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Resumen del proyecto

En este estudio, nos centramos en mejorar la competitividad de la citricultura uruguaya en los mercados de
exportacidn, donde la calidad de la fruta fresca es clave. La evolucion de los conceptos de calidad,
enfocados en la conveniencia y la salud, destaca la importancia de frutos fdciles de pelar, sin semillas y con
procesos de produccién que garanticen la inocuidad. Ante la intensificacién de los sistemas productivos,
surge la necesidad de tecnologias sustentables para mantener altos estandares de produccidn y eficiencia
en el uso de recursos.

Este proyecto abordé estos desafios evaluando el impacto de diversas técnicas agronémicas en la
presencia de semillas y el cuajado de frutos citricos. Se exploraron técnicas como el uso de polinizadores
confinados por mallas, en comparaciéon con métodos convencionales como la exclusiéon de abejas y la
aplicacion de dcido giberélico. Se aplicé una metodologia de estudio metaboldmico, utilizando
espectrometria de masas y resonancia nuclear magnética, para analizar los cambios enddgenos durante la
polinizacién y desarrollo del ovario.

Los resultados obtenidos revelaron perfiles metabdlicos en diversas situaciones, permitiendo una
comprension mds profunda de las rutas metabdlicas en el proceso partenocdrpico de la mandarina Afourer,
conocida por su alto valor comercial. Se lograron los objetivos propuestos, identificando marcadores
especificos del proceso de floracion/polinizacién y correlaciondndolos con pardmetros de calidad de la
fruta.

Este enfoque innovador proporciona informacién valiosa para la citricultura de exportacién, destacando
prdcticas agrondmicas que reducen la presencia de semillas y mejoran el cuajado de frutos. Sin embargo,
para implementar estas técnicas a gran escala, se reconoce la necesidad de fuentes de financiamiento
debido a los costos asociados, especialmente en el mallado de cultivos. A pesar de este desafio, los
conocimientos generados brindan una base sélida para futuras investigaciones y el potencial desarrollo de
prdcticas agricolas mds eficientes y sostenibles en la citricultura.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Quimicas / Quimica Orgdnica / Productos naturales

Palabras clave: Metabolémica / Mandarinas / Giberelinas /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

La citricultura, destacada como el principal rubro hortifruticola de Uruguay, se caracteriza por su perfil
exportador, lo que la expone a la competencia en los mercados internacionales [1]. La calidad de la fruta,
especialmente en términos de caracteristicas precisas, se ha convertido en un factor critico en la jerarquia
del mercado global de citricos. En particular, la diferenciacién en la producciéon de mandarinas, enfocada en
criterios de calidad, abre la puerta a la posibilidad de acceder a mercados exclusivos y valiosos.

Uruguay ha logrado exportar entre el 30% y el 50% de su produccidn nacional de citricos, lo que destaca la
importancia de este sector en la economia del pais [1]. Con el objetivo de capitalizar el valor agregado y la
creciente demanda de mandarinas, se implemento un plan estratégico a partir de 2010. Este plan destacoé la
oportunidad de aumentar la produccion de mandarinas para que cumplan con los requisitos de conveniencia
por parte de los consumidores, siendo las caracteristicas de fdcil pelado y ausencia de semillas algunas de
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los factores mds importantes para su seleccion. El resultado de este plan fue un incremento del 25% en el
volumen de produccidn, alcanzando el mdximo en las Gltimas dos décadas [1].

Sin embargo, a pesar de estos avances productivos, el sector enfrenta desafios significativos,
especialmente en relacién con la industria apicola. La polinizacién cruzada, causada por las abejas, ha
llevado a un aumento en la presencia de semillas en las mandarinas, lo que no solo desmerece su valor
comercial sino que también impide el acceso a mercados de mayor valor como son los mercados
internacionales [1].

El estudio de los compuestos responsables de las caracteristicas que definen la calidad de la fruta es un
desafio cientifico crucial. Aunque los caracteres genéticos involucrados en la produccion de citricos pueden
identificarse, el mecanismo de expresion de estos genes adn no ha sido completamente elucidado. En este
contexto, el metaboloma se presenta como una herramienta valiosa para aproximarse a los caracteres
organolépticos de la fruta y, por ende, a su calidad y aptitud para el consumo [2].

Para abordar la complejidad de los compuestos responsables de la calidad de la fruta, se emplean diversas
metodologias analiticas. Los andlisis dirigidos o "targeted” se centran en una clase especifica de
compuestos y se utilizan para evaluar la calidad de los alimentos, sus propiedades nutricionales y
sensoriales, asi como sus caracteristicas bioldgicas. En este tipo de andlisis, se realizan extracciones
selectivas y/o separaciones para aislar y concentrar los metabolitos seleccionados, evitando la
interferencia de otros compuestos. Este enfoque proporciona una identificacién fiable, sensible y una
cuantificacion precisa de compuestos especificos [3].

Por otro lado, los andlisis no dirigidos o "untargeted” buscan proporcionar una imagen completa de la
composicion quimica de la muestra. En estos casos, la extraccion de metabolitos se realiza utilizando un
disolvente capaz de extraer el mayor nimero posible de compuestos presentes en la muestra. Este enfoque
se alinea con el concepto de biologia de sistemas, que busca medir el mayor nimero de variables y
componentes posibles para obtener una vision holistica del problema [4].

La integracion de diversas disciplinas cientificas ha llevado al desarrollo de las ciencias "6micas”, que
incluyen la gendémica, protedmica, transcritémica y metabolémica. Esta dltima, la metabolémica, representa
la expresion metabédlica de las dos primeras en moléculas discretas. El estudio de los grandes conjuntos de
datos generados en experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN) o espectrometria de masas (MS)
de extractos requiere el uso de andlisis multivariados (MVDA) después del pretratamiento de los datos
obtenidos experimentalmente [5-6]. El tipo de andlisis realizado en un estudio metabolémico puede variar
seguln el proposito, incluyendo andlisis exploratorio, andlisis de clasificacién/andlisis discriminante y
modelos de andlisis/prediccion [7].

Aunque los programas de mejoramiento de citricos han incorporado enfoques "6micos,” hasta la fecha hay
poca investigacion especifica sobre la metabolémica de los citricos [8-20]. La mayoria de los informes se
han centrado en la autenticidad de los alimentos y se han empleado enfoques metabdlicos para investigar
propiedades agronémicas, como la resistencia a enferemdades como el Huanglongbing [12-16], pero no en
técnicas de cultivo para obtencion de fruta de mejor calidad.
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La cobertura de drboles citricos con mallas anti-insectos se ha convertido en una prdctica de manejo
extendida a nivel mundial, especialmente para la produccidn de frutas sin semillas en variedades de alto
valor comercial [21]. Sin embargo, esta cobertura temporal, principalmente durante el periodo de floracién,
plantea desafios ambientales. Aunque reduce las condiciones predisponentes para algunas enfermedades,
como el cancro citrico, al disminuir el viento, puede generar mayores periodos de hoja mojada, lo que podria
aumentar la incidencia de otras enfermedades [22].

Estos nuevos sistemas productivos buscan la oportunidad de producir fruta citrica de alta calidad,
centrdndose principalmente en la apariencia externa de la fruta y reduciendo al mdximo los dahos
exteriores en la piel de los citricos. La produccidon de frutas sin semillas se ha vuelto especialmente
relevante, ya que la ausencia de semillas en la fruta citrica, especialmente en mandarinas, se traduce en
precios diferenciales significativos, llegando hasta 700U$S por tonelada por encima de los precios
estandar. Sin embargo, la produccidn tradicional de frutas sin semillas entra en conflicto con la presencia
de polinizadores, principalmente abejas, durante la floracién de los citricos, generando un conflicto con la
apicultura.

El conocimiento y manejo de las causas fisioldgicas que permiten la ausencia de semillas en los frutos
estdn en una etapa inicial a nivel metabdlico. Por lo tanto, se vislumbra un campo promisorio en el uso de
herramientas metaboldmicas para el estudio endégeno de los mecanismos y tecnologias que permitan
mejorar la partenocarpia y su compatibilidad con la produccién apicola. Una propuesta interesante es el
uso confinado de abejas para mejorar el cuajado en variedades autoincompatibles, con el objetivo de
mejorar el cuajado de frutas sin semillas y permitir el desarrollo de la apicultura en huertos citricolas.

La mandarina ‘Afourer’, patentada como autoincompatible, se destaca por producir frutos de alta calidad
organoléptica y sin semillas en ausencia de polinizacidn cruzada [23-24]. A pesar de su excelente
productividad en condiciones de polinizacién abierta, los frutos de 'Afourer’' presentan un elevado ndmero
de semillas, lo que reduce su valor en el mercado de consumo de fruta fresca. En el contexto de Uruguay,
‘Afourer’ ha demostrado la capacidad de cuajar frutos sin el estimulo de la polinizacidn, estableciéndose
como un cultivar de partenocarpia auténoma [25-26]. Sin embargo, el precio de exportaciéon de esta
mandarina se reduce a menos de la mitad en presencia de semillas, lo que subraya la necesidad de
generar nuevas técnicas de cultivo que fomenten la produccion de fruta sin semillas para agregar valor al
producto.

La clave para mejorar la calidad de la mandarina ‘Afourer’ y su valor comercial radica en el disefio de
tecnologias adecuadas de manejo de los drboles. Estas tecnologias deben incorporar el concepto de
proteccidon ambiental, aumentando la productividad y mejorando la calidad, especialmente en términos de la
ausencia de semillas. El desafio consiste en desarrollar prdcticas que fomenten la partenocarpia auténoma
de 'Afourer’, maximizando la produccion de frutas sin semillas.

El Instituto Nacional de Investigacidn Agropecuaria (INIA) ha desarrollado técnicas de manejo que
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combinan el uso de polinizadores e inductores quimicos, como el dcido giberélico. Este Gltimo ha
demostrado mejorar la productividad del drbol, generando frutos mds firmes y de mejor aspecto. Sin
embargo, la polinizacion por insectos, si bien induce una mayor productividad y frutos menos susceptibles a
enfermedades, conlleva la desventaja de la presencia de semillas, que afecta su valor comercial.

La evaluacion de la conveniencia y adecuabilidad de estas técnicas de manejo desarrolladas por INIA se
presenta como un paso critico en el camino hacia la producciéon 6ptima de ‘Afourer’. La combinacidn de
estas técnicas bajo mallas anti-insectos podria aumentar la productividad del drbol, al tiempo que evita la
polinizacién cruzada, generando frutos estériles de alta calidad, ideales para el mercado de consumo de
frutas frescas.

El Programa de Mejoramiento de Citrus de INIA se posiciona como lider a nivel nacional y regional en
investigacion para el desarrollo de nuevas variedades y en experiencia en el desarrollo de metodologias de
cultivo. La colaboracion con este programa se revela fundamental para el éxito del estudio. Los ensayos en
campo, la participacion de personal experto a nivel agrondmico, la colecta de muestras y el andlisis de la
fruta serdn aportados por este grupo. La correlacién de los datos quimiométricos obtenidos con las
observaciones a nivel de los cultivos permitird una comprension integral de los factores que influyen en la
calidad y la produccién de ‘Afourer’.

Dado que la citricultura es la actividad agroindustrial de mayor mano de obra en las diversas cadenas
productivas de Uruguay, este estudio tiene un impacto socioecondmico significativo. Los productores de
citricos, al buscar mejorar la calidad de sus productos para acceder a mejores precios en el mercado
internacional, se beneficiardn directamente de las nuevas técnicas de cultivo desarrolladas. El
conocimiento y la implementacion de estas prdcticas no solo contribuirdn a la competitividad de la
citricultura uruguaya en el escenario global, sino que también fortalecerdn el sustento de la mano de obra
involucrada en esta industria crucial para el pais. En resumen, la investigacién propuesta no solo se centra
en la mejora de la produccién de 'Afourer’ sino que también aborda aspectos fundamentales de la
sostenibilidad y el desarrollo econdmico en el contexto de la citricultura uruguaya.

El estudio propuesto busca abordar estas complejas interrelaciones entre la calidad de la fruta, la
presencia de polinizadores y las prdcticas productivas en la citricultura uruguaya. Los resultados
esperados pueden dividirse en varias categorias:

1. Identificacién de Biomarcadores de Calidad: Se espera identificar biomarcadores especificos en el
metaboloma de las mandarinas que estén correlacionados con la calidad de la fruta, especialmente en
términos de la ausencia de semillas. Estos biomarcadores podrian utilizarse como indicadores de la aptitud
para el consumo y la presencia de semillas.

2. Desarrollo de Estrategias para la Produccién Sostenible: Con base en los resultados, se propondrdn
estrategias para la produccion sostenible de mandarinas de alta calidad. Esto incluird recomendaciones
para la gestion de polinizadores y prdcticas agronémicas que minimicen los riesgos ambientales asociados
con la cobertura de mallas anti-insectos.
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El estudio propuesto busca llenar una brecha en la investigacidn cientifica, integrando la metabolémica con
la produccioén de citricos en Uruguay. La combinacién de enfoques analiticos avanzados con practicas
productivas innovadoras tiene el potencial de ofrecer soluciones a los desafios actuales en la citricultura.

Se anticipa que los resultados proporcionardn conocimientos valiosos sobre la relacidn entre el metaboloma
de las mandarinas y las condiciones de produccion, lo que permitird mejorar la calidad de la fruta y, al
mismo tiempo, abordar las preocupaciones de la industria apicola. La identificacién de biomarcadores y el
desarrollo de estrategias sostenibles contribuirdn a fortalecer la posicidn de Uruguay en los mercados
internacionales de citricos, asegurando la competitividad y la sostenibilidad a largo plazo de este sector
crucial para la economia del pais.

Metodologia/Disefio del estudio

Exploracién Metabolédmica para Mejorar la Produccidn de Frutas Sin Semillas en Mandarina ‘Afourer’:

La partenocarpia, un fenomeno bien conocido en los citricos, se regula endégenamente por las giberelinas
[27-28], hormonas sintetizadas tipicamente por las semillas. En el caso de la variedad 'Afourer’, que es
autoincompatible pero capaz de producir frutos sin semillas en ausencia de polinizacién cruzada, se ha
observado una reduccién significativa en la produccién cuando la polinizacién por abejas es limitada,
requiriendo la aplicacion exdgena de giberelinas para mejorar la produccion de frutos sin semillas [21, 29].

La hipétesis de trabajo plantea que la incorporacion confinada de abejas al cultivo de 'Afourer’, evitando la
llegada de polen de otras variedades, podria mejorar la produccién de frutos sin semillas. Se espera que
esta técnica, en comparacion con técnicas convencionales, genere cambios en el metabolismo a nivel del
ovario que permitan mejorar el estimulo partenocdrpico.

Para explorar esta hipotesis, se propone un enfoque metabdlico utilizando técnicas de resonancia
magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas (MS). El andlisis no dirigido (RMN) de extractos de
ovarios recolectados en diferentes etapas de la floracién permitird determinar perfiles metabdlicos de los
diferentes tratamientos de cultivo. Por otro lado, el estudio dirigido (MS) se centrard en evaluar la
presencia de giberelinas en extractos de muestras sometidas a estos tratamientos, lo que permitira
detectar y cuantificar estos metabolitos a niveles de deteccién superiores a los obtenidos mediante el
estudio no dirigido.

El enfoque no dirigido busca proporcionar una imagen completa de la composicién quimica de la muestray
se utiliza en el estudio metabolémico mediante RMN. Este método permite la detecciéon de una amplia
variedad de metabolitos sin preconcepciones, lo que lo hace til para explorar cambios metabélicos
inesperados en los ovarios de mandarinas '‘Afourer’. En cambio, el enfoque dirigido, utilizando MS, se
concentra en la identificacidn y cuantificacidn precisa de un conjunto selecto de metabolitos, como las
giberelinas, que estdn quimicamente caracterizados y tienen actividad biolégica reportada. Este enfoque
es mds selectivo y sensible, ideal para el estudio especifico de las giberelinas en el contexto de la
produccién de frutas sin semillas.

La combinacidn de ambas metodologias, RMN y MS, permitird obtener aproximaciones mds integrales al
mecanismo de accidn de las técnicas de cultivo propuestas. Se espera que este enfoque brinde informacion
valiosa sobre los cambios metabélicos y la presencia de giberelinas, contribuyendo asi a la mejora de las
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caracteristicas de la fruta obtenida y proporcionando una base cientifica para la optimizaciéon de prdcticas
de cultivo en la citricultura uruguaya.

Instalacion de los tratamientos:

En el Sitio Experimental de INIA Salto Grande, ubicado en Colonia Gestido Salto, se instalaron los
tratamientos de los cuales se obtuvieron las muestras para este proyecto. El disefio experimental consistio
en parcelas al azar con 4 repeticiones, utilizando el drbol como unidad experimental. Cada tratamiento
incluyé 4 plantas, distribuidas de la siguiente manera:

1. Plantas enmalladas con abejas confinadas durante la floracion.

2. Plantas enmallada con aplicacién de AG3 foliar (30 ppm).

3. Plantas enmallada con aplicacién de AG3 foliar (30 ppm) en 2 ocasiones.

4. Plantas enmalladas.

5. Plantas sin mallas.

Los drboles tenian aproximadamente 12 anos de edad. Los invernaderos utilizados median 16 m x 5 m cada
uno. Las muestras se tomaron en la zona media alrededor de cada drbol. Los muestreos se realizaron en 4
etapas:

Las fechas de muestreo en cada etapa fueron las siguientes:

1. Flor abierta y con pistilos

2. Frutitos sin pétalos y con pistilos.

3. Frutitos sin pistilos.

4. Frutitos formalmente cuajados con un didmetro de 4-5 mm.

Andlisis no dirigido:

Se realiza la extraccion de las muestras para andlisis mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
siguiendo el siguiente protocolo:

1. Triturar los ovarios de mandarina utilizando un molinillo de café (AICOK Coffee Grinder HY-1403).
2. Pesar 50 mg de cada muestra directamente en tubos Eppendorf.

3. Agregar 1 mL de KH2PO4 pH 6,0.

4, Someter a bano de ultrasonido durante 30 minutos.

5. Tomar el sobrenadante vy filtrar con un filtro de PVDF (13 mm, 0,22 ?m).

6. Transferir 0,6 mL a tubos de RMN nuevos.

Se obtuvieron los espectros de 1H de las muestras en D20 a una temperatura de 298,0 K usando la
secuencia de pulso noesygpprid con una sonda de 5 mm PABBO BB-1H/D Z-GRD Z108618/0421. Los
pardmetros experimentales incluyeron 64 scans, con una ganancia recibida de 32,0 y un retardo de la
relajacion de 2.0 segundos. El ancho del pulso fue de 10,00 microsegundos, con una frecuencia de
presaturacion de 4.70004 MHz y un tiempo de adquisicion de 2,5592 segundos. La frecuencia del
espectrémetro fue de 400,13 MHz, con un ancho de espectro de 6402.0 Hz.

Los espectros fueron posteriormente procesados aplicando una funcién de llenado de ceros, ajuste de fase,
ajuste de linea de base, referenciado a la sefal correspondiente a la alanina (doblete en 1,49 y 1,47 ppm). De
esta manera, los espectros quedaron completamente alineados y no fue necesario alinearlos usando la
funci;on del software de procesamiento. Se cortaron las siguientes regiones de los espectros apliados:
<0,60 ppm, >9,30 ppm, e intervalo de la senal resiudual del solvente: 4,89 - 4,76 ppm. Finalmente se realizé
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un binning con un ancho de 0,001 ppm y se exportaron los datos generados para realizar el andlisis
estadistico.

Para el andlisis estadistico se utilizé el software libre Metaboanalist.ca [30]. Los datos de RMN fueron
preprocesados para eliminar ruido y normalizar las intensidades de sefales. Se aplicé andlisis de
componentes principales (PCA) para explorar la estructura inherente en los datos metaboldmicos y
visualizar la agrupacién de muestras. La dispersién y agrupacion de puntos en el espacio de las
componentes principales revelan patrones de similitud o diferencia entre las muestras. Se realizé también
el andlisis de discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA), el cual se emplea para maximizar
la variabilidad entre grupos y minimizar la variabilidad dentro de los grupos, facilitando asi la
discriminacion entre ellos. Luego se aplicé validacién cruzada para evaluar la robustez del modelo PLS-DA.
La herramienta genera grdficos de error, como el grdfico de validacidn cruzada de la precisién del modelo,
para asegurar la confiabilidad de la discriminacién observada. También se aplicd el test de permutaciones
para enriquecer la validez y confiabilidad de los resultados obtenidos ya que proporciona una validacién
robusta de los resultados obtenidos en los andlisis. Al comparar las estadisticas reales con las obtenidas
mediante permutaciones aleatorias, se determina si las diferencias observadas son estadisticamente
significativas. Y finalmente se obtuvieron los grdficos de andlisis de Importancia de variables (VIP) para
identificar los metabolitos que contribuyen significativamente a la separacion entre grupos. Los metabolitos
con VIP alto se consideran los mds relevantes en términos de discriminacion.

Andlisis dirigido:

Se seleccionaron las Giberelinas GA9, GA4, GA34, GA20, GA1y GAS8. Estas giberelinas son conocidas por
desempenar roles clave en la regulacién del crecimiento y desarrollo de tejidos vegetales, incluyendo la
formacion y desarrollo de los érganos reproductivos. Su seleccién se fundamenta en su relevancia
fisiolégica, especialmente en el contexto de los ovarios de mandarinas, donde influyen en la floracién, la
fructificacidn y la formacion de semillas. Las giberelinas, en particular GA1y GA4, han sido asociadas con la
iniciacion y desarrollo del fruto. La evaluacién de estas giberelinas especificas puede proporcionar
informacidn crucial sobre su potencial regulador en la fructificaciéon de mandarinas, lo que es esencial para
la produccion de citricos de alta calidad. Las giberelinas GA1y GA4 son consideradas bioactivas, mientras
que GA20 y GA9 son sus precursoras inactivas. Las giberelinas GA8 y GA4 son también inactivas y son los
productos de transforamcidn de las giberelinas activas.

Con el fin de trabajar con referencias de estdndar en el LC-MS/MS y tener la mayor sensibilidad posible a
través de experimentos de MRM (Multiple reaction monitoring), se realizé la optimizacion de las 6
giberelinas. Las propiedades de dichos estdndares se encuentran resumidas en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades de estdndares de giberelinas (ver anexo).
Compuesto Peso Molecular (g/mol) Pureza (%) [M-H]-
Giberelina GA9 316,40 98 315

Giberelina GA4 332,40 98 331

Giberelina A34 348,4 98 347

Giberelina GA20 332,40 98 331

Giberelina GA1 348,40 98 347

Giberelina A8 364,4 98 363
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Se prepararon Soluciones Stock de los estdndares a una concentracion de 5ppm en MeOH calidad HPLC.
Para la optimizacion se empled un LC-MS/MS (Thermo Fisher Scientific UltiMate 3000 RSLC acoplado a un
espectrometro de masas de triple cuadrupolo Thermo Scientific TSQ Fortis con una fuente ESI). Se comenzd
ensayando la estabilidad de cada ion a través de un experimento de SIM Scan Q1.
Se realizé una busqueda de otros iones o aductos predominantes en cada solucién estdndar a través de un
experimento de Full Scan Q1 utilizando las siguientes condiciones experimentales:

» Temperatura de Transferencia de Iones (T Ion Transfer): 350°C
» Temperatura de Vaporizacion (T Vap.): 375°C

 Gas Barrido (Sweep Gas): 1

* Fragmentacién de la Fuente: 0

* Flujo de Jeringa: 100 mL/min

* Polaridad: Negativa (-)

« Potencial de Ionizaciéon: 3500V

Posteriormente, se procedié con la optimizacidn utilizando las mismas condiciones mencionadas
anteriormente en el experimento de Full Scan Q1. Se realizaron busquedas especificas de cuatro iones de
producto para cada compuesto, excluyendo aquellas con masas menores a 10. Estas condiciones
optimizadas se aplicaron para garantizar resultados precisos en el andlisis de las giberelinas de interés.

Se llevé a cabo una optimizacidn exhaustiva de la separaciéon cromatogrdfica de las seis giberelinas clave
utilizando una columna Thermo Scientific Hypersil Gold aQ C18 (150 x 4,6 mm, tamaiio de particula de 5 um).
Las fases méviles fueron (A) H20 0,1% Acido férmico y (B) MeOH 0,1% Acido férmico, el caudal fue de 0,6
ml/min, la temperatura de la columna fue de 25°C y el volumen de inyeccidn fue de 10 pl. La fuente de
ionizacion por electrospray (ESI) se hizo funcionar en modo de iones negativos bajo un voltaje de 3500 V. La
temperatura del tubo de transferencia de iones fue de 350°C y la temperatura del vaporizador fue de
375°C. El gas envolvente, el gas auxiliar y el gas de barrido se establecieron en 60 Arb, 15 Arb y 1 Arb,
respectivamente. Se trabajé con MRM importando los datos obtenidos en la etapa de optimizacién del
método de adquisicidn descrito previamente.

Con el objetivo de identificar el método de extracciéon mds eficiente para las seis giberelinas bajo estudio,
se llevaron a cabo pruebas exhaustivas mediante la aplicacién de mds de 20 métodos de extraccién
diferentes. Cada método fue sometido a pruebas de recuperacion para evaluar su rendimiento en la
extraccion de las giberelinas de interés.

El andlisis de las pruebas de recuperacion se llevo a cabo con el fin de determinar cudl de los métodos de
extraccién demostré ser el mds adecuado para el estudio en cuestidn.

De esta manera, se selecciond el siguiente método:

1. Triturar los ovarios de mandarina utilizando un molinillo de café (AICOK Coffee Grinder HY-1403).

2. Pesar 100 mg de cada muestra directamente en tubos Eppendorf (2mL).

3. Agregar 1 mL de buffer acdtico/acetato pH=3,8.

4. Dejar reposar 10 minutos.

5. Agregar 1 mL de acetonitrilo.

6. Agitar en vértex 1 minuto a 1800rpm.

7. Agregar 0,4g de MgS04 anhidro.

8. Agitar en vortex 5 minutos a 1800rpm.

9. Centrifugar 6 minutos a 4400rpm.

10. Tomar sobrenadante (aprox 9007L) a un tubo Eppendorf de 1,5mL que contiene las sales de clean up:
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50mg de C18, 50mg de GCB y 150mg de MgS04 anhidro.
11. Agitar en vortex 1 minuto a 1800rpm.

12. Centrifugar 4 minutos a 4400rpm.

13. Filtrar por PVDF, 0,22?m.

Los extractos se realizaron por quintuplicado, asegurando la reproducibilidad y la representatividad de los
resultados obtenidos. Este enfoque metodoldgico permitié reducir la variabilidad experimental y
proporcionar una base sélida para la evaluacion precisa de las giberelinas en estudio. Posteriormente, se
determind el contenido de 5 giberelinas (se excluy6 la GA8 debido a problemas en su recuperacion) en cada
muestra proporcionando datos cuantitativos esenciales para el andlisis comparativo entre las diferentes
muestras. Para evaluar de manera rigurosa las posibles diferencias entre las muestras, se aplicaron
pruebas estadisticas robustas. Se utilizé el software R [31] para analizar los resultados empeando tanto
métodos paramétricos (ANOVA / Tukey) como no paramétricos (Kruskal-Wallis / Dunn) para determinar si
existian diferencias significativas en los contenidos de giberelinas entre los grupos analizados. La
aplicacion de estas pruebas estadisticas permitié determinar con confianza si las variaciones observadas
en los contenidos de giberelinas eran estadisticamente significativas.

Resultados, andlisis y discusion

Calidad de la fruta obtenida:

Sitio Experimental: INIA Salto Grande, Colonia Gestido Salto.
Latitud -31.279073
Longitud -57.899887

Tabla 2. Resultados de calidad de la fruta obtenida para cada tratamiento (ver anexo).

Tratamiento N° fruta Peso (Kg) N° frutas con semillas % Frutos con semilla N° semillas/fruto
Malla + Abejas 1372.8ns 149.5ns 625.0a 46.0a 4.4a

Malla + AG3 1317.5 125.1 469.3b 31.3b 3.5b

Malla + AG3 x2 1434.8 141.5 449.0b 30.9b 4.9a

Malla 1104.3 115.6 325.3b 31.5b 3.5b

Sin Malla 1571.5 155.3 1014.3a 64.3a 3.0b

Promedio general 1360.2 137.4 576.6 40.8 3.9

La colocacion de malla reduce la polinizacién cruzada por lo que mejora la produccidn de frutos sin
semillas.

El tratamiento 1 (malla) produce un menor nimero de frutos con semillas sin embargo produce menor
numero de frutas debido a que se producen Unicamente por autopolinizacion.

Los resultados sugieren que la utilizacion de malla, abejas y la aplicaciéon de AG3 puede afectar
significativamente los rendimientos de las frutas en términos de cantidad, peso, presencia de semillas y
caracteristicas relacionadas con la reproducciéon de las mismas.

Para lograr una buena productividad de frutos sin semillas, basdndonos en los datos proporcionados y
considerando que la presencia de semillas afecta negativamente la calidad del fruto en este caso,
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podriamos sugerir las siguientes condiciones ideales:

1. Uso de Mallas + Abejas:

- Esta condicién muestra una alta productividad de frutas con un porcentaje moderado de frutos sin
semillas (54% de frutos con semillas en promedio).

- Las abejas pueden aumentar la autopolinizaciéon y mejorar la calidad de los frutos, mientras que las
mallas pueden proteger contra los insectos no deseados y la polinizacién cruzada.

2. Mallas + 1 AG3:

- Esta condicidn también muestra una buena productividad de frutas y un porcentaje moderado de frutos sin
semillas (68.7% de frutos con semillas en promedio).

- La aplicaciéon de AG3 puede ser beneficiosa para la produccidn de frutas sin semillas, aunque el
porcentaje de frutos con semillas es ligeramente mayor que en la condicion de Mallas + Abejas.

Andlisis no dirigido (RMN):

Al realizar el andlisis multivariado de todos los datos, se encontré mediante PCA que las muestras son
agrupadas por fecha de muestreo, lo que indica que en cada una de las fechas, las muestras presentaban
diferencias en cuanto a su composicidn global, mostrando las diferentes etapas a lo largo del proceso de
polinizacidn/crecimiento inicial del fruto.

Figura 1. PCA de las muestras analizadas mediante RMN (ver anexo).

En la figura 1 se muestra el PCA de todas las muestras, donde se ve la clasificacién segln los 4 muestreos.
En este andlisis no hubo diferencias entre los tratamientos realizados, por lo tanto se decidé comparar los
tratamientos en cada una de las fechas de muestreo.

Se realizé un PLS-DA con cada una de las fechas de muestreo, y se identificd que las principales
diferencias entre los tratamientos se dan en etapas iniciales de la formacidn del fruto, en etapas iniciales
de la polinizacion de la flor. En la figura 2 se muestran los resultados del PLS-DA y el VIP scores para
identificar las senales responsables de esta diferenciacién en los tratamientos, este andlisis fue realizado
para cada fecha de muestreo obteniendo resultados similares entre cada fecha.

Figura 2. PLS-DA y VIP scores para el muestreo 2 (ver anexo).

Las senales de RMN con valores mds altos de VIP score en la etapa de desarrollo del ovario son las de
azucares y ciclo de Krebs para el tratamiento de polinizacién por abejas.

La sefal en 7=3,28 ppm es la principal diferencia entre los tratamientos distintos tratamientos (1-4) y la
polinizacion natural (5) (ya sea autopolinizacidn o polinizacién provocada por el viento). Esta sefial se
corresponde con la glicina betaina, un osmoprotector que favorece a su vez el matabolismo de azucares y
compuestos fendlicos, los cuales pudimos identificar como senales importantes en etapas tempranas del
desarrollo del fruto.

El modelo generado fue validado mediante el test de permutaciones y los valores de desempeno del modelo
para 3 componentes fueron muy buenos: p-value = 0,003, el ajuste (R2) por encima de 0,9 y la predictibilidad
del modelo (Q2) por encima de 0,8.

Andlisis dirigido a giberelinas (MS):
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Se disend y validé un método de extraccion, purificacion y andlisis de giberelinas a partir de ovarios secos
de mandarina Afourer. Se evalud el efecto matriz de los extractos mediante comparacién de la pendiente
de una curva en solvente y curva en un extracto de ovarios. En todas las giberelinas evaluadas, el efecto
matriz fue menor al 15% por lo que se decidio realizar la cuantificacion utilizando la curva en solvente.

Se evalud la recuperacion de las 5 giberelinas a un nivel de 50 y 25 ppb en extractos realizados el mismo
dia, obteniendo un RSD menor al 15%. Durante la extraccion e inyeccidn de las muestras, se repitieron los
ensayos de recuperacion para cada lote de extraccién y cada dia de inyeccidn, obteniendo recuperaciones
que se mantuvieron a lo largo de todo el andlisis de las muestras.

De esta manera se realizé una validacién del método y una validacién “on-going” que permitié monitorear
tanto la extraccidén a lo largo del tiempo como el desempeno del equipo ya que cada lote de inyeccidn
incluyé inyecciones de recuperacién y de puntos de la curva tanto al principio como al final de cada batch.

Las giberlinas GA20, GA34 y GA4 fueron detectadas en algunas muestras puntuales, sin seguir un patron
determinado. Las giberelinas GA1y GA9, si fueron detectadas en todas las muestras y cuantificadas
obteniendo los resultados (expresados en ppb) mostrados en la tabla 3.

Tabla 3. Cuantificacion de GA1y GA9 (ppb) (ver anexo).
Muestreo Tratamiento GA1 GA9
11153.18.1
2117.8 20.9
3147.012.4
4125.16.8
5130.28.0
2143.20.9
244048
331.13.2
451559
551.34.0
3157933
268.13.2
359.906
461.05.7
588.7 4.1
41160.03.7
2126.6 4.9
3126.6 8.7
4138.77.0
5145.510.3

Figura 3. Representacion grdfica de los niveles de GA1y GA9 de todas las muestras (ver anexo).

La GA1, que es la hormona activa en el proceso, muestra una alta concentracién en el primer y cuarto
muestreo (especialmente en el Tratamiento 1 de ambos). Esto podria sugerir un aumento de actividad
hormonal en momentos especificos del desarrollo, que corresponden a fases criticas de crecimiento:
apertura de la flor y cuagjado de la fruta luego de la polinizacién. Durante el segundo y tercer muestreo, los
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niveles de GA1 son considerablemente mds bajos en todos los tratamientos. Este patrén podria indicar una
disminucidn de la actividad de GA1 en esas etapas, lo cual podria estar relacionado con la transicién de una
fase de crecimiento a una fase de desarrollo donde la GA1 no es tan determinante.

Por otro lado, la GA9, que es un derivado del metabolismo de GA4 (otra hormona activa proveniente de la via
no hidroxilada en 13), presenta niveles bajos en general en comparacion con GA1. Sin embargo, se observan
picos ocasionales, como en el Tratamiento 2 del primer muestreo y el Tratamiento 5 del cuarto muestreo.

La GA9 muestra una variacion menos marcada a lo largo de los muestreos y tratamientos, lo que podria
indicar que su papel es mds secundario o regulado de manera menos directa en el ovario en comparacion
con GAT1 (ver figura 3).

Dado que GA9 proviene del metabolismo de GA4, es posible que GA9 refleje una actividad residual o un
producto de degradacién de GA4 en lugar de una regulacién directa sobre el crecimiento activo del ovario.
Su presencia baja y constante sugiere que la ruta de GA4 podria estar menos activa en el desarrollo del
ovario o que su contribucién es mds estable y menos dependiente de fases especificas durante el cuajado
del fruto.

Conclusiones y recomendaciones

Tanto el uso de mallas con abejas como el uso de mallas con aplicacién de dcido giberélico parecen ser
técincas adecuadas para obtener una buena productividad de frutos sin semillas, aunque la eleccién entre
ellas dependerd de factores adicionales como el costo, la disponibilidad de recursos y las preferencias
especificas del productor. La combinacidn de apicultura con el cultivo de mandarinas puede traer varios
beneficios tanto para la calidad de la miel como para la fruta obtenida a través de este tipo de polinizacién.
Las abejas son excelentes polinizadores y pueden mejorar significativamente la polinizacién de los drboles
de mandarina. La polinizacién adecuada puede aumentar la cantidad de fruta producida por los drboles de
mandarina. Las abejas pueden aumentar el nidmero de frutos cuajados, lo que se traduce en una mayor
productividad del cultivo.

Resultando en frutas mds uniformes, de mejor tamano y calidad. La presencia de abejas puede ayudar a
asegurar una mejor formacidn y desarrollo de los frutos, lo que puede influir positivamente en su aspecto,
sabor y valor comercial.

Por otro lado, la presencia de drboles de mandarina en dreas donde se practica la apicultura puede
proporcionar a las abejas una fuente confiable de néctar y polen. Esto puede resultar en la producciéon de
miel de calidad con notas de sabor y aroma caracteristicos de las flores citricas [32].

Para los agricultores que practican la apicultura y el cultivo de mandarinas, la combinacion de ambas
actividades puede representar una oportunidad para diversificar sus fuentes de ingresos.

Los resultados de RMN (estudio no dirigido) mostraron una clara diferenciacién segun la fecha de muestreo
(evolucion de la polinizacidn) y se encontraron algunas diferencias en etapas tempranas del desarrollo del
fruto segun la técnica de cultivo.

La polinizacién eficiente por parte de las abejas puede reducir la necesidad de que las plantas gasten
recursos adicionales en producir mds flores o mecanismos secundarios para el cuajado del fruto. Esta
reduccién del estrés podria ayudar a las plantas a destinar mds recursos a la sintesis de compuestos
protectores como la glicina betaina.

Cuando se forma el fruto, se favorece el metabolismo de los azlcares; sin embargo, en las etapas
tempranas de la polinizacién se encontraron senales importantes relacionadas con los compuestos
fendlicos.
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Las diferentes técnicas de cultivo mostraron diferencias en la produccidn de frutos y la presencia de
semillas. También favorecidas por compuestos osmoprotectores como la glicina betaina, compuesto
favorecedor del metabolismo de azucares, dcido citrico (proveniente del ciclo de Krebs) y compuestos
fendlicos que actidan como antioxidantes.

Entender el proceso de polinizacidn desde un punto de vista metabélico ayudard a disenar técnicas de
cultivo que favorezcan la produccion de fruta de calidad segun las tendencias del mercado de manera
sostenible.

Los resultados del andlisis dirigido a giberelinas (Mediante LC-MS/MS) mostraron que la diferencia entre
los niveles de GA1y GA9 en diferentes etapas y tratamientos indica que la via metabdlica de GA1 es
probablemente la mds activa y relevante para el desarrollo de esta estructura en los citricos.

El hecho de que GA1 muestre variaciones marcadas en momentos especificos, mientras que GA9 se
mantiene en niveles bajos y estables, podria indicar que GA1 es la hormona principal en la regulacién activa
de este proceso, mientras que GA4 (precursor de GA9) juega un papel complementario o secundario.

La GA1 parece ser la giberelina clave para el desarrollo del ovario en citricos, con fluctuaciones que
sugieren una regulacion dindmica durante el proceso de floracion. Los picos observados en el primery
cuarto muestreo podrian sefalar momentos criticos donde la actividad hormonal es esencial.

La GA9 tiene un papel menos preponderante en el proceso, posiblemente como un subproducto del
metabolismo de GA4. Su presencia en niveles mds bajos y con menos variabilidad indica una menor
participacion directa en el desarrollo activo del ovario, aunque podria contribuir de manera secundaria.

Este patrdn es consistente con la naturaleza de las vias de biosintesis de giberelinas en citricos, donde GA1
y GA4 derivan de rutas distintas y cumplen roles complementarios. En el contexto del ovario, parece que la
via de GA1 es mds determinante en esta especie.

Estos resultados sugieren que para intervenciones que busquen mejorar o regular el desarrollo del ovario
en mandarina Afourer, enfocarse en la via de GA1 podria ser mds efectivo, dado su papel principal en el
proceso observado.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron generados mediante el uso de LC-MS/MS en modo de triple
cuadrupolo (QgQ), una técnica que, aunque efectiva para la cuantificacion de giberelinas, enfrenta ciertas
limitaciones en términos de sensibilidad, especialmente cuando se trata de detectar concentraciones bajas
en muestras de pequeno tamano. A pesar de estas limitaciones instrumentales, se logré establecer un
método de extraccion relativamente simple que optimizo los niveles de recuperacién de las giberelinas GA1
y GA9 sin recurrir a la técnica de extraccidn en fase sélida (SPE), que suele ser el estdndar en este tipo de
andlisis para mejorar la selectividad y la pureza de los compuestos de interés.

La decision de omitir la SPE en este protocolo buscé simplificar el proceso y facilitar su aplicacion, lo cual
es particularmente valioso dadas las limitaciones impuestas por la escasa disponibilidad de material
vegetal. Dado que los ovarios de mandarina son estructuras pequenas y su obtencidn a lo largo del proceso
de floracién y polinizacion es limitada, el desarrollo de un método directo y eficiente para su analisis
resulta crucial. Estos avances contribuyen a la biusqueda de métodos que sean no solo precisos, sino
también adaptables a estudios donde la cantidad de muestra es restringida y se requiere una
cuantificacién precisa para comprender la dindmica hormonal en el desarrollo de los citricos.
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