincide:

with what othet suthors reportad i other eittus lultx {407,

Thirty-seven percent of the freit sested in this shaly recetved 2 be-
Honic scare of lex than 6, which indicates that o commuderable partion of
the evaluated cultivars were not esjoyed by the consumerss. The sensory
tefpes used to Seseribe these samples by conswowers (acidic, Do smeil,
stasge taste, lmle taste, birter, green smell, seange sSmeE, ugly taste,
e peel, very sticky peel. with lintle julee, very oeidic. stightly smet,
With lacge seads, soft, with many seeds, poel with spots and pocous peal)
are similbir in 3l thecee ssnples and could be 2 pood guide for the -
Inction of pevw celtivars,

Ax the attitudes of consumers are usmlly shaped by thetr past
expeience ond by their experience with the use of produces, It s
reasodable that the expectations of prrchasess pre coasumption <an
iffer from their post-cotaunpoo pereeptions. ln cur case, for instance,
it i possible that consuters do noe think Bal the absetiow of sesks are
imponsas aitnbules of gee<umsmption af oundating, doe o, Uy
guayrn canaumer yezularly mapect 50 find seeds @ that fruit. However,
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the opimdon post-consumpeion can vary according 1o the sze (very large)
or avery bigh amount of seeds. Therefare, the cpindoa can change due to
the experience the comsumes had hod with the fralt. In this cose, the
indcation & that the esperience of corsumption can hove had negative
anfocunation which is mportass for the pext oppoeteity of puschase
Addtionsl stwliss dhould be dowe s ander fu dmvestipste the
knowiedge consumers have regarding the diffirent varaties of manda-
nns aod bow this knowleige affects thelr preference for the sensory
characteiistics of thess frults. 1t ks evident that the ignorece of the
ooesumers reganding the produce attribotes ot the time of purchase can
Jeod to o disarangesent besween the purchases and cossumprion
poeferinced. Studies with & greater umbes of cotsumets with different
domographec smd behavioral charsctenstics are also peces=ry m ondey
o wtablish zegments with different preferences, Provioss stodies [40,
0,0 1): Stmons etal., 2006) have showa that consimmers ‘preferences are
Ierercgeneos. Therefore, the identificotion of growps of specific coa.
sumess with siimilar ottitudes towards the peoduct omsibutes & esseatial
This stody dues sme impostant limitatsons, s o it lack of oxteral
walidlity des (o e convissienon ssesgle adoptnd, Condusting 3 saevey co
a mbosal representative sample = svtainly a3 recommendation for
future resesech, Additiomally, wesory tee2 resulis can e mirdeading in
gendicling coosumes™s purchasing behavioss, as flaves tests can focus the
surveyed airedlion o e charicteristics being tested, which tan be
Fuared 1o & real purchise (paniculaty wheo many sensory attribures
ate not experienced of the time of pesdune). However, follmeing the

example of today s increased awareness of the bealth benefits regarding

the conmmption of Sesh fruits, this resesrch has wovided sdditional
infonnation epo the praterences of coreumers s well as the boosters of
mandacins’ porchase.

& Conclusions

This research adds to the peevious lisecature by distinguishing con-
sumes reaction o sensocy charactecistics of fruit eithes when it (6 tasted
peeled or when 2 Bas to be peeded in arder to tosse ir. Dviven by exidence
supporting (he aloption of eilius froits to ochievi healtSier dets su)
Based on 0 convesience mumple of Urngsayan cospumen, the study
provides new inzights into the motivations to purchase mandarizs. Thax
wrody has confmed that Uruguayan conswers react similardy 1o con-
sumers of other countries. The results suzgest that sweetoess and smell
are the most importast facroes to locrease the disposal toeat 2 mandado.

O the other band, foctoes such as the preseace of seeds or the ease of

posding are liss lmpoitant

When deacribing an “dead mandarin,” conzumees prefevoed the fruit
0 be eaxy to peel, but the term very sticky peed was ussd by mecw than a
thirsd of consumers to describe ane of the mamlanias that recelved one of
the highest scores of acceptabiliry, suggesting that sasy to peeling & not
the only decerminane for comssmer Uking. Thus, it e be concluded that
fruir flivee prunvails a3 2 consute liking factor over peel eluractaistics
in mandsaing,

In most of the sensocy studies the real corsanption ix not simulated
as the frults sre presented already peeled or v eegments. Our study
chowed that the preferences of consumoers were not modified when the
frudz had 1o be peelod

Hodonistie properties seem (o have a sspuificant patental 1o be used
to sxploil mandares conwesption sad purchaee Dotenmining the
impoctance of product atiritnrtes is of particular relevance fioe producers
as they are imtecested in understanding and perhaps influencing on the
coasumer's nfonmation envizonment when It comes o purchasing de-

cissons. For the industry, 2 marketing strategy for mandanaes would be to:

allow cousumens 0o tadte 4 sample when pesdiaziog ls grocesy stoves,
Declaration of competing (nterest
The outhors declace duat they hove &0 kuown competing finscal

dntervats of personsl relationships that could have appessed o influnnce.

Bl o Agrioalue imd Focd Besserch 6 (037 0] 06
the work teponted in this poper
Appendix A. Supplementary data

Supplenentuyy dat to s sticle cin be found ealise af i dul
wes 10101 n/iafr, 2021 109166,
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Apéndice 2: 'H NMR metabolic profiles as selection tools of new mandarin cultivars
based on fruit acceptability (Migues et al., 2021)
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'H NMR metabolic profiles as selection tools of new mandarin cultivars
based on fruit acceptability

Ignacio Migues ", Natalia Hodos ", Ana Inés Moltini‘, Adriana Gambaro ', Fernando Rivas ",
Guillermo Moyna “, Horacio Heinzen "
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ARTICLE INFOD ABSTRACT

Keywonds Aquesus pulp extiacts of 8 manidarin cultivars produced in Urnguay, induding for commercial Lines and four of
Citnis reticoks their crosslinks under develop wete chaticterized through mtargeted 'H Nlﬂlmd metaboloenics. The
s::: wid spectial features identified through this appmach proved the wmig: of each 1} bot . The
Frus :m-vu-ﬁ“l? stability of the chemical make-up through diferent hasvests, the evolution of the rneciwlnme towsards full froit
Mordais maturity, and tbe chamacter transfesence from p to their bybods were evaluated using multivariate anal-
NME-based mesbolomics ysix, with the 'H NMR sizmls of suzars and tricarboxslic acids being the most relevant ones. The relationship
Sugar between sugar sweetness powes and cltrae neid coatenr fouml in each vagiery correlared well with independent
oamuma prefesence tests of the mandadn cultivars undes mvestignticn. Sloce It ls based oo readlly measiable
leal etess, this ch el condd be ipdoyed to seduce the bes of les I to
sensory pmds dusing the eady and tme-consuming selection stages of aew nundarin tulnvm
1. Introduction 2014), There ave pumerous vaciables thar need o be monitored over

The advent of metabolomics in food science bas brought the possi-
bility of gathering large nmounts of chemical infoanation that can be
objectively linked with food properties, either desivable ot not. Metab-
olomic profiling allows a simultanecus multicompanent analysis of all
compourxls contained in o single frnction ot extract of an organism,
yielding a representative “fingerprint” of its metabolome (Tunumay

tal, 2016k Furthermore, it allows for the determinarion of charges
cawsed by specific enviroomental conditions (Donn e al | 20175 Komu
etal, 2007 Lankasdurai o1 2l 2015) Thus, judicions anatysis of nweta-
bolic profiles can Jead w the discovery of specific markers assoclared
with changes in properties af the biological product, particularly in the
case of foodstuffs (Bhinderwala et ol 20]8).

Breading of perennial fruit trees is a long-term endeavor with un-
certain renuns. Indeed, an investment of many yenrs is needed to obtain

a new variety from th ds of candidlates (van Nocker amd Gardier,

tums: before & new variety reaches the market, such as the productivity of
the ree and its resistance to pathogers and plagues, as well @
climnte-related abiotic factors (Singls aued Bajuns, 2009), However, as
the gonl is to produce edible fuits, the most relevant property to be
considered for o new variety is its acceptability in the market. In the s
of citrus fruit hreeding, up to 15 years nre required to propedy issess the
suitability of n new variety {Onum and Shimndo, 20165 vin Nocker and
Gordiner, 2014). The reward for such an effort is an exclusive market
niche (fthe new fruit s well sccepted anvong comsumers. To nasyow the
nunber of suitable candidares not only based on routine parameters and
agronomnical experience bar on objective chemometrie dora bas always
been a dilemma. Citrus breading programs ave slowly incorparting new
“omnics” approaches, such as genomics and protecenics, but up to date
there iz litde work on citrus metabolomics (Feog et al. 2018). Most
reports on the subject hnve focused mostly oo food authenticity or
cultivation techmiques (Le Gall et al., 200 ; Salozme et al., 2019; Zhang
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L Mogues et al
of ol 2012), Metabolomic approachss have also been employed ro

investigate valuable agropomic propecies such & citrus illoesses, Hie:

Kuanglongbing (Cevallos-Cevallos et al, 2012, 2009; Freits e ul,
20115) and citrus puffing disarder (thaner ot al., 20) 2} Metmbolomic
analysis, either targeted or untargeted, offers a unique oppoctunity for
an unbiased evaluation of the mnojor chamacteristics of the guality nnd
chemical uniformity of the fruit produced by new varieties through the
veays (Guihbeatson o al | 2012; Fernendez e al, 2016), Moze recenty,
nwtabolomics hss been employed ro distingulsh organde from comven-
tional cropplng and for food authenticity (Colvao Lean et ul. 2008
Triox ot al, 2014; Vaclavik ¢t 4, 2012; Vallverdi-Queralt et al., 2011},
Qe of the mest interesting areas where metabolomics can be applied is
to link consumer preferences with the phytochemical composition
responsible for the flavor of fresh fruits and vegetbles (Cuthberron
etul. 201 2). Insuch cases, no post-harvest process has been applied, nnd
the metabolome is that of the harvested food. Generally, nsetabolonsics
stilies have been performed on yearly cops, such o strawberties
(Zhang o al, 2010), eggplant (Hunifuh ec ol | 2018), and tonstoes
(e Chudey of al, 2019, but litde research has been peifornw
o fruiting trees (Zhuag et ol 201 2),

Herein we show that untargeted NMR-based nwiabolomics can be
employed to adequately characterize nsndarin hybrids and thelr par-
ents, allowing for the evaluation of chemical make-up stability through
different harvests, metnbolome evolution towards full fruit maturity,
and character transference from parents to their hybricds. The study also
reveals that the sugar sweetness power and citric acid content found in
ench variety comelate with independent consumer prefevence tests of
the mandarin cultivars, and the development of a siple and accurate
chemamerric moxdel relatiog these pagsmeters with frult acceptability is
deseribed

2. Materials and methods
2.1, Plant material

The citrus snmples were bred at Instituto Nacional de Investigacicn
Agropecuaria {INIA) - Salto Grande (S 3]1°16'18™ W 57°53'26") in two
consecutive harvesting sensons during 2015 nnd 2016. Hybrid vaneties
weere obtained by arossing four parental cultivars, including “Ellendale™
(E; Glous retadara Bluo), 'Page’ (P, Qirus reticulate Blanco), “Wil-
lowleaf” (WL, Gitrus deficiosa Tenore), and "Satsuma” cv ‘Owarl’ (S,
Cirrus weshive Marcoviteh), The selected hybrids, including “B475" (E x
WL), “B79°(E x 8), "F7P3" (E « P).and "M16" (E x WL), cover a wide
ronge of acceptability after semsory evaluation (Tabl=s 1 and 2), Fouits
were collected at their optimnl horvest tinw (e, juice higher than 35%
of the totn] fruit and soluble solids / total addity mtio above 7) (Bello
etal, 20165 Honly ecal, 1), and stored at ~20 °C until processad.
Two subsamples of ov. “B475", "B475A7 and “B475B", and nnother two
of cv. “Page:, “Page M" and “Page J7, were picked up at two different
stages of matuyity, tn order to test the evolution of chemicnd profiles with
fritit dewelopment,

2.2, Plant extroct preparation

Ten biological replicates of each varety were analyzed Frozen
ensbad pulp, 2.0 + 0.1 g, we placed in o 50 mL polypropylene
centifuge tube rogether with 8 mlL of CHCl: (LiChrosolv®, Merck,
Germany), 4 mL of MeOH (LiChrosolv®, Merck, Getmany), and 4 mL of
ultropure water (Millipore Milli-Q#® Ultrapure Water Solutions Type 1).
The resulting suspension was vortexed for 30 s anl soniented for 60 . It
was then centrifuged for 5 min at 1404 xg, the phases were separated,
ard 8 ml of CHCly was ndded to the agueous phase. The whole pracess
was fepeated, and the organie phases were combined and stored for
future apalysts, The aqueous extiact was filvered, distilled tnder reduced
pressure 1o tenve the MeOH, and then lyophilized ro-temove the water,

Saemha Homcuburoc 257 (X21) Noe2

Table 1
Description of the wmayeid mandaring,
Fasenrol Scleanfc Nome Pareatoge Referencss
Goes
Elleailzle Citrus neticuiet Unbaorwn Probably o chapoe (fos 1049)
Barcn seedling Eum a cros
between mmdzzin and swes
onmrnge
Puge Citrws retieidem Minpe ok tagedo (Ducan (Shanleu
Blamco gropefouic x Dancy #tal. 2016)
mandaring ¥ Chareecting
auadarin
Willowebanf Girews dedarasa Unknown
Teoore
Sstzunm ov Gt wuhn Unbsown Prokaly = cooe (g e s,
‘Oz M b be! Klzhuu mikan =nd 1014)
‘Kupmnlza' inzndsrin
Hyleid code  Pamemtape Origim
2475 Elendalu (92 x Nazoaal Citrus Bresding
Wellowdeaf (4) Pregmm Usugusy
2% Ellverdzla (9) x Nzmoaal Qerux Brapding
Santan o, Progracilugusy
Dwani’ {d)
73 Elsadale (9)x Nemonal Gitrus Breeding
Page (dl Program-Ungusy
M6 Elleadale (03 % Namonal Crrus Breeding
Willowdeof () Program-truguay

2.3 'H NMR data acquisidon and processing

The fireeze-dited agueous extacts were dissolved (n 600 pL of
deuterium oxide (MagniSolv™, 99.9% D, Merck, Germany) and tans-
ferred to 5 mm NMR tubes (NE-HLS-7, New Em Enterprises, New Jersey,
USA) All 'H NMR spactia were abtained at 298 K on » Bruker Avancs [11
400 spectrometer operating nt a 'H frequency of 400.13 MHz, using n z-
gradient BBFO-Plus probe. A spectral width of 8 KHz, a datasize of 32 K,
and a toinl of 64 scans were used to record each spactrum, using a 30"
pulse and a refaxation delay of 1 3 between scans,

Frew nduction decays wete zero-filled ro 64 K points and apodized
with 8 0.3 Hz exponential window function prior to Fourier trans-
formation. 'H NMR spectra were manually phased, their baselines cor-
rected by segnwents wing MNova (version 11.0, Mestrelab Research, S.
L., Santingo de Compastela, Spain), and initially referenced to the re-
sidual HDO signal at 4.70 ppm. Manually-selected regions of the spacta
were then aligned based on their derivative and using their nvernge as
reference, and the data was nomualized by mass of dried extract. The
processed spectia were then segmented into bins of 0,04 ppm, vot taking
nto account reglons conesponding to solvent signals nor those that
could ot be aligned. The resulting data marix was exported as a text
file for use in multvariate analyss,

24, Staistical analysis

Multivarinte statistical anolyses were cumied out with Metab-
oAnnlyst {version 4.0) {Chang =t al., 2018; Chorg and Xig, 2018L Inall
cases, Pareto scaling; which involves dividing each varinble by the
square yoot of ire standard deviation, was applied o minimize the
weight of large values while maloraining data strueture partially intact
(wan e Berg et al | 2006), For the dassification of mandarin varieties,
to evaluate thelr divewsity, and to identify outliers within each dass,
principal component avalysis (PCA) was emploved. For the identifica-
tion of phytomarkers; discriminant nnalysis of partial least squares
(PLS-DA) mixl discriminant emalysis of orthogonal partinl least squares
(OPLS-DA) were performed (Wooley and Pawess 2012). The models
detived from PLS-DA and OPLS-DA annlyses were validated wsing per-
mutation tests, which consisted of 100 iteratiors where the classes were
randomly reassigned, two thinds of the data was used as training data 1o
build a elassifier, and the remaining thizd of the dota was used to test it
The results from these walidations are provided as supplementary
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Toble 2
Chemical, physicochemicad aml data of Jarin cultn
B4758 Page 7R3 Elisdale W, Leaf EAT5A ) M1o Satsuais
Suzrcas 338" 288* A0 34000 208" B 217" 3,96° ars
Clucase (a<§) 298* ER P 360" 3.2¢" 1.50* 2.76% 1764 5.53% 364*
Feuctom L4phede Laghts Lrght 6™ 76 1.9se 0.05% 5.08° 197*
Citzle acad 0.0eh o6 0.06%5 127 e 19} bl o.ghes 3.2 128"
Accwpeability 7.4 2.9 604" €.a* a2t s54 4.8 38" -
"Biix / poidiny o 121 135 145 .2 83 59 104 5.2 105
Sweetaing powes / cie ooid 7.43 .88 786 193 508 .20 5.00 3.3 6.5%
matesial 3. Results and discussion

Levene, Shaplo-Wilk, ANOVA, anxl multiple consparison tests were
cairled our on sensory analysis sand sugar / citrie acid content dara to
evaloate differences between samples, using for this purpose the Rsoudio
software package (verdon 1,1.463),

2.5, Sugar and citric acid content estimation

The esttmation of the relative sugar and dote acid content of each
sample was cavied out besed on the area of the suerose glucosyl
apomere proton signal at 540 ppm, which was assigned an arbitiary
value of 1.00. The ateas of the signals cotvesporxding to the anometic
protons of a-ghieose at5.20 pp, |-glucose at 4,60 ppm, and fiuctose at
4.05 ppuy, as well as the four eitiie acld methylene protons at 2.70 ppen,
were ssti | relative to the signnl Usng these values nnd the
swestness senle of Schiffmun and coworkers (1995), where the sweet-
ness pawer of sucrose is token ns 1.0, fructose 1.3, and glucose 0.6
(Sehiffmon ef ol | 1995 Stunpusont, 1993), the total sweetivss due to
sugars in the sample was determined as:

Swertening pomer - Zl:'.\'ugm xweemesy x Sugar consen),
0

The sweetening power / citic ndd mtio wes calculoted as the quo-
tient berween the total sugar conrent expressed s suciose equivalents,
and the citrie acid conrent

Tiadidonal physicochemical paramerers were measured 1o assess
fruit mesturity and determioe oprimal harvest time. Seluble solids were
estinted with an Atsgo DBX-56 table vefinctomerer wing fresh juice
extincted with o houschold juice naker and filtered, and expressed ns
“Brix at 20 “C. The titratable ocidity was determined volumetrically
using phenolphthalein s an indientor il expressed as $ citric acid /
100 mL of juice. This datn was used to compute the “Brix / acidity ratio.

2.6, Sensovy evafuarion

Fruits were stoped at 4 °C until evaluated, The test was performed in
a sensory evaluation Inboratory complinnt with SO 8539(Technical
Commmittes, 1965) under artificinl daylight nnd controlled tempevatuce
(22 °C). One hundred consumess scored the acceptability of the samples
(peeled mandlarin segment) on a 9-point hedonic senle (1 < [ dislike itn
lot”, 5 < “Tneither like nor dislike it”, 9 < 1 like it a lot™) (Everits 2009).
Consumers nlso describad the vitrieties with qualifiers that represent not
only flavor chuuetevistics but also odor and appessance vsing a
check-all-that-apply (CATA) questionnalre(Aves and Jacger, 2015), The
questionpabre for sample characterizanion Included 38 mims: 7 related
to texture (“soft”, “fibtows”, "flom”, “dry", “with Httle juice”, “juley™,
“with little pulp™), 8 to odor (“with o lot of smell”, “with Little snwll”,
“aweet smell”, “strange smell”, “fresh snsell”; “naturnl smell™, “green
smell”, “no smell™), 16 of favor (“acidic”, “very acidic”, “bitter”, “very
bitter”, “a little swest”, “sweet”, “very sweet”, “balanced flavar™,
“stimnge taste”, “fermented taste”, “fresh flavor”, “fruity taste”, “intense
flavor”, "without flavor", “rypical flavor”, "bad raste”, "nive favot”') ol
five to seeds presence (“with many seeds”, “with few seeds”, "withour
seeds”, “with small seeds”, “with Lage seeds”).

The INIA in Uruguay has developed and registered pew mamdarin
cultivars that ave now in the evaluation phase. Many factors welgh oo
the fipal selection, but one of the most inpoaant criteria is the taste and
flavor of the fruit. Normally, 100 to 400 new Iybuids can be prodoced
every yenr in a breeding program, and therefore canying out sensory
evaluntions of all possible vatieties is unattainable. A small trial using
CATA methodolagy with the 8 varieties under study is shown in Table 2,
according to the bedanic scale described in 2.6, The most accepted vo-
rviety was the new bybud “B4758" followed by cv. “Page'. The least
accepted one was the hybrid “M16° These trials ave effective but time-
consuming and require a lor of manpower,

A shorteut is to find the chemical descriprors responsible for the
consumer preferences, Brawdears commonly wse the atio between “Brix
and titratable acidity for harvesting the fruit. This relationship hes also
been used to pradict consumer preferences. However, this and ather
approximations wsually fail (Hunly et al, nd; Magwnza aod Gpuia,
2015}, A previous report tried to determine if consumers could differ-
entinte fruit juices with ditferent *Brix using commerdal oronge juices
modified by the addition of different levels of sucrese (Zhang et ol |
2012), This study s ratber limited, as only this type of relationship wes
exploved, ir used oinnge instead of mandarin juice, sand only the
contribution of sucrose to the global -sweetness of the sample was
considered,

Means on the same row followed by different Jetters ave significantly
different (p < 0.05) nccording to Bonferiani test, except for the
ncceptability results that were evnluated wsing Tuckey's test.

Seeking for n more holistic approach, we investigated the fitness of
the 'H NMR spsctm of the aqueous fruit pulp extract as o global
descriptor of fruit characteristics and quality, looking for chemical
biomarkers indicative of ‘specific frult properties, Given theit lip-
ophobleiry, compounds linked to fruit ayoma ave unlikely to be present
in the aquecus extracrs,

3.1, Pulp mandarin 'H NMR profile eharacterization

Fig | shows the typical '"H NMR spectrum of the aqueous extract af
mandarin pulp, in this case cv. “B4757, which is dominated by signnls
between 3.1 md 5.4 ppm corresponding to protorns of the sucrose,
fructose arl glucose ring moieties. Toking into nocount the arens of the
anomeric protous of the three sugars, a simple relationship of their levels
in mandnring pulp can be made. In all the evalunted cultivars, sucrose is
the prevailing sugar. A stralghtforward differentiation between glucose
and sucrose can be made in the pulp spectia, besddes the alvesdy
mentiopad anomeric protons signals. The signals of the H-2 protons in
|-glucose aze observed at 3,20 ppm {J = 9.0 Hz), whetess they appear at
lowes fields in the a-amomer and overlap with those from the H-2 pro-
tons of the sucrase glucosyl residue. Signals due to carboxylate w-protars
can nlso be distinguished in the 2.3 to 5.0 ppm range, indicuting the
presence of citrate and ather organic acids from the Krebs cycle. Aro-
matic signals between 6.1 and 7.6 ppm and ot lower fields hint to
polvplenols and aldehydes,

Although somewhat corplex, the "H NMR profiles allows to differ-
endate between the commercial cultivars, The PCA of these four
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Fig. 1. Representative “H NMR spectram of 2 {B475B" and “N167) darin pulp ag Regions comesponding 1o organic aclds, sugars and polyphenals.

are indiated.

varieties explnined 849 of the total variance of the data and differen-
tinte “Satsurn”, “Ellendale”, and “Willowleat”, while “Page” could not
be distinguished from the others. A PLS analvss confirms this clasifi-
cation (Figure $1). )

On the other hard, the PCA based cn data from the four hybrids did
not lead to a dear classification. In this evaluation, the varleties "B475"
and “M16" were not differentiated, but were sepasared from the others,
perhaps due to thelr common ancestiy (E « WL). The rest of the cultvars

were well classified in this analysis, showing 80% of the totl variance of
the data in two camponents. The PLS analysis confirmed this trend
(Figure 52).

22 Relationship between bylbvids and their parents

The transfer of phenotyple characters from parents o hybdds was
evaluated comparing the "H NMR profiles of the two parents and their
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hybrids through sple PCA score plots. The four diagrams have some
common features ol these cases, two ¢ explained near
80% of the variance. The group of sgnals from the hybeid lies between
those of the parents. At many tinwes, it overaps to same extent with one
or the two groups of signals from the parents (Figure 53). The compar-
ison between the "H NMR profiles of the nwost accepted variety {B4757)
with those of its parents (WL nnd E) exemplifies this fact. No outliers for
any of the classes ase seen, and the hybiid variery does not separare well
from its pavents (Fig, Za). "BA75" presente Jow disperston and (s located
at the intersection berween “Ellendale” and "'Willowleaf . Furthetmore,
the VIP scoves study based on loadings from the PLS analysis shows that,
in general, the hybrid preseats intermediate VIP scoves for the 'H NMR
signals that contribute to the sepamtion nnd differentiation of the
analyzed varieties (Fig. 2 amd S4). An interesting case wns cv. “M16”
(WL » B}, the least nccepted variety which nlso had the lowest ‘Brix nnd
highest acidity. In the PCA score plot, where PC) nnd PG2 accounted for
the 88% of the variance, litthe overlap is seen with "Elendnle” aml none
with "Willowleaf”, showing that the hybrid has different metabolite
levels than its pavents (Figure S3a),
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Saenha Homicuburoc 287 (X21) 110382
33 Stabdlity of the wirieties

A PCA was performed with the data obtained for ench vanety in
consacutive harvesting seasons (2015 and 2016). The metabolic
fingerprint for most varieties showed no variations, indicating a stable
metabolomes composition between one year aml the next (Ply 5 shows
nn example with cv. “B4757). Some differences between both harvests
can be observed in the 5-plot signals of the OPLS-DA (Figure §5) The
chameteristic signals of 2015 barvest are in the range 3.6 - 3.7 ppm and
the ones of 2016 in the 3.2 - 3.3 ppm tegion, potaring a sight difference
between the sugar compositdon where in the latter the difference Les in
the glucase content whibe in the former in the sucrose Jevels,

These slight varintions found between harvests can be expacted, as
the metabolome is highly dependent on emvizonmental foctors. Even
thaugh the climate undoubtedly changes from ope season to the other,
the varieties have, in general, o similar profile and some specific changes
could be detectad.

39 Assesdng the ripening of the varlenies
In Jine with the previous obsevation, two cultivass were evaluared
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Fig. 3. PCA score gdot of “B475" harvested o 2015 and 2016

for changes during dpening “Page” was barvested two months befove
the optimal dme of frut matoity (Le,, May (nstead of July). Although
homogeneous in composition, the S-plot point for differences in the
sugnr content, particularly in sucrose content. Interestingly, the acd
signals do pot weigh at all in the classification during the ripening

mainly b the increase of the sugw levels is higher than
dw declining change in the citic acid levels (Sufhn e ol 2019)
(Figute $6). “B475" was evaluated before nnd at the optimal ripening
point, both chemometrically and by consunsers. In the case of the untipe
fruir, although 1t had scceprable “Brix and “Buix / acidity atlo, the fruit
received lower preference Jevels than the fully mature one, The differ-
ence could be explained =5 the 'H NMR spectum of the tpe sample
showed an increase o glucose and fruerose content, and a slight
reduction in the nad values comparedto the unripe harvest (Tuble 0 axd
Figure §7). These coses show the sersibility and potential of the method
to define the optimal harvest time.

3.5. Most and least accepted yaricties

The most valued varieties were described mainly by waste and flavor
as well as odor descriptors ("balanced taste”, “sweet taste”, “frulty fia-
vor", “nice flaver”, "fresh flavor”, “patural odor™, "inrerse odor”, “sweet
odor™, “typicnl adar”), whereas the least nocepted ones were charac
terized 25 “very acidic”, “bad taste” nnd “strange smell”. Despite the
complexity of mandatin flavor, the discriminating factors of ncceg

clearly separated both varteties. The VIP scores showed thar in the most
accepred varery (“B4757), the charactetistic sigmls of sugars weighred
the most In the differentiation, while for “M16" a strong influence of
signals that nze characteristic of organic acids can be seen (Fig ). In this
case, the measured ncidity of the “M16” samples was 2.5, consistent with
the datn obtnined through NMR anolysis. The OPLS-DA showed that
both varieties have n compnrable dispersion, nnd the $-plot associnted to
this analysis confirmed that ' H NMR signals conesponding to sugars and
organie aelds, respectively, are responsible for the discimination be-
twean “B4A75" and “M16" (Fiz, 4 and §8), Shmilar results were obtained
when considering the three top rared and thiee Jeast rared varieties from
2015 {Figures 89 and $10),

2.6, Development of a chemometric aceeptability model

The results teported in this study indicnte thnt the concentrutions aof
sucrose, fructose, mxl glucose are the most important contributors to
consumers acceptance, whereas high organic acid levels lead the fruit to
be rejected. In citru, the combinarion of sweet and sour flavors plavea
cructal tole, and this the relationship between thess two antagonistic
flavors has been extensively studied (Spence vt al | 2004, Veldbiuizen
“Cal. 2017), Whereas sweetness suppression ie a function of citric acid
concentration, varintions in soumess perception is n function of both
sugar nnd neid ¢ Small qu of citric acid in sugnr solutions

b freshness and most of the postive sersory properties of fruits.

were thase associnted with a balanced and sweetie taste, and for rejec-
tion, the ocid taste was the most relevant. The results of the acceptability
detenmined by comsumers are shown [n Toble 2,

The ns0st acceped variety was "B4758 " anxl the lesst accepred one,
“M16". A PLS analysis based on 'H NMR data of "B4758" and “M16~

Therefore, the bulanes betwesn sugars nnd acids has a strong influence
on the charocterization of mandarin varieties and the relationship with
thetr scceptability by consumers. This meakes sugars and onganic acids
Ideal phytomarkets in the development of simple chemonsetrie models
for the early prediction of mandaiin acceptablity. As stated above, the
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‘Brix / acid mtio has been employed by breeders ns o rough approxi-
mation of the palatability of citvus fruits, and in particular mondarins. |
line with this' tinditional approach, the results from the untargeted

bolomic studies conmobomte the strong conelation between these
makers and acceprability,

As estoblished by Maockowirs (19700 and Yo kowine (1970, different
sugars have specific sweetness power aid therefore, their contribution
to the sweemess of a sample is differential. This contribution Is also
concentsation dependent, and sometimes, o synergistic contribution to
the global swestniess has baen reported. There are sevem] models that
try to exploin sweetness in sugar mixtutes. The mast reliable one cor-
responds to the linear combination of the individunl contribution of each
sugar weighed by its sweetening power, where sucrose is given o
reference value of 1.0 (Schiffouns =t al.. 1995; Stanspanani, 1 993), Basexd
on this sinple model, we caleulated the sweetening power of each
mandarin variety by consideting the individual content of sucrose,
fructose, and glucose, anxd divided it by the ditrie acid content value liyan

attenpt to tnke into nccount the contribution of soumess to acceptnbility
(Tnble 21 These estimates, together with consumers ncceptability datn,
were employed to build a linenr correlation model relating the two
variables. As shown in Fig 5, the model bas o good conelation factor
(B = 0.79), making it o potentially staightforwarnl tool 1o assess
mandarin aceeprability based on unblased chemileal paramerers.

The model was further tested with a new mandarin warlety obtained
from the sume germoplasm bank, "A30", which wis grown, barvested,
and analyzed analogously as with the rest of the hybrids. Based on a
sweetening pawer / citric acid mtio value of 5.9 determined by 'H NMR,
the regression model predictad an acceptbility of 6.1 for this voriety.
On the other hnnd, the consumer acceptability for this bybrid estimnted
thaough sensory evalustion was 6.6. This shows a deviation of auly 7%
und indicates the good adjustment of this simple chenometric model.
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4. Conclusions

Untargeted 'H NMR profiling of agueous extmncts of dtrus fruit pulps
proved to be a powerful tool for the classifintion and chameterization of
miardarin varieties. Sigunls for sugurs and arganic ncids, which we
critical in defining the taste and flavor of the fruit, deminate the 'HNMR
spectia of mandatin pulp and made them Ldeal phytonsarkers for
caltivar charactedzation. Both the stability berween years and the dif-
ferences in fruit marurity could be sssessed by means of nultivariate
analysis of the data The crosing of varieties yielded new cultivars
whose chemical traits were intermediate to those of the parents, but at
the same time were unigque, Intetestingly, crossing “Ellerxinle” with
“Willowlenf” varieties yielded both the most ("B475") and lenst nccepted
cultivars ("M16"). The defined phytomsarkers allowed the devel 3t
of a stmightforward chiemometric model of consumer ncceptnbzhty.
Indeed, this propose] varkation of the rradidonal “Brix /acid rario model
allowed s to properly classify consumers acceprability with a new
mandarin hybrid,

There are many other aatwal products that could Influence man-
darin taste, including essential oils and limonoids, However, the pro-
posed unbizsed model represents a valunble tool to perform preliminary
cultivar selection in mandarin breeding prograns based on consumer
acceptnbility and could have nn important impact an the me a new
vasiety tenches the market and is commercinlized Purthermare, 'H
NMR profiles of citrus fruits such as the ones pressnted here could also
be helpful during the process of registering new vorieties, a wend that is
gaining ground througbour the wordd for other fiuits and vegetables.
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Abstract: Recent advances in nuclear magnetic resonance (NMR) have led to the development
of low-field benchtop NMR systems with improved sensitivity and resolution suitable for use in
research and quality-control laboratories. Compared to their high-resolution counterparts, their
lower purchase and running costs make them a good alternative for routine use. In this article, we
show the adaptation of a method for predicting the consumer acceptability of mandarins, originatly
reported using a high-field 400 MHz NMR spectrometer. to benchtop 60 MHz NMR systems. Our
findings reveal that both instruments yield comparable results regarding sugar and citric acid levels,
eading to the development of virtually identical predictive linear models, However, the lower cost
of benchtop NMR systems would allow cultivators to implement this chemometric-based method as
an additional tool for the selection of new cultivars.

Keywords: acceptability; benchtop NMR; mandarive; NMR

1. Introduction

Since the early days of nuclear magnetic resonance (NMR), considerable efforts have
been invested to increase sensitivity and spectral resolution through the use of magnets
with stronger fields, These endeavors have gone hand in hand with the development of
novel superconducting matenals and cryogenic technologies [1]. However, these systems
are generally expensive and have high running and maintenance costs, driving many NMR
spectrometer manufacturers to develop smaller and more accessible systems based on
cryogen-free permanent magnets. These low-field instruments have magnetic fields below
23T {ie,, 'H resonance frequencies under 100 MHz), fit on a regular laboratory benchtop,
and are even suitable for use in field experiments [23]. The basis of these instruments is
the use of rare-earth ring-shaped magnets that produce refatively strong and homogeneous
fields [3]. Their lower sensitivity can sometimes be offset by concentrating the samples
or using a variety of methodologies for the enhancement of Boltzmann polarization [4].
Similarly, issues with chemical shift resolution can be addressed through the application of
different signal acquisition and processing techniques, including solvent suppression and
gradient-based pulse sequences [3,5].

Although low-field benchtop NMR spectrometers may not be suitable for natural
product research due to their lower sensitivity and resolution, they have been used suc-
cessfully in the quality control of phytopharmaceuticals and in food analysis, to mention
a few examples [6]. In academia, the use of benchtop NMR is increasing progressively.

Foods 2022, 17, 2384, hitps:/ /doi.ong / 10.3390 /fonds 11162384
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The low operating costs and ease of use of these instruments allow students not only
to control their research products, but to follow chemical reactions in real time or even
perform quantitative analyses [6-9], Indeed, the quantitation of natural products using
benchtop NMR has been employed in the quality control of drugs [10] and for the detection
of adulterations in pharmaceutical products [11,12], The use of low-field NMR in routine
quality control of foods has also been demonstrated [6], Examples of such applications
include the determination of alcohol content in beverages [13] and the study of food au-
thenticity and food fraud by targeted and untargeted analysis, where wine, coffee, oils, or
even meat are examples [14-18]. For certain products, subdisciplines have been developed
to study metabolomic profiles. For example, the term “MEATabolomics” refers to the
application of metabolomic analysis to correlate the composition of meat with its sensory
attributes [19,20].

In food analysis, untargeted approaches are preferred when trying to discover flavor-
related compounds, which are followed with targeted analyses to measure the content of
specific compaounds or study metabolic pathways of interest [21,22], Citrus metabolomics
has been emerging in the last few years to control industrial processes or to evaluate
flavor traits that influence consumer preferences [23-25], However, little research has been
conducted to adapt high-field NMR techniques to low-field systems, As stated by Castaing-
Cordier and coworkers [26], benchlop instruments can be used in many applications due to
recent advances in terms of sensitivity and resolution, Recently, we proved the usefulness
of high-field NMR to predict consumer preferences in mandarins. Although interesting
from an academic point of view, the high cost of the 400 MHz spectrometer employed in the
study hampers its application by the local citrus industry [25]. The aim of the present work
is to show an updated protocol for the analysis of mandarin consumer preferences using
benchtop NMR systems that could be accessible to citrus fruit cultivators. As shown herein,
our results indicate that chemometric-based consumer acceptability models of identical
quality can be obtained regardless of magnetic field.

2. Materials and Methods

The samples used in the comparisons were a selection of aqueous mandarin extracts
obtained during the development of the original method at 400 MHz [25]. Five extract
replicates for each mandarin variety were lvophilized and stored under nitrogen in sealed
containers until analysis. They were then dissolved in 600 uL of deuterium oxide (Magni-
Solv'™, 99.9% D, Merck, Darmstadt, Germany), transferred to 5 mm NMR tubes (Norell”
Standard Series™ Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) and analyzed immediately.

A Bruker Avance Ill 400 spectrometer (Bruker, Ettlingen, Germany) was used to
perform the high-field NMR experiments, while a Magritek Spinsolve 60 benchtop NMR
spectrometer (Magritek GmbH, Aachen, Germany) was used to obtain the data at the
low field. The 400 MHz spectra were obtained at a 'H frequency of 400.13 MHz using a
z-gradient BBFO-Plus probe (298 K). Spectra were recorded using a spectral width of 8 KHz,
a data size of 32 K, and using a 30° excitation pulse. A total 64 scans with a relaxation delay
of 1 s between scans were averaged, leading to an analysis time of 4.1 min per sample, The
60 MHz data were obtained at room temperature using a 'H frequency of 62.32 MHz, a
spectral width of 5 KHz, a data size of 32 K, and using a 90" excitation pulse. A total of
256 scans with a relaxation delay of 1 s between scans were averaged in this case, resulting
in a total analysis time of 64.0 min per sample.

All spectra were processed using MNova (version 11.0, Mestrelab Research, S.L.,
Santiago de Compostela, Spain) following an identical protocol, which included zero filling
to 64 K and apodization with a (.3 Hz exponential window function prior to Fourier
transformation, manual phase and baseline correction, and referencing to the signal of
the anomeric proton of c-glucose at 5.22 ppm, The spectra were then aligned using the
derivative method and the average spectrum as a reference [27],

Onee all spectra were aligned, the integral of the sgnal belonging to the sucrose
glucosyl anomeric proton at 540 ppm was given an arbitrary value of 100, Then, the areas
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of the signals correspending to the anomeric protons of a-glucose at 5.22 ppm, p-glucose at
4.63 ppm, and the multiplet arising from the H-3 and H-4 protons of the pB-furanose form
of fructose at 409 ppm, together with the four citne acid methylene protons centered at
approximately 2.8 ppm, were scaled to that of the sucrose signal, The integration ranges for
the sugar signals mentioned above were, respectively, 5.54 to 5.32, 5.29t0 5.16, 4.63 to 4.53,
and 4.10 to 4,07 ppm in both instruments, Due to shight differences in the temperature of
the experiments, the citrate signals were integrated from 2.02 to 2.73 ppm in the high-field
spectrometer, and between 2,81 and 2,54 ppm on the benchtop instrument,

The relative area values were corrected using the sweetness scale of Schiffman and
coworkers [25,29], being 1.0 for sucrose, 1.3 for fructose and 0.6 for a- and B-glucose. The
ratio sweetening power/citric acid was calculated as follows, where # represents each of
the sugars considered:

Y[ Sugar sweetness x Sugar content),
Citric acid canfent

(1)

The correlation between the mandarin acceptability and the sweetening power/ citric
acid ratio was determined using the same mandarin varieties for both spectrometer systems,
the R* of the regressions was determined and the root mean square error (RMSE) of each
model was calculated.

3. Results and Discussion

Figure | shows spectra obtained at 400 and 60 MHz for the same aqueous extract,
respectively. Given its higher resolution, the spectrum obtained at 400 MHz allows for the
identification of most protons from the species of interest. On the other hand, several of
these signals appear overlapped at 60 MHz, making the initial assignment of resonances a
harder task that requires technical know-how.

However, the signals corresponding to the sugar anomeric protons and citric acid
methylene protons of interest are in relatively uncluttered regions of the spectrum, and
therefore their identification and guantitation is achievable. Indeed, if the selection of
the integration ranges is rigorous and consistent with those employed at the high field,
the integration of the signals corresponding to anomeric protons of sucrose, glucose, and
fructose, as well as the citric acid methylene protons, allows us to apply the methodology
developed previously [25] to predict the acceptability of the mandarin samples (Table 1),

Table L Results of the sensory evaluation (acceptability), sweetening power/citric add ratio,
predicted acceptability using the model and RMSE of the prediction of each model (60 and
400 MHz data).

60 MHz 100 MHz
- . Swectening " Sweetening .
Vinely  Acceplabilily: o WerlClide.. o, Titaiyd RMSE  PowerCitrie  redicted RMSE
Acid * Acceptability Adid * Acceptability
B475B 74 108 .88 931 676
F7P 69 1.5 721 - 1012 727 .
BAT5A 55 845 572 770 575
B 18 675 ) 631 490
M6 36 388 350 316 353

* The repoeiad values comrespood 1 the avernge of 5 replicates. The RSD wias ks than A for all the varieties analyzed,



Fouvds 2022, 17, 2354

4of8

a)
a-glep-H1 m:::
suc-H1
1 B-glcp-Hl
i
b)
58 50 48 40 34 30 2
ppm

Figure 1, Comparison of 'H spectra of the aqueous extract of mandarin variety B475B obtained with
400 and 60 MHz spectrome ters ((a) and {b), respectively). Resonances employed in the estimations
are annotated in the 400 MHz spectrum. The grayed-out region in both spectra corvesponds to the
residual HDO peak.

The sweetness/citric acid ratio of the samples determined at the two frequencies
considered had high correlation (R* > 0.9, Figure 2), showing the equivalence of both
systems and their fitness for the intended purpose of the method.

It is then possible to study the correlation between the acceptability of the mandarin
samples determined by consumers and the sweetening power/ citric acid ratio obtained
using the &0 and 400 MHz systems (Figure 3). Using this set of data, a linear regression
model with an R? of 0.94 and an RMSE of 0.35 was obtained using data recorded at 400 MHz.
The corresponding regression parameters of the linear model derived using sugar and citric
acid concentrations determined with the 60 MHz instrument were 0,96 and 0.29, indicating
that acceptability predichion models of similar guality were obtained regardless of the
instrument employed in their development.

In addition, the correlation between the predicted acceptability using both models
was very high (R? > 0.99), further proving the equivalence of the models derived from the
two instrumental systems (Figure 4},

It is worth pointing out that although models derived from data at 400 and 60 MHz
are of the same predictive quality, special attention is needed when identifying and inte-
grating data in the low-field instrument. As stated earlier and shown in Figure 1, there
is considerable signal overlap in the 3.00 to 4.30 ppm region and expertise is required to
assign peaks and process these spectra accurately.
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Figure 2. Correlation between the measurement of the sweetness /citric acid ratio of the samples

obtained at 400 and 60 MHz.
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Figure 3. Correlation between consumer acceplability and sweetening power/ citric acld determined
using 60 and 400 MIz data (blue triangles and orange circles, respectively).

Conversely, and due to the lower resolution of low-field instruments, the variations
in the chemical shifts of sugar signals with pH have less impact on spectra recorded at
60 MHz [30]. This makes spectral referencing and alignment simpler in these instruments.
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Figure 4. Correlation of the predicted acceptability using the models obtained with both instruments

4. Conclusions

As demonstrated above, low-field NMR systems can be employed in the develop-
ment of consumer acceptability prediction models that have identical guality to those
derived from high-field NMR data. The lower purchase and running costs of benchtop
spectrometers makes these chemometric-based tools more accessible for routine inclusion
in fruit breeding programs, such as the Uruguayan Programa Nacional de Investigacion en
Produccion Citricola. Furthermore, the continuing advances in benchtop NMR instruments,
which include the implementation pure shift pulse sequences, solvent suppression tech-
niques, and multidimensional and multinuclear methods, will facilitate their application to
other fields of food analysis and metabolomics,
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1. Introduction

In recent years, the consumption of healthy foods
by the world population has been increasing. The
knowledge on food composition seeking a healthier life
boosts consumer demand for foods with Jow amounts
of additives, fewer colorants, nontransgenic, with
beneficial health properties beyond their own
mtritional capacity (Fernindez, 2007).

Particudarly,  citrus  fruits  contain  nutritious
ingredients and their consumption is associated with a
reduction 0 the nsk of cardiovascular diseases,
diabetes and cancer, Imked to the presence of
flavonoids among other compounds with antioxidant
and anti-inflammatory activity (Khan er al. 2014: Xi et
al., 2014). Nevertheless, the presence and contribution
of amino acids to the healthy properties of citrus fruits
has not been acknowledged in recent reviews (Lado er
al.. 2018). It is reported that the amino acids present in
different foods are used as muttacewticals for the
reatment and prevention of diseases (Shanmn ef al,
2016). Tt 15 also known that amino acids are essential
nutrients in the diet and supplements containing them
can be beneficial in strict vegetarian people. Recent
studies snggest that a supplementation of tryptophan
could improve the therapentic treatment of patients
with anorexia nervosa (Haleem. 2017), Besides, the
supplements containing essential amino acids together
with keto acids is bepeficial to ensure an adequate
supply of essential amino acids i patients with clironic
kidney disease (Cupisti and Bolasco. 2017).

Partucularly, mandarins have eight of the nine
essential amino acids (histidine, isolencine, leucine,
lysine, methionine.  phenylalanine,  threonine,
wyptophan and wvaline). which makes their
consumption beneficial to huwman bhealth, bur the
content of free amino acids is different depending on
the vanety. The total content of amino acids in
Satsuma mandarin has been reported as 15 pmol g,
bemng the most abundant ones aspargine (3.5 pmol g7).
arginine {2.4 pmol g'). aspartic acid (2.0 pmol g).
proline (1.5 pmol g™) and glutamine (1.0 pmol g*).
Meanwhile, the remaining amino acids are in
concentrations lower than 1 pmol g Besides, in
mandarin juices the most abundant amino acids are
proline (1 mg mL™), arginine (0.85 mg mL™).
asparagine (0.18-0.86 mg mL™"), aspaitic acid (0.24-
0.50 mg mE"), glatamic acid (0.17-0.34 mg mL").
serine (0.12-0.26 mg mL "), alamne and phenylalanine
(0.60-0.15 mg mL™), The total content of free amino
acids changes dwring the matwity of the fruit, being
proline and arginine those that showed the most
substantial changes (Ladanyvia, 2008). In citrus fruits,
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free amino acids play an important 1ole as
osmoprotectants, but also their connection to disease
resistance had been highlighted (Killiny and Hijaz.
2016; Sadka er ol 2019). Although amino acids are
compounds which belong to the primary metabolism.
their conmibution to specific adaptive properties to
stress places them as contributors to the role of
secondary metabolism. Secondary metabolites are
normally at concentration levels of one or two orders
of magnitude lower than primary metabolites. Given
the reported amounts of amino acids in citrus frudts, it
could be of interest to study the changes they go
through between two different cropping vears, with
distinct water availability during frut development, To
study these changes, coupling analytical determinations
with statistical analyses is the most appropriate strategy
(Dewick. 2009). Within this frame. the study of
changes n the amino acids profile, using the concepts
of targeted metabolomics was faced using liquid
chromatography-tandemy mass spectrometry. Up to
date, there have not been studies using a fargeted
determination by ion exchange liquid chromatography-
mass spectrometry  (LC-(ESI)-MS/MS) of the
occurrence of amino acids 1n mandarnns produced in
the region. These data allow the regional and national
industries  to characterize and differentiate their
production from a nuiraceutical point of view. With
this idea mm mind, the imer-cultivar composition
variability of nine amino acids i cultivars Willowleaf.
Page and Ellendale, as well as the variations between
two consecutive harvests, is presented in this work.

2. Materials and methods
2.1 Samples

Mandann samples were bred at Instituto Nacional
de Investigacion Agropecuaria (INIA) — Salto Grande
(31716718 § 57°53'26” W) in two consecutive
harvesting seasons duwing 2015 and 2016, Fruits were
harvested at their optimal fruit ripening and stored at —
20 °C until processed.

A total of 59 samples of mandarins of three
different genetically stable cultivars: Willowleaf
(Citrus  reticulata). Page (Tangelo minnecla *
Clementing). Ellendale (Citrus sinensis = Citrus
reticulata) were selected for this study. In the sampling
process, 10 mandarins were taken from each tree
randomly. At the time of harvest, the quality
parameters of the fruit (titratable acidity. soluble solids,
texture, mfemal and extemal color) were evaluated to
ensure that the matunity between the varieties was the
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same, In the case of ‘Page’ (2015), the samplings were
carried out m May and July in order to evalate the
amino acids profile for the same varety at different
maturity stages.

2.2 Reagems and materials

High purity amino acid standards were provided by
Sigma-Aldrich. Individual standard solutions were
prepared at a concentration of 1000 mg L. using a
mixture of 50:50 CH:OH:H:O 0.1% fonmic acid
(HCOOH) as solvents, Subsequently, a mux of
10 mg L™ was prepared. contaming all the purchased
amino acids, making the comresponding dilutions from
the different standard solutions. Ultra-pure water was
used as solvent for the mobile phase and acidified
water with 1 mmol L™ citric acid (Analar-BDH
Chemical Ltd Poole England) and finally adjusted to
pH 11  with dimethylamine (DMA). Methanol
(PHARMCO-AAPER)  quality UV-HPLC and
chloroform (J.T. Baker) quality HPLC were used as
extraction solvents,

For the extraction procedure, S0 mL conical
polypropylene tubes, 5 mE syringes and 045 un
hydrophobic PTFE filters were used. Vials of 12 and
4mL to store the samples. and vials for automatic
sampling of 2 mL with screw cap and septum for
mjection 1 the chromatographic equipment were used,

2.3 Apparatus and experimental conditions

The LC-(ESI)-MS/MS analysis was performed with
an Agilent 1200 LC system (Agilent Technologies,
Palo alto, CA. USA) coupled to a 4000 QTRAP LC-
MSMS system from AB SCIEX™ (Framingham,
Massachusetts, USA) run in the Scheduled MS/MS-
mode. The LC-Separation was performed on a Dionex
ASTI (250 « 2 mm, 4 pm) 1on exchange column. The
column temperature was 40 °C and it was reconstituted
after de analysis with a solution of NaOH 30 munol L,
The operation of the LC gradient involved the elution
program described m Fig 1. A: water; B: water
1 mmol L citnc acid and adjusted to pH 11, It was
run at 300 yL min~. The injection volume was 5 puL
The MSMS detection was performed with a QqQ
apalyzer in the multiple reaction monitoring (MRM)
mode using an Electrospray Ionization (ESI) interface
in the negative ion mode (Bringans ¢ af.. 2011). The
ionization voltage was 5000 V. the nebulizer and the
curtain gases were nitrogen at 50 psi each. The solvent
evaporation in the source was assisted by a drying gas
(heated nitrogen at 500 °C per 50 psi). The optimal

igunesp.br/ecletica

MRM transitions, collision energies {(CE), cell exit
potential (CXP) and declustering potentials (DP) for
each mvestigated compound were determined infusing
with a syringe directly the amino acids individual
standard solutions to the instrument at a constant flow
of 10 uL min~'.

o
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-|-| o ——
g ——na
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W s » = =
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tamie jmin)
Figure 1. LC-MS/MS elution program.
2 4 Instrumental identification

The criteria used for idenufication of the targeted
analytes using MRM acquisition mode. based in mass
spectrometry pesticide residue analysis guidelines,
were retention time of the analyte comesponding to that
of the calibration standard (0.1 mun of tolerance) and
the precuwrsor ion that yields product ions of specific
m'z.. called transitions. Additional confirmation was
achieved evaluating the reference ion rato. The
reference ion ratio (m'z ratio) 15 the average obtaned in
solvent of standards measured n the same sequence
and under the same conditions as the samples
[Intensity(ny2 hmaune (intensIV(0VZ)pueeu)]. The MRM
transitions ratio from sample extracts should be within
+ 3P4 (relative) of average of calibraton standards
tolerance deviation (EURL, 2017).

2.5 Amino acids extraction

The amino acids were extracted from mandarins
pulp with a methodology adapted from Verpoorte of af
(2007). For the extraction of the amino acids. 2.0 =
0.1 g of frozen crushed pulp were placed in a 50 mL
polypropylene centrifige tbe together with 8§ mL of
CHCl: (LiChrosolv, Merck, Germany). 4 mL of MeOH
(LiChrosolv, Merck, Genmany), and 4 mL of ultrapure
water (Millipore Milli«Q Ulwapwre Water Solutions
Type 1). The resulting suspension was vortexed for
30 s and sonicated for 60 s. It was then centrifuged for
5 min at 1400 xg, the phases were separated, and 8 mL
of CHCl: were added to the aqueous phase. The whole
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process was repeated, and the organic phases were
combined and stored for future analysis, The aqueous
extract was filtered, distilled under reduced pressure to
remove MeOH, and then lyophilized to remove water
(Migues e al.. 2021). Finally. the freeze-dried extract
was dissolved in water and ciwic acid adjusted fo
pH 11 with DMA, filtered and placed m a 2 mL
mjection vial.

2.6 Study of linearity and limit of quantification

(LOQ)

The LOQ and linearity were determined from the
calibration curves performed in solvent for each
analyte. To establish the linear range. curves that have
a comelation coefficient greater than 0.99 and a good
visnal adjustment were considered acceptable, The
LOQ was determined by the lowest level of
concentration studied in which a signal-to-noise ratio
greater than 10 was obfained and an adequate peak
shape with correct superposition between transitions
was observed.

2.7 Sratistical analysis

For dara weatment, the XLSTAT version 2015
software was used. as well as the principal component
analysis (PCA) and Levene’s test for homogeneity of
varances,

A student’s t test was applied to the results obtained
for two samples, assuming equal variances with 95%
confidence. This test assumes nomal diswribution and
homogeneity of variances between the samples. For the
samples that did not present homogeneous variances, a
student’s test was performed for two samples with
unequal variances.

igunesp.br/ecletica

For the classification of mandarin vaneties, to
evaluate their diversity, and to identify outliers within
each class, PCA was employed. For the identification
of the most relevant amino acids between harvests, a
discriminant analysis of partial least squares (PLS-DA)
was performed using MetaboAnalyst sofiware (version
4.0) (Chong ¢f of., 2018; Chong and Xia, 2018), Pareto
scaling was applied to mimmize the weight of large
values while maintaining data structure partially intact
(van deén Berg ef ol 2006). The models derived from
PLS-DA were validated using permutation tests of 100
iterations where the classes were randomly reassigned,
two thirds of the data were nsed as taimng data to
build a classifier, and the remaimng third of the data
was used to test it. The VIP scores study based on
loadings from the PLS analysis show the amino acid
that contribute to the separation and differentiation of
the two harvests.

3. Results and discussion

The production of mandarins in Uruguay has a
broad harvest calendar that covers from the end of
Febmary (mid-swmmner) to the end of October (mid-
spring) according to the different vaneties that are
cultivated. These numerons varieties have been
originated by spontaneous mutations of mandarins or
by crossing with other citrus fruits, such as orange or
grapefruit (Otero er af,, 2020), Differences in their
amino acids profiles are expected due to their wide
genenc vaniety and harvesting tmes dwing the year
(Kefford and Chandler, 1970; Underwood and
Rockland, 1953). The amino acids selected for the
study, listed in Tab, 1, represent a combination of
essential amino acids and those with relevant
OsImoprotective properties,

Table 1. Mass of the ions generated operating in ESI negative mode. Amino acid, precursor ion and product (m Z7),
fragmentation potential (DP), collision energy (CE), mput potential (EP), cell output potential (CXP) is from the
mass analyzer operating in ESI mode negative.

1320 880 -10 ~10 ~16 —$
Asparagine 1320 1150 -10 ~10 -16 -10
132.0 71.0 -10 -10 18 -6
Glutamine 1450 1280 -10 -10 ~12 -6
Methionine 148.0 47.0 -10 10 -2 -6
164.0 147.0 -70 -10 -18 -35
Phenylalanine 164.0 103.0 =70 ~10 -24 -15
164.0 72.0 -70 -10 -20 -11

Coniinue...
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180.0 163.0

Ly 180.0 119.0

118.0 74.0

Thrgouise 118.0 2.0

114.0 68.0

Frofime 114.0 66.0

1540 109.0

Histidine 154.0 93.0

154.0 137.0

: 146.0 102.9

Gintamie ackl 146.0 1280
3.1 Targeted analysis

Taking into account that the level of the
concentrations of free amino acids reported m
mandarins are in the order of pg/kg. as well as the
polarity of the moieties, the most sunitable amalytical
approach for their analysis is liquid clwotnarography
coupled to mass spectrometry. Due 1o the ionic
behavior of these compounds, the use of the reverse
phase i liquid chromatography (LC) is not the best
selection for the analysis. The reported methods show
that it is possible 1o analyze them directly, using an ion

igunesp.br/ecletica
-80 -10 =20 ~27
-80 -10 -26 -19
-55 -10 ~16 -11
55 -10 —14 -11
=75 -10 -18 -9
-73 -10 -20 -11
-40 -10 —~12 -17
—40 10 26 -13
-0 -10 =20 =21
—50 10 -18 -15
-50 —10 ~18 -9

exchange column (Pirand o/ 4/, 2003), polar colwmnns
(Yao et al., 2013), or indirectly. using derivatization
(Alterman and Hunziker, 2012). Particularly. in this
work the analysis was perfonned using an ion
exchange column, as it 15 described in section 23, to
avoid the standardization of the denvative reaction and
make the analysis simpler.

For the analysis it was necessary to optimize the
chromatographic separation with an ion exchange
column (Fig, 2). as well as the tandem mass detector
conditions described above (Tab, 1)
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Figure 2. Mult reaction monitoring (MRM) chromatogram of the nine studied amino acids ata 1 mg L' level,

The final instrumental method was based on the
MRM operation mode, which is a highly specific and

sensitive mass spectrometry operation mode that can
selectively quantify compounds in a complex matrix

51 Eciitica Quimica Journal, vol. 46, n, 4, 2021, 47-59

ISSN: 1678-4618
DOL 10.26850, 1678.461804.v16.4.2021,p47.59



Original article

(Bringans er o/, 2011; Wnght ¢ af,, 2015). Multiple
reaction monitoring provides high selectivity to the
determination, enhancing the signal to noise (S/N) ratio
of the peaks, improving the overall sensitivity.

In summary, the wiple quadmpole configuration
allows to work in tfandem 1nass spectrometry
configuration. The first quadmpole acts as a filter for
the [M-H| ions generated in the ESI sowrce, they are
then guided to a second quadrupole which is a collision
chamber. The [M-H] ions (precursor ion) degrade to
fragmented ions (product ions). The third quadrupole
filters the product ions, eliminating the back noise that
spoils the SN relationship. The transinons from the
precursor ion to the product 10n are highly specific and
are the basis for the high selectivity and sensibility of
the MRM acquisition mode, In this woik, precusor
ions. declustering potential, product ions, cell exit
potential and collision energies were determined by
direct infusion of each analyte. It is important to notice
that, for each precursor on, different collision energies
and cell exir potential are settled m order to enhance
the production of each product ion and. as a
consequence, a better S/N ratio will be obtamned,

For MRM compounds optimization and MRM
quantitative analysis, amino acids standards are
necessary. Focused on the instrumental confirmation of
the analytes, two transitions were monitored. and a
time-scheduled acquisition method was developed.
However, this ¢riterion has not been accomplished for
glutamine amd methionine, 1t was only possible to
optimize just one wansition for each of these
compaotids.

3.2 Linearity and LOQ

The linearity was evaluated with calibration curves
in solvent in a range between S-1000 pg L. For all

igunesp.br/ecletica

the amino acids in study a linear adjustment was
obtained with a correlation coefficient higher than 0,99
in a range that varies with the analyzed compound The
linear ranges for each compound were set from the
LOQ value to 1000 pg L.

The LOQs obtained were 10 ug L-* for asparagine,
methionine and threonine, 20 pg L™ for phenylalanine
and glutamic acid, 50 pg L' for histidine, 100 pg L™
for glutamine, 250 ug L™ for tyrosine and 500 pug L™
for proline. respectively.

3.3 Sample analysis

A total of 59 mandarin samples were analyzed (33
belonging 1o the 2015 harvest and 26 to the 2016
harvest). The samples from 2015 were: 10 cultivar
Ellendale, 13 cultivar Page and 10 cultivar Willowleaf.
While the ones from 2016 were: 10 cultivar Ellendale,
9 cultivar Page and 7 cultivar Willowleaf.

To study the variability of the amino acids content
dwing maturation of cultivar Page, a total of 23
samples collected 1n May and July of 2015 were tested,

The content of each amino acid (expressed as pg g
of diied exwacr) present in the different varieties in two
vears of production are presented in Tabs. 2 and 3. The
amino acids. were distributed i a wide range of
concentration as it was reported by Ladanyia (2008).
The amino acid with higher concentration was a
different one in the three smdied vaneties. Ellendale
presented proline, as the amino acid with higher
concentration in both years of production studied.
while ‘Willowleaf'" was characterized by the presence
of asparagine and for cultivar Page the prevalent ones
were proline and asparagine in both harvests, being the
concentration level of glutamic acid remarkably close
to the levels of the other two.

Table 2, Average, maximmm and minimwn concentrations of the nine amino acids for the three vaneties year 2015,

;r;_c;u'aﬂm Average  Mmimum  Maximum Avernge Minimum  Maximum Average Minimmn  Maximmm
Glatamic ackl 766.0 240.0 500.0 163.0 590 3050 77.1 358.9 1360.6
Asparagine 12157 20,0 4560.0 20214 811.0 3556.0 506.4 66.0 1369.0
Phenylalanine 262 16.0 350 196.1 §9.0 2340 6.0 120 92.0
Glutamine 6658 180 25030 2006 101.0 3620 559 100 86.0
Histidine <LOQ  <LOQ <LOQ 338 260 61.0 <LOQ <LOQ <LOQ
Methiontne <LO0Q  <LOQ <LOQ <LOQ < LOQ <LOQ <LOQ <L0Q <L0Q
Proline 67 10 1.0 74310 3306 11615.% 996.9 641.2 14402
Tyrosine “LOQ  <LOQ <LOQ e 310 110 11.3 60 20.0
Threonine 148 0 350 848 450 114.0 162 90 38.0
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Table 3. Average, maxinmm and minmuin concentrations of the nine amino acids for the three vaneties year 2016,

f;;n;_e;mﬁm Average  Minimum  Maximum Avemge
Glutamic ackd 3481 510 963.0 280.0
Asparagine 56292 31480 8044.0 13771
Phenylalanine  60. 39.0 76.0 130.0
Glutamine 340.9 1140 5700 2317

Histidine <LOQ  <LOQ =LOQ 682

Methionine 20 1.0 30 <LOQ
Proline 156 13.0 240 4203 6
Tyrosine <LOQ  <LOQ <LOQ <LOQ
Threonine 3.1 2.0 50 97.4

In general. asparagine showed a wide range of
concentrations among all the varieties. Low
concentration levels of threonine, methionine and
tyrosme were observed in the three varieties,
Moreover, low concentrations ranges were observed
for these amino acids in both evalnated years.

For *Willowleaf" it was only possible to identify but
not to quantify histidine and tyrosine because they
concentration levels were below the LOQs, Same
scenario was seen for asparagine, glutamine, threonine
and methionine in “Ellendale’: and for ‘Page’,
methionine was not detected in neither of the studied
years of production.

These results are in hne with previous literature
reports which assigned the variability in the mandarnns
amino acids composition 1o their wide genetic variety
and their harvest time during the year (Otero ef al.
2020; Underwood and Rocklamd, 1953).

3.4 Statistical analysis

A student’s t-test was carried out to study if the
amino acid profiles were the same in each varety in
the harvest of 2015 and 2016, The results for
‘Willowleaf” variety showed that the concentrations of
the amino acids asparagine. phenylalanine and proline
have significant differences, while glutamine.
methionine and glutamic acid have o significant
differences,

Cultivar Ellendlale showed that glutamic acd,
phenylalanine, histidine, tyrosine and proline presented
significant differences between their concentrations,

For cultivar Page. it was observed that glutamic
acid, asparagine, phenylalanine, glutamine, proline,
tyrosine and threonine present significant differences,
while histidine did not present significant differences.

Minimmm  Maximm  Averags Mimimuwm  Maximum

1950 346.0 14574 8650 19603
5170 2769.0 22534 11283 20852
$1,0 264.0 $3.6 6.4 99.4
66,0 680.0 1484 103.0 140
400 127.0 19.8 100 330

<LOQ <LOQ <LOQ <L0Q <LOQ

0550 3627.0 16011 634.0 34200

<LOQ < LOQ 430 240 6.0
67.0 146.0 26.3 19.0 45.0

The student’s t-test was also carried out for "Page’
harvested in May and July 2015 to swmdy the
differences in the amino acid profiles due to ripening.
The resnlts show that there are no significant
differences between the concentration levels of the
amino acids: glutamic acid, asparagine. phenylalanine,
tyrosine  and  threonine.  However,  significant
differences were observed for ghitamine, histidine and
proline, The difference between the amino acids®
profiles can be explamed by the influence of several
factors, such as genetic, mamurity. the position of the
fruit in the tee, management of the plant, climatic
conditions and field factors (Otero er o, 2020;
Underwood and Rocklaud, 1953). The differences in
appearance anx taste that distinguish the different types
and varieties of citius are fundamentally differences in
chemical composition because of genetic factors
(Underwood and Rockland; 1953).

After the evaluation of the amino acid profiles
each mandarm variety, a PCA was carnied out to study
the differentiation of these varieties due to their amino
acids composition. The PCA was implemented
separately for the 2015 and 2016 samples.

3.4.1 Principal component analysis (PCA) of 2013
samples

In the PCA camried out for the varieties harvested in
2015, a shight separation between samples was
achieved. According to the concenfration levels,
cultivar Ellendale is characterized by the presence of

threonine, histidine, proline, phenylalanine and
twrosine; the cultivar Page 15 distingnished by

containing a high concentration of glutamic acid; while
‘Willowleaf® mandarin is differentiated by its content
of methionine and glutamine (Fig. 3).
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Figure 3. Principal component analysis of the three varieties of mandarin harvested in 2015 (1: ‘Willowleaf': 2:

‘Ellendale’; 3: ‘Page’).

3.4.2 Principal component analysis of ‘Page’
Mav-July 2015 samples

Page variety harvests were camied out in two
periods of the same year, in May and July 2015, being
able m this way to compare the amino acid profiles of
the fruit depending on the ripening grade (Tab. 4). Lin
et al., (2015) reported that the concentration of free
amino acids may increase or decrease depending on the
matrty of the fruit. In this study, it was observed that
some amino acids content increased (ghitamic acid,
asparagime and phenvlalanine) upon maturity. The

Jevel of proline slightly decreased and a possible
explanation for this result is the well-known increment
in sugars concentration upon maturation, which will
also mcrease the osmotic pressure within the juice sacs
and, therefore, the contribution of proline as
osmoprotectant is no longer needed (Tomes ef al.
2007). The results of the PCA (Fig 4) showed a
differentianion between mandarins at different harvest
times, being those of July better represented by the
amino acids histidine, asparagine, glutamine and
glutamic acid.

Table 4. Average, maximum and minimum concentrations of the nine amino acids for the variety ‘Page’ May-July

2015,

Concentration (ug g) Average Minmun
Glutamic acid ' 589.7 178.0
Asparagine 23788 437
Phenylalanine 458 30.6
Glutamine 3452 248
Histidine 126.6 58
Methionine <10Q <10Q
Proline 1803.6 9478
Tyrosine 14.7 37
Threonine 19.5 1.7

Maximum Average Minmum Maximmm

976.5 14574 865.0 1969.3

8378.3 22555 11283 2985.2
74.0 83.6 694 99.4
943.2 1488 103.0 231.0
260.4 19.8 10.0 33.0

< 10Q <LOQ <1LOQ <10Q

29479 1601.1 634.0 3429.0
20.3 430 240 96,0
246 26.3 19.0 450
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Figure 4. Principal component analysis of ‘Page’ vanety with different degree of maturity (3a: May harvest; 3b:
July harvest).

343 Principal component analvsis of 2016  was characterized for its high concentration levels of

samples glutamine, phenylalanine, histidine and threonine;

whereas cultivar Page is represented by its high content

For the vaneties harvested in 2016, there is a clear ~ of glutamic acid and ryrosine. and asparagine and

differentiation between the samples of the three  methionine were the major amino acids for cultivar
cultivars Ellendale, Page and Willowleaf, ‘Ellendale”  Willowleaf samples (Fig. 5).
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Figure 5. Principal component analysis of the three varieties of mandarin harvested in 2016 (1: *Willowleaf™: 2:
‘Ellendale’; 3; “Page’).
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3. 44 Discriminant analysis of partial least
squares of the varieties harvested in 2015 and
2016

The comparison between Ellendale wvarety
harvested in 2015 and 2016 indicate that the amino
acid that weighted the most in the differentiation
berween both years is proline followed by asparagine
(Fig 6a), In Page varety, the most important amino
acid for this classification was asparagine foliowed by
glutamic acid and proline (Fig. 6D).

Ellendale

igunesp.br/ecletica

In the case of ‘Willowleaf” (Fig 7a), asparagine
was the amino acid that showed greater changes
between harvests followed by glutamic acid and
proline, the same was as in cultivar Page. When this
apalysis was performed with all the three samples
together (Fiz. 7b), the results also indicate asparagine.
glutamic acid and proline as the amino acids that
suffered the most drastic change between one harvest
and the other.

Willowleaf

) %
Proien o BB
Aspragee ° WEE
Clgamic Aca ° EBEO 1
Iyteee ° [ 1] '
erradanen . BE
Hetdee wm l
Low
Guares |0 | |}
Theores | @ iom
1] ] 1 ] T
e5 10 15 20 25
VIP scores
b) Page 5
Aspaiagee o BN
Ghatamic Aci) =8
Prodee e 151+ 4
Chnerern [=14) '
rerrdanes ° s
Tyrosne ° an |
Lowm
Metdre | © aa
Thvewriee | @ =1+
T | T 1
05 19 L5 20
VIP scores

Figure 6. The VIP score plots of the PLS analysis
performed on ‘Ellendale’ (a) and ‘Page’ (b) cultivated

in 2015 and 2016,
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Figure 7. The VIP score plots of the PLS analysis
performed on “Willowleaf” (a) and the three varieties
together (b) cultivated in 2015 and 2016.
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Even though the most abundant amino acid for each
variety was the same between harvests (see section
3.2), this type of analysis allows to identfy the most
important concentration changes benween one harvest
and the other. These changes could also be attributed to
environmental conditions during maturation process as
2016 was characterized by a larger precipitation range
than 2015 specially during the first months of each
year (INIA, 2017).

4. Conclusions

A sensitive methodology for the undenvanzed
analysis of amino acids in mandaring was developed
and applied to the extraction and determination of nine
amino acids: asparagine, ghutamic acid, glutamine,
histidine, methiomne, phenylalanine, proline, threonine
and fyrosine,

Fifty-nine mandarin samples were analyzed. and the
results showed the differences berween the amino acid
profiles which allow to differentiate the varieties. The
most abundant amino acid of each varety was the
same in both barvests, however, it was observed that
there were significant differences in the concentrations
of amino acids between the two years. These
differences were also observed when comparing the
evolution of the amino acid profiles of cultivar Page
upon maturation, The increase in sugar concentration
dropped down the proline levels. The results could be
explained by the genetic differences between the
varieties, as well as due to the environmental
conditions. Osmoprotectants as proline showed lower
levels in the rainy year 2016 (Zulfigar ef o/, 2020),

The analysis of the mamn amino acids profile in
different mandarin varieties using targeted MRM
determination by LC-MS/MS proved to be a
straightforward methodology to broaden marketing
opportunities for the citrus industry, giving emphasis to
the health-promoting effects of mandanns consumption
due to their amino acids composition.
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Abstract: Alternate bearing in citrus trees has been extensively studied as a key feature for citrus
growers. Although the genetic and the biochemical process occurring during alternate bearing
has been studied extensively, there is a lack of information identifying the presence of metabolic
indicators during “on™ and “off” years. In citrus plants, leaves play a central role in the metabalic
pathway triggering the flowering induction process, To investigate the changes during this transition,
a liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry {LC-MS/MS) analysis of the leaf
profiles of 20 compounds {17 polyphenols, two limonoids, and one furanocoumarin), in bearing
and non-bearing branches ansing from four different mandarin genotypes, was performed, The
same metabolites were found in all the genotypes at both stages: both limonoids and 11 polyphenols,
Using these compounds, the chemotaxonomic differentiation between cultivars was assessed. The
levels of flavanones and limonoids showed differences in both bearing stages and the transition from
vegelative to flowering could be shown by the activation of the polyphenol bicsynthetic pathway,
from precursors like naringenin to metabolic end-points such as narirutin and polymethoxyflavones.
Narirutin levels showed significant differences between both stages, suggesting it as a possibie
marker of the physiological status of the branch.

Keywords: polypherols; limonoids; secondary metabolism; bearing branches; non-bearing branches

1. Introduction

Citrus is one of the main fruit crops worldwide with more than 143 million tons
produced in 2019 [1]. Alternate bearing in Citrus is one of the major imiting factors
affecting production profits and, thus, tackling the maximal potential benefits for the
global citrus industry is essential. Therefore, the genetic, biochemical, and metabolic
determinations of alternate bearing have been widely studied, aiming to gain knowledge
about the regulatory process in the transition from bearing to non-bearing trees. However,
the mechanism by which the developing crop influences blooming and fruit yield the
forthcoming vear has not been fully understood yet, One hypothesis holds that return
bloom and yield are related to tree carbohydrate status and, thus, lack of carbohydrate
in the “on” year directly or indirectly reduces flowering the following year [2]. Other
authors claim that developing fruit produces an inhibitor that directly or indirectly reduces
flowenng in the spring following the “on” crop [2,3]. Although extensive research has
been conducted 0 unravel the hormonal and genetic regulation of flowering induction in
Citrus [4,5], there is still a lack of information describing metabolites’ changes (in terms of
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quality and quantity) occurring during “on” and “off” years as putative markers depicting
this transition.

Flowering represents a transition phase from vegetative to reproductive growth and,
thus, it is one of the most important events in the plant life cycle. During vegetative to
reproductive transition, citrus undergoes metabolic regulations that have been extensively
reported [6].

Flowering is regulated by endogenous and exogenous factors, The first one has been
mainly attributed to the genetic and hormonal modulation of the LFY genand Gibberelling
metabolic pathway [7-9], identifying the fruit-mediated inhibition of flowering as the main
cause of alternate bearing in citrus [10]. Similarly, carbon metabolism has also been reported
to be involved in flower induction mediated by fruit presence in citrus [2]. Exogenous
regulation of flowering has been mainly attributed to environmental stress factors including
light intensity and wavelength, temperature, mineral and carbon nutrition, drought, low
oxygen, crowding, root removal, and mechanical simulation, as well as biotic stress factors
such as infection by pests and pathogens [11-13].

A possible approach to find the metabolic changes mvolived in the process of alternate
bearing is the study of the metabolome of the leaves in both stages. In this way, polyphenals
and himonoids fulfill definite biological and ecological properties in plants [14], As an
example, when the carbon/nutrient ratio is high, photesynthesis is primarily diverted to
the production of carbon-based metabolites such as phenolics [15,10] and, thus, high levels
of phenolics are associated with in-excess accumulation of leaf carbohydrates, In this way,
phenyl-propanoid biosynthesis serves as an ‘energy overflow’ mechanism by diverting
photosynthate and cellular reducing power into stable product pools [17], preventing fur-
ther oxidative damage during photoinhibition caused by high carbohydrates accumulation
in leaves [18].

Polyphenols are a remarkably diverse group of secondary products with a vast arrav
of biological functions. They protect plants from different biotic and abiotic stress and act
as unique UV filters, signal molecules, allopathic compounds, phytoalexins, detoxifying
agents and antimicrobial defensive molecules [19]. They are classified in to two major
classes: flavonoids and nonflavonoids. The latter include structurally simple molecules
such as phenolic acids (hydroxybenzoic acids and hydroxycinnamic acids) and stilbenes,
along with highly complex molecules such as stilbene oligomers, tannins, and lignans [20].
The former is the most studied class of polyphenols, sharing the same general C6-C3-Cé
structure, The most abundant have a flavan nucleus, consisting of two aromatic nngs (A
and B} linked by a pyran ring (C). Differences in the location of the B-ring to C-ring linkage
make it possible to distinguish between flavonoids (2-phenylbenzopyrans), isoflayonoids
(3-phenylbenzopyrans), and neoflavonoids (4-phenylbenzopyrans). The first one is by far
the most abundant group and may be further divided into 3-hvdroxyflavonoids (flavonols,
flavanols, anthocyanidins, and dihydroflavonols}, and flavonoids without substituent at
C3 (flavanones and flavones). The flavonoids may be among the most important aromatic
compounds. In this regard, they are the most ancient and widespread of the polyphenols,
synthesized even in mosses and ferns, and have a wide range of potent physiological
activities [21].

Citrus limonoids (CLs) are a crowded family of polycyclic secondary metabolites
found mostly in seeds, fruits, and peel tissues of citrus fruits, including lemons, limes,
oranges (both sour and sweet}), pummels, grapefruats, bergamots, and mandanns [22].
CLs are highly oxygenated and modified triterpenes classified as tetranotriterpenoids,
found as both free aglyveones and their corresponding §-D-glycosides, Up to date, about
55 limonoid aglycones and 18 limonoid glycosides were klentified in Citrus, Limonin is the
most abundant aglycone in most citrus species followed by Nomilin, and limonin glycoside
is the most representative limonoid glycoside [2%]. CLs possess a wide array of biological
activities [23], and have been acknowledged as high anti-insect activity compounds, both
by their toxicity and antifeedant properties [22,24-25]. They probably protect leaflets
from insects during bud development, justifying their abundancy in young leaves and
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fruit [29]. The first studies of CLs originate on the attempt to find bitter compounds in
citrus fruit [3(-32], but few reports on the occurrence of CLs in citrus tree leaves are found.

Metabolomic research strategies can be faced by two distinct approaches, untargeted
and targeted, each with their own inherent advantages and disadvantages. Untargeted
metabolomics is the comprehensive analysis of all measurable analytes in a sample. Al-
though it offers the opportunity for novel target compounds discovery, the importance of
rare molecules can be underestimated [23]. In contrast, the targeted approach is the precise
and quantitative measurement of the concentrations of a defined group of chemicaily
characterized metabolites. Hypothesis-driven targeted experiments can go together with
the risk of losing the real natural products that are vesponsible for an observed biological
property. For targeted analysis, sample preparation is optimized for obtaining a defined
group of natural products,

Seeking the identification of possible representative phytomarkers of the transition
from “on” to “off” bearing, the profiling of polyphenols and limonoids in leaves from
bearing and non-bearing branches was studied using a targeted metabolomic-approach.

2. Materials and Methods
2.1, Plant Material

The study was carmied out at the National Agncultural Research Institute (INIA) of
Uruguay, in Salto Province (31°16° §; 57°53' W, altitude: 47 m), on adult trees from cv.
‘Ellendale’ (Citrus reticulota Blanco), cv, ‘Satsuma’ (Cifrus wnshin Marc. ), cv. ‘Willowleaf”
(Citrus deticiosn Ten.), and v, ‘Page’ (Cifrus eeticulata Blanco x Citrus paradisi Macf.) grafted
onto Pancirus trifoliata (L.) Rat. rootstock, under accurate horticulture cares (irrigation and
pest management). From each variety, five bearing and five non-bearing trees were sampled.
Adult leaves between 6 and 12 months old (5 leaves /branch; 10 branches sampled) were
collected from bearing (B) and non-bearing (NB} branches. In bearing branches, leaves
were collected immediately below the fruits {5-20 cm from the peduncle} during full
fruit color stage, whereas in non-bearing branches, leaves were selected to have the same
characteristics and position as in bearing branches. All trees were located in the same
orchand and growing conditions. Therefore, the differences in the composition between the
varieties could not be ascribed to changes in the tree environment, but due to the genetic
background and physiological state of each tree, In all the branches for sampling, leaves
were taken randomly all around the outer part of the tree canopy, exposed o full sunlight,
and immediately stored at —20 °C until extraction,

2.1.1. Reagents and Equipment

All mobile phases were prepared using High Performance Liquid Chromatography-
grade solvents, supplied by Merck KGaA (Darmstadt, Germany), as well as analytical
grade solvents used for extraction. Ultrapure water (Millipore Milli-Q" Ultrapure Water So-
lutiors Type 1 by Merckmillipore, Molsheim, France} was used for the extraction and HPLC
analysis. All standards were selected based on previous studies of flavonoid content in man-
darins [3] and purchased from PhytoLab GmbH & Co KG (Vestenbergsgreuth, Germany),

Polyphenols and limoneids were analvzed in an Agilent 1200 LC systern (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) coupled to a 4000 QTRAPY LC-MS/MS System from AB
SCIEX™ (Framingham, MA, USA). LC-Separation was performed on a Gold Ag-Hypersil
{5 um 150 x 4.6 mm) column from Thermo Scientific™ (USA). The injection volume was
5 ul. M5/MS detection was performed in the multiple reaction monitoring (MRM) mode
using an electrospray ionization (ESI) interface in both positive and negative ion mode.

2.1.2, Standard Solutions Preparation

Individual standard solutions of the target compounds were prepared and stored at
~20 “C, Each standard was weighed to approximately 20 mg and dissolved in 10.00 mL of
HPLC-grade methanol, to obtaina 2000 mg /L stock solution. A working solution mix of all
tangeted compounds (20 mg/L.) was prepared by appropriate dilution of the stock solutions
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in acetonitrile and used for the calibration curve construction. The selected concentrations
for the curve were 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, and 1500 pg /L.

2.1.3. Sample Preparation

The extraction procedure for mandarin leaves was performed using an Ultrasound-
assisted extraction (UAE) adapted from Safdar MIN. et al. [25]. Atotal of 50 g of freeze-dried
leaves was pool together and ground using a cut mill for each vanety. Then, 1 g of the
powdered leaf samples was extracted with methanol 80% in a sample/solvent ratio 1:10
for 15 min in an Ultrasound bath (Transsonic 460; Eima, Wetzikon, Switzerland) at 35 kHz
frequency. This procedure was repeated twice using fresh solvent. The extracts were
combined and subjected to bulk filtration, solvent vacuum evaporation, and lyophilization,
followed by redissolution in 805 methanol HPLC grade and filtration through 0.22 pm
Polyvinylidene flucride (PVDF) filters.

2.1.4. Chromatographic and MS/MS Conditions

The mobile phase was ultrapure water with (11% formic acid (A} and acetonitrile (B),
with the subsequent gradient: 0-23 min 3% to 50 B, 23-26 min 50% to 100% B, 26~31 100%
B, 31-33 min 100% to 5% B, 33-38 5% B, at 600 uL/min. The ionization voltage was 5000 V,
the nebulizer and the curtain gases were nitrogen at 50 psi each. The soivent evaporation
in the source was assisted by a drying gas (heated nitrogen at 500 °C per 50 psi).

A multiple reaction monitoring (MRM) mode method was used for quantification.
The optimal MRM transitions, collision energies (CE), and declustering potentials (DP) for
each mvestigated compound were determined infusing the standard solutions directly into
the instrument at a constant flow, using a syringe.

2.1.5. Data Treatment

The statistical treatment was performed using Metaboanalyst 5.0 [36] and R-Studio
software package (version 1.1.463). Each of the studied compounds were considered as
a single variable and were included in all the treatments. Data were normalized using
pareto scaling. ANOVA, Wilcoxon/Mann-Whitney, and multiple comparisons test using
a Bonferroni correction were performed. Principal component analysis (PCA) and the
supervised test partial least squares discriminant analysis (PLS-DA} were used for the
classification of the varieties. The latter was validated to avoid overfitting using cross-
validation and permutation test. Heatmap based on Student’s t-test was also performed.

3. Results and Discussion
3,1, Optimization of MS/MS Parameters of the Targer Conprourids

The acquisition methad was ESI positive for limonoids and polymethoxyflavones,
and negative for flavanones, flavone, and flavonols {Table 1). The chromatogram of the
optimized compounds is shown in Supplementary Materials.

3.2, Wentificntion and Quantification of Phytochemionls in Leawes

A total of 11 polyphenols were identified and quantified among the four genotypes,
together with two limonoids. The identified phytochemicals were the flavanones didymin,
eriocitrin, naringenin, hesperidin, and narirutin; two polimethoxyflavones, tangeretin and
nobiletin; a flavonol, quercitrin, and the flavone luteolin, as well as the hydroxycinnamic
acids chlorogenic and cafteic acid and the limonoids limonin and nomilin (Figure 1). The
chromatogram of the identified compounds is shown in Supplementary Materials.
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Table 1. Resulls of optimization parameters for each evaluated compound.
Analyte IM-H]~ [M-H]" -+ m/z  DW pp EP CE CXP Rt (min)
Protocatechuic acid 153 1088 130 —40 —-10 -2 —-15 9.4
K07 150 —40 —10 -42 -1
Chlorogenic actd 353.7 190.8 150 ~50 —-10 -4 ~-31 1.1
547 150 -50 -1 —68 -9
Caffete acid 179 1333 150 ~45 -10 ~40.7 -21.1 127
887 150 —45 -10 —48 ~141
Eriocitrin 5952 286.6 150 —80 -10 -3 -9 145
1346 150 ~80 -10 - -19
Narinatin 579.2 150.5 150 95 -10 73 -203 159
270.8 150 ~95 —-10 -399 -84
Naringin 5792 270.8 150 -105 —10 -54 -7 163
1507 150 -1203 -10 -750 -21
Quercitrin 71 300.5 150 -90 —-10 -36 -11 163
2708 150 -9 -10 — b6 —41
Hesperidin 600.2 300.8 150 -85 -10 —46 —49 165
2858 150 -85 —10 -7 ~41
163.5 150 -85 —-10 88 =5
Nechesperidin 6092 3Nz 150 -115 -1 56 -932 164
285.7 150 -115 -10 ~7284 -423
1505 150 -115 —-10 - 100 -21
Didymin 593.2 2848 150 100 -10 —48 —45 198
164 150 -1 -10 -9 =27
Poncirin 5933 2848 150 -120 -10 -54 -9 200
1634 150 -120 —-10 -9 -2
Luteolin 285 1506 150 —85 -10 ~416 -209 205
1329 150 ~85 -10 54 -17
Quercetin am 150.8 150 -75 —-10 36 -21 X7
178.7 150 =75 -10 -2 —27
120.8 150 ~75 -10 4 —~16.3
Kaempferol 2849 04 150 -80 —10 -514 141 231
11638 150 ~80 -10 —67 —~188
Naringenin m 150.7 150 —60 -10 —28.87 -3.14 232
1187 150 ~6l) -10 ~408 -167
106.6 150 -60 —-10 ~37.8 - 169
Analyte IM-H}* IM-H]* - m/z DW DrP EP CE CXr Rt (min)
Bergapten Q72 202 150 641 10 309 109 58
174.3 150 641 10 414 6.1
0.1 150 641 10 579 31
Limonin 4712 4253 150 71 10 286 2 267
1611 150 71 10 377 127
Nobiletin 4031 3731 150 61 i0 41 14 267
3881 150 61 10 31 16
Nomilin 5152 469.3 150 My 10 2018 114 9
1611 150 449 10 35.1 1.2
Tangeretin 37297 33 150 71 10 34 26 A
207.1 150 71 10 47 10
2111 150 71 10 6087 73

M, molecular weight. m/z, selected ions monttored; DW, dwell time in meec; DE, declustering potential; EP.

entrance potendlal: CE, collision energy; CXP, collision cell exit potential; and Rt, retention time,
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Figure 1. Structure and classification of polyphenols quantified in commercial varieties of mandarin
leaves. Polymethoxyflavones, tangeretin (a) and nobiletin (b); hydroxycinnamic acids, caffeic acid
(¢} and chlorogenic acid (d); lavanones, naringenin {¢), didymin (f), narirutin (g), eriocitrin (1), and
hesperidin (k); flavone, luteolin {h); flavorol, quercitrin (j and limoneids, limonin (m) and romilin (n).

3.3. Chemotaxonomic Characterization of Bearing Branches

Leaves from bearing branches of the four studied genotypes contained high concen-
trations of hesperidin (2824.43 ug /g *), followed by nobiletin (383.71 ug/g *), tangeretin
(32660 pg/g "), narirutin (63.22 pg/ g *), and eriocitrin {37.23 pg /g *). Meanwhile, the most
abundant limonoid was limonin {0.69 ug/g *). The phytochemical concentration of each
variety is displayed in Table 2. * Average of the four genotypes.

Table 2. Identified phytochemicals in bearing eaf of *Ellendale’ (B-END), ‘Willowleaf” (B-WL), "Page’
(B-PG), and *Satsuma’ (B-SAT) and their concentration expressed in pg/ g of dried leat

o s B-SAT B-END B-WL B-PG
(ng/g)*
Chlorogenic Acid 388 +040 3530 4037 670" 4 0.78 5040 + 139
Caffeic Acid 3870 4021 43490 4 023 5387 + 105 5187 £ 0.51
Didymin 10577 £ 111 20,197 +327 3304043 21177 4-3.76
Hesperidin 8580 + 15189 2512390 4 18261 2624310 4 11409 3152437 £ 298,13
Eriocitrin 47937 + 642 1390° 4+ 1.19 20850 4+ 244 57247 + 8.2
Luteolin 1459 4 005 1.21% 4 008 1817 + 028 2317 +£126
Naringenin 038" + 002 0,574 + .01 0,345 4001 0.63% £ 015
Narirutin 87087 + 1268 S0P + 758 1758 € + 7.58 98207 4 1435
Quercitrin 2290 4 007 2437 4013 29890 + 055 3.69% + 061
Nobiletin 25817 ¢ £ 16,48 1121367 + 3494 747.15" + 55.16 8175+ 13.63
Tangeretin 6496 46,15 731.284 + 30,15 475840 & 5624 3434¢4-50
Limonin 045° 4+ 004 OR8* + 008 0728 £0.12 0.76™ + (.08
Nomilin 0425 £ 003 0627 4+ D08 057" + 013 0.52% 4+ 0.04

* In each row, mears {5 rephcates) + SD followed by the same letter do not differ significantly using significance
t-test with Bonferromi correction, p < 005,
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A PCA was performed to check the grouping of the samples and detect similarities
and differences between the four varieties. Figure 2a shows the 2D plot of the PCA, where
PC1 and PC2 explain 97.7% of the total data variance. It shows a good classification of
all genotypes, with ‘Page’ and 'Satsuma’ being the ones that have the most similarities
between each other.
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Figure 2. {a) PCA plot of the four varieties of mandarin leaf at a bearing stage ‘Ellendale’ (B-END),
‘Willowteaf’ (B-WL), ‘Page’ (B-PG), and *Satsuma’ (B-SAT); (b) VIP scores of the PLS-DA performed
over the four varieties of bearing mandarin leaves,
After performing a PLS-DA, the top three scores of the Variables Importance in the
Projection (VIP) are nobiletin for the differentiation of END-PG, tangeretin for END-PG,
and didymin for PG-WL (Figure 2b}.
3.4. Chemotaxonomic Characterization of Non-Bearing Branches
The same polyphenols and limonoids found in bearing branches were found in the
non-bearing branches’ leaves but with different concentrations (Table 3), Narirutin was the
principal flavonoid with the highest concentration for non-bearing "Page’ and ‘Willowleaf
(4219836 pg/ g in NB-PG andd 10049.66 ug /g in NB-WL, respectively), Hesperidin is the
most abundant flavonoid for the non-bearing ‘Satsuma’ and ‘Ellendale’ (2591.54 pug /g in
NB-SAT and 2433.21 ug/g in NB-END, respectively), as shown also in bearing branches.
Table 3, Identified phytochemicals in non-bearing leaves of “Ellendale” (NB-END), ‘Willowleat' (NB-WL),
‘Page’ (NE-I'G), and "Satsuma’ (NB-SAT) and their concentration expressed in ug /g of dried leaf.
NB-SAT NB-END NB-WL NB-PG
Compound
gl *
Chlorogenic Add 126027 £ 640 131" 4 082 675" 4+ 141 635" + 150
Caffeic Acid 2R L0012 2000+ 0w 012¢ & 0.04 D045 &+ 002
Didymin 644 L 047 1740 +297 506" + 25 1407 * L 877
Hesperidin 291540 + 5563 24320 " 10 4224.72° & 450 98 4270.21° = 400.09
Exiocitrin 13235 % 4150 17.094 4 182 062+ 3H 69981 4 17.91
Luteolin 3165 £ 060 2137+ 015 2659.07 % 4 267.40 A2338% + 12110
Naringenin 0.32% 4 pie 068" £ 012 805617 + 10014 574034 + 10118
Narirutin 9745 £ 808 BLE5E £ 504 1049661 £ 100564 42198.36° + 370022
Quercitdn 280° 1021 244Y L016 B9t 122N 362,451 + 5083
Nobiletin 29048 " + 4.7 1257237 + §7.18 102888 " + 15180 2B71° £+ 1286
Tangerelin 99.89¢ 4 10.06 817870 7841 M7 L2 B E5W
Limonin 3407 £ 044 077 4 005 130" £ 009 128" + 003
Nomilin 0.6 £0.01 054" 4 006 D19° 014 066 " L 0.03

* In each row, mears {5 replicates) + SD followed by the same letter do ot differ significantly using significance

t-test with Bopfertoni correction, p < D08
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Non-bearing branches of ‘Page’ were characterized by the highest luteolin, narirutin,
and quercitrin levels, a situation which was also observed in ‘Willowleaf’. In 'Satsuma’,
eriocitrin and chlorogenic acid were characteristic of this genotype, whereas in ‘Ellendale’,
the polymethoxyflavones tangeretin and nobiletin were the metabolites that characterize
the leaves of non-bearing branches.

In the PCA plot, it can be seen that the four genotypes are well classified from each
other. PC1 and PC2 accountet for the Y7.3% of the observed variance {Figure 3a). "Wil-
lowleaf’ and ‘Page’ showed more dispersion compared to the other two vaneties due to
the variability in the levels of some flavonoids,
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Figure 3. (a) PCA plot of the four varieties of mandarin feaf in their non-bearing stage: ‘Ellendale’
(NB-END), ‘Willowleaf’ (NB-WL), ‘Page’ (NB-PG), and “Satsuma’ (NB-SAT); (b) PLS-DA VIP scores,

The concentration of both polymethoxyflavones were different, being highest to lowest:
NB-END, NB-WL, NB-SAT, and NB-PG. The flavanone hesperidin was highest for the duad
WL-PG; the same behavior was observed for flavanones naringin and naringenin, flavonols,
and flavones, Didymin had high concentration values in NB-END and NB-PG, but not in
NB-WL and NB-SAT. Hydroxycinnamic acids are present in the highest concentration in
NB-SAT variety (Fgure 3a, Tables 2 and 3).

The most important compounds according to VIP scores include luteolin, hesperidin,
and naringenin. {Figure 3b). 'Willowleaf” has the highest concentration of luteolin, and
‘Page’ of hesperidin and naringenin.

3.5. Metobolites’ Profile Comparison between Leaves from Bearing and Non-Bearing Branches

The chemotaxonomic characterization of the four genotypes in both beanng stages
(“on” and "off”) allowed the identification of charactenstic compounds that could differ-
entiate between bearing stages, In order to determine if there is a significant difference
between the means of these two groups, a Wilcoxon /Mann-Whitney test for each com-
pound between bearing and non-bearing leaves was performed for each genoty pe, Figure 4
shows that nabiletin is not useful in differentiating between bearing and non-bearing stages,
for any genotype. Hesperidin, luteolin, naringenin, narirutin, and quercitrin are the com-
pounds that could differentiate between stages; however, it depends on the genotype
considered. For example, narirutin is useful for differentiating all the genotypes except for
'Satsuma’. Using this test, a set of compounds could not be selected to classify both stages
for all the varieties, due to their high variability. Instead, a pairwise study of the "on”~"off"
physiological situations of each cultivar showed significant difterences between them.
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These facts could be ascribed to the different genetic ongins of each genotype. Interestingly,
there were significant differences in eriocitrin levels between both physiological stages for
three of the genotypes excepting "Satsuma’.

Nobiletin
Tangeretin
Limonin
Nomilin
Chlarogenic acid
Caffeic acid
Didymin
Hesperidin
Eriogitrin
Luteolin
Narngenin
Narirutin

Quercitrin

Figure 4. Visual representation of Wilcoxon test for determination of significant differences between
bearing and non-bearing stages, for each compound and each variety. References: ‘Ellendale’ (END),

‘Page’ (PG), ‘Satsuma’ {(SAT), ‘Willowleal” (WL), beaning stage {B), non-bearing stage (NB),  mearns
does not differ significantly using Wilcoxon test, p < (.05, and W veans differs significantly using
Wilcoxon test, p < 015,

In order to identify the compounds responsible for the differentiation of stages in
all the genotypes, other statistical approaches were performed and, thus, a Heatmap
based on a Student’s t-test was developed and shown in Figure Sa. Narirutin, hesperidin,
luteolin, naringenin, and quercitrin could be used to differentiate both stages in Page’
and ‘Willowleaf’, as the non-bearing samples have the highest concentration of these
compounds. Interestingly, caffeic acid is a common marker for the bearing branches of the
other vaneties, In Figure 5b, the VIP scores of the PLS-DA performed are shown, This
analysis allowed the idenhification of the compounds responsible for the classification of
the “on™ an "off” bearing stages. Nanrutin and luteolin are the variables with the highest
VIP scores, and could be identified as candidate markers of altemnate bearing,

‘Willowleaf” and ‘Page’ showed clear differences in the concentration level of some
metabolites between “on” and "off” phases, that could easily distinguish both bearing
stages. Quercitrin presented two orders of magnitude higher concentration in “off” than
in “on” phase. The ratio hesperidin/narirutin could be indicative of the bearing stage of
‘Willow!eaf” and ‘Page’, when it is <1 the tree is in the non-bearing phase, whereas when
the quotient is >10, the tree is at the bearing stage.
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Figure 5. (a) Heatmap of bearing and non-bearing leaf samples of the four varicties of mandarin:
*Ellendale’ (END), ‘Willowleaf* {WL), ‘Page’ (PG, and Satsuma’ (SAT); (b} VIP scores of the PLS-DA
perfarmed to identify the metabolites that differentiate between both bearing stages,

Some differences in the metabolites’ profile detected between "on” and “off” mandarin
branches are due to the position of the biosynthetic pathways of the prevailing metabolites
found in them. For instance, nomilin is the biosynthetic precursor of Limonin [37,38],
Limonoids have not been studied as markers of alternate bearing in mandarin trees. In the
case of the limonoid biosynthetic pathway the sequence Nomilin-Limonin reaches higher
concentration levels during the non-bearing phase, indicating the possibility that the tree is
Ppreparing to protect itself against pest and insects before the flowering stage. Naringenin,
which is the first polycyclic flavonoid skeleton, 1s found in trace amounts in leaves arising
from non-bearing branches of cvs. ‘Satsuma’ and ‘Ellendale’, but in significant levels in
‘Page’ and “"Willowleaf” cultivars, In bearing branches naringenin was found in very low
quantities in all four varieties, In the former case, the biosynthetic pathway to flavanones
is favored by 7-O-glycosylation with hesperoside, a disaccharide [1—6]glucose-thamnaose
producing narirutin, which is the prevailing flavanone in non-bearing leaves of ‘Page’ and
‘Willowleaf' [39,40].

From naringenin, hesperidin and narirutin are formed, Narirutin seems to be a marker
of non-bearing trees; as it showed significant differences between bearing and non-bearing
samples, particularly in 'Page” and ‘Willowleaf'. The biosynthesis of both hesperosides
{Figure 6} goes through the 7-O-glycosidation of naringenin, which is then specifically
glycosidated in the position 6-O of the sugar moiety by a rhamonsyl residue. In the
non-bearing phase, when the tree is recovering after the energy sink caused by fruiting,
the glycosidation reaction yielded higher levels of the naringenin glycosides. When the
fruit is developing, the metabolism is fully expressed and active, and all the naringenin is
driven through the oxydabon-methylation pathway to hesperidin, the most ubiguitous
citrus flavonoid.
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Figure 6. Bicsynthetic pathway from naringenin to hesperidin through eriodictyol and hesperitin,
The aglyeone is then glycostdated with glucose and thamnose. Ina similar sequence, intact naringenin
s glycostdated two times; first, to form prunin, which is later glycosidated by the 6-O-thamnosyl
transferase to form narirutin,

Interestingly Mou et al. [£1], in an attempt to decipher the flavonoid biosynthetic
pathway in C. reticulata, did not describe the pathway leading to narirutin, but they
described the naringenin-naringin route. The mandarin species studied produce the
tasteless narirutin instead of the bitter naringin. The difference between both compounds
is the union between the thamnose and the glucose moiety, in narirutin the link is (1—6)
{rutinoside), whereas in maringin the link is {1—2) (neohesperoside),

Another route downstream of the flavonoid biosynthesis in mandann trees leads to
the polymethoxyRavones (PMF), suggested as markers of bearing stages [42,43]. Luteolin,
an acknowledged precursor of PMF is also distinctive polyphenol of the non-bearing phase.

The general trend discussed above, allowed the assessment of qualitative and quanti-
tative differences between the four genotypes, depending on the physiological status of the
branch. Flavonoid biosynthesis in citrus is regulated by a combination of environmental,
genetic, and hormonal factors. As the former is the same for all the individuals in this study,
the two latter variables are the ones responsible for the observed differences. [t has been
accepted thatin “off” branches, buds are directed to morph to leaves instead of flowers,
enhancing primary and secondary metabolism, which confirms the general trend identified
by Shalom et al. [2], that flavonoid bicsynthesis is enhanced during the “off” phase in
‘Murcott” mandarins. They found that the expression of all the enzymes of the flavonoid
pathway were significatively higher in “off” branches, as well as the expression of mRNA
from FT, AP1, and LFY related genes, which was correlated with the up-regulation effect of
these genes in the “off” phase, The obtained results of our study in four different mandarin
cultivars are in accordance with the expression of the genes described by Shalom [2]. Maore-
over, high levels of abscisic acid, which is high in buds, leaves, and fruits during autumn
in ‘Murcott’ (“on" phase) and other altemating citrus varieties, have been shown to up
regulate the flavonoid biosynthesis in another non-climateric fruits, such as blueberries
and tomatoes [£4,45].
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Furthermore, Narirutin is identified as a possible marker of the “on /off” phase as it
presents statistically different levels in all vanieties during both stages. The only exception is
‘Satsuma’, a variety that does not present the typical alternate bearing behavior as exhibited
by the rest of the studied varieties.

4. Conclusions

A specific analytical protocol using LC-MS-(QgQ)-MS, applying different acquisition
modes, permitied the unambiguous determination of 13 secondary metabolites in leaves
of mandarin trees. A chemosystematic study of the profile of these metabolites in leaves
from non-bearing (“oft”) and bearing (“on”) mandarin branches belonging to four different
genotypes was performed. The different genotypes could be chemotaxonomically distin-
guished from each other at both developmental stages using multivariate data analysis
and the representative metabolites were identified.

This study allowed the differentiation between leaves from non-bearing and bearing
branches. Leaves from both physiological stages accumulated limonin, but nomilin showed
an increased leaf concentration in non-bearing branches compared to bearing ones. “On”
and “off” "Willowleaf’ and ‘Page’ mandarin trees can be distinguished due to the high
narirutin. content in leaves of non-beanng branches, and an easy relationship has been
proposed to define each phase, One of the most important observations found is the
increase of Narirutin content in non-beaning leaves for genotypes that show a typical
alternate bearing behavior which could lead to the use of this compound as a biomarker of
the stage of the branch. The presence of flavonoids as markers of the different physiological
stages of mandarin trees also hints to possible new ways of crop management. Future
studies should be performed following the developed methodology to control the levels of
these compounds, specially Narirutin, during the ontogeny of mandarin branches along
the plant growth.

The results reported in the present research can contribute towards a useful technology
for growers and scientists to determine the physiological stage of a tree depicting the
transition from “off” to "on” phase in Citrus,

Supplementary Materials: The following are available online at hittps;/ /wwwmidpi com/article/
103390 /agronomy 12000121 /51, Table S1: Tanget compounds sefected for the analysis, Figure S1:
Chromatogram of the mix of standards at 80X g/L injected into the LC-MS/MS in negative {Top) and
positive 46 {Bottom) mode, and Figure S2: Chromatograms of Willowleaf’ genotype at non-bearing
("off”) stage (A) and at a bearing (“on”) stage (B) in negative acquisition mode,
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