DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS MOVILES (D-(+)-glucosa, D-(-)-
fructosa, sacarosa), Y LIBRES TOTALES DE RESERVA (almidén) EN LAS
DIFERENTES ETAPAS DE CRECIMIENTO Y DESARROLLO DEL FRUTO DE
LA LIMA ACIDA TAHITI (Citrus latifolia Tanaka), Y SU RELACION CON EL
RENDIMIENTO Y LA CALIDAD DE LAS COSECHAS.

ANGELA MARIA VASQUEZ CARDENO
Quimica

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE QUIMICA
BUCARAMANGA
2013



DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS MOVILES (D-(+)-glucosa, D-(-)-
fructosa, sacarosa), Y LIBRES TOTALES DE RESERVA (almiddon) EN LAS
DIFERENTES ETAPAS DE CRECIMIENTO Y DESARROLLO DEL FRUTO DE
LA LIMA ACIDA TAHITI (Citrus latifolia Tanaka), Y SU RELACION CON EL
RENDIMIENTO Y LA CALIDAD DE LAS COSECHAS.

ANGELA MARIA VASQUEZ CARDENO
Quimica

Trabajo de investigacion presentado como requisito parcial para optar al titulo
de Magister en Quimica

Dirigido por:

MARIANNY YAJAIRA COMBARIZA MONTANEZ
Quimica, Ph. D.
Universidad Industrial de Santander

ALEXANDER REBOLLEDO
Ingeniero Agronomo, Ph. D.
Corporacion Colombiana para la investigacion Agropecuaria

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE QUIMICA
BUCARAMANGA
2013



AGREDECIMIENTOS

De manera muy especial quisiera agradecerle a la Dra Marianny Yajaira
Combariza por la oportunidad de trabajar junto a ella y por todo el apoyo

brindado durante el desarrollo de esta investigacion.

A mi madre quien con su valioso apoyo lleno de amor y comprension, me ha

permitido alcanzar este logro en mi vida profesional.

A toda mi familia en general por su compafia y carifio, y por el buen ejemplo

de vida que cada uno ha sabido darme.

A mis amigos por su compafiia y todos los momentos de alegria y diversion
gue me brindaron, muy especialmente a Jeny, Johana, Jessica, Deisy, Jose

Luis, Andres, Sergio, Emilio y Alex.

A Mobnica Hernandez y Freys Julio, por su apoyo y colaboracion en las

diferentes etapas del desarrollo de esta investigacion.

Al Dr. Viatcheslav Kafarov de la Escuela de Ingenieria Quimica por haberme

permitido trabajar con su equipo de Cromatografia liquida.

A los pasantes y tesistas de la Corporacion Colombiana para la Investigacion
Agropecuaria (CORPOICA) por su compafia y colaboracion durante la

agotadora época de muestreo.

A compaferos y trabajadores del Centro de Estudios e Investigaciones

Ambientales (CEIAM), por toda su amabilidad y colaboracion.

A la Universidad Industrial de Santander, COLCIENCIAS y CORPOICA, por
haberme brindado todos los recursos para el financiamiento de este trabajo de

investigacion.



AlC

AOAC

BIC

CMerror

CNE

CORPOICA

DDA
EE

ELSD

ESI - MS

et.al.

FAO

FLD

HILIC

HPAEC

HPCEC

HPLC

ABREVIATURAS

Akaike Information Criterion, (Criterio de informacion de
Akaiken).

Association of Official Analytical Chemists, (Asociacion Oficial
de Quimicos Analiticos).

Bayesian Information Criterion, (Criterio de informacion
Bayesiano).

Cuadrados medios del error.

Carbohidratos no estructurales

Corporacion Colombiana para la Investigacién Agropecuaria
Dias después de antesis

Estimacién del error

Evaporative Light Scattering Detector, (Detector de dispersion
de Luz Evaporativo).

Electrospray lonizacion Mass Spectrometry, (Espectrometria de
masas mediante ionizacién por electronebulizacién).

Et alii (y otros)

Food and Agriculture Organization (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion).
Fluorescence Detector, (Detector de Fluorescencia)

Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, (Cromatografia
liquida de interaccion hidrofilica).

High  Performance Anion Exchange Chromatography,
(Cromatografia de intercambio cationico).

High Performance Cation Exchange Chromatography,
(Cromatografia de intercambio aniénico).

High Performance Liquid Chromatography, (Cromatografia

Liquida de Alta Resolucion)



ICONTEC
IEC

IUPAC

k!
LEC

LOD
LOQ
MMF

N

NP - HPLC

NTC
Op. Cit.
PAD

RID
RP - HPLC

RSD
SST
tr
uv
VB

Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion

lonic Exchange Chromatography, (Cromatografia de intercambio
iGnico).

International Union of Pure and Applied Chemistry, (La union
internacional de Quimica Pura y Aplicada).

Factor de retencion
Ligand-Exchange  Chromatography, (Cromatografia  de
intercambio ligando).

Limit of Detection (Limite de deteccion).

Limit of quantitation (Limite de cuantificacion).

Morgan — Mercer — Flodin.

Numero de platos tedricos

Normal Phase High Performance Liquid Chromatography,
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en fase normal)
Norma Técnica Colombiana

Opere citato(en la obra citada)

Pulsed Amperometric Detector, (Detector amperométrico de
pulso).

Refractive Index Detector (Detector de indice de refraccion)
Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography,
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en fase reversa)
Relative Estandar Deviation (Desviacion Estandar Relativa)
Solidos solubles totales

Tiempo de retencion

Ultravioleta

Von Bertalanffy



11
1.1.2
1.1.2
1.2.
121
1.2.2
1221
1.2.2.2
1.3
13.1
1.3.2
1.4

141
14.2
143
1.5.

151

15.2
153

2.1
2.2
2.3
2.4

2.4.1.
2.4.2.

TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION

ESTADO DEL ARTE

LIMA ACIDA TAHITI (CITRUS LATIFOLIA TANAKA)
Origen y distribucién

Produccién y comercializacion

CRECIMIENTO Y DESARROLLO DEL FRUTO

Estados de desarrollo del fruto

Parametros de calidad de las cosechas

Parametros internos

Parametros externos

CUAJADO Y ABSCISION DEL FRUTO

Cuajado

El proceso de la abscision

FACTORES QUE AFECTAN EL RENDIMIENTO Y
CALIDAD DE LA COSECHAS

Factores fisiologicos

Factores genéticos

Factores exdégenos

CARBOHIDRATOS EN PLANTAS

Influencia de carbohidratos no estructurales en plantas
citricas

Analisis de carbohidratos méviles

Andlisis de carbohidratos de reserva

DESARROLLO EXPERIMENTAL

REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

IDENTIFICACION DE LOS ARBOLES PARA MUESTREO
TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

ANALISIS DE CARBOHIDRATOS LIBRES [D-(+)-
GLUCOSA, D-(-)-FRUCTOSA Y SACAROSA].
Implementacion de la metodologia de analisis.

Figuras analiticas de merito

20
23
23
23
24
25
26
30
30
32
33
34
34
34

35
36
37
39
41

45
49
53
53
54
55
56

57
57



2.4.3
244
2.5

251
25.1.1
25.1.2
2.5.2
2.5.3
2.6
26.1
2.6.2
2.7
2.7.1
2.7.2
2.7.3
2.7.4
2.7.5.
2.8

2.8.1.
2.8.2.
2.8.3
2.9
2.10

3.1
3.2

3.21
3.2.2
3.2.21
3.2.2.2

Determinacion y Cuantificacion de carbohidratos libres
Identificacion de carbohidratos libres por HPLC — ESI — MS
ANALISIS DE CARBOHIDRATOS DE RESERVA
(ALMIDON).

Implementacion de la metodologia de analisis.

Método del fenol- acido sulfarico

Hidrolisis del almidon

Figuras analiticas de mérito.

Cuantificacion de almidén

EXTRACCION DE ANALITOS

Implementacion de la metodologia de extraccion
Evaluacion del porcentaje de extraccion.

PARAMETROS DE CALIDAD DE LAS COSECHAS
Diametro ecuatorial y peso

Contenido de jugo

Solidos solubles

Acidez titulable

indice de madurez

EVENTOS FISIOLOGICOS RELACIONADOS CON EL
RENDIMIENTO Y CALIDAD DE LA LIMA ACIDA TAHITI.
Curva de crecimiento

Abscision

Porcentaje de cuajado y rendimiento

DATOS METEREOLOGICOS

TRATAMIENTO DE DATOS

RESULTADOS

DATOS METEOROLOGICOS

EVENTOS FISIOLOGICOS RELACIONADOS CON EL
RENDIMIENTO Y CALIDAD DE LAS COSECHAS

Curva de crecimiento

Niveles de floracion, abscision y cuajado

Intensidad de floracion y rendimiento del fruto

Abscision y cuajado.

58
58
59

59
59
60
60
60
61
61
62
63
63
63
63
64
64
64

64
65
65
66
67
67
67
68

68
73
73
75



3.2.2.3
3.3
3.3.1
3.4
3.4.1
3.4.2
3.5
3.5.1
3.5.2
3.6

3.6.1
3.6.2
3.7

4.1
4.2

421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.3

4.4

Cuajado y rendimiento de las cosechas

ANALISIS DE CARBOHIDTRATOS MOVILES
Implementacion de la metodologia de analisis.

ANALISIS DE CARBOHIDRATOS DE RESERVA
Implementacion de la metodologia de analisis

Figuras analiticas de mérito.

EXTRACCION DE LOS ANALITOS

Implementacion de la metodologia de extraccion.

Porcentaje de extraccion.

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
CARBOHIDRATOS EN LIMA ACIDA TAHITI.

Identificacion de carbohidratos méviles por HPLC-ESI-MS
Cuantificacion de carbohidratos moéviles y de reserva
PARAMETROS DE CALIDAD DE LAS COSECHAS
DISCUSION DE RESULTADOS

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS Y FLORACION
CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS Y CRECIMIENTO
DEL FRUTO

Hojas viejas de brotes vegetativos

Hojas viejas de brotes vegetativos

Hojas jovenes

Frutos

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS Y ABSCISION DEL
FRUTO

PARAMETROS DE CALIDAD DE CALIDAD DE LOS
FRUTOS COSECHADOS

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

10

77
77
77
88
88
89
90
90
92
93

93
95
108
109
109
111

111
113
115
116
118

121

123
126
127
154



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

LISTA DE FIGURAS

Lima &cida Tahiti (Citrus latifolia Tanaka)
Evolucién a traveés del tiempo del crecimiento del fruto citrico
Carbohidratos moviles no estructurales
Esquema de las reacciones quimicas que permiten la
cuantificacion de carbohidratos insoluble por el método de
Dubois et al.
Cromatégrafo liquido Shimadzu Prominence UFLC (Tokio,
Japédn).
Espectrometro de masas, Bruker Daltonics (Bremen,
Alemania).
Diagrama de flujo representativo de la extraccion y analisis
de carbohidratos moviles y de reserva.
Precipitacion (mm), humedad relativa (%) y Temperatura
maxima (°C) durante el desarrollo experimental de la
investigacion.
Curvas de crecimiento del fruto de la lima &cida Tabhiti, para
cada ciclo de producciéon evaluado, en frutos de arboles de
A. alta carga y B. baja carga.
Curvas de crecimiento para los dos ciclos de produccién
predichas por el modelo de regresiéon no lineal de Weibull.
Tasa de crecimiento de los frutos de la lima &cida Tabhiti
Relacion entre el nimero de frutos cosechados y el nUmero
de flores por arbol durante los dos ciclos de produccién
evaluados.
Relacion entre el nimero de frutos cosechados y el nUmero
de flores por arbol durante los dos ciclos de produccién
evaluados.
Curvas de abscision absoluta para los frutos de la lima
acida Tahiti, durante de ciclos de produccién en arboles de
A. alta carga y B. baja carga

Curvas de abscision relativa de frutos en arboles de A. alta

11

24

28

40

51

57

59

61

67

69

72

73

74

74

74

77



Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

carga, B. Baja carga.

Seleccion fase maovil para el analisis por HPLC- RI de 1.D-
(+)-fructosa, 2. D-(-)-glucosa y 3. sacarosa, analizados por
HPLC — RI con la columna Zorbax Carbohydrate. a 25 °C,
con fase movil compuesta por: A. Agua- acetonitrilo, 80:20,
B. Agua- acetonitrilo, 60:40, C. Agua- acetonitrilo, 50:50,
D. Agua- acetonitrilo, 80:20.

Efecto de la variacion del flujo de la fase movil sobre el
perfil cromatogréafico de los analitos, analizados por HPLC
— RI con la columna Zorbax Carbohydrates. a 25 °C, con
fase movil compuesta por Acetonitrilo-agua (80:20) a un
flujo de: A. 2.0 mL/min, B. 1.4 mL/min, C. 1.0 mL/min; 1. D-
(+)-fructosa, 2. D-(-)-glucosa y 3.sacarosa.

Efecto del pH de la fase movil sobre la separacion de los
analitos analizados con la columna Alltech 700CH, a 50°C,
usando agua como fase movil, a un flujo de 0.4 mL/min,
variando el pH de A. 13.08, B. 9.63 C. 5.12, D. 7.02; 1. D-
(+)-fructosa, 2. D-(-)-glucosa y 3.sacarosa.

Efecto delatemperatura de la columna en la separacion de
los analitos, analizados con la columna Alltech 700CH,
usando agua a pH neutro como fase movil, a un flujo de 0.5
mL/min, variando la temperatura de la columna: A. 25 °C, B.
80 °C C. 60 °C; 1. D-(+)-fructosa, 2. D-(-)-glucosa vy
3.sacarosa.

Determinacion de D-(+)-galactosa en las extracto en las
hojas de lima &cida Tahiti empleando bafio ultrasonido. A.
Perfil cromatografico de la muestras de hojas las lima &cida
Tahiti con presencia de D-(+)-galactosa. B. Perfil
cromatograficos de las sustancias de referencia; 1.sacarosa.
2. D-(+)-glucosa, 3. D-(+)-galactosa, 4.D-(-)-fructosa,

Perfiles cromatogréaficos representativos de las muestras de
lima acida Tahiti. A. Hojas. B. Frutos; 1. D-(-)-fructosa, 2. D-

(+)-glucosa, 3.sacarosa.

12

79

80

83

91

94



Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Espectros de masas de los carbohidratos moviles presentes
en las muestras de lima acida Tabhiti; A. D-(+)-glucosa, B. D-
(-)-fructosa, C. sacarosa.
Evolucion del contenido en carbohidratos (D-(+)-glucosa, D-
(-)-fructosay sacarosa) de hojas viejas de brotes generativos,
durante dos ciclos de produccion evaluados para los arboles
de alta y baja carga; A.Primer ciclo — alta carga, B.Segundo
ciclo — Alta carga, C.Primer ciclo— baja carga y D.Segundo
ciclo — baja carga..
Concentracion de almidén de hojas viejas de brotes
generativos en los dos ciclos de produccion evaluados; A.
alta carga, B. baja carga.
Cuantificacién en hojas viejas de brotes vegetativos de D-
(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa, durante los dos
ciclos de produccion evaluados para los arboles de alta y
baja carga; A. Primer ciclo — alta carga, B. Segundo ciclo —
Alta carga, C. Primer ciclo — baja carga y D. Segundo ciclo —
baja carga.
Concentracion de almidén de hojas viejas de brotes
vegetativos en los dos ciclos de produccion evaluados; A.
alta carga, B. baja carga.
Cuantificacidén en hojas jovenes de brotes generativos de D-
(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa, durante los dos ciclos
de produccion evaluados para los arboles de alta y baja
carga; A. Primer ciclo — alta carga, B. Segundo ciclo — Alta
carga, C. Primer ciclo — baja carga y D. Segundo ciclo —
baja carga.
Concentracion de almidon de hojas jovenes de brotes
generativos en los dos ciclos de produccién evaluados; A.
alta carga, B. baja carga.
Cuantificacion en hojas jovenes de brotes vegetativos de
D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa, durante los dos

ciclos de produccién evaluados para los arboles de alta y

13

95

97

98

100

101

102

103

104



Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

baja carga; A. Primer ciclo — alta carga, B. Segundo ciclo —
Alta carga, C. Primer ciclo — baja carga y D. Segundo ciclo
— baja carga.

Concentracion de almidén de hojas jovenes de brotes
generativos en los dos ciclos de produccion evaluados. A.
alta carga. B. Baja carga.

Cuantificacion en frutos de D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y
sacarosa durante los dos ciclos de produccion evaluados
para los arboles de alta y baja carga; A. Primer ciclo — alta
carga, B. Segundo ciclo — Alta carga, C. Primer ciclo — baja
carga y D. Segundo ciclo — baja carga.

Concentracion de almidon de frutos en los dos ciclos de

produccion evaluados, A. Alta carga. B. Baja carga.

14

104

105

107



Tabla 1.

Tabla 2

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7
Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Tabla 13.

Tabla 14.
Tabla 15.

Tabla 16.

LISTA DE TABLAS

Estados evolutivos de la lima acida Tabhiti (Citrus latifolia
Tanaka).

Modelos estadisticos para describir el crecimiento de los
frutos citricos

Calibres de la lima Tabhiti.

Técnicas para analisis de carbohidratos por HPLC.
Agentes reductores empleados en la cuantificacion de
carbohidratos por métodos colorimétricos

Reactivos, materiales y equipos empleados durante el
desarrollo experimental.

Epoca de recoleccion de las muestras

Variable y niveles empleados en el disefio de tratamientos
realizado.

Criterios estadisticos empleados para seleccionar el
modelo de regresién no lineal que mejor describe el
crecimiento de la lima acida Tahiti

Pardmetros estadisticos de los modelos de regresién no
lineal que mejor describen el crecimiento de la lima acida
Tahiti.

Cuajado y rendimiento de las cosechas de lima é&cida
Tabhiti

Condiciones cromatograficas para la columna Zorbax
Carbohydrate Analysis

Condiciones de analisis empleadas con la columna Alltech
700CH

Tiempos de retencion de los analitos

Figuras analiticas de mérito para las metodologias
implementadas

Parametros de eficiencia de cada una de las columnas

cromatograficas empleadas

15

28

32

47

50

53

55
60

69

71

1

81

84

85
87

87



Tabla 17.

Tabla 18.
Tabla 19.

Tabla 20.
Tabla 21.

Condiciones de analisis para el método del fenol-acido
sulfurico.

Figuras analiticas de mérito para el andlisis de almidén
Porcentajes de recuperacion de cada uno de los
carbohidratos ene estudio.

Contenido de almidon en las raices de la lima acida Tahiti
Parametros de calidad de las cosechas producidas

durante los ciclos de produccion.

16

89

90
92

107
108



Anexo 1.

Anexo 2.

LISTA DE ANEXOS

Residuales producto del andlisis de regresion no lineal
aplicado a las curvas de crecimiento de la lima &cida Tabhiti.

Posibles rutas de fragmentacion de los carbohidratos
moviles identificados por HPLC-ESI-MS en muestras de
hojas y frutos de la lima &cida Tahiti de los espectros
mostrados en la figura 22.

17

154

156



RESUMEN

TITULO: DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS MOVILES Y LIBRES TOTALES DE RESERVA
(D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa, sacarosa), EN LAS DIFERENTES ETAPAS DE CRECIMIENTO Y
DESARROLLO DEL FRUTO DE LA LIMA ACIDA TAHITI (Citrus latifolia tanaka), Y SU
RELACION CON EL RENDIMIENTO Y LA CALIDAD DE LAS COSECHAS*.

Autor. ANGELA MARIA VASQUEZ CARDERNO**.

Palabras claves: Lima Tahiti, carbohidratos méviles, carbohidratos de reserva, calidad, crecimiento,
cromatografia liquida.

La presente investigacion se dividi6 en dos componentes experimentales, un primer componente
relacionado con los andlisis quimicos necesarios para cuantificar la cantidad de carbohidratos
moviles y de reserva en diferentes partes de la planta y para determinar los pardmetros de calidad de
la cosecha segun la NTC 4087. Otro segundo componente relacionado con la medicion de eventos
fisiolégicos (nimero de flores y frutos, crecimiento, abscision, porcentaje de cuajado) relacionados
con el rendimiento y calidad de las cosechas.

Para los andlisis quimicos se implementaron metodologias de analisis por Cromatografia liquida y
espectrofotometria de UV-VIS para el andlisis de carbohidratos mdviles y de reserva
respectivamente, en muestras de hojas, raices y frutos de veinte arboles divididos en dos grupos de
alta y baja carga, durante dos ciclos de produccion caracterizados por sus diferencias climatoldgicas.

Una vez finalizada la etapa experimental de la investigacion, se realizaron correlaciones entre los
diferentes eventos fisiol6gicos de la planta durante sus

fases de desarrollo productivo y las pauta de movilizacion de carbohidratos. Esto permiti6 comprobar,
y en algunos casos establecer la influencia de la disponibilidad de carbohidratos sobre el rendimiento
y calidad de las cosechas, durante las fases de desarrollo y la influencia de las condiciones
ambientales sobre el cultivo de la Lima acida Tahiti.

* Trabajo de investigacion de Maestria en Quimica
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directores. Marianny Yajaira Combariza M., Alexander Rebolledo.
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ABSTRACT

TITLE: DETERMINATION OF MOBILE CARBOHYDRATES AND RESERVE CARBOHYDRATES
(D-(+)-glucose, D-(-)-fructose, sucrose), IN SEASONAL GROWTH AND DEVELOPMENT OF
TAHITI LIME (Citrus latifolia tanaka) FRUIT, AND THEIR RELATIONSHIP ON CROP QUALITY
AND YIELD *.

Author: ANGELA MARIA VASQUEZ CARDENO**,

Keywords: Tahiti lime, mobile carbohydrates, reserve carbohydrates, quality, growth, liquid
chromatography.

The present investigation was divided into two experimental components, a component was related to
the necessary chemical analysis to quantify the reserve carbohydrates and mobile carbohydrates in
different parts of the plant and to determine the quality parameters of the crop according to the NTC
4087. The another component was related to the measurement of physiological events (number of
flowers and fruit, growth, abscission and fruit set) related to crop quality and yield.

Analytical methodologies based on high performance liquid chromatography and UV-VIS
spectrophotometry were implemented for analysis of mobile carbohydrate and reserve carbohydrates
respectively, in samples of leaves, roots and fruit from twenty trees divided into two groups with high
and low load, during two production cycles characterized by climatic differences.

After the experimental development, correlations were found between different plant physiological
events during their production development phases and carbohydrate mobilization patterns. This
allowed concluding and in some cases to establish the influence of carbohydrate availability on the
yield and quality of crops, during the development and the influence of environmental conditions on
the cultivation of Tabhiti liming.

* Trabajo de investigacion de Maestria en Quimica
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directores. Marianny Yajaira Combariza M., Alexander Rebolledo.
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Introduccion

INTRODUCCION

El género Citrus, abarca numerosas especies productoras de frutos de
consumo masivo como naranjas, limones, mandarinas, limas, entre otros. En
general estas plantas presentan un desarrollo determinado y el resultado de la
cosecha final depende de cada una de las fase reproductivas que la componen:
floracion, cuajado, crecimiento, desarrollo y maduracion del fruto. Numerosos
estudios realizados sobre estas fases [1 - 5], demuestran que su eficiencia
depende principalmente de factores ambientales y nutricionales. Como los
factores ambientales no pueden ser controlados, las investigaciones han
apuntado a dilucidar las relaciones nutricionales y su efecto sobre el
rendimiento y calidad de los frutos, con lo cual ha sido posible determinar la
importancia e influencia de la disponibilidad y movilizacion de carbohidratos no
estructurales moviles o de reserva, sobre la productividad de diversas especies

citricas [6 - 9].

Colombia ocupa el cuarto lugar a nivel internacional en produccién de citricos,
segun estadisticas de la FAO para el afo 2010 [10]; esto se debe
principalmente a las condiciones geograficas favorables que presenta tales
como la altitud, temperatura, luminosidad y niveles de precipitaciones. Sin
embargo, para el caso concreto de la especie Citrus latifolia Tanaka, mas
conocida popularmente como lima acida Tahiti, las cifras no son alentadoras. A
nivel mundial, la produccién en Colombia ocupa el puesto veintiuno, debido a la
marcada diferencia entre los rendimientos nacionales aproximados en 10.8 t/ha
y el potencial de produccion estimado en 21.8 t/ha. Este atraso esté
ocasionado principalmente por el escaso conocimiento sobre el manejo del

cultivo de este citrico.

Debido a la importancia comercial de la lima acida Tahiti y el potencial de
produccion en Colombia, la Corporacién Colombiana para la investigacion

Agropecuaria (CORPOICA) desarroll6 el macroproyecto titulado: “Desarrollo de
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tecnologia en ecofisiologia y nutricibn para incrementar el rendimiento y la
calidad de la lima acida Tahiti (Citrus latifolia Tanaka) en Colombia”. La
finalidad del proyecto era mejorar el rendimiento y calidad de la lima &cida
Tahiti en tres zonas productoras de Colombia mediante la generacion de
conocimiento bésico que contribuya a la construccion de la plataforma de
manejo del cultivo, en aspectos relacionados con el riego, nutricion y

parametros fisiologicos, que determinan su comportamiento productivo.

Enmarcado dentro de este macroproyecto se desarroll6 este trabajo, cuyo
objetivo principal fue la determinacion de carbohidratos maviles [d-(+)-glucosa,
d-(-)-fructosa, sacarosa] y libres totales de reserva, en las diferentes etapas de
crecimiento y desarrollo del fruto de la lima &cida Tabhiti (Citrus latifolia Tanaka)
y el establecimiento de correlaciones con el rendimiento y la calidad de las
cosechas durante dos ciclos de produccion. El proyecto se desarroll6 en una
plantaciéon de citricos del municipio de Lebrija, Santander, uno de los

principales nucleos productivos de lima Tabhiti en nuestro pais.

Para el desarrollo de esta investigacion se marcaron 20 arboles de lima &cida
Tahiti (Citrus latifolia Tanaka), injertados sobre Citrus volkameriana, y se
dividieron en dos grupos diferenciados por su nivel de produccion. De cada
arbol se seleccionaron 12 ramas, para marcar y contabilizarlas flores y frutos
producidos, y para obtener las muestras de hojas y frutos necesarios para el
andlisis de carbohidratos, durante dos ciclos de produccion.

Un primer componente experimental relacionado con los analisis quimicos
necesarios para cuantificar la cantidad de carbohidratos moéviles y de reserva
en diferentes partes de la planta y para determinarlos parametros de calidad de
la cosecha segun la NTC 4087 [11], se desarrollbé en el laboratorio del Centro
de Estudios e Investigaciones Ambientales de la Universidad Industrial de
Santander. Este primer componente se inicio con el desarrollo de las
metodologias analiticas de extraccion y analisis de carbohidratos moviles y de
reserva. A continuacién, se procedid a realizar la cuantificacion de los

carbohidratos en las muestras de hojas y frutos de la lima &cida Tahiti y
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finalmente, se midieron las propiedades fisico-quimicas de los frutos

cosechados durante los dos ciclos de produccién mediante la NTC — 4087.

Por otra parte, el segundo componente experimental estuvo relacionado con la
medicion de eventos fisiolégicos relacionados con el rendimiento y calidad de
las cosechas. Durante los dos ciclos de produccion se midieron el nUmero de
flores y frutos, lo cual permitié establecer las curvas de crecimiento y abscision

del fruto, y el porcentaje de cuajado y rendimiento de las cosechas.

Una vez finalizada ésta etapa experimental de la investigacion, se realizaron
correlaciones entre los diferentes eventos fisiologicos de la planta durante sus
fases de desarrollo productivo y las pauta de movilizacion de carbohidratos.
Esta actividad permiti6 comprobar, y en algunos casos establecer la influencia
de la disponibilidad de carbohidratos sobre el rendimiento y calidad de las
cosechas, durante las fases de desarrollo y la influencia de las condiciones

ambientales sobre el cultivo de la lima &cida Tabhiti.

Se espera que los resultados obtenidos en esta investigacion aporten al
desarrollo de una plataforma de manejo del cultivo de la lima acida Tahiti
mediante el conocimiento generado sobre la influencia de los carbohidratos
moviles y de reserva en el rendimiento y calidad de las cosechas, de manera
tal que esto le permita al agricultor implementar practicas de manejo para la
obtencién de frutos de calidad con bajos costos de produccién, haciendo del
cultivo de este citrico una alternativa productiva, que contribuya al desarrollo

regional y nacional del agro.
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1. ESTADADO DEL ARTE

1.1 LIMA ACIDA TAHITI (Citrus latifolia Tanaka)

1.1.2 Origen y distribucion

La especie Citrus latifolia Tanaka, mas conocida como lima acida Tabhiti, es una
especie perteneciente al género Citrus de la familia Rutidcea. El origen de la
lima Tahiti es desconocido, sin embargo, algunos autores atribuyen su origen a
las regiones tropicales del archipiélago Malayo, mientras que, otros afirman que
pudo ser introducido a América en el siglo XIX procedente de la isla Tabhiti, de
donde proviene su nombre [12]. Esta especie es un hibrido triploide entre el
limén comun (Citrus aurantifolia swingle) y otras especies de citricos como la

cidra o la lima &cida, razon por la cual carece de semillas [13].

La lima Tabhiti crece principalmente en climas tropicales y célidos, desde el nivel
del mar hasta los 2200 metros. Aunque puede ser cultivada en regiones con
temperaturas que van desde los 13 a 30 °C, se ha comprobado que la
temperatura Optima para su desarrollo en términos de rendimiento y calidad,
oscila entre los 23 — 30 °C. Para el cultivo de esta fruta, se requiere una
humedad promedio superior al 80%y entre 900 y 1200 mm de lluvia anual bien
distribuidos, ya que esta especie es de desarrollo continuo, con picos de mayor
produccioén entre los meses de mayo y julio, mientras que la época de menos

produccion abarca los meses de noviembre a marzo [14].

El arbol de la lima acida Tahiti se caracteriza por ser vigoroso, con tendencia a
la verticalidad y alcanza alturas que van desde los 2 a4 m. Las hojas son largas
y elipticas, y sus flores se caracterizan por tener pétalos de color blanco
violaceo. Los frutos de la lima Tahiti son de color verde oscuro durante su
desarrollo, y gradualmente van tornandose verde claro o amarillo cuando
comienza la sobremaduracién o envejecimiento (Figura 1).Como las flores de
este arbol carecen de polen y sus frutos no contienen semillas, su forma de

multiplicacion es vegetativa, para lo cual es necesario injertar sus yemas o
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esquejes en arboles denominados portainjertos’ seleccionados por su
compatibilidad [15].

Figura 1.Lima acida Tabhiti (Citrus latifolia Tanaka)

En general, la lima Tahiti es una fruta de consumo diario debido a sus
propiedades organolépticas y medicinales; es utilizada comunmente sin
procesar para aderezar comidas, en la preparacion de bebidas refrescantes y
como acompafante en bebidas alcohdlicas. En la industria, la pulpa y el jugo
son utilizados principalmente como aditivos para darle sabor y color a bebidas
preparadas, papillas y confituras. Adicionalmente, el aceite esencial
proveniente de la cascara se utiliza en la industria cosmética y perfumistica
[16].

1.1.2 Producciéon y Comercializacion

La produccion de limas y limones segun las estadisticas anuales reportadas
por la FAO para el 2010 [17], ascendid a 14.2 millones de toneladas, siendo
India (21.77%), México (13.29%), China (7.38%), Argentina (7.82%) y Brasil
(7.17%) los mayores productores respectivamente; en este listado Colombia
ocupa el puesto nimero veintiuno con tan solo un 0.61% de la produccion total.
Esta baja participacion en el mercado mundial se debe a la marcada diferencia
entre los rendimientos nacionales aproximados en 10.8 t/ha y el potencial de
produccion estimado en 21.8 t/ha, ocasionado principalmente por el escaso

conocimiento que se tiene en el manejo de este citrico, lo cual ha generado una

Portainjerto: En agronomia, planta o arbol que recibe una porcion de tejido procedente de otra especie,
de tal modo que ambas especies crecen como un solo organismo.
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gran brecha tecnolégica que impide obtener mayor productividad de las
cosechas, pese a que la geografia colombiana presenta condiciones favorables

para su cultivo [18].

El cultivo de lima acida Tahiti en Colombia es permanente, y tiene un patron
estacional relativamente estable a lo largo del afio, en el cual los meses de abril
y junio muestran un aumento en la produccién, con una disminucion en el
precio de las cosechas, mientras que, hacia agosto, septiembre y octubre
existe un aumento en los precios causados por la reduccion en la cosecha.
Este patron estacional es determinante en la comercializacion de la fruta, y se
ve reflejado en las cifras reportadas por la FAO para el afio 2010, segun las
cuales Colombia registr6 exportaciones por 1563 t, siendo Francia y Estados
Unidos los principales paises de destino, mientras que, las importaciones
alcanzaron las 4639 t, provenientes en su gran mayoria de Ecuador [19]. Esto
significa que la produccion en ciertas épocas del afio llega a ser tan escasa,

gue resulta insuficiente para suplir la demanda nacional.
1.2 CRECIMIENTO Y DESARROLLO DEL FRUTO

1.2.1. Estados de desarrollo del fruto
Como en todas las especies citricas, la lima &cida Tahiti también presenta
estados de crecimiento reconocidos y diferenciables, dentro de las cuales
existen estados evolutivos que describen paso a paso los fenébmenos que

ocurren en la planta durante toda su ciclo (Tabla 1) [20].

Tabla 1.Estados evolutivos de la lima &cida Tahiti (Citrus latifolia Tanaka) [20].

ESTADO ESTADOS EVOLUTIVOS
Desarrollo de - Reposo: Las yemas vegetativas y de inflorescencias
yemas estdn indiferenciadas, cerradas y cubiertas por
escamas.

- Las yemas comienzan a hincharse.

- Finaliza el hinchamiento de las yemas: las escamas
verdes estan ligeramente separadas.

- Empieza la apertura de las yemas.

- Los brotes de las hojas son visibles.
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Tabla 1.Continuacion

Desarrollo - Las primeras hojas empiezan a separarse: las
de hojas escamas verdes estan ligeramente abiertas y las hojas
emergiendo.
- Las primeras hojas son visibles.
- Se hacen visibles mas hojas, pero sin alcanzar su
tamafio final.
- Las hojas alcanzan su tamaiio final.
Desarrollo - Empieza a crecer el brote: se hace visible su tallo.
- Los brotes alcanzan alrededor del 20% de su tamafio
de brotes ,
final.
- Los brotes alcanzan alrededor del 90% de su tamafio
final.
Desarrollo - Las yemas se hinchan: estdn cerradas y se hacen
de flores visibles las escamas, ligeramente verdes.
- Las yemas revientan: las escamas se separan y se
hacen visibles los brotes florales.
- Las flores se hacen visibles: estan todavia cerradas
(botdn verde) y se distribuyen aisladas o en racimos en
inflorescencias con o sin hojas.
- Los pétalos crecen; los sépalos envuelven la mitad de
la corola (botén blanco).
- Los sépalos se abren: se hacen visibles los extremos
de los pétalos, todavia cerrados, de color blanco o
amoratado.
- La mayoria de las flores, con los pétalos cerrados,
adquieren la forma de una bola hueca y alargada.
Floracion - Primeras flores abiertas.
- Comienza la floracion: alrededor del 10% de las flores
estan abiertas
- Plena floracion: alrededor del 50% de las flores estan
abiertas.
- Empiezan a caer los primeros pétalos.
- Las flores se marchitan: la mayoria de los pétalos
estan cayendo.
- Fin de la floracion: han caido todos los pétalos.
Desarrollo - Cuajado* el ovario comienza a crecer; se inicia la
caida de frutos jovenes.
del fruto

El fruto, verde, esta rodeado por los sépalos a modo
de corona.

Algunos frutos amarillean: se inicia la caida fisiolégica
de frutos.

El fruto alcanza alrededor del 40% del tamafio final.
Adquieren un color verde oscuro. Finaliza la caida
fisiol6gica de frutos.

El fruto alcanza alrededor del 90% de su tamafio final.

2 . . . .
Cuajado: Proceso en el cual el ovario se transforma en fruto, es el comienzo del crecimiento del fruto.
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Tabla 1.Continuacion

Maduracion - El fruto empieza a colorear (cambio de color).

- El fruto estd maduro para ser recolectado, aunque no
ha adquirido todavia su color caracteristico.

- Maduracion avanzada; se va incrementando el color
caracteristico de cada fruto.

- Fruto maduro y apto para el consumo: tiene su sabor y
firmeza naturales; comienza la senescencia® y la
abscision”.

del fruto

Senescencia - Los brotes han completado su desarrollo; las hojas
adquieren su plena tonalidad verde.
- Las hojas viejas inician la senescencia y comienzan a
del reposo caer.
- Reposo invernal.

y comienzo

La fase de desarrollo del fruto inicia con el proceso de “cuajado” en el cual se
produce la transicion del ovario de la flor a un fruto en formacion para iniciar su
crecimiento, y finaliza con la cosecha del fruto, momento en el cual ha
alcanzado las propiedades fisico-quimicas que lo hacen apetecibles para el

consumo [21].

Durante el desarrollo y maduracion el fruto crece a una velocidad dependiente
de aspectos fisioldgicos y ecoldgicos, que dependen de la especie y la zona de
cultivo. En 1958, Bain [22] describid el crecimiento de frutos citricos con una
curva sigmoidal simple para la variable peso fresco en frutos de Citrus sinensis
L. Osbeck. Posteriormente, Goren y Monselise [23], confirmaron estos
resultados en la misma especie y Guardiola y Lazaro [24] en frutos de
mandarina Satsuma (Citrus unshiu Marc). Estudios recientes, han demostrado
gue también se observa una curva sigmoidal simple cuando el crecimiento se
expresa como diametro ecuatorial en funcién del tiempo [25 - 28]. En esta
curva se diferencian tres fases (Figura 2): la division celular (1), el alargamiento
celular (I1) y la maduracién y senescencia (lll); ademas cada fase se caracteriza
principalmente por la tasa de crecimiento del fruto y la competencia de

nutrientes en los diferentes 6rganos de la planta [29].

Senescencia: Fendmeno en el cual el fruto comienza a perder su propiedades fisico-quimicas tras la
maduracion.

4 Abscision: Separacion o caida de alguna parte de la planta.
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Fase | Fase Il Fase lll

Peso o diametro ecuatorial

Tiempo

Figura 2. Evolucion a través del tiempo del crecimiento de los frutos citricos.

La division celular se inicia tras la antesis®, en esta etapa el fruto alcanza casi el
namero total de células que va a tener, pero aumenta muy poco de tamafio, y
se caracteriza por ser una fase de crecimiento logaritmica. Durante esta etapa,
los frutos para su crecimiento demandan carbohidratos y &cidos organicos, los
cuales son transportados desde las hojas; ademas los frutos sintetizan también
carbohidratos, a partir de diéxido de carbono (CO,), reaccion que es continua
durante el crecimiento, disminuyendo su velocidad paulatinamente conforme va
madurando el fruto, ya que en esta reaccion intervienen fotosistemas
conformados por pigmentos como la clorofila que se van perdiendo conforme

crece el fruto [30].

Una vez termina la division celular, comienzan a acumularse en las células de
los frutos, agua y fotosintatos como pigmentos y carbohidratos, lo que origina
una expansion marcada de los tejidos y un rapido aumento de volumen y peso,
dando lugar al alargamiento celular, por lo que se conoce como una fase de

crecimiento lineal.

®Antesis: Fase del desarrollo floral, desde la aparicion hasta su marchitez.
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Finalmente, en la etapa de maduracion, caracterizada por una baja tasa de
crecimiento se producen una secuencia de cambios fisico-quimicos que
determinan las propiedades organolépticas que hacen al fruto apetecible para
el consumo. En general, en esta fase se pierde clorofila, se sintetizan
carotenoides, y hay variaciones en la acidez, textura y consistencia del fruto.
Esta etapa concluye con la senescencia y caida del fruto, que esta
acompafada por la disminucién de la capacidad fotosintética, pérdidas en
contenido de clorofila y cambios en la permeabilidad de membranas que
favorecen las pérdidas de agua de células y tejidos y ocasionan el deterioro

del fruto.

Para facilitar el estudio detallado de estas curvas de crecimiento, es posible
encontrar una expresion matematica empleando métodos estadisticos como el
andlisis de regresion no lineal (Tabla 2). Este método se encarga de linealizar
una funcion propuesta, y obtener los valores de parametros que mejor se

ajusten a los datos experimentales [31].

Tabla 2.Modelos estadisticos para describir el crecimiento de los frutos citricos.

MODELO ECUACION
a
Logistico Y=
] 1+ pre’™*
- *e_}/*x
Romperte y=a*e p
Mono molecular y=a*(1-p*e””)
Von Bertalanffy (VB) y=a*(1+p* e'V*X)5
Richards ~ a
y= (1+e¥7™y°
* '7*X5
Ceibal y=a-p*e
Morgan — Mercar — Florin Bry+a*X’®
(MMF) - 5
7+ X
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Los parametros calculados estan asociados variables biolégicas que afectan el
crecimiento de los frutos; por ejemplo, el parametro alfa (a) representa el
méaximo valor del diametro ecuatorial que alcanzara el fruto, el parametro beta
(B) se relaciona con el intercepto al eje de la abscisa, y gamma (y) esta
relacionada con la tasa de crecimiento, siendo delta () el unico parametro que

se utiliza solo para un mejor ajuste de los datos a los modelos [32].

1.2.2 Parametros de calidad de la cosecha

Los parametros de calidad para frutas citricas pueden ser de tipo externo o
interno, que respectivamente se relacionan con las propiedades fisicas y
quimicas. Los parametros externos e internos permiten determinar el grado de
madurez de la fruta y el tipo de mercado hacia el cual puede ser destinada, ya
gue si esta destinada al procesamiento para alguna industria, las exigencias se
centran en los parametros de tipo interno, mientras que, si se destina para el
mercado fresco la fruta debe pasar por una clasificacidn bastante exigente

respecto a sus propiedades fisicas.

Para el caso de lima acida Tahiti, a nivel nacional, el Instituto Colombiano de
Normas Técnicas y Certificacion (ICONTEC) contempla en la Norma Técnica
Colombiana (NTC) 4087 [33], los requisitos que debe cumplir para el consumo
en fresco o como materia prima para procesamiento, en cuanto al didmetro
ecuatorial, peso, color, apariencia, acidez y porcentaje de jugo. A nivel
internacional, dependiendo del pais, dos parametros adicionales a los
contemplados en la NTC-4087 son empleados para determinar la calidad de la

lima Tahiti: los sélidos solubles y el indice de madurez.

1.2.2.1 Parametros internos.

Acidez titulable. Es el resultado del contenido de &cidos minerales y

organicos, presentes en los jugos citricos. Se considera un indicador de
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madurez de la fruta pues la acidez disminuye progresivamente conforme
aumenta el grado de maduracion, hasta alcanzar niveles tan bajos que la fruta
se torna insipida, perdiendo su valor comercial [34]. Ya que el acido citrico
constituye entre el 85-95 % del total de los acidos presentes, por convencion la
acidez titulable se expresa como porcentaje de acido citrico [35]. En general
para control de calidad de la lima Tahiti se aceptan valores de porcentaje de

acido citrico maximos entre el 5y 6% [36].

Sdlidos solubles totales (SST). Los soélidos solubles se consideran
como un pardmetro de calidad, pues indican el grado de madurez de la fruta;
en el caso de las frutas citricas conforme avanza la maduracion, se produce un
incremento constante del contenido de soélidos solubles [37]. En los jugos
citricos, los principales solidos solubles son los acidos organicos como el acido
citrico, &cido malico y &cido galacturdnico, producto de la hidrélisis de la
pectina y azlcares en menor proporcion como: sacarosa, D-glucosa y D-
Fructosa [38].

La concentracion de solidos solubles se expresa en grados Brix, ya que un
grado corresponde a la densidad que tiene a 20°C una solucién de sacarosa al
1% y a ésta concentracion corresponde también un determinado indice de
refraccién; asi pues, se considera que el jugo de un fruto tiene una
concentracion de sélidos solubles de un grado Brix, cuando su indice de
refraccion es igual al de una solucion de sacarosa al 1 % (p/v) [39, 40].

indice de madurez. Es la relacion entre los solidos solubles totales y la
acidez titulable. Representa el resultado de dos procesos metabdlicos
simultaneos: el incremento de carbohidratos totales y el decremento del acido
citrico, y, por tanto, se asocia al sabor caracteristico de los jugos citricos.
Aunqgue la NTC para la lima Tahiti no contempla este parametro como requisito
de calidad, es necesaria su determinacion en las cosechas colombianas con
fines de exportacion, pues en un gran numero de paises estiman esta relacion

un criterio de aceptacion o rechazo de los frutos [41].
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Porcentaje de jugo. Es un indicador de madurez, ya que cuanto menos
maduro el fruto, mas dificil resulta la extraccion de su jugo. A nivel mundial,
para la lima Tahiti, el porcentaje de jugo minimo exigido para uso como materia
prima oscila entre 20 — 27% [42],mientras que, para consumo fresco es

aproximadamente del 42% [43].

1.2.2.2 Parametros externos. Estos parametros cobran especial
importancia en las frutas destinadas al consumo fresco, ya que este mercado

es mas exigente al respecto [42, 43].

Didmetro ecuatorial y peso. Estos parametros indican el grado de
madurez de la fruta y a su vez permiten clasificar los frutos en diferentes
categorias para facilitar su comercializacion (Tabla 3). En general, a nivel
mundial la lima Tahiti se comercializa aproximadamente a partir de los 42 mm

de didmetro ecuatorial y 42 gramos de peso.

Tabla 3. Calibres de la lima Tahiti.

Diametro Peso
CALIBRE . .
ecuatorial (mm) promedio (g)
A > 179
B 67 — 60 132
C 59 - 50 90
D 49 — 43 61
E <42 42

Apariencia. Hace referencia a caracteristicas como: la sanidad de la
fruta (ataque de insectos o enfermedades), ausencia de olores o materiales
extrafios, humedad, firmeza y presencia de caliz. Es un criterio de evaluacion,
gue determina la calidad de la fruta, siendo el grado de tolerancia diferente

para cada pais.
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Color. El color es un parametro de calidad de tipo externo por lo cual se
considera una caracteristica muy importante en las frutas destinadas al
consumo fresco; aunque no es un criterio de aceptacion o rechazo, pues
depende especificamente del gusto del consumidor, se emplea como un
indicador de la madurez de la fruta, ya que estudios realizados al respecto,

indican que a menor intensidad del color verde, mayor grado de madurez.

1.3 CUAJADO Y ABSCISION DEL FRUTO

1.3.1. Cuajado

El cuajado se define como la fase del desarrollo que marca la transicion de una
flor (ovario) a un frutito que se desarrollara hasta la madurez [44]. En citricos,
se observan dos tipos de cuajado, uno inicial, que corresponde al porcentaje de
ovarios que contintan creciendo después de la antesis, y el cuajado final, que
se mide como el porcentaje del numero de flores que forman finalmente los
frutos [45].

Entre los factores mas importantes que influyen en el cuajado de frutos, se
encuentra la competencia que se establece por carbohidratos entre flores y
frutos. En la mayor parte de las variedades de citricos, el déficit de cuajado solo
se presenta cuando la planta florece mucho, debido a que es incapaz de suplir
la demanda de carbohidratos para nutrir a los ovarios que inician el desarrollo,

por lo cual se desprenden del arbol, reduciéndose el cuajado de frutos [46].

Aunque se han demostrado que el nimero de flores producidos por la planta
llega a estar inversamente relacionado con el porcentaje de frutos finalmente
cuajados [46], también se han encontrado cosechas con bajos porcentajes de
cuajado que florecen muy poco, esto se debe a que un nimero elevado de
frutos son cosechados en la cosecha inmediatamente anterior, fenomeno que
se conoce como alternancia; este fendmeno ocurre porque durante la fase final

de crecimiento el fruto, este consume grandes cantidades de carbohidratos,
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generando un déficit de las reservas, lo cual ocasiona una baja diferenciacion

floral en la nueva cosecha [47].

1.3.2. El proceso de abscision

La abscision es un proceso selectivo que consiste en la caida de una parte de
la planta; en citricos, la abscision de flores y frutos, es determinante para el
rendimiento y calidad de las cosechas, pues estéa relacionada con el nUmero de

frutos que finalmente cuajan y con las propiedades fisicas del fruto [48].

En general, para las plantas citricas se distinguen dos ondas de abscision
sucesivas que afectan la floracion y el desarrollo de los frutitos [49]. La primera
onda, induce masivamente la abscision de flores y ovarios, mientras que la
segunda, reduce el numero de frutos que ya presentan un crecimiento
significativo, en la fase de alargamiento celular [50]. Esta ultima onda de
abscision esta determinada principalmente por factores nutricionales entre los

gue se incluye la competencia de los frutos por carbohidratos [51].

Durante este periodo, la velocidad de acumulacién de materia del fruto excede
la capacidad fotosintética de las hojas, por lo cual la planta recurre al
agotamiento de sus reservas [52]. Una vez esto ocurre, se limita el suministro
de carbohidratos al fruto, ocasionando la caida de un buen nimero de ellos,
posiblemente, porque los citricos poseen un mecanismo interno que ajusta el

namero de frutos que se desarrollan a la disponibilidad de carbohidratos [53],

1.4 FACTORES QUE AFECTAN EL RENDIMIENTO Y CALIDAD DE LAS
COSECHAS

En los citricos, el numero de frutos que llegan a cosecha y sus propiedades
organolépticas, son consecuencia de factores endogenos y exdgenos
inherentes a la planta. Conocer la relacion entre estos factores y su influencia

en términos de rendimiento y calidad para cada especie, ha permitido entender
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el comportamiento de la planta y asi el desarrollo de plataformas de manejo de
cultivo, con el objetivo de mejorar la productividad de las cosechas.

Los factores enddgenos incluyen factores genéticos y fisiologicos propios de
cada especie y variedad. Los factores exdgenos incluyen las condiciones del
medio y cultivo, el tipo de suelo, clima y ubicacion geogréfica. Claramente, los
factores genéticos y las condiciones del medio y el clima, no pueden ser
controlados mientras los factores fisiologicos si pueden ser modificados para
mejorar la productividad de las cosechas. Por esta razon actualmente son la
principal &rea de estudio en el desarrollo de este tipo plantas [54].

1.4.1 Factores fisiologicos

Los factores fisiolégicos de todas las plantas se dividen en nutricionales y
hormonales. Los primeros hacen referencia, prioritariamente, a la disponibilidad
de carbohidratos, mientras que, los segundos se relacionan con sefales que
determinan la capacidad sumidero del fruto, es decir, con la capacidad de la
planta para retenerlos carbohidratos en forma de almidén como reserva. En
cuanto a los carbohidratos, actiian como insumo para la construcciéon de tejido
y aportan la energia necesaria para el desarrollo de las diferentes fases de
crecimiento del fruto, actuando en conjunto con las hormonas que garantizan

su accién y distribucion donde sean necesarios.

Cuando hay deficiencias en alguno de estos dos factores la produccion y el
desarrollo del fruto se reducen de acuerdo con el estado de desarrollo en que
se produzca el déficit. Asi pues, si el déficit nutricional u hormonal se produce
durante la etapa de division celular, los frutos reducen su tasa de crecimiento y
por tanto su capacidad de sumidero, de modo que todos aquellos que reciben
una nutricion deficiente se desprenden de la planta. Por otra parte, si el déficit
se produce durante la fase de alargamiento celular, los frutos no caen pero
reducen su tasa de crecimiento y, consecuentemente, su tamafo final. Asi se
explica por qué es posible encontrar cosechas muy bajas de frutos pequefios y,

viceversa, cosechas muy elevadas de frutos de buen tamano [55].
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El déficit de carbohidratos puede ocasionar bajos niveles de floracion y en
consecuencia, bajo numero de frutos. Este fendmeno se conoce como
alternancia en las cosechas, y sucede cuando al producirse una cosecha con
elevado numero de frutos, se reducen las reservas de carbohidratos necesarias
para que se produzca la floracion en la siguiente cosecha. En algunos casos
esto puede ser positivo, ya que al presentarse un menor numero de frutos, la
capacidad del arbol para nutrirlos es menos limitada y existe una menor
probabilidad de caida [56].

Por otra parte, el déficit hormonal promueve la floraciébn una vez se haya
realizado la cosecha de los frutos. En la actualidad, se han implementado
tratamientos a base de hormonas para el control de la floracidon con excelentes
resultados, ya que la reduccion de la floracion, ocasiona una mejor distribucién
de carbohidratos con lo cual se aumenta el numero de frutos que llegan a

cosecharse [57].

1.4.2 Factores genéticos

Son factores que determinan tanto el comportamiento y desarrollo de la planta,
como las caracteristicas de su fruto. Dichos factores no pueden manipularse en
condiciones de cultivo, pues dependen de la especie, género o familia a la cual
pertenezca la planta. Para el caso de especies hibridas, los factores genéticos
que influyen ellas, son una combinacion de los genes transmitidos de cada

especie de origen.

Los factores genéticos en citricos han sido estudiados debido a su influencia
sobre la calidad del fruto, especialmente los relacionados con: el tamafio del
fruto, el grosor de la corteza, la producciébn de zumo, la capacidad de
almacenamiento de nutrientes, entre otros [58]. En general, la manipulacion de
estos factores es dificil pues, frecuentemente, son modificados
espontaneamente (mutaciones) y dan lugar a caracteristicas diferenciales que,
persisten en el tiempo, dando lugar una nueva variedad, sin que pueda

controlarse de alguna manera [59].
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Entre las modificaciones genéticas mas destacadas que se conocen en
especies citricas, se encuentra la obtencion de hibridos por modificaciones
genéticas como la mandarina Fortune, mandarina Nova, con caracteristicas
fisico-quimicas de amplia aceptacion comercial y el uso de ciertos portainjertos

para combatir diferentes enfermedades que aquejan a los citricos [60].

En el caso particular de la lima acida Tabhiti, diversos estudios sobre posibles
portainjertos han sido realizados con el objetivo de mejorar la productividad de
las cosechas; entre los méas destacados se encuentra el realizado por Campbell
[61], en el cual se evaluaron veintidos especies citricas como posibles
portainjertos, siendo la especie Citrus volkameriana, aquella que mostré los
mejores resultados en cuanto a calidad de los frutos, en climas tropicales

hamedos, caracteristicos de algunos territorios Colombianos.

Otras modificaciones genéticas reportadas para el mejoramiento del
rendimiento y calidad de la lima acida Tabhiti, ha sido el uso de portainjertos
hibridos; estos ademas de mejorar las propiedades organolépticas de los
frutos, también lo hacen mas resistente ante el ataque de plagas y menos
susceptible a los cambios de clima. Dentro de los hibridos reportados con
mejores resultados se encuentra el producto entre las especies Citrus limonita
Os Beck y Poncidres trifoliada Rif, probado por Cantuarias et al [62] en suelos
brasileros, con el cual se obtuvieron frutos de alta calidad, cuyas caracteristicas
lo convierten en una alternativa viable, para la propagaciéon del cultivo de la

lima Tahiti.

1.4.3 Factores exdgenos

Se refiere a las condiciones del medio y el cultivo, especialmente a la
temperatura, luminosidad, pluviometria y cuidados del cultivo como el riego y la
poda. En cuanto a la temperatura, estudios realizados por Sinclair et al. [63]
demuestran que influencia principalmente en la acumulacién de metabolitos en
el fruto y, por tanto, su crecimiento. El fruto llega a ser altamente susceptible a

las altas temperaturas en la fase inicial de division celular, lo cual puede llegar
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a desencadenar la caida masiva de frutos y hasta una reduccién de su tasa de
crecimiento a lo largo del ciclo de desarrollo.

La susceptibilidad a la temperatura se ve demostrada al comparar las tasas de
crecimiento de frutos provenientes de areas subtropicales y tropicales. En las
zonas subtropicales, la temperatura varia constantemente, contrario a lo
ocurrido en las zonas tropicales, donde es mas uniforme durante todo el afo;
esto genera que bajo condiciones tropicales, el fruto crezca casi
ininterrumpidamente durante todo su ciclo de desarrollo, y se reduzca el tiempo
necesario para que alcance la maduracion. En cambio, bajo condiciones
subtropicales, el ritmo de crecimiento es mas lento y depende de los cambios

térmicos estacionales [64].

Otro efecto de la temperatura es su influencia sobre la calidad del fruto,
reflejada en la relacion inversa con el porcentaje de acidos libres acumulado en
el zumo; es asi, como en zonas de elevadas temperaturas, los frutos se
caracterizan por tener bajos porcentajes de acidez, haciéndoles menos
apetecible en el mercado. También se ha demostrado que la elevada
luminosidad y las temperaturas altas, producen condiciones favorables para
aumentar la actividad fotosintética y, por tanto, una mayor sintesis y
acumulacion de carbohidratos solubles en el fruto, previniendo su caida y

garantizando el suministro de energia necesario para su desarrollo [65].

En cuanto a la pluviometria, en general, tanto en climas tropicales como
subtropicales se ha comprobado que, las épocas humedas y frescas inducen
periodos de semireposo de los arboles, con bajas tasas de crecimiento en los
frutos [66]. Por otra parte, en época de lluvialos frutos aumentan en tamafio, y
en de contenido en zumo y reducen su concentracién de azlcares y acidos
libres. Por el contrario, las épocas secas y calurosas se asocian con periodos
de crecimiento y desarrollo activo de los 6rganos de la planta, pero bajo
crecimiento del fruto, por lo cual el riego juega un papel muy importante, ya que
el déficit hidrico durante estas épocas, pueden provocar retrasos irrecuperables

en el tamafio final del fruto [67].
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Con respecto a la lima Tahiti, Southwick et al [68] demostré que el estrés
hidrico, promueve la floracion a bajas temperaturas, y que este fendbmeno
puede ser controlado mediante el uso de complejos hormonales. En cuanto a la
calidad de limas y limones, Davis et al [69], afirman que los climas tropicales
medios, ubicados entre los 900 — 1800 m a nivel del mar, son los territorios mas
propicios para el cultivo de estas frutas. En estos territorios, donde las épocas
secas y lluviosas se alternan durante el afio, los frutos presentan bajos
contenidos de solidos solubles y &cidos organicos, y buena coloracién en la
cascara. Este ultimo efecto es debido a que las a las temperaturas medias,
incrementan los procesos metabdlicos de la plantas, sin promover la sintesis de

carotenoides responsables del color amarillo indeseado a estas frutas.

1.5 CARBOHIDRATOS EN PLANTAS

Los carbohidratos de las plantas se dividen en dos grupos: estructurales y no
estructurales (CNE). Los primeros forman parte de la pared celular y entre
éstos se encuentran la celulosa, la hemicelulosa y la pectina. Estos, son
causantes de la fibrosidad del alimento, no estan disponibles para el
metabolismo energético de la planta y son insolubles en agua. Por otra parte,
los CNE se almacenan en Organos vegetativos como hojas, raices, rizomas,
estolones, coronas y parte inferiores del tallo. Los principales CNE en las
plantas son monosacéaridos como D-(+)-glucosa y D-(-)-fructosa, disacaridos
como sacarosa y maltosa, y polisacaridos como almidones y fructosanos. La
principal funcién de los CNE es proporcionar la energia para el rebrote de las
plantas que pueden ser cosechadas varias veces en una misma temporada
[70].

Dentro de los CNE existen dos distinciones, los llamados carbohidratos moviles
y los de reserva. Los CNE méviles son aquellos que estan disponibles durante
todo el metabolismo y se encuentran en las hojas de las plantas, como
producto directo de la fotosintesis, estan constituidos principalmente por
glucosa, fructosa y sacarosa (Figura 3). La glucosa y la fructosa son

monosacaridos quirales que presentan actividad éptica; en las plantas siempre
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se encuentran como D-(+)-glucosa y D-(-)-fructosa, respectivamente, y en sus
formas ciclicas como a-D-Glucopiranosa y a-D-Frutofuranosil. Por otra parte, la
sacarosa es un disacarido formado por una molécula de a-D-glucosa
condensada con otra B-D-fructosa, en sus formas ciclicas. En la unién
intervienen los grupos reductores de ambos azucares, por lo que la sacarosa

no presenta poder reductor [71].

H CHOH o
HO
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H
H
HO
OH  OH
H
a-D-Glucopiranosa a-D-Fructofuranosil
HOH,C Q
HO

HO "o OH

OH o 0 CH,OH
CH20H

Sacarosa

a-D-Glucopiranosil-(1-—-2)-B-D-Fructofuranosa

Figura 3. Carbohidratos moviles no estructurales

Otro tipo de CNE son los de reserva, que en el transcurso del metabolismo, se
acumulan en diversas partes de la planta, aunque mas tarde pueden ser
reconvertidos en formas mas sencillas y asi, desaparecer de nuevo. Los CNE
de reserva solo pasan a desempeiiar un papel activo cuando se han terminado

los CNE moviles de mayor disponibilidad [72].

En las plantas, el principal CNE de reserva es el almidon, polisacarido formado
por dos polisacéaridos llamados amilosa y amilopectina. A ambos polisacéaridos
estan compuestos por miles de unidades de D-glucosa unidas por enlaces

glicosidicos a (1,4), siendo las ramificaciones de la amilopectina su Unica
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diferencia [73].

En las plantas, el almidon se acumula facilmente en las raices y partes
inferiores debido a su alta insolubilidad. La acumulacion del almidén depende
de la velocidad de la fotosintesis, debido a que la D-glucosa se convierte en
almidon sin pasar por intermediarios. A mayor velocidad de fotosintesis, mayor,
concentracion de D-glucosa en el medio y aumento en la velocidad de sintesis
de almidon. Si se somete a la hoja de la planta a una iluminacién continua, el

almidon continuara acumulandose indefinidamente [74].

Por otra parte, la hidrdlisis del almidén a D-glucosa es una reaccion simultanea,
y si la fotosintesis se detiene y la concentraciéon de D-glucosa disminuye por
transporte, la sintesis del almidén se retarda hasta que se hace mas lenta que
el proceso inverso de hidrolisis. En estas condiciones, el almidén precipitado va
volviendo lentamente a la solucidon y comienza a desaparecer inicialmente de
las hojas hasta las partes mas bajas de la planta, al ser transportado en forma

de azlcares [75].

Adicionalmente, la sacarosa por ser soluble, también resulta ser un
carbohidrato de reserva, ya que se acumula con facilidad, aunque no puede
condensarse en otras sustancias mas complejas, puede ser hidrolizada o

consumida posteriormente [76].

1.5.1 Influencia de carbohidratos no estructurales en plantas

citricas

En diversas especies de plantas citricas se han realizado estudios para
entender la influencia que ejercen los carbohidratos en las diferentes fases de
crecimiento y desarrollo de la planta, y su posible relacién con el rendimiento y
la calidad de las cosechas, revelando interesantes resultados, en especial en
tres etapas determinantes del cultivo: la floracion, la abscision del fruto y la
fructificacion [76, 77].

En la etapa de floracion y postfloracion se ha determinado que los
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carbohidratos de reserva se hidrolizan y posteriormente se movilizan hasta
alcanzar un valor minimo al final de la primera abscision en general en todas
las especies citricas. Sin embargo la velocidad de dicha movilizacién varia de
una especie a otra, por ejemplo se ha sefialado que es mas rapida en la

variedad de naranjo Navelate que en Washington navel [78].

Otro trabajo al respecto, realizado por Goldschmidt y Golomb [79], muestra que
en especies de mandarinas, las cosechas que mostraban altos niveles de
floracion y elevadas concentraciones de almiddn, presentaban un nivel muy

bajo de desarrollo del fruto.

La abscision del fruto, es una fase determinante en el rendimiento y la calidad
de las cosechas, pues si se produce cuando el fruto no ha alcanzado la
madurez suficiente, el producto resultante no solo carecera de las propiedades
organolépticas adecuadas, sino también se, reducira el numero de frutos aptos
para el consumo y comercializacion y por tanto el rendimiento de la cosecha.
Ademas, la abscision del fruto se considera como un mecanismo de ajuste del
namero de frutos que un arbol es capaz de soportar y se relaciona con la tasa
de crecimiento de los frutos jovenes y la disponibilidad de carbohidratos [80 -
82].

En especies citricas es comun encontrar dos maximos de abscision durante el
desarrollo inicial del fruto. El primer maximo se debe a la separacion de flores o
de ovarios que han crecido muy poco Yy tiene lugar por el pedicelo. El segundo
maximo de abscision ocurre aproximadamente a las 8 semanas después de la
floracion con el desprendimiento, por su base, de frutos en desarrollo [83]. La
abscision inicial, es decir en el primer maximo, que tiene lugar durante las
cuatros-seis semanas tras la floracion, no guarda relacion con los niveles de
azucares libres en el fruto y por consiguiente no se relaciona con el suministro
de azucares [84, 85]. Por el contrario, los ultimos frutos que se desprenden
presentan un menor contenido en azucares libres que los frutos que contindan
su desarrollo, por lo que su abscisibn se atribuye a una limitacion en el

suministro de carbohidratos [86].
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La abscision final del fruto es principalmente determinada por factores
nutricionales [87 - 90]. En esta etapa se establece una competencia por los
carbohidratos disponibles en el resto de la planta, con un consiguiente
agotamiento de las reservas. El nivel de sacarosa en las hojas cae a valores
bajos, demostrando una limitacién en el suministro de carbohidratos [86 - 88].
La disminucion en la abscision de frutos, cuando la disponibilidad de
carbohidratos se incrementa por un aumento en la fotosintesis [89], refuerza la
hipotesis de que la abscision final esta relacionada con la competencia entre

frutos por carbohidratos.

En general para plantas citricas se ha demostrado que la disponibilidad de
carbohidratos es proporcional a la cantidad de frutos formados, ya que durante
la formacion de estos se produce una mayor hidrolisis de los carbohidratos de
reserva. Dentro de los estudios mas relevantes que respaldan esta afirmacion,
se puede encontrar el realizado por Sanz et al. [89]. Estos autores,
determinaron que el contenido en carbohidratos de reserva, fundamentalmente
almidon, alcanza en las hojas adultas un valor maximo al principio de la
floracion, cuando no hay presencia aun de frutos; una vez iniciada la etapa de
fructificacion se observa una disminucion gradual en la reserva de

carbohidratos.

El consumo de carbohidratos por el fruto durante el proceso de post-floracién,
aumenta inicialmente alcanzando un valor maximo a mediados de la abscision
final. El aumento en la tasa de crecimiento de los frutos se compensa con la
abscision de algunos, de tal modo que el consumo se mantiene constante [91,
92].

Una importante relacion de los carbohidratos con la calidad de la cosecha se
ha comprobado para numerosas especies citricas. Diversos autores
demostraron que el cuajado final del fruto esta limitado por la disponibilidad de
carbohidratos, y que un suministro insuficiente determina la abscision de los

frutitos en desarrollo durante la post-floracion e impide su madurez y la
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adquisicién de las propiedades organolépticas adecuadas para su consumo y
comercializacion [93 - 96].

En cuanto al crecimiento y desarrollo del fruto y su relacion con la
disponibilidad de carbohidratos, los trabajos de Guardiola y Goldschmidt et al.
[97, 98], demuestran que el estado de desarrollo del fruto determina los
factores limitantes para su crecimiento. El peso individual en la etapa de
madurez, esta inversamente relacionado con la cantidad de frutos por arbol.
Otro estudio al respecto, evaluando la translocacion de metabolitos mediante
marcaje, indica que el incremento en el cuajado y crecimiento inicial en naranja
Valencia estd relacionado con una atmosfera enriquecida con COy,
confirmando el efecto de la disponibilidad de carbohidratos en el desarrollo del
fruto [90, 99].

En conclusién estos trabajos permiten afirmar que el cuajado y el desarrollo del
fruto dependen del suministro de carbohidratos. Estos proceden de la

movilizacion de las reservas acumuladas en la planta, y de la fotosintesis.

Por otra parte, en el naranjo Valencia, la acumulacion de almidén en las hojas
al final del invierno esta relacionada inversamente con la cosecha [100]. En la
variedad precoz de mandarina Owari Satsuma, la acumulacion de
carbohidratos en las hojas no se inicia hasta después de la recoleccion [101].
Ademas de las hojas adultas, otras partes de la planta, en particular las raices,
acumulan cantidades elevadas de almidon [102]. La acumulacién de

carbohidratos en las raices es estimulada por las bajas temperaturas [103].

Otros trabajos interesantes relacionados con carbohidratos en plantas, se han
enfocado en el estudio de la incidencia de algunas practicas de manejo del
cultivo con los niveles de carbohidratos. Entre estos trabajos se destacan el
realizado por Mehouchi et al [104], quienes estudiaron la relacion entre la
disponibilidad de carbohidratos y la defoliacion; estos autores también
observaron que para especies de mandarinas, la defoliacion reduce la

disponibilidad de carbohidratos, ademas del cuajado y por tanto la
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productividad de los cultivos.

Adicionalmente, en arboles de Citrus unshiu, la defoliacion total o parcial en la
floracién no reduce los niveles de carbohidratos en frutos en desarrollo pero si
incrementa  significativamente la primera onda de abscision. Estas
observaciones son respaldadas por las expuestas por Agusti et al [105]
quienes plantean que en la mandarina Satsuma y la Kits, una reduccion en la
disponibilidad de carbohidratos inducida por defoliacion, provoca la abscision

de frutos durante la etapa de crecimiento.

En el caso del anillado® como practica comdn en el manejo del cultivo de
especies citricas, los estudios realizados por Ruiz et al y Duarte et al, [106,
107], acerca de la influencia de este durante la post-floracion, demuestran que
el anillado impide la competencia de la raiz y aumenta la cantidad de
carbohidratos metabolizadles disponibles para los frutos, sin modificar la pauta
de abscisién durante 6-7 semanas después de la floracion, pero si el cuajado

final.

Trabajos realizados por Iglesias et al. [108], con anillado en mandarina
Satsuma, plantean la existencia de una correlacién entre el contenido en
carbohidratos y la abscision del fruto. Estos autores sugieren que las
condiciones que determinan niveles altos de carbohidratos (anillado de ramas)
incrementan el contenido en carbohidratos, disminuyendo la velocidad de
abscision y que una condicion opuesta (anillado del pedicelo), reduce la

disponibilidad de carbohidratos e incrementa la abscision.

1.5.2 Andlisis de carbohidrato moéviles

Los carbohidratos son compuestos muy abundantes en la naturaleza, y de gran
interés en diferentes industrias, por lo cual numerosos estudios han sido
enfocados hacia la evaluacion de diversas técnicas cromatograficas para su

separacién y analisis; las primeras técnicas empleadas fueron la cromatografia

6 . P . . . . . ~
Anillado: Es una préctica agricola que consiste en interrumpir el floema, removiendo una pequefia
porcién de corteza o simplemente haciendo una incision al tallo.
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en capa fina y en papel, pero la separacién estaba limitada a analitos
conocidos, ademas presentaban baja resolucién y no podian ser empleadas en

algunos casos para cuantificacion [109].

Las cromatografias de gas — sélido y gas — liquido, acopladas a diferentes
detectores también han sido bastante utilizadas para el andlisis de
carbohidratos [110 - 112], especialmente para la elucidacién de estructuras; sin
embargo, son cada vez menos empleadas gracias al desarrollo de nuevas
técnicas, para las cuales no es necesario someter las muestras a reacciones
de reprivatizacion como la formacion de los respectivos alquil-éteres o alquil-
ésteres, o la trimetil-sililacion, no requieren de altos costos de instrumentacion,

y emplean tiempos de analisis mucho mas cortos.

En los Ultimos afios la electroforesis capilar (EC) ha sido empleada para el
analisis de carbohidratos por la sencillez de su instrumentacion y la baja
cantidad de muestra necesaria, a pesar de esto, la baja reproducibilidad de los
andlisis y la dificultad para realizar la separacién y deteccion, debido a los altos
valores de pH requeridos para la ionizacion de los analitos, limitan sus
aplicaciones [113, 114].

Por otra parte la cromatografia liquida (HPLC), con la gran cantidad de
variantes que presentan, en cuanto a seleccion de columnas y detectores, han
permitido el analisis de carbohidratos en numerosas matrices (Tabla 4). En
general, la preparacion de la muestra consiste en la extraccion metabdlica de
los carbohidratos, seguida de procedimientos de limpieza del extracto y su
posterior disolucibn en agua, para asi obtener muestras libres de lipidos,
pigmentos, taninos, terpenos u otros compuestos que podrian interferir en los
analisis de carbohidratos [115 - 116].

Para el andlisis de carbohidratos por HPLC, se destacan principalmente la
cromatografia en fase reversa (NP - HPLC) y la cromatografia de intercambio
i6nico (IEC - HPLC), ya sea de intercambio aniénico (HPAEC) o catiénico

(HPCEC). En el caso de la NP — HPLC, se utilizan columnas de silice ligadas
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con grupos amino, empleando como fases moviles mezclas de solventes como
acetonitrilo: agua o metanol: agua; la separacion se da por las interacciones
hidrofébicas entre la silice modificada y los carbohidratos [117, 118]. Por otra
parte, en la IEC — HPLC se emplean columnas de resinas sulfatadas o grupos
amonios cuaternarios; la separacion esta dada por la reaccion reversible entre
los analitos y los grupos cargados de la fase estacionaria, lo cual a su vez

determina el orden de salida de los carbohidratos [117, 118].

Tabla 4.Técnicas para analisis de carbohidratos por HPLC.

Tipo de cromatografia Detector Matriz Ref.

HPAEC

- Fase estacionaria: Resinas poliméricas PAD Pasto, 118-123

funcionalizadas con grupos amonios madera,

cuaternarios o aminas terciarias. plantas

- Fases moviles: Soluciones de acetato de RID Plantas 124

sodio e Hidréxido de sodio, a pH basico. MS Plantas 125
ELSD Bebidas 126

HPCEC

- Fase estacionaria: Resinas poliméricas RID Alimento, 127-130

funcionalizadas con grupos sulfénicos o bebidas,

acidos organicos. vinos,

- Fases moviles: Soluciones acuosas de MS Plantas 131,132

acetonitrilo, acido acético, sulfarico o
fosforico, a pH acido.
NP-HPLC
- Fase estacionaria: Silice funcionalizada RID Plantas 133-136
con grupos propilamino.
FLD Bebidas 137
- Fase movil: Soluciones de acetonitrilo o
metanol, menos polares que la fase ELSD Plantas, 138-141
estacionaria. vegetales
MS Inulina 142,143

RP - HPLC

- Fase estacionaria: Silice funcionalizada uv Plantas, 144-146
con octadecilsiloxano (ODS) u bebidas.
octilsiloxano. FLD Alimentos 147

- Fase movil: Mezclas de solventes RID Plantas 148
hidrofébicos, sales y soluciones tampdn. MS Alimentos 149
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Tabla 4. Continuacion

HILIC

- Fase estacionaria: Silice funcionalizada ELSD Alimentos 150-151
con sulfobetaina que le confiere
propiedades hidrofilicas.

- Fase mévil: Mezclas de agua grado HPLC
y modificadores organicos para mejorar la
selectividad del proceso de separacion.

MS Bebidas 152

LEC

- Fase estacionaria; Resinas poliméricas ELSD Flores 153
sulfonadas cargadas con diferentes iones

metélicos (Ca**, Pb?"). RID  Plantas 154

- Fase estacionaria: Agua grado HPLC.

En cuanto al tipo de detectores empleados para el analisis de carbohidratos,
cada uno de ellos presenta ventaja y desventajas que determinan su utilizacion
de acuerdo al tiempo y los recursos disponibles y al tipo de analisis requeridos.
Asi por ejemplo, los detectores de arreglo de diodos [144 - 146] y fluorescencia
[147] empleados en diferentes tipos de cromatografia liquida, son
especialmente Utiles para andlisis simultaneo de un gran numero de
carbohidratos. Sin embargo, el uso estos detectores requieren de una previa
derivatizacién de la muestra, por lo cual resultan poco utiles para analisis

rutinarios en gran numero.

Por otra parte, algunos tipos de detectores en LC no requieren derivatizaciones
de la muestra, y ofrecen buena resolucion y sensibilidad, como el detector
amperométrico de pulso (PAD) y el detector evaporativo de dispersion de luz
(ELSD), pero presentan ciertas desventajas. En el caso del PAD, su uso es
limitado ya que la posibilidad de epimerizacion de los analitos, y el cambio de
condiciones entre la separacion y la deteccion amperométrica, dificultan la
realizacion de los analisis [118 — 123].A su vez, el ELSD, aunque es un
detector universal, su uso aun es bastante limitado ya que la fase movil
empleada debe ser volatil puesto que es evaporada, lo cual restringe el uso de
modificadores organicos que facilitan la separacién de los carbohidratos [138 -
141].
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El detector de indice de refraccién (IR) constituye una alternativa viable y es
ampliamente utilizado en el andlisis de carbohidratos debido a su facilidad de
adaptacion a los diferentes tipos de cromatografia. El detector IR es muy
versatil pues no requiere derivatizar la muestra, se puede utilizar en un amplio
rango de analitos, es compatible con todo tipo de fases moviles y, puede
adaptarse en linea junto con otros detectores para el analisis simultaneo de
diferentes tipos de analitos en una misma muestra. Las principales desventajas
del detector IR son la baja sensibilidad, la dependencia de la sefial con la
temperatura y el uso exclusivo de eluciones isocraticas para su operacion [133
— 136].

En cuanto a la identificacidon y elucidacion de nueva estructuras, HPLC — MS es
la técnica mas empleada, ya que gracias al desarrollo de nuevas interfaces
para su acoplamiento, ha sido posible realizar simultineamente la separacion y
deteccidon de carbohidratos. Para llevar a cabo los analisis por HPLC — MS se
han reportado principalmente el empleo de la ionizacion por electrospray (ESI)
como fuente de iones para el analisis de monosacaridos, disacaridos y
oligosacaridos, y la ionizaciébn por desorcion laser asistida por una matriz
(MALDI) para la deteccion e identificacion de polisacéaridos, ya que su analisis
directo no requiere previa hidrolisis. Respecto a los analizadores empleados, se
han reportado principalmente los analizadores de trampa i6nica (IT) y los
analizadores de tiempo de vuelo (TOF), empleados de acuerdo con el tipo de
muestra y carbohidratos que se requieran analizar [131, 132, 142, 143].

1.5.3 Anadlisis de carbohidratos de reserva

Los carbohidratos y sustancias relacionadas pueden ser cuantificados por
métodos espectrofotométricos gracias a los grupos reductores presentes en
sus estructuras, que al ser tratados con agentes reductores, reaccionan para
dar lugar a soluciones color amarillo — naranja muy estables. La cuantificacion
se realiza aprovechado que la absorbancia de la solucion a determinada
longitud de onda es proporcional a la cantidad total de carbohidratos presentes
(Tabla 5).
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Tabla 5. Agentes reductores empleados en la cuantificacion de carbohidratos

por métodos colorimétricos.

Tipo de carbohidrato Agente reductor Referencia
. Fenol [155]
Todo tipo 1 — naftol [156]
~ Pentosas Benzidina [157]
Acidos urénicos Resorcinol [158]
Cetosas Naftoresorcinol [159]

Oligosacaridos,

.2 Diazouracil [160]
polisacaridos y sacarosa

La reaccién se lleva a cabo en medio &cido y generalmente el agente reductor
depende del tipo de carbohidrato que se vaya a cuantificar. La concentracion
de carbohidratos puede medirse entonces utilizando una curva de calibracién
elaborada con una sustancia de referencia, generalmente D-glucosa [161].

1.5.3.1 Método de fenol-sulfurico

Este método colorimétrico propuesto por Dubois et al [155] en 1956 permite la
cuantificacion de carbohidratos, basado en la reaccién entre el fenol y los
monosacaridos, en condiciones acidas y de alta temperatura. Bajo dichas
condiciones, una serie de reacciones complejas toman lugar, empezando con
una deshidratacién simple del monosacérido, con la cual se obtienen productos
derivados del furano, los cuales a su vez reaccionan con el fenol sulfonado,
para dar lugar a un complejo color naranja, cuya absorbancia medida a 490 nm
es proporcional a la cantidad del azGcar presente en la reaccion (Figura 4). Ya
que la reaccién general no es estequiométrica, pues depende de la estructura
del azlcar, es necesario realizar una curva de calibracion con un carbohidrato

de referencia [162].

El método del fenol — &cido sulfurico ha sido ampliamente utilizado para el
analisis de carbohidratos en diferentes matrices por ser rapido, econémico y
sensible; ademas, ya que la presencia de sales y proteinas, caracteristicas de

muestras bioldgicas o vegetales, no representan interferencias en este método,
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se considera altamente especifico y preciso [163 - 165]. Adicionalmente,
diversos estudios sobre este método han permitido establecer que puede ser
utilizado para cuantificar toda clase de azucares, reductores y no reductores,

incluyendo oligosacaridos y polisacaridos.

CHO
H——OH
E——
H——OH Calor \\C (o) CH,OH
H——OH W OH
CHOH ﬂ\ Jij:so H
+ — HOH,C” ~0” C 3
\
OH

OH
H,SO, @i 0
— -
Cal j
alor SOgH Complejo coloreado

Figura 4. Esquema de las reacciones guimicas que permiten la cuantificacion
de carbohidratos insoluble por el método de Dubois et al [165].

Para determinar el contenido de polisacaridos mediante el método del fenol —
acido sulfurico, es necesario realizar la hidrolisis a sus correspondientes
monosacaridos. Dentro de los tipos de hidrdlisis mas empleados se encuentra:
la hidrolisis con acido perclorico, la digestiébn enzimatica y la hidrélisis con acido
sulfurico, siendo esta dltima la mas utilizada pues es un método simple, muy
rapido, econdmico y eficiente, ademas es compatible con el método del fenol —
acido sulfarico, con lo cual se elimina procedimientos adicionales de

preparacién de la muestra, necesarios con otros tipos de hidrélisis [166].

En el caso particular de la cuantificacion de almidén, el método del fenol —
acido sulfurico ha demostrado ser util en la cuantificacion de almidén en
diferentes matrices vegetales y biologicas tales como: hojas, madera, frutas,
aguas marinas y residuales, etc. [167 - 169]. En diversos estudios se han
comparado los métodos de hidrdlisis de almidén, con lo cual se ha establecido

que la hidrolisis por digestion enzimatica con amiloglucosidasa y a-amilasa
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presenta desventajas como: mayores tiempos de reaccidbn, menores
rendimientos de la hidrdlisis y mayor costo de reactivos, comparada con la

hidrolisis con acido sulfarico [170].

Una vez realizada la hidrdlisis del almiddn, este se hace reaccionar con fenol
para la formacion del complejo coloreado. Como se obtienen los resultados en
términos de la cantidad de D-glucosa es necesario aplicar un factor de
conversion (0.9) que se obtiene de relacionar la masa molecular de la D-
glucosa (180 u.m.a) y la masa molecular de la D-glucosa en el almidon (162
u.m.a), para calcularla cantidad de almidon en la muestra [171].
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Durante el desarrollo de esta investigacion se analizaron dos componentes
fundamentales que influyen en el rendimiento y calidad de las cosechas de la
lima acida Tahiti (Citrus latifolia Tanaka) y que adicionalmente estan
interrelacionados. En primer lugar estan los analisis quimicos necesarios para
cuantificar la cantidad de carbohidratos méviles y de reserva en diferentes
partes de la planta y para determinarlos parametros de calidad de la cosecha
segun la NTC 4087 [172]. En segundo estd el seguimiento de fendmenos
fisiologicos como la floracién, el cuajado, la abscision y el crecimiento del fruto
de la lima acida Tahiti y su asociacién con los datos quimicos obtenidos en el

paso anterior.

2.1 REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

En la Tabla 6 se describen los reactivos, materiales y equipos empleados en el

desarrollo experimental de esta investigacion:

Tabla 6. Reactivos, materiales y equipos empleados durante el desarrollo

experimental.

OBJETO DESCRIPCION
Reactivos
Acetato de etilo Grado Analitico, 99.9%, J.T Baker(México D.F, México)
Acetonitrilo Grado HPLC, 99.9%; J.T Baker (México D.F, México)
Acido sulfdrico Grado Analitico, 98%,CarloErba (Sabadell, Espafia)
Acido acético Grado ACS, 98%,Merck (Darmstadt, Alemania)
Acido clorhidrico  Grado ACS, 37%, Merck(Darmstadt, Alemania)
Fenol Grado sintesis, Merck(Darmstadt, Alemania)

Sustancias de referencia

Almidon soluble Grado ACS, 99.9%, Panreac (Barcelona, Espafia)

D-(+)-glucosa Grado ACS, 98%, Sigma (Buch, Suiza)
D-(-)-fructosa Grado ACS, 98%, Pfaltz& Bauer (Waterbury, Reino Unido)
Sacarosa Grado ACS, 99.5% , Sigma (Seetze, Alemania)

Tabla 6.Continuacion
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Materiales
Tubos de vidrio
Tubos para
centrifuga
Pipetas Pasteur
Balones aforados
Micropipetas
Cartuchos para
SPE

Filtros de
membrana
Viales para HPLC

Frasco de vidrio

5, 15 mL, Pyrex (Chicago, Estados Unidos)

Tubos Falcon de 14 mL, BD (New Jersey, Estados
Unidos)

Brand (Werteim, Alemania)

5, 100, 1000 mL. Scott duran (Texas, Estados Unidos)
Eppendorf (Hamburg, Alemania)

Filtros de acetato de celulosa 0.45 pm, 13 mm.

Tecnokroma, (Barcelona, Espafa)
Viales con tapa y septum de 1.5 mL, Agilent.

Frasco para solventes 1 L, Schott Duran (Elmsford,
Estados Unidos)

Jeringas Plasticas de 3mL, RYMCO (Ciudad de Panama, Panama)
Equipos
Rotoevaporador RV 19 digital, IKA (Wilmington, Estados Unidos)

Colector de vacio

Balanza analitica

Centrifuga

Estufa de secado
Baio ultrasonido

Refractbmetro

24 puestos, 27250-U, Supelco (Pensilvania, Estados
Unidos)

Pioneer, Ohaus (New Jersey, Estados Unidos)

Thermo Scientific IEC Medlite (Pittsburgh, Estados
Unidos)

Memmert, (Western, Alemania)

Branson 3510, (Danbury, Estados Unidos)

RD-10, Blaser Swisslube (Ruegsau, Suiza)

2.2IDENTIFICACION DE LOS ARBOLESPARA MUESTREO

En la finca “La Esmeralda”, ubicada en la vereda la Esmeralda (Lebrija,
Santander), propiedad del Ing. Agrobnomo Hernando Ortiz Parra afiliado a la
de de de
(ASOHOFRUTAL), fueron identificados y debidamente marcados dos grupos

Asociacion Productores Hortalizas y Frutales Lebrija
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de diez arboles de lima &cida Tabhiti (Citrus latifolia Tanaka). Estos grupos se
diferencian por su alto y bajo nivel de produccién, de acuerdo con estudios
previamente realizados por CORPOICA [173].El cultivo cont6 con fertilizacion y

controles fitosanitarios constantes, que garantizaron la sanidad de los arboles.

2.3 TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

De los éarboles identificados para el estudio se tomaron semanalmente del
tercio medio, para garantizar la misma exposicion solar, muestras de hojas
jovenes y viejas, pertenecientes a brotes generativos’ y vegetativos®, ramas
con brotes vegetativos y generativos, y frutos en crecimiento. Adicionalmente,
al inicio y al final de cada ciclo productivo, se tomaron muestras de raices de
los cuatro puntos cardinales y en el limite del dosel del arbol a dos
profundidades (0 — 10, 10 — 30 cm).

La toma de muestras se llevéd a cabo durante dos ciclos de produccion y uno de
reposo en el afio 2010 (Tabla 7), durante épocas del afio caracterizadas por la
variabilidad climética ocasionada por los fendmenos climatoldgicos de “El Nifio”
y “La NiAa” segun el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
Ambientales de Colombia (IDEAM) [174].

Tabla 7. Epoca de recoleccion de las muestras

Ciclo Fecha Clima

Primer Abril 8 — Agosto 18 Periodo seco — Fenémeno del Nifio

Reposo  Agosto 18 — Septiembre 1
Periodo frio — Fenémeno de la Nifia
Segundo Septiembre 1 — Diciembre 16

Las muestras tomadas fueron debidamente marcadas, selladas y depositadas

en bolsas plasticas, antes de ser llevadas a una nevera portatil para evitar la

"Brote generativo: Brote que produce floracion.
8 o i
Brote vegetativo: Brote que no produce floracion.

55



Desarrollo experimental

degradacion de los analitos. Todas las muestras fueron secadas en estufa a
70°Cdurante 72 horas, tiempo necesario para que las muestras alcanzaran
peso constante. Finalmente, las muestras fueron finamente picadas y
almacenadas en bolsa plasticas debidamente marcadas para su posterior

analisis.

2.4 ANALISIS DE CARBOHIDRATOS LIBRES [D-(+)-GLUCOSA, D-(-)-
FRUCTOSA Y SACAROSA].

2.4.1 Implementacion de la metodologia de analisis. Los analisis
cromatograficos se realizaron en un equipo Shimadzu Prominence UFLC, con
bomba binaria LC — 20AD, inyector automatico Prominence SIL — 20A y
detector de indice de refraccion RID —10 (Figura 5).El procesamiento de los

datos se llevo a cabo a través del sistema de datos LCsolution—Shimadzu.

Columna cromatogréfica: Para la implementacién de la metodologia de
andlisis se evaluaron dos tipos de columnas cromatograficas en las que se

aplican dos principios de separacion diferentes:

- ZORBAX Carbohydrates Analysis (150 X 4.6 mm, 70um), de silice

funcionalizada con grupos aminopropilo.

- Alltech700CH (300 x 6.5 mm, 10um), de resina polimérica

funcionalizada con grupos sulfénicos.
Fase mévil. Como fase movil, se emplearon diferentes porciones de mezcla
entre acetonitrilo grado HPLC y agua grado HPLC con adicién de acido acético

para ajustar el pH.

Temperatura de analisis. Las temperaturas de la columna y el detector se

variaron, para evaluar su efecto sobre la separacion de los analitos.
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Figura 5. Cromatégrafo liquido Shimadzu Prominence UFLC (Tokio, Japon).

2.4.2 Figuras analiticas de mérito. Las figuras analiticas de mérito se
calcularon segun lo recomendado por la Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC) [175].

Linealidad y la sensibilidad del método. La linealidad y sensibilidad del
método se evaluaron empleando las curvas de calibracién realizadas para cada
analito. La linealidad se determin6 evaluando el rango de concentraciones en
que la respuesta del detector es lineal, y se reportdé como el cuadrado del
coeficiente de determinacion. La sensibilidad se reporté como la pendiente de

la curva a un nivel de confianza del 95%.

Repetibilidad del método para tiempos de retencién (tg) y areas. La
repetibilidad del método se evalu6 en términos del coeficiente de variacion, los
tiempos de retenciéon y del area, para 10 mediciones de una solucién 50 mg/L

de D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa.
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Limites de deteccién (LOD) y de cuantificacion (LOQ). Los limites de
deteccion y cuantificacion se calcularon haciendo uso de la curva de calibracién

de cada patrén, segun lo recomendado por la IUPAC [175,176] (Ecuaciones 1
y 2).

LOD:MXi Ecuacion 1.
n

LOD:MXi Ecuacioén 2.
b n

Donde,
Ybl = Sefal del blanco
Sbl = Desviacion estandar del blanco
b = Pendiente de la curva de calibracion

n = Numero de mediciones realizadas

2.4.3 Determinacién y Cuantificacion de carbohidratos libres. La
determinacién de los carbohidratos libres [D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y
sacarosa] en las muestras, se realizé por comparacion de los tiempos de
retencién (tr) de cada uno de los estandares, analizados bajo las mismas
condiciones. La cuantificacion se llevo a cabo mediante el método de estandar
externo, haciendo uso de curvas de calibracion, a partir de las cuales se

interpolaron las concentraciones de cada analito en las muestras analizadas.

2.4.4 Identificacion de carbohidratos libres por HPLC — ESI — MS. La
identificacion de carbohidratos se llevd a cabo empleando un cromatografo
liquido Elite LaChrom, con bomba HTA-2130, automuestreador L-2200, divisor
de flujo (Micro-splitter, Sigma — Aldrich), acoplado a un espectrometro de

masas (Bruker — Daltonics) con analizador de trampa i6nica, y una fuente de
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ionizacion por electrospray (Figura 6). El procesamiento de los datos se realizo

con el software HyStar 3.2.

Figura 6. Espectrometro de masas, Bruker Daltonics(Bremen, Alemania).

En el analisis cromatogréafico se emple6 una columna ZORBAX Carbohydrates
Analysis (150 X 4.6 mm, 70um) a temperatura ambiente, empleando como fase
movil una solucién de acetonitrilo- agua (80:20) a un flujo de 0.3 mL/min. Para
el analisis por espectrometria de masas, se empleé una fuente de ionizacion
por electrospray en modo negativo a 300 °C de temperatura y 4000 V de voltaje
en el capilar, empleando nitrégeno como gas nebulizador con flujo de 8L/min y

presion de 30 psi.
2.5 ANALISIS DE CARBOHIDRATOS DE RESERVA (ALMIDON).
2.5.1 Implementacion de la metodologia de andlisis

2.5.1.1 Método del fenol — &cido sulfarico. Los andlisis se llevaron a
cabo en un espectrofotometro Pharo 100Spectroquant®, con celdas de cuarzo
de 10 mm de camino Optico. Para establecer las mejores condiciones de
reaccion del método propuesto por Dubois et al [177], se empled una solucién
patréon de D-(+)-glucosa (50 mg/L), y se realiz6 un disefio de tratamientos
completamente al azar de tres factores: concentracién de fenol adicionada,

cantidad de acido sulfurico en solucion y temperatura de reaccion (Tabla 8). La
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variable de respuesta empleada fue la absorbancia a 490 nm del complejo
formado (Figura 4.). El tratamiento de datos se realiz6 con el software
Statistical Analysis System (SAS).

Tabla 8. Variable y niveles empleados en el disefio de tratamientos realizado.

VARIABLE NIVELES
Fenol (%p/v) 4,5
Acido sulfarico (mL) 2.5,3

Temperatura de reaccion (°C) 25, 50, 90

1.5.1.2 Hidrélisis del almidén. Las condiciones de reaccion para
realizar la hidrélisis acida del almiddn, se establecieron segun lo recomendado
por Faithfull et al. [178]. Para las mediciones iniciales se emple6 una solucién
de almiddén estandar (45 mg/L), a la cual se le adicionaron2 mL de una solucién
5% v/v de acido sulfurico, la mezcla resultante se sometio a diferentes tiempos
de calentamiento (0, 10, 20, 30, 40 min). A continuacion, se tomdé una alicuota
de 1mL de cada muestra para cuantificar la D-(+)-glucosa obtenida (método de
Dubois). EI mismo tratamiento fue aplicado a una solucion de D-(+)-glucosa de
concentracion equivalente (50 mg/L), para comparar la eficiencia de la
hidrélisis. El analisis de los datos se realizé con el software Statistical Analysis
Sistema (SAS).

2.5.2 Figuras analiticas de mérito. Una vez determinadas las
condiciones Optimas de analisis de D-(+)-glucosa por el método del fenol —
acido sulfurico, se procedio a determinar las figuras analiticas de mérito, segun
lo recomendado por la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC) [138].Estos valores fueron calculados como se indicd previamente

(seccidn 2.4.2), empleando como sustancia patron D-(+)-glucosa.

2.5.3. Cuantificacion de almidon. La cuantificacion de almidon se llevo
a cabo mediante el método de estandar externo, haciendo uso de la curva de

calibracion para la D-(+)-glucosa. Los resultados obtenidos en términos de
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cantidad de D-(+)-glucosa presente en la muestra se multiplicaron por el factor
de conversion para expresar los datos en cantidad de almidon [179].

2.6. EXTRACCION DE ANALITOS

2.6.1 Implementacion de la metodologia de extraccidn. La extraccion
de carbohidratos libres y de reserva, se llevd a cabo segun reportes
bibliograficos [180, 181]. A 100 mg de material vegetal previamente picado, se
adiciond 1mL de etanol 80%, ésta mezcla se agité durante 3 min en un vortex y
se calentdé en un bafio maria a 80 °C durante 10 min. Los extractos se
recolectaron y se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 min. Por una parte el
precipitado se recolectd para el analisis de carbohidratos de reserva (almidén),
mientras, la fraccion acuosa se pasO a través de un cartucho C-18 de
extraccion en fase solida (SPE). El eluyente proveniente del cartucho fue
recolectado para el posterior andlisis de D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y

sacarosa por HPLC— RI (Figura 7).

100 mg
Material vegetal

Extraccion con
etanol 80%

Centrifugacion

Precipitado Sobrenadante

Almidon Rotoevaporacion
I [
Método de Dubois Redilucion
Cart!Jcho
C18-SPE
I
HPLC - RI

Figura 7. Diagrama de flujo representativo de
la extraccibn y analisis de carbohidratos
moviles y de reserva.
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Para optimizar la extraccion de los analitos se evaluaron el nuimero de

extracciones liquido — liquido y el uso del bafio ultrasonido.

Extracciones con solvente. Para establecer las mejores condiciones
de extraccion y determinar el nimero de extracciones necesarias para
recuperar la mayor cantidad de analito, las extracciones con solvente
realizadas se repitieron hasta que los extractos obtenidos registraron sefiales
de las sustancias analizadas por debajo del limite de deteccion determinado

para la respectiva técnica de analisis.

Uso del bafio ultrasonido. Los extractos se sometieron a diferentes
tiempos de exposiciéon al bafio de ultrasonido (0, 5, 10, 15 min) con el objetivo
de evaluar el uso de radiacion ultrasénica para mejorar la extraccion de los

carbohidratos no estructurales.

2.6.2 Evaluacion del porcentaje de recuperacion. Para evaluar el
porcentaje de recuperacion se enriquecieron muestras de hojas y frutos
frescos, con una concentracion conocida de cada uno de los analitos
analizados (almidén, D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa), y para Ssu
extraccidon se les realiz6 el mismo procedimiento descrito anteriormente. Una
vez cuantificados cada uno de los analitos, se aplicé la formula propuesta por la
AOAC [182] para determinar el porcentaje de recuperacion de un analito en

una muestra (Ecuacion 3).

%RecuperacbnzcnzcggJXlOO Ecuacion 3.

CF = Concentracion del analito medida en la muestra enriquecida
CU = Concentracion de analito en la muestra sin enriquecer

CA = Concentraciéon del analito adicionada
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2.7 PARAMETROS DE CALIDAD DE LAS COSECHAS

De cada una de las cosechas obtenidas de los arboles objeto de estudio, se
tomaron muestras representativas de los frutos para la determinacion de los
parametros de calidad segun la NTC-4087 [183].

2.7.1 Diametro ecuatorial y peso. A cada uno de los frutos cosechados
durante los dos ciclos de produccion se les midio el diametro de la seccion

ecuatorial con un calibrador y el peso con una balanza analitica.

2.7.2 Contenido de jugo. El jugo de los frutos cosechados se extrajo
manualmente con la ayuda de un exprimidor para citricos, y su peso se
relacion6 con el del fruto. El resultado se expresdé como porcentaje (Ecuacién
4).

Pesodel jugo(gramo)

X100 Ecuacién 4.
Pesodelfruto (gramo)

Contenidode jugo=

2.7.3 Soélidos solubles. Los sdlidos solubles se midieron con un
refractbmetro manual marca Blaser Swisslube, con escala en % de grados Brix.
Para ello, se agregd una gota del jugo en la lamina del refractor y donde se

observé el cambio de color se procedi6 a realizar la medida.

2.7.4 Acidez titulable. Se determind por el método de titulacion
potenciométrica y se expresdé como porcentaje de acido citrico, mediante la

Ecuacioén 5:

% Acido citrico=vi/XNxKx100 Ecuacion 5.
2
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Donde:
V1 = Volumen de NaOH consumido (mL)
V, = Volumen de la muestra (mL)
K = Peso equivalente del &cido citrico (0,064 g/meq)
N = Normalidad del NaOH (0,1 meg/mL)

2.7.5 indice de madurez: Fue calculado como la relaciéon entre el

contenido de solidos solubles y el contenido de jugo (Ecuacion 6.).

S Soélidossolubles .,
Indicede madurez= Ecuacion 6.

Acidez titulable

2.8. EVENTOS FISIOLOGICOS RELACIONADOS CON EL RENDIMIENTO Y
CALIDAD DE LA LIMA ACIDA TAHITI.

Se seleccionaron 20 arboles con alta y baja carga de cosecha, y en cada uno
de ellos se marcaronl2 inflorescencias multiflorales para un total de 120
inflorescencias en arboles de alta produccién y 120 inflorescencias en arboles
de baja produccion. Sobre las inflorescencias etiquetadas se hizo el
seguimiento al didmetro ecuatorial de los frutos. Al mismo tiempo, se determind

el porcentaje de abscision y de cuajado global y por inflorescencia.

2.8.1 Curva de crecimiento. Desde la etapa de antesis hasta la
cosecha se midi6, semanalmente con un calibrador manual, el diametro
ecuatorial de los frutos provenientes de las inflorescencias etiquetadas. Para la
seleccién y construccion de las curvas de crecimiento se emplearon modelos
de regresiéon no lineal sigmoidales para crecimiento de frutos, utilizando como
criterios de seleccion el cuadrado medio de error, el coeficiente de regresion, y

los criterios de Aikaiken y Bayesiano.

2.8.2 Abscisidén. Semanalmente se contaron y registraron el total de los
frutos marcados. La abscision relativa y absoluta se determinaron aplicando las

formulas expresadas en las Ecuaciones 7 y 8, respectivamente:
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% Abscision relativa='\|i|\_ll\ltx100 Ecuacion 7.
i

Donde:
Ni: Numero de frutos al inicio del periodo (semana).
N¢: Numero de frutos al final del periodo (semana).

d: Namero de dias del periodo

Abscision absoluta= Total de frutos caidos x 100 Ecuacion 8.

Total de frutos etiquetados

2.8.3 Porcentaje de cuajado y rendimiento. Los porcentajes de
cuajado inicial y final, y rendimiento para los dos ciclos de produccion fueron

calculados como lo indican las ecuaciones 9, 10 y 11, respectivamente:

%CuajadoiniciaI:iIExloo Ecuacion
F
9.
%Cuajadofinal=|;fx100 Ecuacién 10.
F
%Rendimienbzllzzcxloo Ecuacion 11.
E

Donde:

NF: Numero de flores contabilizadas
FC: Numero de frutos cosechados

FE: Numero de frutos etiquetados
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2.9 DATOS METEREOLOGICOS

Los datos meteoroldgicos de precipitacion®, humedad relativa y temperatura
empleados para la investigacion, corresponden a los reportes de la estacion
meteorolégica del aeropuerto de Palo Negro, ubicada en el municipio de
Lebrija, departamento de Santander, suministrados por el IDEAM para el afio
de 2010.

2.10 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE DATOS

La obtencion del modelo de regresion no lineal de las curvas de crecimiento del
fruto en cada uno de los ciclos evaluados se realiz6 empleando el software
Infostat 2011, version libre. La grafica de tasa de crecimiento se obtuvo
mediante el calculo de la derivada de la curva de crecimiento. Para los analisis
de varianza (ANOVA) y la obtencion de las matrices de correlacion, se empled
el software Statistical analysis System (SAS) 9.1, version 2002 — 2003.

® Precipitacién: Cualquier tipo de agua meteérica que cae del cielo hacia la superficie de la tierra, incluye
lluvia, rocio, nieve y granizo.
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3. RESULTADOS

3.1 DATOS METEOROLOGICOS

En la Figura 8 se observan los datos de precipitacion (mm), humedad (%) y
Temperatura maxima (°C) del afio 2010, registrados por la estacion

meteoroldgica de Palo Negro, durante el periodo de recoleccidon de muestras.
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Figura 8. Precipitacion (mm), humedad relativa (%) y
temperatura maxima (°C) del afio 2010 durante el

desarrollo experimental de la investigacion.
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En general, se observan diferencias en los tres parametros climatoldgicos,
durante los dos ciclos de produccion evaluados. El primer ciclo transcurrido
entre el periodo de abril — julio de 2010, se caracterizd por presentar menores
precipitaciones y temperaturas mas altas. Por el contrario el periodo de agosto
— diciembre de 2010,correspondiente al segundo ciclo de produccion, se
caracteriz0 por presentar altas precipitaciones y temperaturas bajas,
ocasionadas por el fendmeno de “la Nifia”, de acuerdo con los reportes
suministrados por el Instituto Colombiano de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales de Colombia (IDEAM) [174].

3.2 EVENTOS FISIOLOGICOS RELACIONADOS CON EL RENDIMIENTO Y
CALIDAD DE LAS COSECHAS

3.2.1 Curva de crecimiento

Las curvas de crecimiento para la lima acida Tabhiti durante los dos ciclos de
produccién, para arboles de alta y baja produccion, expresadas como la
evolucién semanal en su diametro ecuatorial (mm) se muestran en la Figura 9.
Las curvas obtenidas durante los dos ciclos mostraron un crecimiento de tipo
sigmoidal simple, caracteristico de los frutos citricos. En las curvas de
crecimiento de los frutos provenientes de arboles de alta carga, tanto para el
primer como para el segundo ciclo, se pueden diferenciar las tres fases de
crecimiento: Fase | [0 — 14 dias después de antesis (DDA)] de division celular,
Fase Il (14 — 84 DDA) de elongacion celular y la Fase 1ll (84 — 126 DDA) de

maduracion.

Los criterios de seleccion del modelo de regresion no lineal para el andlisis
detallado del crecimiento de los frutos se muestran en la Tabla 9.
Considerando que el analisis de varianza mostré un efecto significativo
(p>0.05) del ciclo produccion sobre el ajuste de los modelos, cada ciclo se
evaluo por separado. Adicionalmente, para el modelamiento y analisis de la

curva de crecimiento de los frutos de lima &cida Tahiti se descartaron los frutos
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provenientes de arboles de baja produccion, debido a que estos no alcanzaron
a llegar a la etapa de cosecha.
70 A 70 B

60

Diametro ecuatorial {mm)
Diametro ecuatorial (mm)

——Primer ciclo —s—Primer ciclo

—+—Segundo ciclo —+—Segundo ciclo

0 14 2 42 56 70 84 98 112 126 140 0 4 28 42 56 70 a4 98 112 126 140
DDA DDA

Figura 9.Crecimiento del fruto de la lima acida Tahiti, para cada ciclo de
produccion evaluado, en frutos de arboles de A. Alta carga y B. Baja carga.

Tabla 9.Criterios estadisticos empleados para seleccionar el modelo de

regresion no lineal que mejor describe el crecimiento de la lima acida Tabhiti.

Modelo CMError R? AlC BIC
Logistico 562 557 | 0988 0.990| -32.08 11.88| -23.50 19.35
Gompertz 214 287 | 0.995 0.995 | -156.73 -47.04 | -148.15 -39.58
Monomolecular | 3.66 4.77 | 0.992 0.995| -87.42 -1.86| -78.84 5.60
VB 212 2.88| 0.995 0.990 | -155.82 -44.88 | -144.38 -34.93
Richards 225 563 | 0.995 0.995 | -148.49 14.92 | -137.05 24.88
Weibull 165 245| 0.996 0.996 | -187.95 -59.18 | -176.51 -49.23
MMF 140 2.31| 0.997 0.996 | -209.72 -64.41 | -198.28 -54.46

De los modelos evaluados para los dos ciclos de produccion, en general, los de
Weibull y Morgan — Mercen — Foldin (MMF) presentan la menor varianza
residual, expresada como la suma de los cuadrados medios del error
(CMerror), y los valores del coeficiente de regresion (R%) mas altos; criterios
que indican la mayor capacidad de ajuste a los datos experimentales. Por el

contrario, el modelo logistico presenta los valores de CMError mas altos, y
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R’méas bajos, siendo por tanto, el modelo con menor ajuste a los datos

experimentales, de acuerdo con estos criterios.

Adicionalmente, en las graficas de los residuales de cada modelo (Anexos 1),
se observa que los modelos logisticos, Weibull y MMF muestran las mejores
distribuciones residuales. En las gréficas del Anexo 1, las distribuciones
residuales se acercan a cero, lo que indica menor varianza entre los datos
experimentales y los estimados por el modelo. Por otra parte, los modelos
Richards y Von Bertalanffy (VB), presentaron los residuales de mayor
magnitud, lo cual demuestra que estos modelos tienden a sobreestimar o

subestimar el diametro ecuatorial del fruto.

Por otra parte, los criterios de Aikaiken (AIC) y Bayesiano (BIC), también
indican que los modelos Weibull y MMF, presentan el mejor ajuste a los datos
experimentales. Para los modelos Weibull y MMF los criterios AIC y BIC
exhiben valores bajos para los dos ciclos de produccion; Asi mismo los
modelos Richards y logistico presentan los valores mas altos de los criterios
AIC y BIC, lo cual confirma un ajuste pobre de los datos. Tanto el AIC como el
BIC, evalian el mejor ajuste de los datos, penalizando el ndamero de
pardmetros que aumentan la complejidad del modelo, sin embargo, aunque los
modelos MMF y Weibull posee un mayor niamero de parametros, son los

modelos que mejor se ajustan, para los dos ciclos de produccion evaluados.

Teniendo en cuenta todos los criterios estudiados para la seleccion del modelo
gue mejor describe el crecimiento de la lima acida Tahiti, la Tabla 10 muestra
los modelos de Weibull y MMF con sus respectivos parametros, los cuales

mostraron el mejor ajuste para los datos experimentales.

El error estandar (EE) de las estimaciones de los parametros para cada modelo
resultan significativas (p<0.0001), excepto para el parametro f del modelo
MMF, lo cual indica que los parametros son necesarios 0 aportan explicacion
en cada modelo [184]. Aunque los EE de las estimaciones de los parametros

para los dos modelos son bajas, se destaca que el modelo Weibull muestra
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minimas magnitudes del EE para todos sus parametros, y por tanto se
considera el modelo mas apropiado para describir el crecimiento de la lima

Tahiti en ambos ciclos de produccion.

Ademas de los criterios estadisticos para la escogencia de un modelo de
crecimiento, es necesario que los pardmetros del modelo tengan interpretacién
biologica y sean coherentes con los datos experimentales. Por esta razon se
puede afirmar que el modelo Weibull, resulta mas apropiado para describir el
crecimiento de la lima Tahiti en ambos ciclos, ya que los valores asintéticos q,
que representa el tamafio final del fruto se acercan al tamafno final

experimental.

Tabla 10.Parametros estadisticos de los modelos de regresion no lineal que
mejor describen el crecimiento de la lima &cida Tabhiti.

] Primer Segundo
Modelo Parametro _ EE _ EE
ciclo ciclo
Weibull a 70.22 0.29 78.77 0.42
B 66.35 0.99 74.59 2.64
y=a—Ber=’ y 290*10° 3.2*10* 1.70*10° 3.2*10™
0 1.35 0.03 1.42 0.05
MMF a 87.50 0.83 99.59 2.43
B 3.78 82.98 447  278.53
B B*xy+ax x$ Y 612.24 1.88 1248.88 4.57
y +x° 5 1.47 0.04 1.58 0.07

En la Figura 10 se observan las curvas de crecimiento predichas por el modelo
Weibull, para los dos ciclos de produccion de la lima acida Tahiti. En estas
curvas se pueden apreciar las tres fases de crecimiento observadas en la lima

acida Tabhiti, que caracteristicas de los frutos citricos [185, 186].

En las dos primeras semanas, es decir, en la etapa de division celular (Fase 1),

el fruto aumenta de tamafio lentamente hasta que inicia la etapa de elongacién
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celular (Fase Il).En esta ultima, se observa un incremento notable de su tasa
de crecimiento, hasta que alcanza la etapa de maduracién (Fase IlI)
aproximadamente en la semana 12, al inicio del mes de agosto, en donde

nuevamente disminuye su tasa de crecimiento, hasta alcanzar el diametro final.

70
60
50
40

30

Diametro ecuatorial{mm)
Predicho

20

——Primer ciclo

——Segundo ciclo

0 14 28 42 56 70 84 08 112 126

DDA

Figura 10.Curvas de crecimiento para los dos ciclos de
produccion predichas por el modelo de regresion no lineal
de Weibull.

La variacion en la tasa de crecimiento del fruto en los dos ciclos de produccion,
representadas por la primera derivada de los modelos de crecimiento, se
atribuye a las diferencias climaticas en cada periodo de tiempo. En la primera
fase de crecimiento, los frutos del primer ciclo aumentan de tamafio con una
tasa de 0.12 mm/dia, mientras que, los frutos del segundo ciclo crecen con una
tasa de 0.10 mm/dia. Esto se debe posiblemente a que la temperatura durante
el primer ciclo (abril) fue mayor que en el segundo ciclo (septiembre). Se ha
establecido que un aumento de temperatura, favoreciendo favorece las

reacciones de division celular propias de la etapa de crecimiento [186].

Por otra parte, en la segunda fase, la tasa de crecimiento aumenta con rapidez
similar entre los14 — 42 DDA, alcanzando un maximo de 0.64 mm/dia para el
primer ciclo, y de 0.60 mm/dia para el segundo ciclo. Esta etapa coincide con
periodos de tiempo de los dos ciclos durante los cuales los niveles de

precipitaciones promedio fueron muy similares, entre 6 — 4 mm (mayo - junio,
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septiembre-octubre). Una vez finalizado este periodo, se observa como la tasa
de crecimiento para el primer ciclo desciende gradualmente, mientras para el

segundo ciclo aumenta hasta alcanzar el mismo valor (0.61 mm/dia) el dia 84.

En la etapa de maduracién (dias 85 — 126), se observa que para el segundo
ciclo de produccion los frutos aumentan de tamafio mas rapidamente,
alcanzando una diferencia aproximada de 3.5 cm en el tamafo final, con
respecto a los frutos del primer ciclo. Este comportamiento coincide con el
aumento en las precipitaciones durante esta etapa, es decir, mediados de
noviembre y diciembre (Figura 11), cuando al pais entr6 de lleno el fendmeno
climatolégico denominado “la Nifia”, caracterizado por bajas temperaturas y un

aumento de precipitaciones.

mm/dia 1 i n m

0.6

0.5

0.4 /

0.3

Velocidad de crecimiento

0.2

0.1
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Segundo ciclo

o 14 28 42 58 70 84 96 12 128 dia
DDA

Figura 11.Tasa de crecimiento de los frutos de la lima
acida Tahiti durante los dos ciclos de produccion
evaluados.

3.2.2 Niveles de floracion, abscision y cuajado

3.2.2.1 Intensidad de floracion y rendimiento del fruto. En las
Figuras 12 y 13 se muestra la relacion entre el numero de flores y el nimero
de frutos cuajados y cosechados por arbol, durante los dos ciclos de
produccion estudiados. En las figuras se observa como la variacion en el
namero de flores por arbol afecta el nimero de frutos cuajados y cosechados

durante los dos ciclos de produccion. En ambos casos, la relacion que existe
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entre las variables es lineal inversa (p<0.005) de acuerdo con los coeficientes

de correlacion (R?) estimados.
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Figura 12.Relacion entre el numero de frutos cosechados y el
namero de flores por arbol durante los dos ciclos de
produccién evaluados.
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Figura 13. Relacion entre el numero de frutos cosechados y
el nimero de flores por arbol durante los dos ciclos de
produccion evaluados.

3.2.2.2 Abscision y cuajado
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En las Figuras 14 y 15 se muestran respectivamente las curvas de abscision
acumulada y relativa, obtenidas durante los dos ciclos de produccion

evaluados, para los frutos de arboles de alta y baja produccion.

En cuanto la abscision acumulada, la Figura 14 A permite observar que la
abscision de frutos en los dos ciclos de produccion evaluados se detiene a
partir del dia 77. Ademas, se observa también que la abscision fue superior
durante el segundo ciclo de produccién, durante todas las etapas de
crecimiento del fruto. El comportamiento observado indica que posiblemente se

trata de una variedad alternante con variacién en la carga de cosecha.
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Figura 14. Curvas de abscisibn acumulada para los frutos de la lima
acida Tahiti, durante dos ciclos de produccién en arboles de A. Alta
carga y B. Baja carga.

En cuanto a la abscisiéon absoluta de frutos de arboles de baja carga, durante
todo el periodo de medicion en el primer ciclo de produccion, la abscision
absoluta de frutos proveniente de arboles de baja carga fue superior, mientras
que, durante el segundo ciclo de produccién los arboles de baja carga
mostraron menores valores de abscision absoluta (Figura 14 B), hasta el dia
70, en el cual se registré la caida de todos los frutos restante de los arboles de

baja carga, con lo cual la abscision absoluta alcanzo su maximo.
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Al considerar la abscision relativa, para ambos ciclos, se observaron dos picos
de abscision de alta intensidad, siendo mas elevados durante el segundo ciclo.
Se observo un primer maximo el dia 7, que representa la caida del 4% y 7% de
los frutos del primer y segundo ciclo respectivamente, en arboles de alta carga
(Figura 15); un segundo pico de gran intensidad se observa para ambos ciclos
el dia 28, que corresponden al 3,5 y 5% de los frutos, del primer y segundo

ciclo, respectivamente.

Abscision relativa (%)

—f§— Primer ciclo

—4— Segundociclo
o

od [
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0 14 28 42 56 70 84 98 112 126 140 0 14 28 42 56 70 84 98 112 126 140
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Figura 15.Curvas de abscision relativa de frutos en arboles de A. Alta carga, B.
Baja carga, de la lima acida Tahiti.

A partir del dia 28 DDA, aunque se observa cierta variacion en cuanto al tiempo
de apariciéon de cada maximo, la dinamica de abscision relativa de los frutos se
mantiene constante, observandose dos picos de abscision hasta el dia 84, a

partir del cual finaliza la abscision de frutos por completo en ambos ciclos.

Por otra parte, la abscision relativa de frutos provenientes de arboles de baja
produccion (Figura 15 B) muestra un maximo cercano a la época de cosecha a
los 70 dias después de antesis, y el porcentaje de abscisiébn es mayor para los
frutos del primer ciclo, contrario a lo ocurrido con los frutos de arboles de alta

produccion.
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3.2.2.3 Cuajado y rendimiento de las cosechas

En la Tabla 11, se muestran los datos de cuajado y rendimientos de las
cosechas evaluadas. De acuerdo con los andlisis de varianza realizados,
existen diferencias significativas entre un ciclo y otro tanto en el cuajado de los
fruto como en el rendimiento de la cosecha. El rendimiento y cuajado
determinado para el segundo ciclo de produccion fue mucho menor, lo cual
confirma el fenbmeno de alternancia en las cosechas que se produce en los
cultivos de citricos [187, 188]; dicho fendmeno consiste en que tras un ciclo de
elevada produccién, le sigue un ciclo con muy baja presencia de flores, baja

presencia de frutos, y por tanto bajo rendimiento.

Tabla 11.Cuajado y rendimiento de las cosechas de lima acida Tahiti.

_ Frutos Frutos Cuajado (%) Rendimiento
Ciclo Flores _
etiquetados cosechados Inicial Final (%)
Primero 8404 453 106 5.39 1.26 23.40
Segundo 7801 337 14 4.32 0.18 4.15

Adicionalmente, el bajo porcentaje de rendimiento del segundo ciclo es
consecuente con que los frutos de este ciclo hayan alcanzado mayor tamario
durante la fase de maduracién, ya que, entre menos frutos, menor competencia
entre ellos por los nutrientes, lo cual les permitira un mejor desarrollo, reflejado

en su tamaio final.

En la Tabla 10 no se incluyeron los valores de cuajado y rendimiento de los
frutos provenientes de arboles de baja carga, ya que ninguno de ellos se

mantuvo en el arbol hasta la época de la cosecha.

3.3 ANALISIS DE CARBOHIDRATOS MOVILES

3.3.1 Implementacién de la metodologia de analisis. Se realiz6 la
seleccion de la columna cromatografica y las condiciones de analisis,

empleando como criterios de discriminacion la resolucion de los analitos, el
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tiempo de analisis, el nimero de platos tedricos y las caracteristicas de la fase

movil.

Columna ZORBAX Carbohydrates Analysis (150 X 4.6 mm, 70 um).
Para la seleccion de las condiciones de analisis empleando esta columna, se
emplearon mezclas de acetonitrilo: agua en diferentes proporciones (Figura
16). Los cromatogramas muestran que conforme aumenta la concentracion de
solvente organico en la fase movil, aumenta el tiempo de retencion de los
azucares, y mejora la resolucion entre ellos. En esta columna el orden de
elucion de los analitos [D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa] esta
gobernado por el peso molecular y las interacciones de los grupos hidroxilo de

los azucares y con los grupos aminos de la fase estacionaria.

Por otra parte, en relacion con la variacion del flujo de la fase moévil se observa
gue su aumento, ademas de disminuir los tiempos de retencion de los analitos,
también disminuye el ensanchamiento de los picos (Figura 17). Este
ensanchamiento es propio de los perfiles cromatograficos de carbohidratos,
debido a las distintas formas en que pueden presentarse (formas aciclicas o
ciclicas, hemiacetales a y ), ya que aunque eluyen simultaneamente, generan
curvas gaussianas muy amplias [189].Sin embargo, a flujos muy altos, ademas
de observarse el solapamiento de los picos, y la consecuente pérdida de
resolucién entre estos, también aumenta el consumo de solventes, lo que
afecta el costo por analisis. Por estas razones se consider6 emplear para los

analisis cromatogréficos un flujo de 1.4 mL/min.

En cuanto a la temperatura, no se observé ningun efecto sobre la resolucién de
los picos o sobre la eficiencia de separacion expresada como el nimero de
platos tedricos para cada sefial. Este hallazgo va en contravia al
comportamiento tipico de una separaciéon por HPLC cuando con aumento la
temperatura, se incrementa el numero de platos teoricos, debido a la
disminucién de la viscosidad de la fase maovil. Sin embargo, en el caso de los
carbohidratos el aumento de temperatura puede promover la formacién de

bases de Shiff (iminas) entre los grupos hidroxilo del azucar y los aminopropilo
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de la columna, lo cual efectivamente afecta su tiempo de retencion en la fase
estacionaria disminuyendo su recuperacion, con un impacto notable en el
namero de platos tedricos de cada sefial [190]. Debido a este efecto los analisis

cromatograficos se realizaron a una temperatura de 22 °C.
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Figura 16.Seleccion fase movil para el analisis por HPLC- RI
de 1.D-(+)-fructosa, 2. D-(-)-glucosa y 3. sacarosa,
analizados por HPLC - RI con la columna Zorbax
Carbohydrates. a 25 °C, con fase moévil compuesta por: A.
Agua- acetonitrilo, 80:20, B. Agua- acetonitrilo, 60:40, C.
Agua- acetonitrilo, 50:50, D. Agua- acetonitrilo, 80:20.
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Figura 17. Efecto de la variacion del flujo de la fase movil
sobre el perfil cromatografico de los analitos, analizados por
HPLC — RI con la columna Zorbax Carbohydrates a 22 °C,
con fase mévil compuesta por Acetonitrilo-agua (80:20) a un
flujo de: A. 2.0 mL/min, B. 1.4 mL/min, C. 1.0 mL/min; 1.D-
(+)-fructosa, 2.D-(-)-glucosa y 3.sacarosa.

min

Finalmente, en la Tabla 12.se resumen las condiciones establecidas para el
analisis simultaneo de D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa, empleando la
columna ZORBAX Carbohydrates Analysis (150 X 4.6 mm, 70um).
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Tabla 12. Condiciones cromatograficas para la columna Zorbax Carbohydrates
Analysis (150 X 4.6 mm, 70um).

Parametro Condicion
Fase movil Acetonitrilo: Agua (80:20)
Flujo 1.4 mL/min
Temperatura de la columna 22 °C
Temperatura del detector 27°C
Tiempo de analisis 9 min

Columna Alltech 700CH (300 x 6.5 mm, 10um). Debido a que la fase
estacionaria esta compuesta por una resina polimérica de divinil benceno
funcionalizada con grupos sulfonicos, la fase movil se limita a agua grado
HPLC como unico eluyente, segun recomendaciones del fabricante. En esta
columna el orden de elucién esta gobernado principalmente por el nimero de
grupo hidroxilos presentes en la estructura del carbohidrato, su disposicion en
el espacio y las fuerzas de atraccibn que se presentan entre los grupos
sulfénicos cargados negativamente de la fase estacionaria y los grupos
hidroxilos de los carbohidratos. Consecuentemente eluyen primero los
polisacéaridos, seguidos de los disacaridos y, finalmente, los monosacéaridos

(aldosas, pentosa, treosas etc.)

Para evaluar el efecto del pH de la fase movil sobre la separacion de los
carbohidratos, se adicionaron diferentes proporciones de acido sulfurico (0.5
mM) para acidificar e hidréxido de sodio (0.01 N) para disminuir su acidez. En
la Figura 18 se observa que a pH basico (pH=13.08), superior al pK; de los
carbohidratos analizados' no hay separacion entre la D-(+)-glucosa y la D-(-)-
fructosa; esto podria deberse a que estos carbohidratos a pH superiores a su
pKa se encuentran cargados negativamente y con magnitud de carga muy

similar, lo que ocasiona que la columna los retenga de forma similar y no haya

©pKa D-(+)-glucosa = 12.28, pKa D-(-)-fructosa= 12.03, pKa sacarosa= 12.62
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separacion. Ademas de no mejorar la separacion de los analitos, la adicion de
una base al medio puede catalizar un equilibrio tautomérico ceto — enol para
ambos carbohidratos, que da por resultado su conversién a otras hexosas, lo

cual alteraria la concentracion de cada carbohidrato en la muestra [191].

Por otra parte, los pHs acidos aunque se observa la separacién de todos los
analitos, los picos correspondientes a la D-(+)-glucosa y la D-(-)-fructosa
presentan cierto grado de asimetria, esto se explica porque a pH bajos el
fendbmeno de mutarrotacion que se da entre las formas anoméricas de los
carbohidratos es més lento, ocasionando que dichas formas anoméricas eluyen
con pequefias diferencias de tiempo, generando la asimetria de los picos

observada.

En cuanto a los tiempos de retencién, a pH basicos disminuyen notablemente
debido a las fuerzas de repulsion que se produce entre los grupos sulfénicos
cargados negativamente de la fase estacionaria y los grupos hidroxilos de los
carbohidratos. A pH acido los tiempos de retencién aumentan debido a que la
ausencia de carga en los carbohidratos, favorece las interacciones hidrofobicas
entre estos y los anillos de benceno de la fase estacionaria. Finalmente, se
decidié trabajar a pH neutro, ya que segun lo observado permite obtener picos
representados por curvas gaussianas mas simétricas, bien resueltos, con

tiempos de analisis cortos.

El efecto de la temperatura sobre la separacion de los analitos también fue
evaluado (Figura 19). A temperatura ambiente, se observan picos mas anchos,
y se pierde resolucion entre D-(+)-glucosa y la D-(-)-fructosa (R=1.58); mientras
que, a temperaturas superiores a 70 °C, los tiempos de retencion disminuyen, y
la ventana de elucién de los picos entre la D-(+)-glucosa y la D-(-)-fructosa se

reduce, con menor resolucién entre estos picos (R=1.48).

En cuanto al flujo de la fase mévil, se decidio trabajar con un flujo de 0.5
mL/min, ya que aflujos menores, aumentan los tiempos de retencion y se

produce el ensanchamiento de los picos; por otra parte, flujos demasiados altos
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incrementan la presion de trabajo del sistema, alcanzando presiones no

recomendadas para este tipo de columnas.
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Figura 18. Efecto del pH de la fase movil sobre la
separaciéon de los analitos analizados con la columna
Alltech 700CH, a 50°C, usando agua como fase movil,
aun flujo de 0.4 mL/min, variando el pH de A. 13.08, B.
9.63 C.5.12, D. 7.02; 1. D-(+)-fructosa, 2. D-(-)-glucosa y
3.Sacarosa.
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Figura 19.Efecto de la temperatura de la columna en la
separaciéon de los analitos, analizados con la columna
Alltech 700CH, usando agua a pH neutro como fase movil,
a un flujo de 0.5 mL/min, variando la temperatura de la
columna A. 25 °C, B. 80 °C C. 60 °C; 1. D-(+)-fructosa, 2.

D-(-)-glucosa y 3.sacarosa.

Tabla 13. Condiciones de analisis empleadas con la columna Alltech700CH

(300 x 6.5 mm, 10pum).

Pardmetro Condicion
Fase movil: Agua grado HPLC
Flujo: 0.5 mL/min
T Columna: 60 °C
T detector: 65 °C
Tiempo de analisis 12 min
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En la Tabla 14 se observan los tiempos de retencion para la D-(+)-glucosa, D-(-
)-fructosa y sacarosa, determinados empleando cada una de las metodologias
implementadas. Los tiempos de retencién permiten observar la diferencia en el
orden de elucion debido a las diferentes caracteristicas de la fase estacionaria

de cada columna.

Tabla 14. Tiempos de retencion de los analitos.

N° Pico Analito Tiempo de retencion (tg), min
Zorbax Alltech 700CH
1 D-(-)-fructosa 3.998 £ 0.012 11.183 +0.041
2 D-(+)-glucosa ~ 4.561 £0.031 9.165 + 0.019
3 Sacarosa 6.650 £ 0.023 7.275+0.024

Una vez se establecieron las condiciones de analisis para cada una de las
columnas a evaluar, se procedié a determinar las figuras analiticas de mérito

(Tabla 14), segun se indicé en el Numeral 2.4.2.

Los resultados reportados en la Tabla 15, muestran que para el rango de 30 —
1000 mg/L, las metodologias implementadas presentan una buena linealidad,
representada por el cuadrado del coeficiente de correlacién (R?). En cuanto a la
sensibilidad, las pendientes de las curvas de calibracién, demuestran que el
detector empleado es sensible a pequefios cambios en la concentracion de
todos los analitos, en el rango de concentracién evaluado. Respecto a la
repetibilidad para cada una las metodologias implementadas son aceptables,
ya que el porcentaje del coeficiente de variacion (%CV) de los tiempos de
retencion, y las areas de cada analito son inferiores al 2 y 10%

respectivamente.

Respecto a los limites de deteccion y cuantificaciéon (LOD, LOQ), los valores
determinados para cada uno de los analitos, son similares a los reportados por
otros autores [192 - 194], en la implementacion de metodologias por HPLC

para el analisis de carbohidratos con el detector de indice de refraccion;
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adicionalmente, teniendo en cuenta que las concentraciones de carbohidratos
en plantas citricas reportados [195 - 198], son superiores a los limites de
cuantificacion de todos los analitos, puede afirmarse que ambas metodologias
son utiles para la determinacion y cuantificacion de D-(+)-glucosa, D-(-)-

fructosa y sacarosa.

En cuanto a los parametros cromatograficos, en la Tabla 16 se muestra que
ambas metodologias permiten la separacion de los analitos con valores de
resoluciéon (Rs) superiores a 1.5, valor recomendado ampliamente en la
literatura [199, 200]. En cuanto al factor de retencion, para las dos columnas los
valores estan en el rango entre 0,5 — 0.8, valores que se encuentran entre el
rango recomendado para mezclas de multiples componentes, como el caso de
extractos etandlicos de plantas citricas [200]. Por otra parte, el factor de
simetria para todos los picos es inferior a 1.5, méximo valor aceptable para un
método de separacion [199]. En cuanto al factor de simetria (o), los valor
calculados estan en el rango de 0.714 — 1.95, lo cual indica que los picos
cromatograficos no se encuentran demasiado alejados de su forma gaussiana,

y son aptos para ser usados en la cuantificacion de sustancias [200].

Aunqgue en las dos columnas se determiné que el numero de platos tedéricos (N)
para todos los analitos fue superior a 2000, valor recomendado para un valor
de Rs> 1.5, para la columna Alltech 700CH en general, los valores de N fueron
mayores debido a que presenta mayor longitud y menor tamafio de particula,
ademas el flujo de la fase movil empleada es mucho menor, principales

factores que aumentan N, y, por tanto la eficiencia de la separacion.
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Tabla 15.Figuras analiticas de mérito para las dos metodologias implementadas.

_ . 5 % CV (n=6) LOD LOQ
Analito Ecuacion R bxt i
Columna tr Area (mg/L) (mgl/L)

D-(-)-fructosa y=198.21x 0.9978 198.21+0.76 1.02 2.31 8.1 27.1

Zorbax D-(+)-glucosa y=164.25x 0.9965 164.25+0.98 0.95 3.94 6.0 20.1
Sacarosa y = 93.12x 0.9951 93.12+0.52 0.87 3.01 7.2 24.1

D-(-)-fructosa y=147.02x  0.9921 147.02+0.65 1.05 4.22 5.5 18.4

Alltech 700CH D-(+)-glucosa y =139.54x 0.9968 139.54+0.52 0.72 3.35 7.7 25.8
Sacarosa y = 89.16x 0.9937 89.16 +0.48 0.63 4.05 6.6 22.0

Tabla 16.Parametros de eficiencia de cada una de las columnas empleadas & (Columna Zorbax Carbohydrates Analysis,
[ Columna Alltech 700CH).

o Analito Resolucién. R Factor de Factor de Factor de Namero de platos
v retencion, k’ selectividad, a simetria tedricos, N

1 | D-(-)-fructosa - Ri:2.28 | 0.58 | 0.74 o.,:1.16 | 0.71 | 0.96 3322 4214

2 | D-(+)-glucosa | R24:1.60 | R»3:255 | 0.64 | 066 | @,,:1.11 | ap5:1.12 | 0.76 | 1.06 2544 3395

3 | Sacarosa Rs.: 4.58 0.76 | 0.57 | @3,:1.20 - 0.80 | 1.10 3519 3415
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Ante los resultados anteriormente expuestos sobre las dos metodologias por
HPLC para el analisis de D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa, se puede
indicar que las dos metodologias son validas y pueden aplicarse en el rango de
concentraciones evaluado, sin embargo, teniendo en cuenta el costo que
implica el uso de acetonitrilo como solvente y las implicaciones econdémicas y
ambientales, relacionadas con su disposicion final, se descarté el uso de la
columna Zorbax Carbohydrates, y por tanto, la determinacion y cuantificacién
de D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa en las muestras de lima acida Tabhiti
se realizaron empleando la columna Alltech 700CH y la metodologia

implementada descrita anteriormente.

3.4ANALISIS DE CARBOHIDRATOS DE RESERVA

3.4.1 Implementacion de la metodologia de analisis. El andlisis de
varianza realizado a los resultados de los experimentos realizados para evaluar
el efecto de la temperatura, el contenido de fenol y &cido sulfarico sobre la
determinacién de almidon, permitié determinar que solo la temperatura tiene un
efecto significativo (p<0.05) sobre la reaccion. Segun Mecozzi [201], esto
puede explicarse porque tanto a temperaturas altas o bajas no se lleva a cabo
de manera eficiente la deshidratacion de la glucosa para dar lugar a la
formacion del hidroximetilfurfural en medio acido, primer paso para la formacién
del complejo coloreado (Figura 4).De acuerdo con los resultados, se establecié
que 50 °C es la temperatura O6ptima de andlisis, pues a dicha temperatura el
complejo formado por la reaccion de la D-(+)-glucosa con &cido sulfarico y fenol

alcanzé la maxima absorbancia.

Por otra parte, el andlisis de varianza realizado a los resultados de los
experimentos para determinar las condiciones de la hidrélisis de almidén,
permiti6 establecer que tanto la temperatura como la concentracion de acido
sulfurico, tienen un efecto significativo (p<0.05) sobre la reaccion, mientras que

el tiempo no tiene efecto alguno sobre la reaccion (p=0.912).

88



Resultados

Una vez se establecieron la mejores condiciones de hidrélisis de almidén, se
procedié a comparar su efecto en la cuantificacion de la glucosa por el método
del fenol — &cido sulfdrico, empleando una solucibn de almidén de
concentracion equivalente a una solucion de glucosa. El andlisis de varianza
correspondiente  demostr6 que el proceso de hidrélisis no afecta
significativamente la cuantificacion de glucosa (p<0.05). Los resultados
obtenidos son similares a los reportados por Saha et al. [202], para el andlisis
de polisacaridos, almidon y otros polisacaridos como celulosa y materiales
lignocelulésicos, en muestras vegetales. Lo anterior implica que la metodologia
empleada es capaz de hidrolizar carbohidratos estructurales, por tanto debe
prestarsele especial atencion a la extraccion de los analitos, pues esta puede
conducir a la sobreestimacion de carbohidratos de reserva, si se llegan a

hidrolizar carbohidratos estructurales como la celulosa.

Las condiciones de trabajo para el analisis de almidén en las muestras de lima

acida Tahiti se resumen en la Tabla 17.

Tabla 17.Condiciones de analisis para el almidon por el método del fenol —
acido sulfurico.

PROCESO CONDICIONES

5 mg de muestra

1 mL de agua destilada

2 mLH,S0, al75%

30 mina 90 °C

0.5mL muestra hidrolizada
2.5 mL H,SO, al 98.8%
0.5 mL fenol al 4%

30 min a 50 °C

Hidrélisis

Reaccioén fenol-acido sulfurico

3.4.2 Figuras analiticas de mérito. Las figuras analiticas de mérito
fueron estimadas de acuerdo con lo descrito en el numeral 2.4.2.para la
metodologia de analisis de almiddn, que comprendi6 el proceso de hidrélisis y

la reaccién del fenol — &cido sulfarico, en un rango de concentraciones
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comprendido entre 1 — 100 mg/L. Los resultados obtenidos se resumen en la
Tabla 18.

Tabla 18. Figuras analiticas de mérito para el analisis de almidon.

% CV LOD LOQ
(n=6) (mg/L) (mg/L)

Ecuacion R? b +tSb

y =0.0105x + 0.093  0.9935 0.0105 + 0.0005 1.32 1.03 3.55

De acuerdo con los resultados observados en la Tabla 17, se puede indicar
que el método presenta buena linealidad y sensibilidad para el rango de
concentraciones evaluadas, ya que la linealidad expresa como el cuadrado del
coeficiente de determinacion (R?) es cercano a 1, mientras que, la sensibilidad
del método, representada como la pendiente de la curva de la calibracién (b),
indica que el cambio de la respuesta del equipo (incertidumbre £ 0.001 Abs) es

sensible a diferencias de concentracion de + 0.10 mg/L.

Por otra parte, puede indicarse que el método es repetible, ya que el porcentaje
del coeficiente de variacion (%CV) es inferior al 10%. Los limites de deteccion
y cuantificacion (LOD y LOQ), son adecuados, ya que se esperan
concentraciones superiores a 4 mg/L en la muestras, segun los antecedentes
reportados en plantas citricas [203 - 207]; por lo anteriormente expuesto, se
concluye que el método implementado es valido para el andlisis de almidén, en

las muestras de lima acida Tabhiti.

3.5 EXTRACCION DE LOS ANALITOS

3.5.1 Implementacion de la metodologia de extraccion. Para la extraccion
de D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa, sacarosa, y almidon, se emple6é el
procedimiento recomendado en la literatura [208, 209], descrito en el Numeral
2.6.1. Se evalud el niumero de extracciones necesarias hasta registrarse la
menor sefial en cada una de las técnicas empleadas para la cuantificacion de

los analitos. Para el caso de los carbohidratos, se determiné que en la quinta
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extraccion con etanol al 80%, la cantidad de analitos remanente es inferior al

limite de deteccidn de la metodologia implementada por HPLC-IR; por tanto, se

establecio que cuatro extracciones son suficientes.
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Figura 20. Determinacién de D-(+)-galactosa en las hojas de lima &cida
Tahiti empleando ondas de ultrasonido; A. Perfil cromatografico de la
muestras de hojas las lima &cida Tahiti con presencia de D-(+)-
galactosa. B. Perfil cromatografico de las sustancias de referencia;
1.sacarosa. 2. D-(+)-glucosa, 3. D-(+)-galactosa, 4. D-(-)-fructosa,
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Adicionalmente, se evalué también el uso del bafio ultrasonido como técnica
para mejorar la recuperacion de los analitos. Sin embargo, para el caso de los
carbohidratos el uso de esta técnica produjo cambio de color en los extractos,
que pasaron de verde a naranja. La coloracion naranja indica la presencia de
furfurales en la solucién, causada posiblemente por la deshidratacién de los
carbohidratos no estructurales como consecuencia de la energia suministrada

por el bafio ultrasonico.

Adicionalmente, los perfiles cromatogréficos de los extractos de hojas sometido
a bafo ultrasénico, presentan una sefial correspondiente a la D-(+)-galactosa,
un monosacarido de tipo estructural en las plantas. Consecuentemente la sefial
de la D-(+)-galactosa indica que las ondas de ultrasonido confieren energia
suficiente al sistema como para hidrolizar polisacéridos [210]. Esta observacion
lleva a concluir que el uso de ultrasonido en el proceso de extraccion podria
resultar no solo en una sobreestimacion de D-(+)-glucosa y D-(-)-fructosa sino
también en la hidrdlisis anticipada del almidon, lo cual impediria su

cuantificacion (Figura 20).
3.5.2 Porcentaje de extracciéon. En la Tabla 19. se reportan los porcentajes
de recuperacion (%R) de cada uno de los analitos extraidos en las diferentes

matrices, calculados como se indicd en el numeral 2.6.2.

Tabla 19. Porcentajes de recuperacion de cada uno de los carbohidratos en

estudio.
_ %R = DS (n=5)
Sustancia :
Hojas Frutos Raices

Sacarosa 89.1+3.2 91.2+29 ND*
D-(+)-glucosa 91.3+45 88.5+3.8 ND
D-(-)-Fructosa 87.1+4.3 89.4 +3.7 ND

Almidon 90.1+3.9 924 +34 929+45

ND*: No detectado
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3.6 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS EN LIMA
ACIDA TAHITI.

3.6.1 Identificacion de carbohidratos moviles por HPLC-ESI-MS

La identificacion de carbohidratos moéviles (D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y
sacarosa) se llevd a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito en el
numeral 2.4.4. La identificacion de los carbohidratos en las muestras de hojas y
frutos de lima acida Tahiti se realiz6 por comparacion de los tiempos de
retencion de los analitos, con los tiempos de retencién de las respectivas
sustancias de referencia, y por comparacion de los espectros de masas y el
patron de fragmentacion observados, con los espectros reportados en la

literatura obtenidos bajo condiciones de analisis similares [211].

En la Figura 21 se muestran los perfiles cromatograficos representativos de las
muestras de hojas y frutos de la lima &cida Tahiti, obtenidos empleando la
columna Alltech 700CH, y las condiciones de analisis descritas en la Tabla 13.
En dicha figura se observa que los tiempos de retencion de los picos 1, 2y 3,
observados en los extractos de la muestras de hojas y frutos, coinciden con los
tiempos de retencion de las sustancias de referencias (Tabla 14). La adicién de
una concentracion conocida de los carbohidratos de referencia a los extractos,
produce un aumento en la sefial del detector estos mismos picos, lo cual

permite suponer que corresponde de las mismas sustancias.

En la Figura 22 se presentan los espectros de masas de los carbohidratos
moviles identificados por cromatografia liquida acoplada a un detector de
espectrometria de masas con ionizacion por electrospray, en las muestras de
lima &cida Tahiti. En general, las relaciones m/z observadas en los espectros
corresponden al patrén de fragmentacion de los carbohidratos reportados en la
literatura [212 — 214], que se caracteriza por la pérdida sucesiva de agua y/o
unidades de CH,0 ([M-nH,Q]J’, [M-nCHQ]’, donde n corresponde al nimero de

moléculas de agua o unidades de CH,O eliminadas);
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Figura 21.Perfiles cromatograficos representativos de las
muestras de lima acida Tahiti; A. Hojas. B. Frutos; 1. D-(-)-
fructosa, 2. D-(+)-glucosa, 3.Sacarosa.

En el Anexo 2.se incluyen las posibles rutas de fragmentacion de los iones
moleculares que daria lugar a las sefiales observadas en los espectros de

masas de los analitos evaluados.

En los tres casos, la sefial mas intensa corresponde a la relaciéon m/z 179, que
para el caso de las hexosas [D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa] corresponde al ion
molecular [M-H]. Para el caso de la sacarosa este ion se genera tras la ruptura
del enlace glicosidico formado entre la D-(+)-glucosa y D-(-)-fructosa, que da

lugar a los iones en m/z 179y m/z 161.
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Figura 22. Espectros de masas de los carbohidratos
moviles presentes en las muestras de lima acida
Tahiti; A. D-(+)-glucosa, B. D-(-)-fructosa, C.sacarosa.

3.6.2 Contenido de carbohidratos méviles y de reserva

La cuantificacion de los carbohidratos méviles y de reserva se llevo a cabo

segun lo descrito en los Numerales 2.4.3 y 2.5.3, respectivamente. Esta

informacion permite establecer correlaciones entre las concentraciones de

carbohidratos (méviles y de reserva) con los eventos propios de desarrollo del

fruto y con las condiciones climéaticas y temporales del cultivo. Estas

correlaciones, en su turno, son fundamentales para el desarrollo de practicas
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de cultivo eficientes y eficaces que permitan el aumento de los rendimientos y
la calidad de los frutos de lima &cida Tahiti en el departamento de Santander.

Hojas viejas de brotes generativos

La variacién en la concentracion de D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa
durante los dos ciclos de produccion evaluados en hojas viejas de brotes

generativos (HVG) de la lima acida Tahiti, se muestran en la Figura 23.

En general, la dinamica de concentracion de cada hexosa (D-(+)-glucosa, D-(-)-
fructosa) y de sacarosa no vario significativamente durante los dos ciclos de

produccion para los arboles de alta carga (Figura 23, A-B).

En este tipo de brotes, durante el desarrollo de los botones florales hasta la
antesis (-14 — 0 dias), la concentraciéon de D-(+)-glucosa y D-(-)-fructosa
aumenta y alcanza valores de 123 y 221 mg/100g, respectivamente, hasta el
momento de la antesis (dia 0). A partir de este dia, una vez se inicia la fase de
crecimiento celular, la concentracion de hexosas decae a niveles apenas
detectables en medio de la fase de alargamiento celular. Respecto a la
concentracion de D-(+)-glucosa, entre los dias 42 — 56 dias previos a la fase de
maduracién, se presenta un notable incremento que precede un paulatino
decaimiento en la concentraciébn durante toda la fase de maduracion, hasta
finalizar la cosecha. La concentracion de D-(-)-fructosa permanece en niveles
cercanos al limite de deteccidn hasta el dia 56, momento en el que empieza su

incremento hasta finalizar la fase de maduracion.

Por otra parte, la concentracion de sacarosa en las hojas aumenta levemente,
durante el desarrollo de los brotes florales hasta la antesis (-14 — 0 dias), hasta
alcanzar valores del01 y 82 mg/100 g en los dos ciclos de produccion. Una vez
se produce la antesis e inicia la fase de crecimiento celular, su concentracion
desciende hasta 11 y 6 mg /100 g en el dia 42. En el periodo comprendido
entre los dias 42 y 70, se observa un descenso y aumento en la concentracion.

Después de este periodo, época de transicion entre la finalizacion de la fase de
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alargamiento celular y la maduracion, la concentracion de sacarosa aumento
paulatinamente en ambos ciclos hasta alcanzar valores de 79 y 91 mg/100 g,

respectivamente, hasta la finalizar la cosecha (dia 126).
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Figura 23. Evolucion del contenido en carbohidratos (D-(+)-glucosa, D-(-)-
fructosa y sacarosa) de hojas viejas de brotes generativos, durante dos ciclos
de produccién evaluados para los arboles de alta y baja carga; A. Primer ciclo —
alta carga, B. Segundo ciclo — Alta carga, C. Primer ciclo— baja carga y D.
Segundo ciclo — baja carga.

Por el contrario, en las hojas viejas de brotes generativos de los arboles de
baja carga (Figura 23, C-D), la dinamica de concentracion de hexosas y
sacarosa, Si varia de un ciclo a otro. Se destaca que la concentracion de
carbohidratos en los dos ciclos permanece bastante baja respecto a los arboles

de alta carga.
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Por otra parte la concentracién de almidon en este tipo de hojas, durante el
periodo de floracién y la fase de division celular (-14 — 14), disminuye
paulatinamente para los dos ciclos. Una vez inicia la fase de division celular, la

dinAmica de concentracion de almidon varia notablemente de un ciclo a otro.
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Figura 24. Concentracion de almidon de hojas viejas de brotes generativos en
los dos ciclos de produccién evaluados; A. Alta carga, B. Baja carga.

En el primer ciclo, desde el dia 14 la concentraciébn se incrementa hasta
alcanzar un valor de 54 mg/ 100 g el dia 42, y nuevamente desciende hasta 32
mg/100 g, en los dias previos al inicio de la fase de maduracion (dia 70). A
continuacion se registra un leve incremento a 37 mg/ 100 g, hasta finalizar la
fase de alargamiento celular, que antecede un descenso en la concentracién
hasta finalizar la cosecha. Por otra parte, durante el segundo ciclo, una vez
finalizada la fase de division celular la concentracion de almidon se incrementa
a 64 mg/ 100g, durante dos semanas (dias 14 — 28), y desciende rapidamente
hasta niveles apenas detectables (dia 56); a partir de este dia la concentracion
de almidén comienza a incrementarse hasta final de la cosecha cuando

alcanza un valor de 35 mg/ 100g.
En cuanto a los arboles de baja carga (Figura 24, B), durante el primer ciclo de

produccion, los niveles y dinAmica de concentracidbn son similares a los

observados para los arboles de lata carga, opuesto a lo que ocurre durante el
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segundo ciclo, lo cual sugiere que la variacién de las condiciones climaticas

puede ser el responsable de este efecto.

Hojas viejas de brotes vegetativos

De manera similar a las hojas viejas de brotes generativos, este tipo de hojas
presentan dinamicas y niveles en la concentracion de hexosas y sacarosa muy
similares durante los dos ciclos de producciéon (Figura 25, A — B). En cuanto a
la concentracion de D-(+)-glucosa y D-(-)-fructosa, durante los dos ciclos de
produccién presentan un maximo de 125y 225 mg/100 g, respectivamente, al
inicio de la etapa de division celular (dia 0), y otro, dias previos al inicio de la
fase de maduracion del fruto (dia 56). Esta dinamica observada para las
hexosas, varia notablemente para los arboles de baja carga, en los cuales se
observa diferencias significativas entre un ciclo y otro (Figura 25, C-D).

Por otra parte, la dinamica de la concentracién de sacarosa durante los dos
ciclos de producciéon presenta dos picos maximos; el primero maximo con un
valor de 120 y 71 mg/100 g, respectivamente, para cada ciclo, en los dias
previos a la antesis (dia 7). El segundo maximo se observo en la fase de
alargamiento celular (dia 56), con un valor de 54 y 23 mg/ 100 g, tanto en el
primer y segundo ciclo de produccién. Al igual que en los brotes generativos, la
concentracion de sacarosa fue superior durante el primer ciclo de produccion
hasta que se inicio la fase de maduracion, una vez iniciada esta fase, la
concentracion de sacarosa se incrementa hasta alcanzar valores 23 y 29

mg/100 g, superiores en el segundo ciclo de produccion (dia 84).

En la Figura 25 se presenta la cuantificacion de carbohidratos méviles en hojas
viejas de brotes vegetativos, durante los dos ciclos de produccién, para

arboles de alta y baja carga.
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Figura 25. Cuantificacion en hojas viejas de brotes vegetativos de D-(+)-
glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa, durante los dos ciclos de produccién
evaluados para los arboles de alta y baja carga; A. Primer ciclo — alta carga, B.
Segundo ciclo — Alta carga, C. Primer ciclo — baja carga y D. Segundo ciclo —
baja carga.

De manera similar, en las hojas viejas de brotes vegetativos, la dinAmica en la
concentracion de almidon de un ciclo a otro varié notablemente (Figura 26, A).
Durante el primer ciclo, la concentracion de almidon desde la floracion hasta el
dia 56en la fase de elongacién celular, aumenté hasta alcanzar un valor de 38
mg/ 100 g. A continuacion, se observé un descenso paulatino hasta finalizar la
cosecha, momento en el cual se registré una concentracion de 5 mg/ 100 g. En
el segundo ciclo de produccién, la concentracion de almidon permanece en
niveles muy bajos, entre 3 — 5 mg/ 100 g, hasta el inicio de la antesis (dia 0), es
decir, cuando inicia la division celular. Una vez inicia esta fase y hasta los dias
previos a la maduracion, se observan dos maximos en la concentracion de
almidon, el primero, de 58 mg/ 100 g a los 21dias y el segundo, de 23 mg/ 100

g, a los 63 dias después de antesis. Finalmente, con el inicio de la fase de
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maduracion la concentracion de almidon aumenta rapidamente, hasta el final

de la cosecha, cuando alcanza un valor de 34 mg/ 100 g.
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Figura 26. Concentracion de almidén de hojas viejas de brotes vegetativos en
los dos ciclos de produccion evaluados; A. alta carga, B. baja carga.

Hojas jévenes

En la Figura 27 se presenta la cuantificacion de carbohidratos moéviles en hojas
jovenes de brotes generativos, durante los dos ciclos de produccién, para

arboles de alta y baja carga.

Por otra parte, la dinamica en la concentracion de hexosas y sacarosa en hojas
jévenes de brotes generativos en arboles de alta carga, es muy similar durante
los dos ciclos de produccion, observandose solo diferencias en los niveles de
concentracion (Figura 27, A-B). Desde el periodo de floracion hasta finales de
la fase de division celular (-14 — 14 dia) se observé un incremento continuo de
la concentracion, que alcanzé un valor maximo de 259 mg/ 100 g de D-(+)-
glucosa, 29 mg/100 g de D-(-)-fructosa y 24 mg/ 100 g de sacarosa, durante el
primer ciclo de produccion. Una vez inicio la fase de elongacion celular la
concentracion de azucares moviles descendié hasta los limites de deteccion
(dia 42). A partir de este dia, se observd un notable incremento en la
concentracion de D-(+)-glucosa (183 mg/100 g) hasta los dias previos a la

etapa de maduracion, que antecedidé su disminucion paulatina hasta alcanzar
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los 56 mg/ 100 g, a finales de la cosecha (dia 126).Durante esta misma etapa,
los niveles de sacarosa y D-(-)-fructosa, presentaron una dinamica de
movilizacion similar hasta finalizar la etapa de cosecha, cuando se alcanzaron
valores de 30 y 88 mg/ 100 g. En cuanto a los arboles de baja carga, durante
los dos ciclos de produccion, tanto las hexosas como la sacarosa, se
mantuvieron en niveles muy bajos, apenas cuantificable (Figura 27, C-D).
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Figura 27.Cuantificacidon en hojas jovenes de brotes generativos de D-(+)-
glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa, durante los dos ciclos de produccién
evaluados para los arboles de alta y baja carga; A. Primer ciclo — alta carga, B.
Segundo ciclo — Alta carga, C. Primer ciclo — baja carga y D. Segundo ciclo —
baja carga.

De acuerdo con la Figura 28 la concentracion y dinamica de almidon varia
entre ciclos de produccion, pero no se observan diferencias entre arboles de
alta (Figura 28, A) y baja carga (Figura 28, B). Mientras que en las hojas del

primer ciclo, el almidén disminuye paulatinamente, en el segundo ciclo, algunos
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méaximos de concentracién se observan durante la fase de alargamiento celular
(dia 28 y dia 56).
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Figura 28. Concentracion de almidon de hojas jovenes de brotes generativos
en los dos ciclos de produccién evaluados; A. alta carga, B. baja carga.

En el caso de la hojas jovenes de brotes vegetativos, los niveles de
carbohidratos se mantienen muy bajos durante los dos ciclos de produccién,
tanto para arboles de alta y baja carga (Figura 29). En general no se observan
variaciones en la dinamica, ni en la concentracion para los arboles de alta
carga entre ciclos (Figura 29, A), contrario a lo observado para los arboles de

baja carga (Figura 29, B).

En cuanto a la dindmica y concentracion de almidon, al igual que en hojas
jovenes de brote generativas, varia entre ciclos, pero no se observaron
diferencias significativas (p<0.005) entre arboles de alta y baja carga (Figura
30).

103



Resultados

mg carbohidrato/100g muestra

mg carbohidrato/100g muestra

350 4

300 4

250 A

200 A

150 4

100

350 4

300 A

250 4

200 A

150

100 -

50 4

350

300

250

200

150

100

-

126 140

250 4

200 4

150

100

-14 0 14 28 42 56 70 84

DDA

—— D-(+)-glucosa —— D-(-)fructosa

|
98 112 126 140 .14 0 14 28 42 56 70 84 98 112 126 140

DDA

—e— Sacarosa

Figura 29.Cuantificacion en hojas jovenes de brotes vegetativos de D-(+)-

glucosa,

D-(-)-fructosa y sacarosa, durante los dos ciclos de produccion

evaluados para los arboles de alta y baja carga; A. Primer ciclo — alta carga, B.
Segundo ciclo — Alta carga, C. Primer ciclo — baja carga y D. Segundo ciclo —
baja carga.
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Figura 30. Concentracion de almidon de hojas jévenes de brotes generativos
en los dos ciclos de produccion evaluados; A. Alta carga. B. Baja carga.
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Frutos

El contenido de carbohidratos méviles en los frutos de lima acida Tahiti durante
los dos ciclos de produccion evaluados para arboles de alta y baja produccion,

se muestra en la Figura 31.
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Figura 31. Cuantificacion en frutos de D-(+)-glucosa, D-(-)-fructosa y sacarosa
durante los dos ciclos de produccién evaluados para los arboles de alta y baja
carga; A. Primer ciclo — alta carga, B. Segundo ciclo — Alta carga, C. Primer
ciclo — baja carga y D. Segundo ciclo — baja carga.

La concentracion de D-(+)-glucosa y D-(-)-fructosa, durante los dos ciclos se
caracteriz6 por presentar un leve aumento durante la fase de divisién celular (0
— 14 dias), hasta alcanzar valores de 54 y 50 mg/100 g, respectivamente, y un
marcado aumentd durante el alargamiento celular (14 — 28 dias), hasta 156 y
145 mg/ 100 g; a partir de esta época, la concentracion de ambas hexosas
aument6 gradualmente hasta el inicio de la fase de maduracion (dia 84), y asi
llegar 448 y 427 mg/ 100 g, respectivamente. Una vez inicié dicha fase, aunque
el aumento en la concentracibn de D-(+)-glucosa y D-(-)-fructosa continud
hasta el final de la cosecha (dia 126), hasta alcanzar valores de 537 y 507 mg/

100g, respectivamente, se observo también que para los frutos del primer ciclo
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de produccion, la concentracibn aumentd en proporciones menores a las
observadas por los frutos del segundo ciclo, ya que los frutos del segundo ciclo
presentaron una concentracion de D-(+)-glucosa de 589 mg/ 100 g, y de D-(-)-
fructosa de 584 mg/ 100 g (Figura 31,A-B).

Los resultados del contenido de sacarosa muestran que durante el primer ciclo
de produccion, en la primera fase de crecimiento del fruto, es decir durante la
division celular (dia 14) la sacarosa presenta una concentracion de 45 mg/
100g, posteriormente, la sacarosa aumenta rapidamente hasta alcanzar un
valor de 280 mg/ 100 g, al inicio de la fase de alargamiento celular (dia 28); a
partir de este dia los niveles de sacarosa en el fruto se mantienen bajos ( entre
230 y 220 mg/ 100 g), hasta que inicia la fase de maduracién (dia 84) y
contindan incrementandose hasta que finaliza la cosecha (dia 126) hasta
alcanzar un valor de 503 mg/ 100 g. Con respecto al segundo ciclo de
produccion, la dinamica del contenido de sacarosa en los frutos se mantiene
constante, pero los niveles de concentracién varian de un ciclo a otro,
especialmente al finalizar la fase de maduracién, durante la cual la
concentracion de sacarosa alcanza un valor de 668 mg/ 100 g (Figura 31, A-
B).

Infortunadamente, el contenido de carbohidratos moéviles en los frutos de
arboles de baja carga solo pudo ser cuantificado hasta los dia 91 y 77, durante
el primer y segundo ciclo, respectivamente, pues todos los frutos se
desprendieron; sin embargo, durante el tiempo evaluado, se observé que las
hexosas y la sacarosa mantuvieron la misma dinamica de concentracidon que
los frutos de arboles de alta carga, aunque en proporciones mas bajas (Figura
31, C-D).

En cuanto al contenido de almidén (Figura 32), la dinamica durante los dos
ciclos es similar, para arboles de alta carga. Durante la fase inicial de division
se observa niveles bajo en la concentracion de almidén en frutos, hasta una
semana después del inicio de la fase de alargamiento celular (dia 28). Una vez

inicia la fase de maduracién (dia 84), la concentracion de almidén se
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incrementa gradualmente hasta el final de la cosecha, siendo este incremento

mucho més notable durante el segundo ciclo de produccién evaluado.

800 A. 800 B

600 1 600

400 4 y 400

200 4 - 200

mg carbohidrato/100g muestra

0 14 28 42 5 70 84 98 112 126 140 0 14 28 42 56 70 84 98 112 126 140
DDA DDA

—e— Primer ciclo +— Segundo ciclo

Figura 32. Concentracion de almidon de frutos en los dos ciclos de produccién
evaluados, A. alta carga. B. baja carga.

Raices

La cuantificacion de almidén durante los dos ciclos de produccién evaluados se
presenta en la Tabla 20. Para el primer ciclo, la concentracion de almidon
durante la etapa de floraciéon es bastante elevada respecto al segundo ciclo;
por el contrario, al finalizar la cosecha la concentracion de almidon en el primer
ciclo es mas baja. Estadisticamente, entre un ciclo y otro, las diferencias en el
contenido de almidon durante la floracion y la cosecha son significativas (p>
0.05).

Tabla 20. Contenido de almidén en las raices de la lima acida Tahiti.
Almidén (mg/L), n=3

Periodo : : :
Primer ciclo  Segundo ciclo

Floracién 123.6+1.5 63.5+0.9

Cosecha 38.6 £0.7 81.2+0.7
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3.7 PARAMETROS DE CALIDAD DE LAS COSECHAS

En la Tabla 21 se muestran los parametros de calidad de las cosechas
correspondiente a cada ciclo de produccion evaluado. En general, los frutos de
ambos ciclos de produccién cumplieron con las especificaciones de calidad
establecidos en la NTC-4087 [215]. Sin embargo, en términos de contenido de
jugo y acidez titulable, todas las categorias de los frutos recolectadas durante
el primer ciclo de produccidon muestran valores superiores, lo cual indica que
dichos frutos son de mejor calidad y podrian satisfacer mejor las necesidades

del consumidor.

En cuanto al indice de madurez, los frutos recolectados durante el segundo
ciclo de produccion presentan valores mas altos, lo cual podria indicar que
estos maduran mas rapidamente; este hecho es consistente con las curvas de
crecimiento determinadas para ambos ciclos (Figura 12), ya que en ellas se
observa que los frutos del segundo ciclo alcanzan el tamafio para ser
cosechados en menos tiempo, ya que su tasa de crecimiento durante la etapa
de maduracion es mas elevada (Figura 13).

Tabla 21. Parametros de calidad de las cosechas producidas durante los dos

ciclos.
CATEGORIA (n=15)
PARAETRO Primer ciclo Segundo ciclo
A B C D A B C D

Diametro 684+ | 642+ | 549+ | 455+ | 700+ | 63.2% | 53.4+ | 45.9+

ecuatorial (mm) 0.5 0.5 0.6 0.4 0.7 0.6 0.4 0.4
Peso 188.4 | 1336 | 91.2+ | 63.3+£ | 199.8+ | 151.1 | 924+ | 66.9 =

(mg) +1.7 | 1.2 0.8 0.6 1.7 +0.9 0.9 0.7
Contenido de 371+ | 392+ | 309+ | 329+ | 320+ | 324+ | 241+ | 23.2 %

jugo (%) 0.3 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.2
Solidos 7.0+ 6.6 £ 6.4+ 6.0+ 6.0 + 6.1+ 6.1+ 6.1+

solubles(® Brix) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Acidez titulable 4.01+ ]| 424+ | 432+ | 465+ | 325+ | 397+ | 405+ | 425+
(% AC) 0.04 0.03 0.04 0.04 0.03 0.04 0.04 0.03
indice de 18+ 16+ 15+ 1.3= 19+ 15+ 15+ 14+

madurez (IM) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS Y FLORACION

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion la etapa
de floracion para la lima acida Tahiti dura dos semanas, durante las cuales las
yemas brotan y florecen. Segin numerosos autores [216 - 218] los
carbohidratos son los encargados de suministrar la energia para que se
produzca la frotacién y la induccion floral, que en su turno determinan el
namero de frutos que llegan a ser cosechados. Se considera que la
disponibilidad de carbohidratos durante la floracién es un factor limitante en el

rendimiento de las cosechas [219].

En el primer ciclo de produccion durante la floracién, en hojas viejas de brotes
generativos la concentracion de carbohidratos moéviles aument6 hasta alcanzar
un maximo el dia que finaliza (dia 0) (Figura 23, A).Posiblemente, en esta
etapa la planta aumenta su actividad fotosintética para poder satisfacer la
demanda de energia que la planta requiere para llevar a cabo los procesos
asociados con la floracion, lo cual conduce a un aumento en la concentracion
de hexosas (D-(+)-glucosa y D-(-)-fructosa) y sacarosa. Simultdneamente, la
concentracion de almidén disminuye paulatinamente, lo cual sugiere que la
planta también debe usar sus reservas para satisfacer las necesidades
energéticas durante esta etapa.

La pauta de movilizacién durante la floracion en este tipo de hojas es similar a
la registrada por Almeida [220] en Citrus sinensis “Salustiana”. De acuerdo con
el autor, la floraciéon dependeria tanto de la actividad fotosintética de la planta,

como de la reserva de carbohidratos.

Resultados similares se observaron en hojas viejas de brotes generativos
durante el segundo ciclo de produccion (Figura 23, B). Aunque la

concentracion de carbohidratos moéviles no varia de un ciclo a otro, si se
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observd que la concentracion de almidon para este segundo ciclo de
produccion es mas baja, lo cual podria ser una de las causas de la menor
produccién de flores observadas durante este ciclo (Tabla 10) como
consecuencia de la disminucion en la disponibilidad de carbohidratos

esenciales para el desarrollo de la brotacion y la induccion floral.

En arboles de alta carga la ausencia de carbohidratos de reserva durante la
floracion en el segundo ciclo de produccién (Figura 24, A) puede estar
asociada al fendmeno de alternancia de los citricos. Este fenOmeno consiste en
gue tras un ciclo caracterizado por amplia presencia de flores y frutos, le sigue
un ciclo con escasa floraciéon y escaso numero de frutos. Martinez-Fuentes et
al. [221] sefalan que en arboles de mandarina Clementina (Citrus reticulata),
se presenta el fenbmeno de alternancia y esta relacionado con la baja
disponibilidad de carbohidratos de reservas debido al elevado niamero de frutos

cosechados en el primer ciclo.

Por otra parte, cabe mencionar que la floracién de las plantas es consecuencia
de un conjunto de factores promotores e inhibidores, en particular para que un
citrico florezca es necesario que estén presentes los factores promotores y al
mismo tiempo estén ausentes los factores inhibidores. En este caso los
carbohidratos actian como promotores de la floracion, y son antagonistas de

hormonas vegetales como las giberelinas, que actiian como inhibidores [222].

Otro factor importante que pudo ser determinante en la baja floracion de un
ciclo a otro fue la temperatura. Estudios realizados por Deiddad et al. [223],
demostraron en épocas de bajas temperaturas el nimero de flores producido
por arbol disminuye en la mandarina clementina. Adicionalmente Hall et al [224]
determinaron que el aumento en la temperatura del suelo incrementa el
porcentaje de brotes, al modificar el balance y el transporte de hormonas hacia
la raiz. De acuerdo con los estudios mencionados, las bajas temperaturas que
caracterizaron el segundo ciclo debido al fendmeno de la Nifia podrian ser la

causa de la disminucion en la floracion de un ciclo a otro.
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Respecto a los arboles de baja carga, la escasa produccion de flores durante
ambos ciclos de produccion podria estar relacionada con la baja concentracion
de carbohidratos moviles que fue observada (Figura 23, C-D), y que en su
turno podria estar relacionada con problemas de estos arboles para movilizar
sus reservas (Figura 24, B).Esta conclusion es soportada también por el hecho
de que la concentracion de almidon en estos arboles es similar a la
concentracion de almidén en arboles de alta carga, lo cual indica que aunque
se sintetizan carbohidratos y se almacenen como reserva, no son debidamente
movilizados y utilizados para el desarrollo reproductivo de la planta, como se ha

comprobado en otras especies de frutales [225].

4.2 CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS Y CRECIMIENTO DEL FRUTO

4.2.1 Hojas viejas de brotes vegetativos

Al igual que en la etapa de floracion, durante el crecimiento del fruto la
concentracion de carbohidratos moviles y de reservas en brotes estan
estrechamente relacionados, debido a que las hojas viejas de este tipo de
brotes son las responsables de exportar productos fotoasimilables a todas las
partes de la planta [226].

En las hojas generativas viejas durante la primera fase de crecimiento del fruto
(0 — 14 dias), la matriz de correlacion de Pearson entre los carbohidratos
moviles y de reserva, y la tasa de crecimiento del fruto, mostré que existe un
alto grado de correlacion negativa entre ellos. Es decir, conforme disminuye la
concentracion de carbohidratos durante esta fase aumenta, el crecimiento y
tasa de crecimiento del fruto. Esto sugiere que a medida que avanza el proceso
de division celular del fruto, y los frutos aumentan de tamafio, va disminuyendo
la cantidad de carbohidratos, debido a la gran cantidad de energia que la planta
requiere para llevar a cabo estos procesos y otros, como la construccién de

tejidos que se realiza paralelamente.
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Segun Moss et al [227], la competencia por carbohidratos entre frutos en
desarrollo de inflorescencias con hojas, se establece varias semanas después
de la floracion, debido a que la demanda del fruto excede la capacidad
fotosintética de las hojas. Debido al elevado numero de frutos que se producen,
aumenta la competencia por fotoasimilados ocasionando el agotamiento de las
reservas (Figura 26).De acuerdo con Guardiola y Garcia-Luis [228], la
disminucién en la concentracion de carbohidratos moviles y de reserva y la
activacion del crecimiento tras la antesis, ocurre de manera habitual en los

frutos citricos.

Por otra parte, en la fase de alargamiento celular (14 — 84 dias) el coeficiente
de Pearson indica que no hay una correlacion lineal entre los carbohidratos
moviles y la tasa de crecimiento del fruto, esto posiblemente se deba a que el
crecimiento del fruto citrico depende de las expansion de las vesiculas™ que se
llenan de carbohidratos, acidos y agua. Consecuentemente, la tasa de
crecimiento en esta fase estaria afectada también por la capacidad de

acumulacion de agua y acidos en el fruto [229].

En cuanto a las reservas de carbohidratos (Figura 24, A), durante la fase de
alargamiento celular la concentracién de almidon aumenta y disminuye, por lo
cual no es posible encontrar una relacion directa con la tasa de crecimiento del
fruto, ya que en esta fase el crecimiento es lineal. Sin embargo, la variacion de
la concentracién de almidon podria explicarse, teniendo en cuenta que durante
el alargamiento celular, el fruto acumula la mayor cantidad de azlcares antes
de alcanzar el 50% de su tamaiio final [230] (dias 14 — 42). Este hecho coincide
con un aumento en la concentracion de almidon, lo que indica una disminucién
en la demanda de carbohidratos. A partir del dia 42 y hasta finalizar la fase de
alargamiento celular (dia 84), la concentracion de almidon disminuye, lo cual
podria deberse a que los frutos aumentan su capacidad de sumidero y son
capaces de acumular mayor cantidad de carbohidratos, disminuyendo la
concentracion de almidon en las hojas viejas de brotes generativos, principales

organos proveedores de carbohidratos [231].

yesiculas: Bolsa ubicadas dentro de los frutos, destinadas a la acumulacion de nutrientes y
liquidos durante el desarrollo.
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Finalmente, en la etapa de maduracion (dias 84 — 126), el coeficiente de
Pearson muestra una correlacion positiva entre la concentracion de D-(+)-
glucosa y almidon, y la tasa de crecimiento del fruto; ya que la demanda
durante esta fase no excede la capacidad de sintesis de la planta, pues solo
necesita energia para el desarrollo de las caracteristicas organolépticas del
fruto. Esta correlacion positiva indica que la planta continda sintetizando
carbohidratos, pero no los consume en su totalidad, por lo cual puede
acumularlos como preparacion previa a la floracion de la nueva cosecha,
debido a la alta demanda energética que este evento fisiologico genera en la
planta [232, 233].

En cuanto al segundo ciclo de produccion, los valores del coeficiente de
correlacion de Pearson para las tres fases de crecimiento son similares, esto
debido a que la pauta de movilizacién de carbohidratos maoviles es semejante al
primer ciclo, aunque los valores de concentracion varien de un ciclo a otro
(Figura 23, A-B). Dicha variacion de concentracion en los carbohidratos
moviles durante los dos ciclos de produccién coincide con la tasa de
crecimiento de los frutos (Figura 13), lo que permite indicar que la
concentracion de carbohidratos de esta relacionada con la tasa de crecimiento
del fruto. Asi, durante las dos primeras fases de crecimiento, se observa que
tanto la tasa de crecimiento de como la concentracion de carbohidratos méviles
para los frutos del primer ciclo son superiores con respecto a los frutos del
segundo ciclo, mientras que, durante la tercera fase, correspondiente a la
maduracion, la tasa de crecimiento para los frutos del segundo ciclo de
produccion llega mayor, al igual que su concentracibn de carbohidratos

moviles.

La diferencia en la tasa de crecimiento del fruto durante la tercera fase de
crecimiento podria estar relacionada con el mecanismo interno que presentan
los citricos para ajustar el desarrollo del fruto de acuerdo con la disponibilidad
de carbohidratos, descrito por Domingo et al [234]. Considerando que durante
el segundo ciclo de produccion el rendimiento de la cosecha fue tan solo del
0.18% comparado con un 1.26% del primer ciclo, la competencia entre frutos
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por fotoasimilados es menor y por tanto, la planta tendria mayor disponibilidad
de carbohidratos destinados al crecimiento del fruto. Por esta razén, se observa
qgue los frutos del segundo ciclo de produccion alcanzan mas rapidamente el
tamano final para ser cosechados (Figura 12).

Adicionalmente, la diferencia en el tamafo final del fruto de un ciclo a otro,
corrobora las relaciones establecidas por Goldschmidt y Monselisse [235],
respecto a la relacion inversa entre el tamafio individual del fruto y su nimero, y
las observaciones de Agusti [236] con respecto a la relacidon inversa entre el

tamanfo del fruto también y el niumero de flores producido por el arbol.

Por otra parte, respecto a los carbohidratos de reserva, a diferencia del primer
ciclo, no hay relacion entre la concentracion de almidon y la tasa de crecimiento
del fruto. Esto podria explicarse teniendo en cuenta que durante el segundo
ciclo el nivel de luz solar fue muy bajo, debido al fenémeno de la nifia, lo cual
disminuyé la actividad fotosintética del arbol. Por esta razon la planta debid
acudir a sus reservas para mantener el flujo de carbohidratos necesarios para

realizar el proceso de alargamiento celular en el fruto [237].

En cuanto a los arboles de baja carga, no se encontraron correlaciones entre la
concentracion de carbohidratos maoviles y de reserva y la tasa de crecimiento.
Teniendo en cuenta que todos los arboles escogidos para el experimento estan
ubicados en la misma regién, lo cual garantiza las mismas condiciones
ambientales y de cultivo, no es posible explicar el escaso crecimiento de sus
frutos (Figura 27) utilizando un patron de movilizacién de carbohidratos maoviles
de la planta. Adicionalmente, no se encontrd reporte en la literatura patrones

similares (Figura 28) para efectos de comparacion.

4.2.2 Hojas viejas de brotes vegetativos

En las hojas viejas de brotes vegetativos, no se encontrdé ninguna correlacion
durante las tres fases de crecimiento, entre la tasa del crecimiento del fruto y la

concentracion de carbohidratos moviles y de reserva. Esto puede explicarse

114



Discusion de resultados

debido a que las hojas de brotes vegetativos destinan los carbohidratos que
sintetizan tanto al crecimiento reproductivo (Flores y frutos) como al crecimiento
vegetativo de la planta (hojas, raices, tallos).Aunque el crecimiento
reproductivo tiene prioridad, algunas ocasiones la competencia por
fotoasimilados entre las diversas partes de la planta, pueden retrasarlo dandole

prioridad al crecimiento vegetativo [238].

A diferencia de las hojas viejas de brotes generativos, la concentracion de
carbohidratos méviles se mantuvo muy similar de un ciclo a otro, es decir, no
hay diferencias significativas entre ciclos. Como habria de esperarse, durante
el segundo ciclo de produccién tampoco existe correlacién entre la tasa de
crecimiento del fruto y la concentracion de carbohidratos en este tipo de brotes.

Por otra parte, si se observan grandes variaciones en la concentracién de
almidén de un ciclo a otro. Mientras que durante el primer ciclo, las reservas
aumentaron en la época previa a la maduracion como preparacion para la fase
del desarrollo de las propiedades del fruto, durante el segundo ciclo la
concentracion de almidon aumenta y disminuye a lo largo del ciclo,
posiblemente por las variaciones climatoldgicas propias de esa temporada, que
obligan al arbol a acudir a sus reservas para mantener el nivel de carbohidratos
moviles y suplir los requerimientos energéticos del fruto, mediante un
mecanismo interno en la planta similar al planteado por Iglesias et al [239] para

el ajuste de frutos de acuerdo con la disponibilidad de carbohidratos.

En cuanto a los arboles de baja carga, la concentracion de carbohidratos
moviles varia notablemente de un ciclo a otro, y las variaciones en
concentraciones de carbohidratos son difieren con respecto a los arboles de
alta carga. Sin embargo, tanto los valores de concentracion, como la dinamica
de carbohidratos de reserva de un ciclo a otro, son muy similares con respecto
a los arboles de alta carga, indicando que posiblemente la deficiencia de los
arboles de baja carga estd en la movilizacién de los carbohidratos hacia el

fruto, dado la baja tasa de crecimiento que mostraron (Figura 29).
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4.2.3 Hojas jovenes

En las hojas jovenes tanto de brotes generativos, como vegetativos, no hay
correlacion entre la tasa de crecimiento del fruto y los carbohidratos méviles y
de reserva. Esta observacién coincide con reportes de diversos autores
relacionados con la necesidad de las hojas jovenes de sintetizar y consumir
carbohidratos para su crecimiento y desarrollo, sin permitir la movilizacién de
carbohidratos hacia los frutos, lo que las convierte en competencia para el

crecimiento y desarrollo de frutos [240].

De acuerdo con Moss et al. [241] en el proceso de desarrollo del fruto, las hojas
jovenes juegan un papel esencial como fuente de productos fotosintéticos,
sobre todo carbohidratos. Sin embargo, durante un mes, aproximadamente,
después de la antesis, actian como érganos competidores de los frutos ya que
mientras crecen actian como sumidero y solo en su transicién a hojas maduras

actian como fuente de carbohidratos.

Lo anteriormente expuesto coincide con lo observado en la especie Citrus
unshiu por Mehouachi et al [242]. En esta especie se demostré que los frutos
en desarrollo importan asimilados de hojas viejas y que las hojas jovenes no
exportan fotoasimilados hasta que su crecimiento se completa al inicio del

periodo de elongacion celular.

4.2.4 Frutos

La pauta de movilizacion de carbohidratos méviles en frutos de lima Tahiti
durante los dos ciclos de produccidn es semejante, y la concentracion de
hexosas coincide con el crecimiento del fruto (Figuras 27 y 28).En la fase de
division de celular, durante la cual el fruto crece lentamente, la concentracion
de hexosas es baja, mientras que, durante la fase de alargamiento celular en la

cual los frutos crecen rapidamente, la concentracion de hexosas aumenta
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gradualmente debido a que, entre otras razones, el fruto acumula carbohidratos
en las vesiculas [243].

Segun Laskowki [244], el aumento en la concentracion de hexosas en el fruto,
indica una alta actividad metabdlica favorecida por la continua hidrélisis de
sacarosa, que se refleja en la disminucion de este disacarido entre los dias 42
— 70 (Figura 28).

Por dltimo durante la fase de maduracién la pauta en la concentracion de
hexosas varia entre un ciclo y otro. En el primer ciclo de produccién durante
esta fase la concentracién de hexosas se mantiene casi constante, y los frutos
crecen lentamente, mientras que durante el segundo ciclo la concentracion de
hexosa continua aumentando gradualmente, al igual que el tamafo del fruto,
hasta alcanzar un tamafio superior promedio al tamafio de los frutos del primer
ciclo (Figura 30). Esta observacion, refuerza el planteamiento sobre la relacién
entre el crecimiento del fruto y la acumulacién de carbohidratos solubles,
realizado por numerosos autores para frutos citricos [245 - 247].

En cuanto a la pauta de carbohidratos de reserva, ésta también contribuye al
crecimiento del fruto y esta relacionada con su capacidad de sumidero, de
acuerdo con lo propuesto por algunos autores [248, 249]. Durante la fase de
division del fruto (dias 0 — 14), la acumulacién de almidones baja debido a la
escasa capacidad de sumidero del fruto y al elevado niamero de frutos que
compiten por los carbohidratos de la planta. Una vez inicia la fase de
alargamiento celular, al igual que su tamafo, su capacidad de sumidero
aumenta, aunque persiste la competencia por carbohidratos. Por ultimo, a
medida que avanza la fase de maduracion, el fruto acumula carbohidratos
relacionados con propiedades organolépticas y la concentracién de almidén
alcanza su maximo (513 mg/100 g), gracias a la capacidad de sumidero

desarrollada a lo largo de su crecimiento (Figura 32).

La variaciébn en la concentracion de almidén entre los frutos del primer y
segundo ciclo confirman las observaciones realizadas por Agusti [250], en las

gue se establece que en cosechas de baja floraciéon la capacidad de sumidero
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es alta y el tamafio del fruto es adecuado.En el caso de la lima acida Tahiti,
durante el segundo ciclo de produccion el nivel de floracion fue menor (Tabla
10), al igual que el numero de frutos que llegaron a cosecha; por tanto hay
mayor capacidad de sumidero reflejada en la acumulacion de almidon durante
todo el segundo ciclo, lo cual finalmente género que los frutos de este ciclo

alcanzaran un mayor tamafio.

Respecto a la capacidad de sumidero del fruto, cabe aclarar que depende
mucho de la actividad hormonal y que el aumento de la capacidad de sumidero
del fruto, aumenta la disponibilidad de carbohidratos, y no al contrario. Es decir,
la mayor disponibilidad de carbohidratos no aumenta la capacidad de sumidero
[251, 252].

Por otra parte, la pauta de movilizacién de carbohidratos para frutos de arboles
de baja carga, difiere de la pauta observada en arboles de alta carga, y no
corresponde a otra especie consultada en la literatura. Por esta razon, no es
posible proponer alguna explicacion sobre sus efectos sobre el crecimiento y

desarrollo de los frutos de la lima acida Tahiti.

4.3 CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS Y ABSCISION DEL FRUTO

Los dos méaximos de abscision relativa (Figura 30) en arboles de alta carga
observados durante los dos ciclos de produccién (dia 7 y 28) corresponden a
las dos ondas de abscision que se presentan para los frutos citricos en general
[253]. Cada una presenta diferentes caracteristicas y esta asociada a diferentes
factores endbégenos de la planta [254].Estudios realizados al respecto
demuestran que la primera abscision se caracteriza por la caida de frutitos u
ovarios durante la fase de division celular del fruto y esta relacionada con
factores hormonales del fruto [255 - 257]. En contraste, la segunda abscision se
caracteriza por la caida de frutos que ya han iniciado su crecimiento y se
produce principalmente por factores nutricionales, especialmente por la
disponibilidad o déficit de carbohidratos [256, 257].
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En la presente investigacion, la pauta de abscision determinada presenta dos
méaximos de abscision bien definidos, que coinciden con los resultados

obtenidos por diversos autores para diferentes especies de citricos [258 — 262].

En el primer ciclo de produccién, la concentracion de carbohidratos moviles en
hojas viejas de brotes generativos, alcanza un valor alto (Figura 29), mientras
las reservas de carbohidrato permanecen bajas (Figura 30), justo en el primer
maximo de abscision relativa (dia 7). A su vez, en el fruto la concentracion
tanto de carbohidratos moviles como de reserva permanece en niveles muy
bajos (Figura 31). Estas observaciones coinciden con los resultados obtenidos
por Gomez-Cardenas et al. [263], quienes desarrollaron diferentes
experimentos para modificar la relacion fuente-sumidero, con los cuales
lograron establecer que una concentracibn hormonal alta en los frutos,
disminuye su capacidad de sumidero generando la abscision de los frutitos,
aunque haya disponibilidad de carbohidratos por parte de las hojas viejas de
brotes generativas, principal fuente de carbohidratos en el desarrollo

reproductivo de la planta.

El planteamiento anterior se aplica al segundo ciclo de produccion, ya que la
concentracion de carbohidratos moviles y de reserva en frutos y hojas viejas de
brotes generativos, no varié de forma significativa con respecto al primer ciclo
de produccion, en el primer maximo de abscisién. Sin embargo, ya que el
porcentaje de abscision relativa de un ciclo a otro paso de 4,01 a 6,74%, es
posible inferir que las diferencias climéticas entre un ciclo a otro tengan efecto
la abscision de los fruto en el arbol. En este caso, el aumento de las
precipitaciones, las bajas temperaturas y la baja Iluminosidad que
caracterizaron el segundo ciclo de produccidon, pudieron contribuir al
desprendimiento de frutos, y al retraso de las reacciones quimicas que
favorecen la permanencia del fruto en el arbol. Observaciones similares fueron
descritas por Pérez y Jiménez [264] para el crecimiento y abscision de la
naranja “Valencia” (Citrus sinesis L. Osbeck.)durante dos afios continuos de

produccion.
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Por otra parte, el segundo maximo de abscision relativa (dia 28) durante el
primer ciclo de produccion, se caracterizO por la baja concentracion de
carbohidratos méviles y de reservas, en las hojas viejas de brotes generativos
(Figura 31). Durante esta fase de alargamiento celular, el fruto demanda gran
cantidad de carbohidratos, ya que su velocidad respiratoria decrece y comienza
a acumular carbohidratos [265], por tanto,la planta acude a sus reservas y
ajusta el numero de frutos, mediante un mecanismo autoregulatorio mediante el
cual solo permanecen los frutos cuya demanda la planta es capaz de suplir
[266].

De manera similar, durante el segundo ciclo de produccién la concentracion de
carbohidratos moviles y de reserva es baja, durante el segundo maximo de
abscision. Esta observacién soporta la idea de que esta segunda onda de
abscision esta relacionada con la disponibilidad de carbohidratos. Al igual que
la primera abscisién, el porcentaje de abscision relativa de un ciclo a otro
aumenta de 3.31 a 5.36%, en una proporcion similar a la primera abscision, lo
gue sugiere que las condiciones climaticas afectan de igual modo a la planta de

una abscision a otra.

Otros pequefios maximos de abscision relativa se observan durante la fase de
alargamiento celular. Esta observacion resulta razonable si se considera que
durante toda esta fase la demanda de carbohidratos es bastante alta pues
ademas de proporcionar energia para su desarrollo, los carbohidratos también
se acumulan en el fruto, luego la abscision continla debido a que la planta

ajusta el numero de frutosa la disponibilidad de carbohidratos [267].

En contraste a lo ocurrido con los arboles de alta carga respecto a la curva de
abscision relativa, los arboles de baja carga durante los dos ciclos de
produccion mostraron los maximos de abscision relativa finalizando la etapa de
alargamiento celular, justo cuando todos los frutos se caen antes de poder ser

cosechados. Este fendmeno puede estar asociado a la falta de nutrientes o la
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presencia de alguna enfermedad, que a su vez podria explicar la baja carga en
las cosechas [268].

En cuanto a la abscisiébn absoluta, se observa que para el segundo ciclo la
abscision fue méas elevada respecto al primer ciclo (Figura 28). Teniendo en
cuenta que la pauta y niveles de carbohidratos moviles no varié de un ciclo a
otro, es posible suponer que la planta requiere una concentracion umbral de
carbohidratos, y para mantenerla recurre a las reservas de almidon [269].
Considerando que durante el segundo ciclo la luminosidad fue muy baja resulta
obvio, que la actividad fotosintética se vio reducida y por ende la concentracion
de carbohidratos moviles. Entonces para alcanzar la concentracion umbral de
carbohidratos la planta hidroliza almidén lo que se refleja en la baja
concentracion observada en la fase de alargamiento celular (Figura 29). Adn
asi es posible que la planta no pueda suplir la demanda de carbohidratos y por

tanto ajuste el nimero de frutos mediante un proceso de abscision.

4.4 PARAMETROS DE CALIDAD DELOS FRUTOS COSECHADOS

Los resultados mostrados en la Tabla 21coinciden con las observaciones
realizadas con diversos autores [270 - 272] respecto a los parametros de
calidad de los frutos, durante los dos ciclos de produccion evaluados. A medida
gue el proceso de maduracién avanza la concentracion de acidos disminuye,
mientras aumenta la concentracién de azulcares, por lo cual a medida que
transcurre el periodo de maduracién, el porcentaje de acidez disminuye, los
sélidos solubles aumentan, y en consecuencia el indice de maduracién también

aumenta.

Los resultados obtenidos durante los dos ciclos de produccién, son coherentes
también con las curvas de crecimiento de los frutos, ya que estadisticamente
se observa que para todas las categorias, los frutos del segundo ciclo alcanzan
un indice de madurez mas alto. Los frutos de este ciclo alcanzan un tamafio
mayor en el mismo periodo de tiempo; esto podria deberse a que el exceso de
precipitaciones que caracterizaron el segundo ciclo de produccion, provoco que
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el fruto asimilara mayor cantidad de agua, por lo cual aumenta su crecimiento y
diluye mas rapidamente los acidos sintetizados y almacenados en el fruto. Esto
ocasiona un aumento en el indice de madurez, pese a que tanto la
concentracion de solidos solubles como los carbohidratos moéviles (Figura 31)

son menores en el segundo ciclo de produccion.
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5. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el desarrollo de esta investigacion se puede

concluir:

En cuanto a las metodologias de analisis por HPLC - RI de
carbohidratos mdéviles en la muestras de hojas y frutos de lima acida
Tahiti, es posible indicar que las dos metodologias implementadas
pueden ser empleadas, ya que son repetibles, rapidas y son sensibles
en los rangos de concentracion de carbohidratos en el tipo de matrices
evaluadas. Sin embargo, la metodologia que incluy6 la columna Alltech
700CH, solo emple6 agua como fase mavil a un flujo de 0.5 mL/miny la
fase estacionaria que la constituye es mas versatil de acuerdo con lo
reportado por la bibliografia [273], por tanto, para efectos practicos
resulta mas util y ofrece mas ventajas su implementacion que la

metodologia que emplea la columna Zorbax Carbohydrates.

La metodologia implementada para el andlisis de almidon, por el método
de Dubouis et al. cumplié con requisitos establecidos por la buenas
practicas de laboratorio, en términos de la figuras analiticas de mérito
calculadas. Por tanto, puede afirmarse que los resultados obtenidos
haciendo uso de ella son confiables y utiles en la determinacion de la
concentracion de almidon en las muestras de hojas y frutos de la lima

acida Tahiti.

Se confirmé la relacién directa entre el nUmero de frutos cuajados y el
tamafio final del fruto. Al igual que en otros citricos, los frutos
provenientes de arboles con menor numero de frutos cuajados
alcanzaron mayor tamafio de fruto al final de la cosecha. Esto se explica
el porque a mayor numero de frutos, mayor competencia por
fotoasimilados, menor disponibilidad del &arbol por carbohidratos
destinados al crecimiento del fruto. Esto a su vez confirma la relacion

entre la disponibilidad de carbohidratos y el tamafio final del fruto, lo cual
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se vio reflejado, en que los frutos del segundo ciclo de produccion

alcanzaran mas rapidamente el tamafo final para ser cosechados.

Se confirm6 que el crecimiento del fruto de la lima &cida Tabhiti, esta
relacionado con la disponibilidad de carbohidratos de la planta. Esto
puede afirmarse teniendo en cuenta que durante la fase de alargamiento
celular, durante la cual el fruto adquiere la mayor parte de su tamafio, la
tasa de crecimiento de los frutos del primer ciclo de produccion fue mas
elevada, cuando se comparan con los frutos del segundo ciclo de
produccién. Lo cual coincidié con la baja concentracién de almidon en
las hojas viejas de brotes generativos, durante el segundo ciclo,

respecto al primero.

La abscision de frutos durante el desarrollo productivo de la lima Tabhiti,
presenta las caracteristicas de la abscision reconocidas en numerosas
especies de citricos. Asi, durante un primer maximo de abscision relativa
gue se presenta comunmente en la fase de divisién celular, esta no
guarda relacién con la disponibilidad de carbohidratos, ya que ocurre
pese a que los carbohidratos méviles se encuentran en altas
concentraciones. Por otra parte, el segundo maximo de abscision
relacion se presentd una vez iniciada la fase de alargamiento celular, la
cual si estuvo relacionada con la disponibilidad de carbohidratos; esto se
pudo evidenciar ya que coincidié con una disminucion en las reservas de
almidén durante el primer ciclo, y fue alin mas elevada durante el segun
ciclo de produccion, cuando la concentracion de almidon decayé aun

mas que durante el primer ciclo.

Al igual que el comun de los frutos citricos, la curva de crecimiento del
fruto de la lima acida Tahiti, también sigue una curva sigmoidal simple,
gue pudo ser descrita matematicamente mediante el uso de andlisis de
regresion no lineal. El modelo matematico permiti6 confirmar las
observaciones realizadas experimentalmente respecto al efecto de las

diferencias climéaticas sobre el crecimiento del fruto. Los modelos
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matematicos calculados para cada ciclo evidencian como los frutos del
segundo ciclo presentan una mayor tasa de crecimiento durante la fase
de maduracion, lo cual les permitio alcanzar mas rapidamente su

tamano final.

En cuanto al efecto de las condiciones -climatolégicas sobre el
rendimiento y calidad de las cosechas, ademas de tener efecto sobre el
crecimiento y la abscision del fruto como se manifestdé anteriormente,
también se observa que tiene un efecto significativo en las propiedades

organolépticas del fruto.

Los carbohidratos de reserva (almidon) en arboles de baja carga fueron

muy similares durante los dos ciclos de produccién.
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6. RECOMENDACIONES

Ante las evidencias de la influencia de la concentracion de
carbohidratos sobre el crecimiento, la abscision, el nivel de floracion y
las propiedades organolépticas del fruto de la Lima &cida Tahiti, se
recomienda realizar estudios sobre la implementacion de técnicas
agronomicas como la defoliacion y anillado de arboles, y el rayado y
raleo de frutos, en la lima Tahiti, relacionadas con la translocacion y
disponibilidad de carbohidratos durante el ciclo productivo, para
corroborar las conclusiones obtenidas en el desarrollo de esta

investigacion.

Ampliar el rango de evaluacion de ciclos de produccion para validar y
confirmar los resultados obtenidos, especialmente en arboles de baja

carga.

Dada la relacion reportada [274 - 276] entre las hormonas vegetales
denominadas giberelinas, con los eventos fisioldgicos de especies
citricas, se recomienda para posteriores investigaciones estudiar su
efecto sobre el rendimiento y calidad de las cosechas de lima Tahiti.
Aungue en este trabajo se adelantdé parte de dicha investigacion, por

decision unilateral de CORPOICA, los resultados no fueron mostrados.

Para la identificacion de carbohidratos moviles por ESI-MS, se
recomienda realizar reacciones de acomplejamiento selectivo o
formacién de aductos para mejorar la intensidad de las sefales, y

diferenciar diasteroisomeros de la D-glucosa y la D-fructosa.
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Anexos

ANEXOS

ANEXO 1. RESIDUALES PRODUCTO DEL ANALISIS DE REGRESION
NO LINEAL APLICADO A LAS CURVAS DE CRECIMIENTO DE LA LIMA
ACIDA TAHITI.
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Figura 2. Residuales de los analisis de regresion no lineal aplicado a las
curvas de crecimiento de la lima acida Tabhiti, durante el segundo ciclo de

produccion.
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ANEXO 2. POSIBLES RUTAS DE FRAGMENTACION DE LOS
CARBOHIDRATOS MOVILES IDENTIFICADOS POR HPLC-ESI-MS EN
MUESTRAS DE HOJAS Y FRUTOS DE LA LIMA ACIDA TAHITI DE LOS
ESPECTROS MOSTRADOS EN LA FIGURA 22.
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Figura 3. Posible ruta de fragmentacion de la D-(+)-glucosa, empleando un
espectrometro de masas Amazon X (Bruker) con ionizacién por electrospray en

modo negativo a 300 °C de temperatura y 4000 V del voltaje en el capilar,
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empleando nitrégeno como gas nebulizador con flujo de 8 L/min y presion de

30 psi.
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Figura 4. Posible ruta de fragmentaciéon de la D-(-)-fructosa, empleando un
espectrometro de masas Amazon X (Bruker) con ionizacion por electrospray en
modo negativo a 300 °C de temperatura y 4000 V del voltaje en el capilar,
empleando nitrégeno como gas nebulizador con flujo de 8 L/min y presion de
30 psi.
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Figura 5. Posible ruta de fragmentacion de la sacarosa, empleando un
espectrometro de masas Amazon X (Bruker) con ionizacidén por electrospray en
modo negativo a 300 °C de temperatura y 4000 V del voltaje en el capilar,
empleando nitrégeno como gas nebulizador con flujo de 8 L/min y presion de
30 psi.
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