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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de la produccién de limas acidas en México

Dentro de los paises de clima tropical y subtropical, entre los cuales se
encuentra México, las exportaciones de frutas y hortalizas frescas, asi como de
sus productos derivados procesados, representan una fuente importante de
divisas. México se ha posicionado en los ultimos afios dentro de los principales
paises productores de citricos a nivel mundial (FAOSTAT, 2009). Actualmente
las limas acidas se ubican dentro de las principales frutas producidas en
México tanto por su consumo en fresco como por su uso en la industria
(Dussel, 2002). En la tabla 1 se presentan los principales paises productores
de limas y limones en el periodo de 2001-2009 (FAOSTAT, 2009).

Tabla 1. Produccién mundial de limones y limas de 2001 a 2009 (10°
toneladas métricas).

No. Prol::zztor 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009
1 | India 1,413 1,439 | 1,493 | 1,033 | 1,786 | 2,060 | 2,429 | 2,571
2 | México 1,725|1,824 | 1,927 | 1,806 | 1,867 | 1,880 | 2,224 | 1,987
3 | China 520 | 583 | 651 | 662 | 716 | 842 | 917 |1,014
4 | Argentina 1,313 | 1,236 | 1,340 | 1,498 | 1,250 | 1,260 | 1,260 | 1,000
5 | Brasil 984 | 981 | 985 |1,030|1,031|1,060|1,040| 972
* FAOSTAT (2009).

La produccion mundial de limas acidas en el 2009 fue de 13, 607, 350
toneladas, de las que México aportd 1, 987, 450 toneladas, colocandose asi
como el segundo productor de limas a nivel mundial, aportando el 14.6 % de la

produccion total.

Las dos principales especies de limas que se cultivan en México son:
Citrus aurantifolia Swingle (lima Mexicana) y Citrus latifolia Tanaka (lima
Persa); Ambas estan bien diferenciadas por zonas productoras, y esquemas de

comercializacion. La lima Mexicana se cultiva fundamentalmente en la costa



del Pacifico siendo Colima el principal estado productor y la lima Persa en la
costa del Golfo donde Veracruz el principal estado productor (Claridades
Agropecuarias, 2002).

1.2 Principales variedades de limas acidas y sus caracteristicas

Las principales limas &cidas cultivadas son la lima Mexicana (Citrus
aurantifolia [Christm.] Swingle) y la lima Persa (Citrus latifolia Tanaka) que
actualmente no se acepta como especie, sino como hibrido natural del grupo
formado por citron-limén-lima (Cooper et al., 1977; Rivera et al., 2010). La lima
Mexicana (Citrus aurantifolia S.) tiene frutos pequefos, redondos, ovoides o
corto-elipticos; con varias semillas y es altamente poliembrionico. Los frutos
presentan una cascara muy fina, superficie lisa y desarrollan un color amarillo
verdoso en la madurez. Su pulpa es jugosa y altamente acida con un aroma
distintivo. Por otra parte, la lima Persa (Citrus latifolia Tanaka) tiene frutos mas
grandes, ovales, oblongos o corto-elipticos, sin semillas. Su cascara es fina, de
superficie lisa; y desarrollan un color amarillo limén palido durante la madurez.
Su pulpa es jugosa, acida y con el sabor verdadero de las limas (Hodgson,
1967). La lima acida Mexicana (Citrus aurantifolia [Christm.] Swingle) es un
hibrido originario del Archipiélago del este de la India. Sus posibles
progenitores son C. medica X C. micrantha (Papeda), lo anterior se apoya en el
hecho de que C. aurantifolia tiene un alelo que es comun entre los
representantes de Papeda, que no esté presente en los demas representantes
del género Citrus (Torres et al., 1978). Puesto que existe poca variacion entre
los especimenes silvestres y los cultivados, no hay variedades reconocidas de
lima Mexicana (Morton, 1987). Sin embargo, en México fueron reconocidas
selecciones sin espinas como nueva variedad por el Servicio Nacional de
Inspeccién y Certificacion de Semillas (SNICS). De acuerdo a esta
organizacién existen dos variedades de limas Mexicanas Colima-01 (con
espinas) y Colima-02 (sin espinas) (Medina-Urrutia y Robles-Gonzéalez, 2004).
Por otra parte, la lima Persa es un hibrido triploide (3n=27), debido a eso el
polen y los O6vulos no son viables y por esa razon sus frutos son
partenocarpicos (sin semilla) (Bacchi, 1940). La lima Persa es uno de los
biotipos de citricos que se cree debe ser apomicticamente perpetuado. Es

probable que sus progenitores sean C. aurantifolia (Christm.) Swingle y
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probablemente C. maxima L. o C. limon Burm. Debido a que no produce
semilla, no existen cultivares (variedades), los clones mas difundidos son: en
Brasil, IAC-5, CNPMF-1, CNPMF-2 y “Quebra galho”, en Espana IVIA-124,
IVIA-227, en Francia SRA 58, SRA 359 y en Estados Unidos Bearss, USDA n°
1Y USDA n° 2. (Pio et al., 2005). En México, se desconoce el nombre del clon
gue se cultiva, probablemente sea el “Quebra galho” porque el tallo y las ramas
presentan las caracteristicas tipicas de este clon y también presentan tronco y

ramas rajadas, debido al ataque del viroide de la exocortis.

1.3 Origen y clasificacion taxondmica de la lima Persa

Contrariamente a lo que se piensa (debido a la produccioén y lugar que
ocupa México en el contexto mundial), la lima no es originaria de nuestro pais y
tampoco de nuestro continente. De acuerdo con reportes histéricos, se
considera que su origen se localiza en el continente asiatico, de donde
posteriormente fue introducida por los arabes al norte de Africa y al continente
Europeo (principalmente a Espafia) (Eckert et al., 1989). Con la colonizacion
espafiola, la lima llegd a nuestro pais para ocupar un lugar importante en la
citricultura nacional. EI nombre “citrus” se ha usado para denominar diversos
frutos en el pasado. Sin embargo, existe mucha confusién sobre la clasificaciéon
de estos frutos debido a que poseen muchas similitudes. Se ha sugerido que
son seis los géneros que integran el grupo de los citricos verdaderos: Citrus,
Fortunella, Poncirus, Microcitrus, Eremocitrus y Clymania. Todos estos géneros
se caracterizan por tener frutos con una pulpa jugosa compuesta por
numerosas vesiculas que rellenan todo el espacio en los segmentos del fruto
no ocupados por las semillas. De estos seis géneros so6lo tres son los que
tienen importancia comercial: Citrus, Fortunella y Microcitrus. Todos estos
géneros pertenecen a la familia de las Rutaceas (Ting et al., 1971). Por otra
parte, las limas son clasificadas en la divisibn Magnoliophyta, clase
Magnoliopsida, 6rden Sapindales, familia Rutaceae. La denominada lima
‘Tahiti’ o lima Persa (Citrus latifolia Tanaka) se sabe que no es propiamente
una especie valida como tal, sino una variedad, debido a que son hibridos del

grupo integrado por Citron-Limén-Lima (Nagy et al., 1977).



1.4 Composiciéon quimica y valor nutritivo

Las limas acidas al igual que todos los citricos son frutos no climatéricos,
por lo que no presentan un proceso de maduracion sensorial después de la
cosecha (Sudheer e Indira, 2007). Generalmente, el fruto alcanza su madurez
fisiologica y casi de consumo en el arbol, de esta manera, la pulpa llega a ser

jugosa y acida (Wardowski et al., 2006).

Las limas acidas son similares a los limones en estructura anatémica. El
jugo de ambas especies tiene alrededor del mismo contenido de acido citrico
(Swisher et al., 1980). La mayoria de los azUcares y casi todo el acido citrico
del fruto se encuentran en el jugo que también contiene compuestos
nitrogenados, lipidos, compuestos fendlicos, vitaminas como C y B, y diversas
substancias inorganicas (Ting et al., 1971).

En términos generales, la lima Mexicana (Citrus aurantifolia S.) y la lima
Persa (Citrus latifolia T.) tienen diferente composicidbn quimica. La lima
Mexicana presenta una mayor acidez, una mejor calidad y mayor contenido de
aceite esencial y una menor cantidad de vitamina C que la lima Persa. (Dussel,
2002).

En la actualidad, no existe informacién con respecto a la composicién de
azucares en limas acidas, solo hay una referencia del porcentaje de azucares
totales en jugo de limas (McCready, 1977). Aunque, los jugos de limén y lima
se utilizan como acidulantes, el sabor de las bebidas preparadas con limas es
distintivamente diferente al sabor de las bebidas de limén (Nagy, 1996).

1.4.1 Pectina

El albedo generalmente es rico en celulosa, hemicelulosa, lignina,
sustancias pécticas y compuestos fendlicos. Las membranas carpelares y las
vesiculas de jugo tienen mas o menos los mismos constituyentes quimicos que

el albedo.

La industria juguera de los citricos genera una gran cantidad de

desechos que pueden ser utilizados como sub-productos. Estos sub-productos
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representan aproximadamente el 50 % del peso total del fruto y estan
constituidos por flavedo y albedo, membranas carpelares, vesiculas de jugo y
semillas (Marin et al.,, 2007). Se han reportado diversos usos de estos
desechos, ya que pueden emplearse como nutrientes en la alimentacion
animal, comercializados en forma de pellets o en la obtencion de productos
dirigidos a la industria alimenticia o farmacéutica; sin embargo, los precios de
estos productos no son lo suficientemente altos para proporcionar rentabilidad
al proceso de aprovechamiento (Wilkins et al.,, 2007), de manera que el
desarrollo de productos alternativos de mayor valor agregado beneficiaria a la

industria de los citricos (Rojas et al., 2009).

Las pectinas se utlizan en la industria de los alimentos como
espesantes, gelificantes, emulsificantes y estabilizantes (Mesbahi et al., 2005;
Rojas et al., 2009) y en el campo farmacologico como agentes antimetastasis,
inmunoestimulantes y antiulcerosos. Ademas, la pectina por ser una fibra
soluble, disminuye las fracciones de lipoproteina de baja densidad en la sangre
(LDL, por sus siglas en inglés), sin modificar los niveles de lipoproteina de alta
densidad (HDL, por sus siglas en inglés) que son buenos para la salud humana
(Liu et al., 2001; Rojas et al., 2009). La pectina es un complejo de polisacaridos
gque se encuentra de manera abundante en las paredes de las células
vegetales. Generalmente, esta macromolécula consiste de homogalacturano y
ramnogalacturano. La composicién de la pectina depende principalmente de la
fuente vegetal de obtencion y de las condiciones empleadas de extracciéon y
purificacion de la misma (Vriesmann et al., 2011). Las pectinas comerciales
generalmente se obtienen de los frutos de citricos y manzanas; sin embargo,
se ha reportado la extraccion de pectina a partir de pulpa de remolacha (Yapo
et al., 2007), soya (Kalapathy y Proctor, 2001), semillas de girasol (lglesias y
Lozano, 2004), semillas de cacao (Mollea et al., 2008), cascara de platano
(Happi et al., 2008), cascara de maracuya (Yapo y Koffi, 2006) y cascara de
mango (Koubala et al., 2008).

1.4.2 Acidos organicos

Los jugos de fruta natural y comercial, asi como los néctares contienen

diferentes acidos organicos (oxalico, tartarico, citrico, malico, ascorbico, etc.).



En la industria, los acidos organicos son utilizados como aditivos (acido
tartarico, malico y citrico) y preservativos (acido sorbico y benzoico) (Cunha et
al., 2002). La identificacion y andlisis cuantitativo de los principales &cidos
organicos presentes en las frutas, es importante para la evaluacion de la
calidad de alimentos y bebidas (Hasib et al.,, 2002). Ademas, los &cidos
organicos son un indicador util de la autenticidad de los productos derivados de
las frutas, ya que éstos tienen una menor susceptibilidad al cambio durante el
procesamiento y almacenamiento de los productos derivados de las frutas en
comparacion con otros constituyentes alimenticios presentes (Camara et al.,
1994; Cunha et al., 2002).

El conocimiento preciso del contenido de acidos organicos puede ser Uutil
para la deteccion de adulteracion en los jugos de frutas, ya que cada fruta tiene
un patrén Unico de acidos organicos. La composicion de acidos organicos en
las frutas es importante debido al impacto en la calidad sensorial del jugo; por
ejemplo, el cociente azucares / acidos determina el sabor caracteristico de las
frutas tanto para consumo en fresco como productos derivados procesados
(Nour et al., 2010).

Los acidos organicos presentes en los citricos de acuerdo a su
abundancia son el acido citrico correspondiendo aproximadamente al 8% del
peso total del fruto deshidratado (Penniston et al., 2009), seguido por el &cido
malico y &cido lactico, y en cantidades traza los &cido tartarico, benzoico,

oxalico y succinico (Karadeniz, 2004; Nour et al., 2010).

1.4.2.1 Vitamina C

La vitamina C o acido ascérbico es una vitamina soluble en agua, la cual
estd presente en frutas, especialmente en citricos y hortalizas. Esta vitamina
estd involucrada en la respiracion celular, metabolismo de la tirosina,
conversion de acido folico a acido folinico, metabolismo de los carbohidratos,
sintesis de lipidos y proteinas, asi como en la resistencia a infecciones.
Ademas, la vitamina C tiene efectos como antioxidante y bajo ciertas
condiciones puede proteger contra la oxidacion celular ocasionada por los
radicales libres (Lin et al., 2009).



1.4.3 Azlcares

Los azlcares son algunos de los principales compuestos presentes en la
pulpa de los frutos. Su naturaleza y concentracion afectan en gran medida las
caracteristicas de sabor y calidad sensorial (Kelebek et al., 2009). Los azucares
pueden variar dependiendo de la especie, variedad, condiciones ambientales y
de las préacticas de cultivo tales como el clima, irrigacion y eleccion del
portainjerto (Ting et al., 1971; Marsh et al., 2003). Los azUcares son los
responsables del sabor dulce de muchas frutas (especialmente la sacarosa) y
ademas contribuyen como nutrientes en la alimentacion del humano ya que

proporcionan energia (Muchuweti et al., 2005).

Los azUcares reductores (fructosa y glucosa) poseen su grupo carbonilo
intacto (grupo funcional) y pueden reaccionar con otras moléculas como las
proteinas mediante la reaccién de glucosilacion no enzimatica, o también
denominada reacciéon de Maillard o glicaciéon. Por otro lado, los azlcares
compuestos por 2 o mas monosacdridos (como la sacarosa, rafinosa,

estaquiosa y celobiosa) no tienen su grupo carbonilo libre.

1.4.4 Aceite esencial

Muchos de los aceites esenciales presentes en las plantas poseen
propiedades insecticidas, antifingicas y antibacterianas y por este motivo han
sido considerados como ingredientes activos en algunos plaguicidas (Sanchez
et al., 2009).

El aceite esencial de frutos citricos es ampliamente usado en perfumeria
y cosmética y en las industrias alimentaria y farmacéutica, asi como en la
fabricacion de productos de higiene personal y de limpieza doméstica (Rojas et
al., 2009).

El flavedo de los citricos contiene muchas glandulas oleiferas de las
cuales se obtienen el aceite esencial. EIl componente mas abundante del aceite
esencial en las limas acidas es el d-limoneno (Di Giaccomo et al., 2002;
Mazariegos, 2008). Los compuestos presentes en la cascara de las limas y

aceite esencial han sido ampliamente estudiados (Shaw, 1977; Chamblee et
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al., 1985; Lota et al., 2002). Lota et al. (2002) reporté al menos 62 compuestos
volétiles presentes en el aceite de la cascara y 59 en el aceite de las hojas de
varias especies de lima. En el aceite de la cdscara de los frutos el limoneno fue
el mayor compuesto volatil, seguido por el y-terpineno, B-pineno y/o sabineno.
En el aceite proveniente de las hojas, se observé una mayor variabilidad en la
composiciéon de los volétiles donde los mayores componentes fueron limoneno,
B-pineno y sabineno, aunque en todas las muestras también se encontraron
linalol, geranial, acetato de linalilo, citronelal, neral, citronelol, acetato de

geranilo, acetato de nerilo, geraniol y nerol.

Existen diferentes tipos de extraccion del aceite esencial, algunos de los
mas comunes son la hidrodestilacion (destilacion por arrastre con vapor de
agua), prensado (expresion), extraccion con disolventes volatiles, enflorado y
mediante fluido supercritico. Por otra parte, la calidad de un aceite esencial
puede ser determinada de acuerdo a la cantidad de compuestos oxigenados
(linalol, geraniol, bisabolol, citronelal, etc.) presentes en el aceite (Salem, 2003;
Darjazi, 2011). La cantidad de estos compuestos es variable y depende de
factores como variedad, tiempo de cosecha, el uso del portainjertos y clima
(Darjazi, 2011). Diversos autores han reportado que el uso de portainjertos
puede modificar la cantidad de compuestos oxigenados presentes en el aceite
esencial (Hendrickson et al., 1970; Verzera et al.,, 2003; Usai et al., 1994;
Babazadeh et al., 2009; Darjazi 2011).

1.5 Anatomia de los citricos

El desarrollo de los frutos se inicia a partir del gineceo y pueden
participar en su formacién otras partes de la flor fecundada, como el
receptaculo, los sépalos, etc. Cuando en la formacion del fruto participan otros
organos, aparte del gineceo, se le denomina pseudocarpo o falso fruto. En
muchas plantas, como algunas variedades de Vitis, Citrus y Musa, se forman
frutos llamados partenocarpicos, los cuales se desarrollan sin que tenga lugar
fecundacion previa. Los 6vulos o primordios seminales, en estos casos, no se

transforman en semillas (Santamarina et al., 2004).



El fruto de los citricos es un tipo de baya modificada denominada
hesperidio. Surge como consecuencia del crecimiento del ovario y esta
formado por, aproximadamente, diez unidades carpelares unidas alrededor del
eje floral por el que contactan entre si, formando asi l6culos en cuyo interior
crecen las semillas y las vesiculas de jugo (Agusti, 2003). En general, todos los
frutos citricos presentan las mismas caracteristicas anatomicas: flavedo,

albedo, membranas carpelares y vesiculas de jugo.

El exocarpo o flavedo, que es la parte mas externa del fruto y esta
formado por la epidermis, cubierta por la cuticula, y unidas a ella varias capas
de células que forman un parénquima compacto. El exocarpo procede
generalmente de la pared del ovario, la cual sufre grandes cambios a medida
que el fruto va madurando. EI mesocarpo o albedo, el cual esta formado por un
tejido parenquimatico de varias capas de células con grandes espacios
intercelulares de consistencia esponjosa y generalmente, proviene del
parénquima del ovario. El endocarpo o pulpa compuesto por membranas
carpelares, vesiculas de jugo y semillas y se desarrolla a partir de la pared
interna del ovario (Agusti, 2003; Santamarina et al., 2004; Laskowski et al.,
2006). En este sentido Loussert (1992) reporté que los elementos que
componen estas estructuras pueden variar de acuerdo a la especie y la

variedad.

La parte externa de la cascara (exocarpo) esta constituido de tejidos
morfolégicamente diferentes y es llamado flavedo debido a la presencia de
flavonoides (Ortiz, 2002). Inmediatamente después del flavedo, se encuentra el
albedo (mesocarpo) que es un tejido blanco, ya que el nombre proviene del
latin albus = blanco (Ortiz, 2002). La porcidbn comestible del fruto esta
constituida por un conjunto de carpelos o segmentos, separados por
membranas carpelares (Ting et al., 1971). Dentro de los carpelos, se desarrolla
una gran cantidad de vesiculas de jugo (Figura 1). En general, el nUmero de los
carpelos varia; en el caso especifico de las limas acidas se presentan de 8 a 11

segmentos (Loussert, 1992).
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Figura 1. Corte transversal de A) lima Mexicana y B) lima Persa

1.6 Caracteristicas anatomicas e histolégicas del flavedo y albedo

en citricos

La anatomia, histologia y morfologia en los frutos de citricos han sido
ampliamente estudiadas (Ford, 1942; Scott et al., 1947; Storey et al., 1994;
Underhill et al., 1998; Laskowski et al., 2006; Alquezar et al.,, 2010). La
anatomia del flavedo y albedo asi como los tejidos que los conforman, ha sido
discutida por varios autores en diferentes especies y variedades de frutos
citricos. (Ford, 1942; Scott et al., 1947; Laskowski et al., 2006; Alquezar et al.,
2010).

1.6.1 Epidermis

En la epidermis de los frutos de los citricos se distinguen cuatro tipos
celulares: células epidérmicas, las que recubren las glandulas oleiferas y las
células del aparato estomatico. Las células epidérmicas son poligonales,
isodiamétricas y cubren la superficie entera del fruto, mientras que el area de
las células que recubren las glandulas oleiferas es proporcional al diametro de
la glandula subyacente (Scott et al., 1947). Las paredes exteriores de los cuatro
tipos celulares se encuentran cutinizadas y en parte cubiertas con una
sustancia cerosa. Estas paredes cutinizadas, al igual que la cera, previenen la

pérdida excesiva de agua del fruto (Ting et al., 1971).
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1.6.2 Estomas

En las plantas, el aparato estomatico estd compuesto por las células
oclusivas, las células acompafantes y el poro estomético u ostiolo. Los
estomas, estan directamente implicados en la fotosintesis, la respiracion y en la
traspiracion (Zeiger et al., 2007). Ford (1942), fue el primer investigador que
reportd la presencia de estomas en la epidermis de los frutos de Limoén
"Eureka’. En este sentido, Turrell et al. (1940) reportaron una densidad
estomatica de 13.86 estomas por milimetro cuadrado en frutos maduros de
Naranja "Navel .

1.6.3 Hipodermis

Por debajo de la epidermis de los citricos, se encuentra la hipodermis,
constituida por 1 a 3 capas de células de espesor, las cuales son poligonales o
elipsoidales con engrosamientos de pared tipo colénquima; ademas, con

pequefios espacios intercelulares (Scott et al., 1947).

1.6.4 Flavedo

El flavedo, es el tejido donde se encuentran los plastos, glandulas
oleiferas y haces vasculares (Ford, 1942; Scott et al., 1947). Este tejido esta
compuesto por células de parénquima y de colénquima muy compactadas. Las
células del flavedo incrementan gradualmente su tamafio en las partes internas

de la cascara hacia el albedo (Alquezar et al., 2010).

1.6.5 Glandulas oleiferas

Las glandulas oleiferas son unas de las estructuras histologicas
caracteristicas en las Rutaceas econdmicamente importantes en los frutos de
los citricos ya que a partir de éstas se extrae el aceite esencial que como se
mencionod anteriormente tiene variadas aplicaciones industriales (Wardowski et
al., 1986; Di Giacomo y Di Giacomo, 2002).

Las glandulas oleiferas se encuentran presentes en todas las especies
de la familia Rutaceae (Fahn, 1979). Generalmente, se presentan en el flavedo
a diferentes profundidades, debido principalmente a sus diferencias en tamafio

y en algunas ocasiones, se extienden al albedo. Cada glandula se encuentra
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separada por ocho o mas células parenquimaticas (Knight et al., 2001). En
naranja Navel, cada una de las glandulas oleiferas esta rodeada por una Orbita
de 5 a 8 estomas que se encuentran aproximadamente equidistantes a partir

de la glandula y entre cada uno de los estomas (Scott et al., 1947).

La formacién de las glandulas oleiferas esta restringida a la etapa de
desarrollo temprano del fruto, pero éstas contindan su desarrollo a lo largo del
crecimiento del fruto hasta alcanzar la madurez. Un fruto maduro de naranja
(Citrus sinensis L. Osbeck) puede llegar a presentar entre 8,000 y 12,000
glandulas oleiferas. Las glandulas oleiferas maduras muestran forma ovoide
y/o esférica, constituidas principalmente de células isodiamétricas, las cuales
van aumentando gradualmente el grosor de las paredes celulares hacia la
periferia de la glandula (Bosabalidis et al., 1982a; Thomson et al., 1976). Todas
las glandulas oleiferas se encuentran unidas a la epidermis por una estructura
conica, independientemente de la etapa de desarrollo en la que se encuentren
0 su localizacion en la cascara (Knight et al., 2001; Bosabalidis et al., 1982a).
Diferentes analisis de la anatomia de las glandulas oleiferas por microscopia
electronica de barrido (SEM, por sus siglas en ingles) y microscopia de luz,
demostraron que existe una gran similitud anatomica de las glandulas entre las
especies de citricos estudiados (Rafiei et al., 2007; Bennici y Tani, 2004; Knight
et al., 2001; Bosabalidis et al., 1982a; Bosabalidis et al., 1982b).
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Figura 2. Corte histolégico longitudinal tefiido con PAS (“Periodic Acid-Schiffs”),
“Amido Black B”, Azul de toluidina, Acriflavina y “Calcofluor White” en la regién
de glandulas oleiferas en un fruto maduro de Naranja (Citrus sinensis). La
flecha indica el lumen de una glandula oleifera. Barra = 0.1mm. Bennici y Tani
(2004).

1.6.6 Haces vasculares

Diversos autores han descrito la presencia de haces vasculares en el
flavedo de los frutos (Scott et al., 1947; Ford 1942; Underhill et al., 1998). Scott
et al. (1947), reportaron un gran numero de haces vasculares cerca de las
glandulas oleiferas similares a los observados en las hojas. Los componentes
del xilema en el fruto consisten de traqueidas y parénquima del xilema. Durante
el desarrollo del fruto, hay un incremento en el nUmero, tamafio y diferenciacion

de los haces vasculares (Ford, 1942).

1.6.7 Albedo

En todos los citricos esta presente el albedo, el cual es una malla
compleja de células, en la que cada célula se encuentra comunicada por
plasmodesmos con otras ocho células adyacentes (Storey et al., 1994). Este
tejido posee grandes espacios intercelulares, de igual o mayor tamafo al
volumen de las células y es lo que le proporciona la tipica morfologia esponjosa
(Alguezar et al., 2010; Ford, 1942). Los espacios intercelulares son mayores en
las capas internas del albedo (Scott et al.,, 1947; Agusti et al., 2001). Las
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células de este tejido son generalmente translicidas y sus vacuolas contienen

grandes cantidades de azUcar (Scott et al., 1947).

1.7 Efecto de los factores precosecha en la calidad vy

comportamiento postcosecha de los frutos

Existen diferentes factores precosecha que pueden afectar la calidad de
los frutos. En el caso de los citricos, algunos de estos factores son el uso de
portainjertos, el manejo del cultivo (riego o temporal), la nutricion, la poda, la

temporada y hora de la cosecha y el manejo de plagas y enfermedades.

1.8 Efecto del portainjerto

Al portainjerto también se le conoce como pie o patrén y es la parte de la
planta ya establecida a la que se le realiza un injerto. Un injerto, es un método
de propagacion vegetativa artificial mediante el cual se incorpora una planta
(yema o vareta) en otra ya establecida (portainjerto) y ésta ultima le
proporcionara los nutrientes necesarios al injerto para que pueda crecer y
desarrollarse, obteniéndose un solo organismo conformado por dos plantas

diferentes.

En el caso de la lima Méxicana, los portainjertos mas comunmente
utilizados son C. volkameriana, C. macrophylla y C. amblycarpa. Estos
portainjertos se emplean principalmente para evitar la muerte de las plantas por
gomosis, debido a su susceptibilidad a esta enfermedad. Los arboles de lima
Mexicana injertados en estos portainjertos son vigorosos. Se ha reportado que
los arboles injertados en C. amblycarpa tardan mas en producir y los frutos son
de menor tamafio (Medina-Urrutia y Robles-Gonzalez, 2004). Lallan et al.
(1999), reportaron que el uso de portainjertos en lima Mexicana afecta el
namero de estomas y el contenido nutricional en hojas, de igual manera como
sucede en lima Persa. Por otra parte, no existe informacion en la literatura que
indique el efecto de portainjertos en la calidad de los frutos de lima Mexicana
(Rivera et al., 2010).

En lima Persa, diversos autores han evaluado el efecto de los

portainjertos en el tamafio de la planta, el rendimiento y la tolerancia a
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enfermedades (Jiménez et al., 1981; Figueiredo et al., 2002; Stenzel et al.,
2004). Todos los resultados coinciden en sefalar que el portainjerto afecta el
tamafo de la planta y el rendimiento. Sin embargo, cuando se refieren al efecto
en la calidad de la fruta (tamafo, contenido de jugo, SST), los resultados son
contradictorios, mientras algunos autores han observado un efecto del
portainjerto en el tamafio del fruto (Jiménez et al., 1981; 2002; Stenzel et al.,
2004), otros autores indican que no existen diferencias significativas por el
efecto del portainjerto (Figueiredo et al., 2002; Arbeu 2009). Con respecto al
contenido de jugo y SST, Jiménez et al. (1981) y Stenzel et al. (2004)
reportaron un incremento en estos parametros; mientras que Rivera et al.
(2008), no observaron diferencias significativas por efecto del portainjerto. En
general, los frutos de lima Persa injertados en los limones Volkameriano y
Rugoso, tienen un mayor contenido de jugo que los desarrollados en otros

portainjertos.

Un aspecto fundamental pero poco estudiado en la lima Persa con
calidad de exportacion, es el color y el grosor del albedo y flavedo de los frutos.
En este sentido, Rivera et al. (2008), observaron que los frutos de lima Persa
injertados en Flying Dragon desarrollaron un color verde mas oscuro; mientras
que los frutos de lima Persa injertados en C. volkameriana tuvieron un mayor
grosor de albedo y flavedo. Por lo tanto, era de esperarse que los frutos
desarrollados en C. volkameriana tuvieran menor pérdida de peso que los
injertados en Flying Dragon. Sin embargo, se observo el efecto opuesto.
Después de 25 dias de almacenamiento a 25 °C, los frutos de lima Persa
injertados sobre C. volkameriana perdieron el 30 % de su peso inicial con
respecto a los frutos de Flying Dragon que solo perdieron el 13 %, éste hecho
es importante para México considerando los embarques destinados a Europa.

El grado de rugosidad de la cascara es otro factor poco estudiado, pero
fundamental en la exportaciéon de la lima Persa, principalmente en los frutos
destinados a Europa y Japon. Esta caracteristica, estd determinada por el
portainjerto y la nutricion, los frutos desarrollados en plantas de lima Persa
injertadas sobre Limén Volkameriano y C - 35, son mas rugosos que los

obtenidos en Flying Dragon y Naranjo agrio (Citrus aurantium). La

15



concentracion de nitrdgeno, magnesio y manganeso son los factores mas
importantes de la nutricién y deben ser considerados para la expresion de esta
caracteristica y tienen que ser determinados con base al tipo de suelo y

portainjerto utilizado (Rivera et al., 2010).

1.9 Desordenes fisiolégicos en limas acidas

Los desordenes fisioldgicos influyen de manera significativa en la calidad
de los frutos. Diversos factores precosecha y postcosecha afectan la ocurrencia
de estos desoérdenes fisiologicos (Grierson 1981). Dentro de los factores
precosecha se pueden mencionar las deficiencias de nitrégeno, boro y cobre,
asi como dafos por quemaduras, viento y congelacion. Por otra parte, algunos
de los factores postcosecha que tienen un impacto en el desarrollo de
desordenes fisioldgicos son la temperatura, la humedad y el dafio mecanico.
Dentro de los principales desordenes fisioldgicos tipicos de las limas acidas se

pueden mencionar a la oleocelosis, el dafio por frio y el rompimiento estilar.

1.9.1 Oleocelosis

La oleocelosis es un desorden fisiol6gico que se presenta en la cascara
(flavedo) de los citricos, se observa como un manchado sobre la superficie
causado por los efectos fitotoxicos de la liberacion del aceite esencial contenido
en las glandulas oleiferas del flavedo, cuando se provoca un dafio mecénico en
el fruto (Knight et al., 2002). La oleocelosis puede originarse por la accion de
varios tipos de dafio, incluyendo el ataque por insectos, dafios provocados por
estrés abidtico (viento, granizo) y dafio mecanico provocado por un inadecuado
manejo postcosecha, principalmente cuando la turgencia de los frutos es
excesiva. El aceite esencial liberado ocasiona la ruptura de las células de la
epidermis generando una rapida degradacion del flavedo (Eaks 1968; Knight et
al., 2002). La naturaleza de esta reaccion entre el efecto fitotoxico del aceite y
el tejido del flavedo aun no se conoce.

La oleocelosis se desarrolla en toda clase de citricos, pero
especialmente en limas &acidas, limones y naranjas cosechadas en etapas
tempranas antes de que pierdan su color verde (Eaks 1968; Shomer et al.,
1989; Murata 1997; Knight et al. 2002; Bakkali et al. 2008). En este sentido,
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Rivera et al. (2006a) probaron el efecto de dos diferentes tipos de corte
(tradicional y bajo el agua) en el comportamiento postcosecha de lima Persa
minimamente procesada y observaron que la oleocelosis es la principal
restriccion en el procesamiento de la lima Persa. Estos resultados contrastan
con los reportados por Artés et al. (2007) donde no se observo el desarrollo de
oleocelosis en limones minimamente procesados, sugiriendo que las limas

acidas son mas susceptibles a este desorden fisiolégico.

Por otra parte, la oleocelosis ha sido ampliamente estudiada en diversos
citricos, pero principalmente en naranjas (McCornack 1970; Kanlayanarat et
al., 1988; Shomer et al., 1989; Chikaizumi 2000, Knight et al. 2001; 2002;
Yonggiang et al., 2009). El primer trabajo reportado sobre la oleocelosis en
citricos fue publicado por Fawcett (1916). En 1964 Cahoon et al., propusieron
un método para predecir la incidencia de este desorden fisiolégico en limones.
En este sentido, McCornack (1970), estudio el efecto de la hora de corte y dafio
mecanico en el desarrollo de oleocelosis durante la cosecha de naranjas
‘Navel’, encontrando que el mayor porcentaje de oleocelosis se presenté en los
frutos cosechados durante la mafiana. Kanlayanarat et al. (1988), estudiaron el
efecto de diferentes temperaturas de almacenamiento y humedad relativa en el
desarrollo de la oleocelosis en naranja (Citrus hassaku). De igual manera,
Shomer et al. (1989) reportaron que el dafio por oleocelosis en naranja (Citrus
sinensis) estd caracterizado por el desarrollo de areas verde-cafés en el
flavedo y por el colapso de las paredes de las células de la epidermis
resultando en la necrosis y disminucién del tejido. Chikaizumi (2000), reporté
que en arboles de mandarina (Citrus nobilis) las altas temperaturas provocadas
por la radiacién solar inducen el colapso de las glandulas oleiferas presentes
en el flavedo de los frutos. En naranja ‘Navel’ reportaron que el desarrollo de
oleocelosis esta correlacionado con la etapa de maduracién del fruto y que la
aplicacién del aceite sobre la superficie del flavedo produjo un mayor dafio que
el observado por dafio mecéanico (Knight et al., 2001). Ademas, se demostré
que la aplicacion del aceite sobre la superficie del flavedo, provoca la lixiviacion
del contenido celular y el colapso celular, debido principalmente a la pérdida de

la integridad de la membrana (Knight et al., 2002).
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En el caso especifico de las limas acidas, el Unico estudio que existe es
el descrito por Mustard (1954), que reportd un mayor desarrollo de oleocelosis
en los frutos de lima Persa cosechados en temporadas de lluvia (clima hiumedo
y/o presencia de rocio) en comparacion con los frutos cosechados bajo

condiciones de clima seco y sin lluvias.

2. JUSTIFICACION

Para los paises con climas tropicales y subtropicales, como México, la
comercializacion de productos horticolas asi como la de sus productos
derivados procesados representan una fuente importante de divisas. Durante la
Gltima década, México se ha posicionado como uno de los principales
productores de citricos a nivel mundial. Actualmente, México es el segundo
productor de limas &cidas en el mundo. Uno de los principales desérdenes
fisiolégicos de las limas acidas es la oleocelosis. El desarrollo de oleocelosis en
los citricos es causado por la accion fitotéxica del aceite esencial presente en el
flavedo. La oleocelosis ha sido ampliamente estudiada en naranja. Sin
embargo, no existen en la actualidad reportes del efecto del portainjerto en el
tamafio y namero de glandulas oleiferas y su correlacion con el desarrollo de
oleocelosis en frutos de lima Persa (Citrus latifolia T.), por lo que es importante
profundizar en el conocimiento de los mecanismos fisiolégicos y bioquimicos
involucrados en este proceso. Por otra parte, tampoco se ha estudiado el
efecto del portainjerto en la composicidon quimica (azucares, acidos organicos,

aceite esencial, pectina y vitamina C).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes portainjertos en los parametros de
calidad, composicién quimica y aceite esencial, asi como en el niumero de
glandulas oleiferas y su correlacion con el desarrollo de oleocelosis en frutos

de lima Persa (Citrus latifolia T.).

3.2 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto del portainjerto en los parametros de calidad

externa e interna de frutos de lima Persa.
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2. Evaluar el efecto del portainjerto en la composicion quimica de
azucares (fructosa, glucosa y sacarosa), acidos orgénicos, contenido
de pectina, vitamina C y aceite esencial en frutos de lima Persa.

3. Determinar la estructura, caracteristicas anatomicas del flavedo y
namero de glandulas oleiferas presentes en frutos de lima Persa
injertada en diferentes portainjertos.

4. Evaluar el efecto del portainjerto en el desarrollo de oleocelosis en
frutos de lima Persa y correlacionarla con la composicion quimica del

aceite esencial.

4. HIPOTESIS

El uso de portainjertos modifica los paradmetros de calidad, la
composicion quimica del fruto y el numero de glandulas oleiferas en frutos de

lima Persa.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencidn del material bioldgico

Se utilizaron 1,400 frutos de lima Persa (Citrus latifolia Tanaka)
injertados en los siguientes portainjertos: Naranjo agrio (Citrus aurantium),
Limon Volkameriano (Citrus volkameriana), Naranjo trifoliado (Poncirus trifoliata
var. Flying Dragon), Swingle y C-35 procedentes del Campo Experimental
Ixtacuaco, INIFAP, Tlapacoyan, Ver. Los frutos fueron seleccionados por color
(verde oscuro), tamafio (4.2 — 5.5 cm de diametro) y calidad (libres de defectos)
para eliminar los frutos dafiados y obtener muestras uniformes. Los frutos se
dividieron de manera aleatoria en 2 lotes de 700 frutos, que fueron
almacenados a25+ 1°Cy 7 £ 1 °C, con una humedad relativa de 90 % 2 %.
Se tomaron muestras de 9 limas a los 0, 5, 10, 15, y 20 dias de las diferentes
condiciones de almacenamiento. Se colectaron por separado la cascara y el
jugo de las limas, se congelaron con nitrdgeno liquido y ambas muestras se

almacenaron a —70 °C hasta su uso posterior.

5.2 Disefio experimental y analisis de resultados

Se utilizé un disefio experimental factorial de 5 x 2 completamente al

azar. La unidad experimental fue la mezcla homogénea del flavedo y albedo o
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el jugo de 3 limas con tres repeticiones para cada uno de los portainjertos y
temperaturas utilizadas. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para cada
una de las variables y la prueba de comparacion multiple de medias de Tukey-

Kramer utilizando el programa NCSS (Hintze, 2001).

Los resultados de oleocelosis se analizaron utilizando la prueba de
comparacion multiple de medias de Kruskal-Wallis y la prueba de comparacion
multiple de Dunn. En todos los casos el nivel de significancia estadistica

empleada fue de a=0.05.
5.3 Metodologia

5.3.1 Color

Para la determinacion del color de la cascara de los frutos de lima se
utilizé un colorimetro (Kénica Minolta) en muestras de 3 frutos por triplicado de
cada uno de los portainjertos en las diferentes fechas de muestreo previamente
mencionadas. Se realizaron tres mediciones de color en distintas regiones de
cada fruto. Se -cuantificaron los tres parametros que definen el color:
luminosidad (L*), cromaticidad o saturacion (C*) y el tinte o matiz (h o angulo
Hue).

5.3.2 Grosor del flavedo-albedo (cascara)

Se cortaron por el ecuador 3 limas por triplicado de cada uno de los
portainjertos y temperaturas utilizadas a los 0, 5, 10, 15 y 20 dias de muestreo

y se midi6 el grosor del flavedo-albedo (cascara) utilizando un vernier.

5.3.3 Contenido de jugo

Se colectdé y homogeneizé el jugo de 3 limas por triplicado en una
probeta graduada de 500 mL y se midi6 el volumen para los diferentes
portainjertos y temperaturas utilizadas en los dias de muestreo antes

mencionados.

5.3.4 pH

Se colecté y homogeneiz6 el jugo de 3 limas por triplicado. Se utilizaron

10 mL del jugo ya homogeneizado de cada uno de los portainjertos y
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temperaturas de almacenamiento. La determinacién del pH se llevo a cabo con
un potenciometro (Conductronic pH 10, Labequim S.A. de C.V. Puebla,
México).

5.3.5 Acidez titulable (AT)

Para cuantificar la AT se empleé 1 mL del jugo (diluido con agua en una
relacion 1:5 (v/v)) por triplicado de cada uno de los portainjertos y temperaturas
utilizadas. Las muestras se titularon con NaOH (0.1N), utilizando como
indicador 2 gotas de fenolftaleina al 0.1 % p/v. Los mL de NaOH utilizados se
usaron para calcular el porcentaje de &cido citrico (acido predominante)

presente en las muestras, utilizando la siguiente férmula:

AT expresada como = (mL NaOH gastados) (N de NaOH) (megq. ac.citrico) (100) / g. de jugo
% de &cido citrico

5.3.6 Porcentaje de solidos solubles totales (SST)

Para la determinacioén de los SST, se tomd una alicuota de la mezcla del
jugo de 3 frutos por triplicado y se determiné el porcentaje de SST con un
refractometro manual (ERMA 0-32 %).

5.3.7 Porcentaje de pérdida de peso (PP)

Para evaluar el porcentaje de PP, se seleccionaron muestras de 3 limas
por cinco repeticiones de cada uno de los portainjertos y temperaturas
utilizadas. Para la evaluacion de este parametro, se utilizaron muestras
independientes que se siguieron a lo largo del periodo de almacenamiento. Se
registro el peso inicial, al igual que los cambios de peso en cada muestra de
frutos en los periodos establecidos, utilizando una balanza analitica (OHAUS,
GT4100, Florham Park, New Jersey, USA) con precision de 0.0001 g. La
pérdida de peso se report6 como porcentaje de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

PP (%) = (1 — Pn/Pi) x 100
Donde:
PP (%) = Porcentaje de pérdida de peso
Pn = Peso de los frutos al periodo n

Pi = Peso inicial de los frutos
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5.3.8 Oleocelosis

Para la determinacion del dafio por oleocelosis se utilizaron 3 frutos de
lima Persa con cinco repeticiones de cada uno de los portainjertos y
temperaturas estudiadas utilizando los mismos frutos en los que se determind
la PP. La incidencia y severidad de los sintomas del dafio por oleocelosis se
evalu6 midiendo el area afectada de cada lima en papel celofan y para su
cuantificacion el area se transfirio a papel milimétrico. El indice de dafio por
oleocelosis de cada fruto se determiné cuantificando el area dafiada en cm? en

relacion a la superficie total del fruto utilizando las siguientes ecuaciones:
2
De,
S = T
T

S0 #100

f

%DPO =

Donde:
S = Superficie total del fruto (cm?)
De; = Diametro ecuatorial del fruto (cm)

SDPO = Superficie dafiada por oleocelosis del fruto (cm?)

5.3.8.1 Susceptibilidad a desarrollar oleocelosis

Para determinar la susceptibilidad de los portainjertos a desarrollar
oleocelosis, se utilizaron los resultados obtenidos del dafio por oleocelosis
previamente descritos, con los que se disefié una escala de dafio basada en el
limite de aceptacion establecido en la Norma Mexicana de Calidad para lima
Persa (NMX-FF-077-1996), donde se consideraron 4 categorias: sin dafio,
dafno ligero menor al 1 % de superficie dafiada (< 0.14 cm?), dafio moderado
del 1 al 5 % de superficie dafada (0.15 cm? - 0.75 cm?) y dafio severo (> 5 %

de superficie dafiada (> 0.76 cm?)).

5.3.8.2 Oleocelosis inducida

Para determinar la susceptibilidad de los frutos al desarrollo de
oleocelosis por dafio mecanico, se realizé en un experimento independiente de

oleocelosis inducida. Se utilizaron 3 frutos de lima Persa recién cosechados por
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5 repeticiones de los diferentes portainjertos utilizados. Todos los frutos fueron
sometidos a dafilo mecénico aplicando caida libre a partir de 2 alturas
diferentes, 60 y 100 cm. La incidencia y severidad de los sintomas del dafio por
oleocelosis se evalué midiendo el area afectada de cada lima en papel celofan
y para cuantificar el area se transfirié a papel milimétrico. El indice de dafio por

oleocelosis de cada fruto se determiné cuantificando el area dafiada en cm?.

5.3.9 Pectina

La extraccion y cuantificacion de pectina se llevé a cabo utilizando las
cascaras y membranas carpelares de la mezcla homogénea de 10 limas por
triplicado de cada uno de los portainjertos estudiados. La extraccion de pectina
se realiz6 en fresco y en seco para determinar el mejor rendimiento. Para su
cuantificacion se colocaron 50 g de muestra en 800 mL de agua a pH 2.0
(acidulada con HCI 6N). Esta mezcla se calentdé a 90 + 1 °C durante una hora.
Posteriormente, se filtr6 sobre gasa y se realizaron dos lavados a la muestra
utilizando 10 mL de etanol comercial por cada lavado y después se realizé una
segunda extraccién de la misma muestra. Al filtrado obtenido de las dos
extracciones se le adicionaron 500 mL de etanol y se dej6 en reposo durante 1
hora para la precipitacion de la pectina. Por decantacion se colecté y se
centrifugd durante 20 minutos a 5000 rpm. Se recuperoé la pastilla de pectina y
se sec6 a 40 °C durante 4 dias en una estufa (Lab-Line Instruments 3608,
INC.). Finalmente, la pectina deshidratada se peso (Rojas et al., 2009).

Para determinar el rendimiento obtenido con cada uno de los

portainjertos analizados, se utilizé la siguiente ecuacion:

Rendimiento (%) = (w2/wl) 100
Donde:
w2= el peso de la pectina obtenida.

wl= el peso de la cascara y membranas carpelares utilizadas.
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5.3.9.1 Acido galacturénico, grupos metoxilicos y grado de

esterificacion

Para la evaluacion de la calidad de la pectina, se determind el
porcentaje de &cido galacturonico, grupos metoxilicos y grado de esterificacion
de las muestras obtenidas de cada uno de los portainjertos utilizados. Se
colocd un gramo de la pectina obtenida y se homogeneizé por 10 minutos en
un vaso de precipitados. Posteriormente, se le agregdé un mL de HCly 20 mL
de etanol al 60 %. Esta mezcla fue filtrada utilizando un embudo de Buchner y
se realizaron seis lavados con tres mL de la solucion de HCI concentrado (37
%) y tres mL de etanol al 60 % con el fin de eliminar contaminaciones de la
muestra. Finalmente, se realiz6 un dltimo lavado de la muestra con 4 mL
etanol al 60 %, la muestra se sec6 en una estufa (Lab-Line Instruments 3608,
INC.) durante 1 hora a 40.5 °C y se peso.

De la muestra de pectina deshidratada obtenida en el paso anterior, se
utilizé un gramo de pectina la cual fue disuelta con 0.4 mL de etanoly 20 mL de
agua destilada. Posteriormente, a esta solucién se le adicioné una gota de
fenolftaleina como indicador y se titul6 con NaOH (0.5 N) hasta alcanzar el
viraje de color y se registré como titulacién inicial (V1). Después, se adicionaron
4 mL de NaOH (0.5 N), se agit6 y se dej6 reposar durante 15 minutos. Pasada
esta incubacion, se adicionaron 4 mL de HCI 0.5 N y la solucién se agit6 hasta
que el color rosa desapareciera. Nuevamente se adiciond 1 gota del indicador
fenolftaleina y se titulé6 con NaOH (0.5 N) hasta alcanzar el viraje de color y se

registr6 como titulacion de saponificacion (V2).

Cada mL de NaOH (0.5 N) consumido en la titulacion de saponificacion
(V2) es equivalente a 15.22 mg de grupos metoxilicos y cada mL consumido de
NaOH (0.5 N), en la titulacion inicial (V1) es equivalente a 97.07 mg de &cido
galacturonico (FCC, 1996).

Para calcular el porcentaje de grado de esterificacion se utilizé la

siguiente ecuacion:

Grado de esterificacion (%) = [V2 / (V1+V2)] (100)
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5.3.10 Acidos orgéanicos

La identificacion y cuantificacion de los acidos organicos (oxalico, malico,
tartarico, ascorbico, lactico y citrico) se realiz6 mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) mediante el método descrito
por Nour et. al., (2010). Se utilizé la mezcla homogénea del jugo de 3 limas
recien cosechadas por triplicado de cada uno de los portainjertos. El jugo fue
filtrado y posteriormente centrifugado durante 10 min a 3000 rpm y se obtuvo el
sobrenadante como fuente de acidos organicos. Para la determinacién de los
diferentes &cidos organicos estudiados en las muestras de jugo (oxalico,
ascorbico, malico, citrico, tartarico y lactico) se utilizé la dilucidbn adecuada
(1:10, 1:10, 1:50, 1:500, 1:100 y 1:100, respectivamente). Todas las diluciones
se realizaron utilizando agua desionizada y se filtraron usando una membrana
de 0.45 pm (Millipore Corporation, Bedford, MA 01730) antes de ser inyectadas
manualmente al cromatografo (Waters 6DC, con un detector de arreglo de
diodos Waters 2969). Se utiliz6 como fase mavil buffer de KH,PO,4 (50 mM), pH
2.8 ajustado con H3PO,4 (2 M), la cual fue filtrada utilizando una membrana de
0.45 pm (Millipore Corporation, Bedford, MA 01730) y desgasificada al vacio.

Condiciones cromatograficas

Columna: 5um Hypersil GOLD aQ (250mm x 4.6mm).

Condicion: Fase reversa, isocratica.

Velocidad de flujo: 0.7 ml/min.

Volumen de inyeccion: 20 pL.

Presién: 1100 — 1300 psi.

Tiempo de corrida: 20 min.

Detector: Arreglo de diodos.

Deteccion: A=254 nm para acido ascorbico y A=214 nm para acidos
oxalico, malico, tartarico, lactico y citrico.

Temperatura: 22°C.
Para la identificacion de cada uno de los &cidos organicos se
construyeron curvas de calibracion usando estandares comerciales grado

HPLC (Sigma-Aldrich, México).
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5.3.10.1 Vitamina C

Para la cuantificacion de vitamina C (acido L-ascoérbico) se utilizé la
mezcla homogénea del jugo de 3 limas por triplicado de cada uno de los
portainjertos estudiados a los 0, 10 y 20 dias de muestreo. Se colecté una
alicuota de 100 pL de jugo (dilucién 1:5) filtrado y ajustado a pH 3.5 - 4.0 con
una solucién de KOH (2 M). Para determinar la concentracion del acido L-
ascorbico se utilizé un kit enziméatico (Boehringer Mannheim) basado en el
método espectrofotométrico de la determinacion del croméforo MTT-Formazan
cuyo pico méximo de absorbancia se presenta a 578 nm. Los resultados

fueron expresados como mg de acido ascérbico L™ de jugo.

A continuacion se muestra la formacion del croméforo MTT-Formazan:

PMS
L-ascorbico(X-H2) + MTT — L-Dehidroascorbato(X) + MTT-Formazan + H

Donde:
MTT = Sal de tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio de bromuro].

PMS = Acarreador de electrones (metasulfato de 5-metilfenazinio).

5.3.11 Azucares: fructosa, glucosa y sacarosa

Para determinar la concentracion de glucosa, fructosa y sacarosa se
utilizé un kit enzimatico (Boehringer Mannheim) con el que se cuantifico la
produccion de NADH en las siguientes reacciones espectrofotométricas a 340

nm. Los resultados de los azucares individuales se reportaron en gramos L™

de jugo.
HK
(1) D-Glucosa + ATP » G-6-P + ADP
G-6-P-DH
(2) G-6-P + NADP » D-Gluconato-6-P + NADPH + H
HK

v

(3) D-Fructosa + ATP F-6-P + ADP
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PG
(4) F-6-P > G-6-P

B-Fructosidasa
acarosa + H2 > -glucosa + D-fructosa
) S H20 D-gl D-f

Donde:
HK = Hexocinasa.
G-6-P-DH = Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

PGI = Fosfoglucoisomerasa.

La cuantificacion de sacarosa fue calculada por la diferencia de

concentracion de D-glucosa antes y después de la inversion enzimatica.

5.3.12 Extraccién de aceite esencial y determinacién del

rendimiento

La extraccidn de aceite esencial se llevo a cabo mediante destilacion por
arrastre con vapor en condiciones de vacio estandar. Se utiliz6 la mezcla
homogénea de cascara de 20 limas por triplicado de cada uno de los
portainjertos estudiados. 200 g de cada muestra se molieron con 800 mL de
agua fria destilada en una licuadora (Osterizer 465-40, U.S.A).
Posteriormente, la mezcla se vertié en un matraz de bola de 2 L a temperatura
de ebullicion durante 1 hora de acuerdo a la metodologia descrita en AOAC
(1990). La cantidad de aceite esencial extraido se colecté y se cuantificd
usando una probeta de 10 mL. El aceite esencial obtenido se almacené en
viales de vidrio color ambar a -20 °C hasta su posterior uso.

Condiciones de la destilacion

Tiempo de la destilacion: 1 hora.
Temperatura del agua refrigerante: 10 °C.
Temperatura inicial de ebulliciéon: 70 — 75 °C.
Temperatura final de ebullicion: 94 °C.

Temperatura final al momento de hacer vacio: 87 °C.
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5.3.13 Composicion quimica del aceite esencial de lima Persa

Para determinar la composicion quimica del aceite esencial de lima
Persa de cada uno de los portainjertos estudiados, se prepararon diluciones del
aceite esencial con metanol 1:50, 1:100 y 1:200. Finalmente, se utilizé la
dilucién 1:100 por tener la mejor resolucion de los componentes quimicos
presentes en el aceite esencial. Se colocaron 100 pL de la dilucién 1:100 en un
inserto de 200 pL del inyector automatico del cromatégrafo de gases acoplado
a espectrometria de masas (cromatografo Agilent Technologies 6890N,
espectrometro de masas Agilent Technologies 5975B), bajo las siguientes

condiciones cromatogréficas (Bousbia et al., 2009).

Condiciones cromatograficas

Columna empacada: HP5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pym).

Gas acarreador: Helio.

Velocidad de flujo: 0.3 ml/min.

Volumen de inyeccién: 1pL.

Temperatura del inyector: 120 °C

Temperatura del detector: 250 °C

Programa de temperatura: Temperatura inicial 60 °C durante 8 min,
Tasa de cambio de 2 °C/min hasta 250 °C.
Temperatura final de 250 °C durante 60 min
Tiempo de corrida de 106 min.

Modo de ionizacién: Impacto electrénico (70 eV).

Para la identificacion de cada uno de los componentes en el aceite
esencial de lima Persa se utilizaron los tiempos de retencién y la comparacion
de los espectros de masas con los patrones de fragmentacion disponibles en la
biblioteca del equipo (HTMLLIibS) y siempre se utiliz6 un rango de confiabilidad
mayor al 95 %. Todos aquellos compuestos que tuvieron un area menor al 1 %

fueron descartados.

5.3.14 Caracteristicas histoldgicas del flavedo

El andlisis de las caracteristicas histologicas del flavedo de frutos de lima

Persa de los diferentes portainjertos estudiados, se realizd6 mediante la técnica
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histolégica convencional para tejidos vegetales, la cual permite obtener

preparaciones fijas para observaciones con microscopia optica (Gray, 1964).

Los tejidos y estructuras observadas en este estudio fueron: presencia
y/o ausencia de cuticula asi como el grosor de la misma, grosor y niumero de
capas presentes en la epidermis, grosor y numero de capas celulares del
flavedo, tamafio de las glandulas oleiferas asi como el nUmero de capas de
células limitrofes, glandulas oleiferas por cm2 y nimero de estomas en frutos

de lima Persa de los diferentes portainjertos analizados.

5.3.14.1 Obtencidn y fijacién de las muestras

Se seleccionaron tres frutos de lima Persa por triplicado de cada uno de
los portainjertos estudiados. Se obtuvieron secciones de 1 cm x 1 cm a partir
de cortes transversales y longitudinales del ecuador de la lima. Las muestras
se fijaron en FAA (formaldehido, etanol y acido acético glacial) (ANEXO ) y se
colocaron en frascos color &mbar durante un mes antes de la deshidratacion
(Gray, 1964). Con material fresco se realizaron cortes y microfotografias que se

utilizaron como referencia.

5.3.14.2 Deshidratacion, infiltracion e inclusidon en parafina

Transcurrido un mes después de la fijacién, las muestras se
deshidrataron mediante cambios progresivos con soluciones de (alcohol etilico,
alcohol terbutilico y agua) (ANEXO ). Se utilizaron seis soluciones en
diferentes porcentajes (10 %, 20 %, 35 %, 55 %, 75 %, 100 %) con cambios
cada 5 horas hasta llegar al alcohol terbutilico absoluto en que se hicieron tres
cambios. (Gray, 1964).

Las muestras deshidratadas se colocaron en bolsitas de gasa y se
infiltraron en parafina fundida (Meyer, punto de fusiéon 56-58 °C) con dos
cambios cada 24 horas con la finalidad de reemplazar gradualmente el medio
de deshidratacion por un medio de inclusion en una estufa de cultivo a 60 °C
durante un dia. Las muestras se incluyeron en moldes de aluminio y en algunos
casos en moldes de papel de 2 cm x 3 cm con el objetivo de que la parafina

penetre en los espacios intercelulares, en los vasos y en el interior de las
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células infiltrando el tejido. Se dejo solidificar la parafina en los moldes a
temperatura ambiente durante 2 dias y se obtuvieron bloques sdlidos de
parafina con las muestras de tejido incluidas (Gray, 1964).

5.3.14.3 Cortes histologicos, tincion y montaje de las muestras

Los bloques de parafina obtenidos en el paso anterior, fueron montados
en el micrétomo. Antes de realizar los cortes histolégicos, la cuchilla del
micrétomo se limpié con xileno para eliminar impurezas que pudiesen alterar la
forma del corte. Para la realizaron de los cortes histolégicos se colocé el
portamuestras en el micrétomo de rotacion (American Optical) y se orient6 el
corte. Se acomodo el blogue de parafina al filo de la cuchilla para la obtencién
de cortes uniformes con un grosor de 10 um. Los cortes obtenidos se colocaron
en un bafio de flotacién a 52 °C, el cual consiste de agua destilada y dos
cucharaditas de agar bacterioldégico con el objetivo de que los cortes se
adhieran a los portaobjetos. Los cortes se recogieron con los portaobjetos y
posteriormente, se colocaron en una canastilla dentro de la estufa durante un
dia a 50° C (Gray, 1964).

Se realizaron tres lavados con xileno, tres lavados con etanol absoluto,
un lavado con etanol al 90 % y uno al 70 %. Las muestras permanecieron en
cada uno de estos cambios durante 5 minutos. Finalmente, se realizaron tres

lavados con agua destilada (Gray, 1964).

La tinciobn de contraste se llevd a cabo utilizando los colorantes
Safranina “O” y Verde rapido (ANEXO I). La combinacién de estos colorantes
es ampliamente utilizada en el estudio de la histologia vegetal. La Safranina “O”
tine de rojo: paredes lignificadas, nucléolos, cromatina, taninos y xilema. El
Verde rapido proporciona un color verde azuloso a las paredes no lignificadas,

floema y un tono verde violaceo al citoplasma (Gray, 1964).

Las muestras contenidas en la canastilla se colocaron en una caja de
Coplin con Safranina “O” durante tres dias. Después, las muestras se lavaron
con agua corriente hasta que no se observara exceso del colorante.

Posteriormente, las muestras de cada laminilla se deshidrataron con una serie
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de etanol de diferentes porcentajes en el orden siguiente: 50 %, 60 %, 70 %, 80
% y 90 %. Seguido a la deshidratacién, se hizo una segunda tinciéon con Verde
rapido durante un segundo e inmediatamente después se pasaron por tres
cambios de alcohol etilico absoluto. Posteriormente, las laminillas se colocaron
en una solucion especial de aceite de clavo (aceite de clavo, alcohol etilico y
xileno) (ANEXO 1) durante dos minutos, la cual tiene como funcién diferenciar o
contrastar los colorantes de tincion de las muestras. Finalmente, se realizaron
dos lavados con xileno. Se limpid el excedente de xileno con una gasa, se
aplicé 1 gota de resina sintética en las muestras y se coloc6é un cubreobjetos
teniendo cuidado de que no se formaran burbujas. Se presion6é un poco el
cubreobjetos y se limpié el excedente de resina con una gasa y xileno. Las
laminillas se dejaron secar a temperatura ambiente durante 8 dias y se

observaron en el microscopio éptico (Gray, 1964).

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Color

El color es uno de los parametros de calidad mas importantes en frutas y
hortalizas, ya que impacta directamente en la apariencia y calidad visual
(Shewfelt, 2003). El desarrollo de color de la porciébn comestible de las frutas y
hortalizas, refleja la presencia de pigmentos que son ademas compuestos
bioactivos tales como los carotenoides, antocianidinas y flavonoides (Oude et
al., 2011). El color del flavedo (cascara) en limones y limas acidas es uno de
los principales atributos que definen la calidad y es un pardmetro determinante
para su comercializacion (Castle, 1995; Mazzuz, 1996; Tejacal et al., 2009;
Rivera et al., 2010). En el caso especifico de los frutos de lima Persa, el
principal parametro de calidad es la presencia de un color verde-oscuro en la
cascara. Los paises consumidores de limas acidas como Japén, Europa y
Estados Unidos, exigen que el 95 %, 75 % y 50-60 % del color de la cascara de
los frutos importados sea verde-oscuro, respectivamente (Pantastico et al.,
1966; Curti-Diaz et al., 2000; Rivera et al., 2010).

En general, en los resultados de color obtenidos en este experimento, se

observaron diferencias significativas (p>0.05) en los pardmetros de color
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luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y angulo hue (h) entre el portainjerto
volkameriana y los otros portainjertos utilizados en ambas temperaturas

durante todo el periodo de almacenamiento (Figura 3, 4y 5).

Los frutos de lima Persa injertados sobre Volkameriana mostraron los
mayores valores de L* y C* (p<0.05) en comparacion con los otros portainjertos
y temperaturas estudiadas, con excepcién del dia 10 del almacenamiento

donde no se observaron diferencias significativas (p>0.05) (Figura 3y 4).

Por otra parte, en todos los portainjertos y temperaturas utilizadas se
observé una disminucion en los valores del angulo hue hacia el final del
almacenamiento (Figura 5). Esta disminucién en los valores de h puede ser
explicada por el proceso de senescencia donde el color verde de los frutos se
pierde por la degradacion de clorofilas y a su vez los frutos adquieren un color
verde-amarillo por la presencia de carotenos (Buchanan 1997; Alvarez et al.,
2008).

En el caso de los frutos almacenados a 25 °C no se observaron
diferencias significativas (p>0.05) en los valores h entre los portainjertos
estudiados. Sin embargo, en los frutos refrigerados el portainjerto volkameriana
mostr6 menores valores de h en comparacién con los otros portainjertos
utilizados (Figura 5). Estos resultados indican que los portainjertos Naranjo
Agrio, Flying Dragon, Swingle y C-35 producen frutos de lima Persa menos
brillantes y de un color verde mas oscuro e intenso comparado con los frutos
producidos en el portainjerto Volkameriana (Figura 3, 4 y 5). Estos resultados
coinciden con los reportados por diversos autores en cuanto a que el uso de
portainjertos en citricos modifica el color de la cascara (Tuzcu et al., 1999; Al
2002; Garcia et al., 2006; Bassal 2009).
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Figura 3. Valores de luminosidad (L*) del flavedo de frutos de lima Persa

injertada sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C. Cada
valor es el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
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Figura 4. Valores de cromaticidad (C*) del flavedo de frutos de lima Persa
injertada sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C. Cada
valor es el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
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Figura 5. Valores del angulo hue (h) del flavedo de frutos de lima Persa injertada
sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C. Cada valor es el
promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

6.2 Grosor del flavedo-albedo (cascara)

Otro de los parametros de calidad importantes en los citricos de
consumo en fresco es el grosor de la cascara. En general, los citricos con una
cascara mas gruesa usualmente presentan menor cantidad de jugo y son mas
susceptibles a desarrollar desordenes fisiologicos tales como el partido y rajado

de los frutos (“splitting” y “creasing”) (Al-Jaleel et al., 2005).
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Por otra parte, diversos autores han reportado que el uso de
portainjertos en citricos modifica el grosor de la cascara (Al-Jaleel y Sekri
2002; Al-Jaleel et al 2005; Georgiou 2009; Bassal 2009; Castle et al., 2011,
Legua et al., 2011).

En general, no se observaron diferencias significativas (p>0.05) en el
grosor del flavedo y albedo de los frutos por efecto del portainjerto (Figura 6).
En este estudio los frutos almacenados a temperatura ambiente mostraron una
disminucién en el grosor de la cascara en todos los portainjertos estudiados
hacia el final del almacenamiento en comparacién con los frutos almacenados
a 7 °C (Figura 6). La disminucion del flavedo-albedo en los frutos almacenados
a temperatuta ambiente podria ser explicada por una mayor deshidratacion
debido al efecto de la temperatura (Alvarez et al., 2008) Estos resultados
concuerdan con los reportados por Rivera et al., (2009) en donde frutos de lima
Persa almacenados a temperatura ambiente tuvieron una mayor deshidratacion

en comparacién con los frutos almacenados en refrigeracion.

En el caso de los frutos que fueron refrigerados, los valores del grosor
del flavedo y albedo después de 20 dias de almacenamiento se mantuvieron
similares a los del analisis inicial sin observarse diferencias significativas

(p>0.05) entre los portainjertos estudiados (Figura 6).

Por otra parte, es importante resaltar que los frutos del portainjerto Flying
Dragon mostraron en promedio 2.2 veces menor grosor del flavedo y albedo
en comparacion con los frutos del portainjerto Naranjo Agrio (0.86 + 0.08 y 1.9
+ 0.7, respectivamente) después de 20 dias de almacenamiento en ambas
temperaturas (Figura 6).
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Figura 6. Grosor del flavedo-albedo (cascara) en frutos de lima Persa injertada
sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C. Cada valor es el
promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

6.3 Contenido de jugo

La cantidad de jugo en los citricos es un parametro determinante para la
industria y para su consumo en fresco. Ademas, la madurez fisiol6gica de los
citricos esta relacionada con el porcentaje de jugo (Al-Jaleel et al., 2005;
Alvarez et al., 2008). Dentro de los principales atributos de calidad de las limas

acidas se encuentra el porcentaje de jugo, el cual debe ser = 45 % con
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respecto al peso total del fruto (Norma Mexicana NMX-FF-077-1996; Rivera et
al., 2010).

Los resultados obtenidos en este estudio, no mostraron diferencias
significativas (p>0.05) en el contenido de jugo en frutos de lima Persa por
efecto del portainjerto y temperaturas estudiadas durante todo el periodo de
almacenamiento (Figura 7). Estos resultados coinciden con los reportados por
Rivera et al. (2009) en donde el contenido de jugo en frutos de lima Persa
producidos en los portainjertos Flying dragon, Volkameriana y Naranjo agrio no
fue modificado por efecto del portainjerto. En este sentido, diversos autores han
evaluado el efecto de los portainjertos en el tamafo de la planta, rendimiento,
tolerancia a enfermedades de lima Persa (Jiménez et al., 1981; Figueiredo et
al., 2002; Stenzel y Neves; 2004). Todos los resultados coinciden en sefialar
gue el portainjerto afecta el tamafio de la planta y el rendimiento; sin embargo,
cuando se refieren al efecto en la calidad de la fruta (contenido de jugo) en
diferentes citricos, los resultados son contradictorios Jiménez et al. (1981);
Stenzel et al. (2004); Al-Jaleer., 2002, 2005 y Georgiou 2009 reportaron un
incremento en este parametro; en tanto que, Rivera-Cabrera et al. (2009) no
observaron diferencias significativas por efecto del portainjerto. En general, los
frutos de lima Persa que se desarrollan en los limones Volkameriano y Rugoso,
presentan un mayor contenido de jugo, que en otros portainjertos (Rivera et al.,
2010).

6.4 pH

El pH es un parametro fisicoquimico importante en las frutas y hortalizas,
ya que los frutos tienen altas cantidades de acidos organicos que son los
responsables de los valores bajos de pH (Soliva-Fortuny y Martin-Belloso,
2003).

En este experimento, los valores de pH en el jugo de frutos de lima
Persa se mantuvieron similares a los observados en el analisis inicial en todos
los portainjertos y temperaturas estudiadas durante todo el periodo de
almacenamiento. Por otra parte, no se observaron diferencias significativas

(p>0.05) en los valores de pH por efecto del portainjerto y temperaturas
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utilizadas durante todo el periodo de almacenamiento (Figura 8). Los valores
observados oscilaron en un rango de 2.1 a 2.4 (Figura 8), lo cual concuerda
con los valores reportados por Lombard (1963), Hendrix y Redd (1995), Artés

et al. (2007), para limones y Ziena (2000) para el caso especifico de la lima

Persa.
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Figura 7. Contenido de jugo en frutos de lima Persa injertada sobre diferentes

portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C. Cada valor es el promedio de tres
repeticiones + desviacion estandar.
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Figura 8. pH en jugo de frutos de lima Persa injertada sobre diferentes
portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C. Cada valor es el promedio de tres
repeticiones * desviacion estandar.

6.5 Acidez titulable (AT)

La acidez en el jugo de los frutos se debe principalmente a los acidos
organicos (citrico, malico, tartarico, ascoérbico, oxalico, benzoico, etc.) que se
encuentran en gran parte almacenados en las vacuolas de las células
vegetales. En el caso particular de los citricos, el acido que se encuentra en
mayor proporcion (del 85 al 95 %) es el citrico (Tejacal et al., 2009; Nour et al.,
2010). Se ha reportado que la acidez disminuye cuando los acidos organicos
entran al ciclo del &cido citrico durante la maduracion de los frutos (Gorny y
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Kader, 2005; Paliyath y Murr, 2008). La AT es una medida cuantitativa de los

acidos organicos presentes en el fruto, que es determinada mediante titulacion.

En el caso de las limas acidas, la Norma Mexicana de calidad para lima
Persa (NMX-FF-077-1996) establece que la AT minima utilizada como indice
de corte y relacionada con la madurez fisiolégica en lima Persa no debe ser
menor al 7 % expresada como &cido citrico para su consumo. En este
experimento, los valores de AT oscilaron en promedio en un rangode 6 a 7.2 %
de acido citrico en todos los portainjertos y condiciones de almacenamiento
(Figura 9).

Los resultados obtenidos en este trabajo, no mostraron diferencias
significativas (p>0.05) en el porcentaje de AT en los frutos de lima Persa entre
los diferentes portainjertos y temperaturas analizadas durante todo el periodo
de almacenamiento (Figura 9). Por otra parte, es importante mencionar que los
valores del porcentaje de AT se mantuvieron similares a los del andlisis inicial
después de 20 dias de almacenamiento (Figura 9). Sin embargo, diversos
autores han observado que el efecto del uso de portainjertos en citricos tales
como limones, naranjas y mandarinas modifica la AT (Verdu 1993; Ali 2002; Al-
Jaleel et al., 2005; Bassal 2009; Georgiou 2009; Yildirim 2010).
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Figura 9. Acidez titulable (porcentaje de acido citrico) en el jugo de frutos de

lima Persa injertada sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7
°C. Cada valor es el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

6.6 Porcentaje de solidos solubles totales (SST)

El sabor agradable en el jugo de los frutos citricos es debido en gran
parte al contenido de SST presentes, los cuales estan compuestos
aproximadamente por 80 % de azlcares (principalmente fructosa, glucosa y
sacarosa), 10 % de acidos organicos (principalmente acido citrico), 1 % de
compuestos nitrogenados y el 9 % restante por vitaminas, minerales y otras
sustancias solubles en agua (Hours et al., 2005). Diversos autores han

reportado que el uso de portainjertos citricos modifica el contenido de SST. Por
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otra parte diversos autores han reportado que valores altos de SST en el jugo
de frutos citricos estd asociado con una mayor calidad del fruto (Takahara et
al., 2001; Stuchi et al., 2003; Yahata et al., 2003; Al-Jaleel et al., 2005; Bassal
et al., 2009; Georgiou 2009; Yildirim et al., 2010; Cantuarias et al., 2010;
Ladaniya y Mahalle, 2011).

El porcentaje de SST minimo para lima Persa de consumo en fresco
debe ser de 6.8 % de acuedo a lo establecido en la Norma Mexicana de calidad
NMX-FF-077-1996, ya que este porcentaje garantiza la madurez fisiologica de

los frutos.

En este trabajo, los valores del porcentaje de SST en el jugo de frutos de
lima Persa oscilaron entre el 8 % y 10.5 % durante todo el periodo de
almacenamiento y en todos los portainjertos utilizados (Figura 10). Ademas, se
observaron diferencias significativas (p<0.05) en el porcentaje de SST por
efecto del portainjerto. Los frutos de lima Persa del portainjerto Flying Dragon
mostraron los mayores valores de SST (p<0.05) en comparacién con los otros
portainjertos en ambas temperaturas estudiadas durante todo el periodo de
almacenamiento (Figura 10). Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Rivera et al. (2009) y Stuchi et al. (2003) en donde los frutos de lima Persa
producidos en el portainjerto Flying Dragon mostraron un mayor porcentaje de
SST en comparacion con el uso de otros portainjertos. De igual manera
Takahara et al. (2001), Yahata et al. (2003) y Cantuarias et al. (2010)
observaron el mismo efecto del portainjerto Flying Dragon que indujo un mayor

porcentaje de SST en frutos de mandarina Satsuma.

Se ha sugerido que el uso del portainjerto Flying Dragon induce un
mayor estrés hidrico durante el desarrollo de los frutos en los arboles de
mandarina Satsuma, lo que puede acelerar la acumulacion de azuUcares
(Yahata et al., 2003). Para la explicacion de este fendmeno se ha propuesto
gue la conductancia hidraulica y el desarrollo anatémico del injerto se modifican
cuando se utilizan portainjertos enanizantes tales como Flying Dragon

(Beakbane y Thompson 1939; Tyree y Ewers, 1991; Goncalves et al., 2007).
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De esta forma el uso de portainjertos tiene influencia en la productividad
del injerto al afectar el balance hidrico de la planta (Fassio et al., 2009), lo que
puede provocar un menor flujo hidraulico induciendo un mayor estrés hidrico en
el desarrollo de los frutos por efecto del portainjerto (Yahata et al., 2003). Por
otra parte, es importante mencionar que los valores de SST se mantuvieron
similares a los del analisis inicial después de 20 dias de almacenamiento, en

todos los portainjertos y temperaturas utilizadas (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de solidos solubles totales en el jugo de frutos de lima
Persa injertada sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C.
Cada valor es el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
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6.7 Porcentaje de pérdida de peso (PP)

Uno de los principales problemas de los productos fruticolas, es la
pérdida de peso durante el almacenamiento, ya que esta pérdida ocasiona una
disminucién en la calidad comercial del fruto asi como también grandes
pérdidas econdmicas (Yahia e Higuera, 2002). La pérdida de peso en los frutos
aumenta como consecuencia de la transpiracion después de la cosecha. Las
condiciones ambientales con baja humedad relativa y altas temperaturas
provocan un aumento en la transpiracién, lo que ocasiona una mayor pérdida
de agua, acelerando la senescencia y disminucién de la calidad del fruto
(Alvarez et al., 2008). Las condiciones de almacenamiento utilizando bajas
temperaturas como es el caso de la refrigeracién, es una de las principales
tecnologias postcosecha para prolongar la vida de anaquel, manteniendo la
calidad e incrementando el tiempo de conservacion de los frutos (Gomez et al.,
2009; Zhang et al., 2010).

En este estudio, se observaron diferencias significativas (p<0.05) en la
PP de frutos de lima Persa por efecto de la temperatura. Los frutos que fueron
almacenados en refrigeracion mostraron en promedio 11 % menor PP en
comparacion con los frutos almacenados a temperatura ambiente después de
20 dias de almacenamiento (Figura 11). Esta disminucion es debida
principalmente a la deshidratacion. En el caso de los frutos almacenados a
temperatura ambiente, los frutos del portainjerto Flying Dragon mostraron el
menor porcentaje de PP (13.6 %) (p<0.05) después de 15y 20 dias del periodo
de almacenamiento (Figura 11) en comparacion con todos los portainjertos
analizados. Estos resultados concuerdan con los observados por Rivera et al.
(2009) en donde los frutos de lima Persa del portainjerto Flying Dragon tuvieron
la menor PP (13 %) en comparacion con el portainjerto Volkameriana que
perdié el 30 % de PP después de 20 dias de almacenamiento a 25 °C. Es
decir, que aun sin emplear refrigeracion, los frutos del portainjerto Flying

Dragon tiene la menor PP lo cual tiene implicaciones econdmicas importantes.
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Figura 11. Porcentaje de pérdida de peso de frutos de lima Persa injertada
sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C. Cada valor es el
promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

6.8 Oleocelosis

La oleocelosis es uno de los principales desordenes fisiolégicos en
citricos, (Eaks 1968; Shomer y Erner 1989; Murata 1997; Knight et al. 2002;
Bakkali et al. 2008; Zheng et al., 2009). En la actualidad, se ha reportado que el
uso de algunos portainjertos puede incrementar la susceptibilidad al dafio por
oleocelosis en frutos de naranja “Hamlin” (Zheng et al., 2011). También, se ha
reportado que el balance en la concentracion de los minerales nitrogeno (N),

potasio (K), magnesio (Mg), foésforo (P) y calcio (Ca) presentes en la hoja y
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cascara de frutos de naranja “Hamlin” influyen significativamente en el

desarrollo de oleocelosis (Zheng et al., 2010).

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que los valores de
oleocelosis en frutos de lima Persa se encontraron dentro del limite de
aceptacion en todos los portainjertos estudiados (Figura 12) de acuerdo a lo
establecido en la Norma Mexicana (NMX-FF-077-1996).

No se observaron diferencias significativas (p>0.05) en el desarrollo de
oleocelosis por efecto del portainjerto durante todo el periodo de
almacenamiento (Figura 12). Sin embargo, el que no se hayan observado
diferencias significativas (p>0.05), es debido a que el dafio por oleocelosis no
se presentd en todos los frutos (n=15, de cada portainjerto), por lo que la
ausencia de dafio en los frutos incrementé la dispersion de los resultados. Al
realizar las pruebas de normalidad (Prueba de Anderson-Darling) vy
homocedasticidad (Prueba de Levene) de los datos de oleocelosis obtenidos,
se observé que no presentaban una distribucion normal y homogeneidad de las
varianzas, por lo que decidimos utilizar pruebas no paramétricas también
llamadas pruebas de distribucion libre en el analisis de estos datos. Las
pruebas no paramétricas utilizadas fueron la prueba de Kruskal-Wallis en la
gue se comparan las medianas de varias poblaciones cuando no existe una

distribuciéon normal y la prueba de comparacion multiple de medianas de Dunn.

Mediante la aplicacidbn de estas pruebas se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en el desarrollo de dafio por oleocelosis en frutos de lima
Persa por efecto del portainjerto (Figura 13). Los frutos de los portainjertos
Naranjo agrio, Volkameriana y C-35 presentaron mayor area dafiada por
oleocelosis en comparacion con los frutos de Swingle y Flying Dragon durante
todo el periodo del almacenamiento; sin embargo, los frutos de Volkameriana

no presentaron dafio sino hasta el dia 20 del almacenamiento (Figura 13).
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Figura 12. Dafio por oleocelosis en frutos de lima Persa injertada sobre
diferentes portainjertos. Cada valor es el promedio de cinco repeticiones (n=15)
+ desviacion estdndar. La linea punteada indica el limite de aceptacion
establecido en este experimento de acuerdo a la Norma Mexicana (NMX-FF-
077-1996).
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Figura 13. Dafo por oleocelosis de frutos de lima Persa injertada sobre
diferentes portainjertos. Cada valor representa la mediana.
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6.8.1 Susceptibilidad a desarrollar oleocelosis

Para determinar la susceptibilidad a desarrollar oleocelosis se realizé un
experimento tomando en cuenta el nUmero de frutos dafiados por oleocelosis
de cada uno de los portainjertos estudiados durante 20 dias de
almacenamiento. Partiendo de la condicion de que todos los frutos de cada uno
de los portainjertos tienen la misma probabilidad de presentar oleocelosis, pero

no la misma susceptibilidad a desarrollarla.

En la tabla 2, se muestra el numero de frutos que desarrollaron
oleocelosis de acuerdo a las 4 categorias establecidas en este experimento. Se
observé que los frutos producidos de los portainjertos Naranjo agrio y C-35
tuvieron el mayor numero de frutos daflados después de 20 dias de
almacenamiento en comparacioén con Volkameriana, Flying Dragon y Swingle.
Ademas, los frutos de los portainjertos Naranjo agrio y C-35 mostraron el

mayor porcentaje (20 %) de frutos con dafio severo.
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Tabla 2. Susceptibilidad al desarrollo de oleocelosis en frutos de lima
Persa.

Sin Dafio | Dafio Ligero Dafio Moderado
Dias de Almacenamiento . <1% 1-5%
0% (<0.14 cm?) | (0.15 cm? - 0.75 cm?)

5 Dias
Naranjo Agrio 9 5 1 0
Limén Volkameriano 13 2 0 0
Flying Dragon 11 3 1 0
Swingle 12 3 0 0
C-35 6 4 4 1

10 Dias
Naranjo Agrio 5 5 2 3
Limoén Volkameriano 8 6 1 0
Flying Dragon 10 3 2 0
Swingle 10 4 0 1
C-35 5 5 4 1

15 Dias
Naranjo Agrio 5 5 2 3
Limén Volkameriano 8 5 2 0
Flying Dragon 10 3 2 0
Swingle 10 3 1 1
C-35 5 4 3 3

20 Dias
Naranjo Agrio 4 5 3 3
Limén Volkameriano 7 6 0 2
Flying Dragon 10 3 1 1
Swingle 10 3 1 1
C-35 5 4 3 3

6.8.2 Oleocelosis inducida

Los dafios mecanicos son extremadamente comunes durante el manejo
postcosecha de los citricos. Estos dafios son definidos como deformaciones
plasticas, rupturas superficiales o dafios en los tejidos causados por fuerzas
externas (Sanches et al., 2008). Los dafios mecanicos favorecen el desarrollo
de desérdenes en la cascara, por lo que un manejo postcosecha cuidadoso
minimizaria al maximo los dafios en el fruto (Eckert y Eaks, 1989). Un aspecto
importante relacionado con los dafios mecanicos es la incidencia de

oleocelosis. De acuerdo a Fischer et al. (2007), los dafios mecanicos provocan
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ruptura de las glandulas oleiferas del flavedo ocasionando un incremento en los

sintomas por oleocelosis.

En este sentido, los resultados obtenidos en el experimento de
oleocelosis inducida mostraron diferencias significativas (p<0.05) en el
desarrollo de oleocelosis por efecto de las alturas utilizadas. Los frutos
sometidos a dafio mecanico con la altura de 100 cm mostraron un mayor dafio
por oleocelosis en comparacion con aquellos frutos a los que se les aplico el
mismo estrés con una altura de 60 cm (Figura 14). Estos resultados coinciden
con los reportados por Scherrer et al. (2011), donde la liberacion del aceite
esencial por el colapso de las glandulas oleiferas en tangerinas Rainha,
naranja Valencia y lima Persa depende de la intensidad de la fuerza externa

aplicada en la cascara.

Por otra parte, los valores de oleocelosis en los frutos de lima Persa se
encontraron dentro del limite de aceptacibn en todos los portainjertos
estudiados, con excepcion de los frutos del portainjerto C-35 en los dias 10, 15
y 20 de almacenamiento donde los valores observados rebasaron el limite de
aceptacion establecido (Figura 14).
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Figura 14. Dafo por oleocelosis inducida en frutos de lima Persa injertada
sobre diferentes portainjertos utilizando 60 y 100 cm de caida libre. Cada valor
es el promedio de cinco repeticiones (n=15) + desviacion estandar. La linea
punteada indica el limite de aceptacién establecido en este experimento de
acuerdo a la Norma Mexicana (NMX-FF-077-1996).

6.9 Pectina

Las pectinas son uno de los constituyentes principales de la pared
celular de frutos y vegetales (Camejo et al., 2006). Se ha reportado que los
frutos de los citricos presentan el mas alto contenido de pectina en

comparacion con otros frutos (Ywassaki y Canniatti-Brazaca, 2011).
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En este estudio, se evaluo la extraccion de pectina a partir de desechos
de lima Persa injertada en diferentes portainjertos. Los resultados obtenidos
mostraron diferencias significativas (p<0.05) en cuanto al método de extraccion
utilizado (Tabla 3 y 4). Se observéo un mayor rendimiento de pectina en la
extraccidn en seco en comparacion con la extraccion en fresco en todos los
portainjertos estudiados (Tabla 3 y 4). Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Domingo et al. (2010) donde observaron un mayor rendimiento
de pectina utilizando cascaras deshidratadas de limon en comparacion con el
uso de cascaras frescas. El incremento en la cantidad de pectina obtenida
utilizando la extraccibn en seco, puede atribuirse principalmente a la
deshidratacion, ya que al utilizar las cascaras de Lima Persa dehidratadas la

cantidad de pectina se concentra.

Por otra parte, los mayores rendimientos de pectina se obtuvieron
utilizando los frutos de los portainjertos Naranjo Agrio (en fresco y en seco) y
Limon Volkameriano (en fresco) en comparacion con Flying Dragon, Swingle y
C-35 (Tabla 3 y 4). En cuanto a la calidad de la pectina, que es determinada
por la pureza (contenido de &cido galacturénico) y la capacidad de gelificacion
(grupos metoxilicos y grado de esterificacion), no se observaron diferencias
significativas (p>0.05) en ninguno de los portainjertos y condiciones de

extraccion utilizadas (Tabla 3 y 4).
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Tabla 3. Rendimiento de pectina en muestra seca.

) Grado de
. Rendimiento Acido Galacturénico | Grupos Metoxilicos Esterifi-
Portainjerto 9
cacion
gramos % gramos % gramos % %
Naranjo 4.54 9.09 0.52 51.77 0.04 4.06 29.17
Agrio +0.31la +0.62 a +0.06 a +56a +0.02 a +1.76 a +11.02 a
Lim(’)n_ 3.55 7.09 0.81 80.89 0.06 5.58 30.09
Volkameriano | +046b | +0.92b | £0.06 a | +56a | +002a | +1.76a | +487a
+0.13b +0.26b +0.24 a +24.4 a +0.02 a +2.32a +13.89 a
Swinale 2.83 5.66 0.66 66.33 0.03 2.54 18.57
9 +0.14b | +028b | +0.16a | +156a | +0.02a | +1.76a | +7.93a
C-35 2.83 5.65 0.71 71.18 0.04 3.55 22.95
+0.25b | £+051b +0.06 a +56a +0.02a +232a +12.20 a
"Las letras mindsculas diferentes representan diferencias significativas (p<0.05).
Tabla 4. Rendimiento de pectina en muestra fresca.
) Grado de
. Rendimiento Acido Galacturénico | Grupos Metoxilicos Esterifi-
Portainjerto -
cacion
gramos % gramos % gramos % %
Naranjo 3.36 6.71 0.61 58.24 0.04 3.04 26.85
Agrio +0.35a | +0.71a +0.06 a +56a +0.01a +0.88a +57a
Limon 3.04 6.07 0.55 55.01 0.04 4.06 30.00
Volkameriano | +p08a | +0.16a | +0.15a | +14.8a | +0.02a | +2.32a +10a
+0.12b | £0.24b +0.28 a +28a +0.01 a +0.88 a +12.88 a
Swingle 1.42 2.84 0.58 58.24 0.04 4.06 30.83
9 +0.11c +0.23 ¢ +0.1a +9.71a +0.01 a +0.88 a +6.29 a
c-35 2.23 4.46 0.63 63.10 0.04 4.06 29.04
+0.09b | £0.17b +0.05a +4.85a +0.01 a +0.88 a +5.97 a

"Las letras mintisculas diferentes representan diferencias significativas (p<0.05).
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6.10 Acidos orgéanicos

Los acidos organicos y azucares son los principales compuestos del jugo
de los citricos. La acidez del jugo esta determinada principalmente por la
concentracion de los &cidos organicos predominantes (acido citrico), aunque
algunos aminoacidos, minerales y fenoles pueden afectar también la

percepcion de la acidez (Kader, 2008).

En este estudio, los valores obtenidos en el contenido de los é&cidos
oxalico, mélico, ascérbico y citrico presentes en el jugo de frutos de lima Persa
injertados en los diferentes portainjertos estudiados fueron en promedio de
1.02, 6.22, 0.92 y 62.5 g L™* de jugo, respectivamente. Estos resultados
coinciden con los reportados por Nour et al. (2010) en el jugo de frutos de limas
acidas. En el caso particular de los acidos organicos tartarico y lactico los

niveles no fueron detectables (Tabla 5).

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas (p>0.05) en el
contenido de los &cidos oxalico, malico y ascorbico en el jugo de frutos de lima
Persa en ninguno de los portainjertos estudiados (Tabla 5). Sin embargo, los
portainjertos Volkameriana y Flying Dragon mostraron el mayor contenido de

acido citrico en comparacién con los otros portainjertos estudiados (Tabla 5).
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Tabla 5. Contenido de acidos organicos en el jugo de frutos de lima Persa
injertada sobre diferentes portainjertos.

Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Portainjerto | Oxalico' | Tartarico | Malico® | Ascérbico® | Lactico Citrico*
(g (g (g (g (g (am
Naranjo 0.954 ND 7.829 0.948 ND 61.531
Agrio +0.062 a + 2,587 a +0.034 a +0.291 b
Limoén 1.149 ND 5.894 0.958 ND 64.632
Volkameriano | = 0.025 a +0.473 a +0.010 a +0.767 a
Flying 1.057 \D 5.231 0.954 \D 63.920
Dragon +0.240 a +0.965 a | +£0.023 a +3.696 a
. 0.815 5.928 0.899 61.125
swingle | ;01942 NP |:0320a| %0071 a ND £0.258 b
1.133 6.220 0.878 61.448
C-35 +0131a| NP +0.190 a | +0.060 a ND +0.399 b
ta= 0.05; N=3; F=2.47; P=0.111851.
a= 0.05; N=3; F=1.76; P=0.212432.
*a= 0.05; N=3; F=1.90; P=0.186664.
“a= 0.05; N=3; F=10.8; P=0.001185.

_ND= No detectable.
Las letras minusculas diferentes representan diferencias significativas (p<0.05).

6.10.1 Vitamina C

Los frutos de los citricos se caracterizan por su alto contenido en
vitamina C (acido ascorbico). Existen algunos factores que afectan el contenido
de vitamina C en las frutas y hortalizas, tales como temporada de cosecha,
duracion del transporte de los productos hasta su destino, periodo de

almacenamiento y la coccion (Padayatty et al., 2003).

Los valores obtenidos de vitamina C en el jugo de frutos de lima Persa
fueron en promedio de 200 a 230 mg L™ de vitamina C en todos los
portainjertos y las temperaturas de almacenamiento utilizadas y se mantuvieron
similares a los valores iniciales después de 20 dias de almacenamiento (Figura
15).

Estos resultados coinciden con los valores reportados por Coelho
(1993), Donadio et al. (1995), Ziena (2000), Mendonca et al. (2006) y Espinoza
(2010) en donde los valores de vitamina C en el jugo de frutos de lima Persa

oscilan entre 200 a 400 mg de vitamina C L™ de jugo.
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Por otra parte, no se observaron diferencias significativas (p>0.05) la
cantidad de vitamina C por efecto del portainjerto durante todo el periodo de
almacenamiento (Figura 15), excepto en el analisis inicial donde se observa
que los frutos del portainjerto Volkameriana mostraron los menores valores de
vitamina C en comparacion con los otros portainjertos estudiados en ambas
temperaturas de almacenamiento (Figura 15). Estos resultados son
contradictorios a los reportados por Bassal (2009) donde el uso de
portainjertos modificé el contenido de vitamina C en frutos de clementina cv

Marisol.
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Figura 15. Contenido de vitamina C en el jugo de frutos de lima Persa injertada
sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C Cada valor es el
promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

6.11 Azucares: fructosa, glucosay sacarosa

El contenido de azlcares en el jugo de los citricos es variable.
Generalmente, estos azUcares se encuentran en el jugo de manera libre como
monosacaridos (fructosa y glucosa) y disacaridos (sacarosa). La sacarosa
(principal azucar no reductor) en las plantas funciona como azucar de
transporte, mientras que la fructosa y glucosa de almacenamiento (Ladaniya,
2008).
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En este experimento no se observaron diferencias significativas en el
contenido de fructosa, glucosa y sacarosa por el uso del portainjerto en ambas
temperaturas utilizadas (p>0.05) durante todo el periodo del almacenamiento
(Figura 16, 17 y 18). Ademas, los niveles de fructosa, glucosa y sacarosa se
mantuvieron similares a los observados en el andlisis inicial en todos los
portainjertos y temperaturas estudiadas durante todo el periodo del
almacenamiento (Figura 16, 17 y 18). Esto podria explicarse por el
comportamiento no climatérico de las limas acidas, por lo que una vez
alcanzada la madurez fisiologica los frutos no tienen grandes cambios en estos

parametros.
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Figura 16. Contenido de fructosa en el jugo de frutos de lima Persa injertada
sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C Cada valor es el
promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
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Figura 17. Contenido de glucosa en el jugo de frutos de lima Persa injertada
sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C Cada valor es el
promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
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Figura 18. Contenido de sacarosa en el jugo de frutos de lima Persa injertada
sobre diferentes portainjertos y almacenados a 25 °C y 7 °C Cada valor es el
promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

6.12 Aceite esencial

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles,
generalmente destilables por arrastre con vapor de agua y que contienen los
compuestos responsables del aroma de las plantas. Los aceites esenciales
pueden clasificarse con base a diferentes criterios: consistencia, origen y

naturaleza quimica (Cerutti y Neumayer, 2004).
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No se observaron diferencias significativas (p>0.05) en el rendimiento y
composicién quimica del aceite esencial por efecto de portainjerto utilizado
(Tabla 6 y 7). De un total de 51 componentes quimicos presentes en el aceite
abundancia fueron

componentes quimicos con

esencial, los mayor
principalmente limoneno (45 %), seguido por B-pineno (12 %) y y-terpineno (10
%) (Tabla 7). Estos resultados son similares a los reportados por Lota et al.
(2002) y Bousbia et al. (2009) en la cuantificacién y composicion quimica del

aceite esencial de frutos y hojas de limas acidas.

Tabla 6. Rendimiento de aceite esencial de frutos de lima Persa injertada
sobre diferente portainjertos.

Portainjerto Aceite Esencial* (ml / 200gpf)
Naranjo Agrio 0.633+£0.125 a
Limén Volkameriano 0.650 £ 0.086 a
Flying Dragon 0.730 £ 0.075 a
Swingle 0.710 £0.065 a
C-35 0.606 £ 0.100 a

*o= 0.05; N=20; F=0.94; P=0.480542.

Tabla 7. Composicion quimica del aceite esencial de frutos de lima Persa
injertada sobre diferentes portainjertos.

Portainjerto (porcentaje individual de los componentes)
S Ul Nara_njo Liméq Flying Swingle C-35
Agrio Volkameriano Dragon

2-trujeno 8 0.15+0.01 0.15+0 0.11+0 0.17 £0.01 0.15+0

a-pineno 8.6 1.6+£0.14 1.72+£0.01 2+0.05 1.83 £0.03 1.28 £0.35

B-pineno 111 | 1254+0.33| 12.14+0.06 | 12.63+0.04 |12.38+0.08 11.68+0
B-mirceno 12.1 148+0 147 £0.01 1.54 + 0.06 1.6+0.01 1.52+0.01
Limoneno 15.2 47.63x0 46.89+0.14 | 47.57+£0.04 | 46.81£0.05| 44.77 £0.05
B-ocimeno 15.7 0.24+0 0.24 £0.01 0.22+£0.01 0.23+0 0.24+0
y-terpineno 169 [10.99+0.01| 10.97+0.13 | 11.13+0.03 {10.94 £0.03 10.65+0
Terpinoleno 18.6 0.79x0 0.8+0.01 0.8%0 0.8%0 0.77 £0.01
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Linalol 19.6 0.93+0.01 1.01+£0.01 1.1+£0.02 1.16 £ 0.01 1.3+£0.03
Citronelal 232 | 0.32+0.01 0.27 £ 0.02 0.31+0 0.32+0 0.36 + 0.01
Terpineol-4 24.8 0.68 £0.01 0.72+£0.01 0.63+£0.01 | 0.67 £0.01 0.77 £0.02
o-terpineol 26 1.16 £ 0.02 1.18+0.05 1.08+0.01 | 1.15+0.01 | 1.32+0.03
Dodecano 26.5 0.17 £0.01 020 0.52+0.05 | 0.82+0.03 1.06 £0.01
Decanal 27 0.22+0 0.24+0 0.2x0 0.22+0 0.26 £ 0.01
cis-geraniol 29 2.51+0.06 2.8+0.10 2.32+0.04 | 2.57+£0.04 3+0.03
Neral 29.7 2.93 £0.06 3.09£0 2.87+£0.08 | 2.95+0.08 3.39+£0.10
Citral 31.8 | 3.99+0.11 4.05 £ 0.05 3.8+0 39+0 4.5+0.09
Timol 33.8 0.22 £0.02 0.04+0 0.24x0 0.19+0 030
o-elemeno 35.7 | 0.26+0.01 0.26 + 0.01 0.24+0 0.21+0 0.28+0
Nerol acetato 37.8 | 1.25+0.03 1.3+0.01 1.28+0.02 | 1.31+0.02 | 1.46+0.03
Geraniol acetato 39 0.32+£0.01 0.34 +0.01 0.34£0.01 0.35+0 0.38 +0.01
B-elemeno 39.2 | 0.36+0.02 0.35+0 0.33+0 0.34+0.01 | 0.38+0.01
B-cariofileno 40.8 1.16 £ 0.03 1.16 £ 0.01 1.16 £ 0.01 1160 1.3+£0.02
y-elemeno 41.8 | 0.29+0.02 0.26+0 0.26+0 0.27+£0.01 | 0.28+0.01
a-bergamoteno 42 1.34 £ 0.04 1.36 £0.01 1.27 £0.01 1270 1.45 £ 0.03
(2)-B-farneseno 42.9 0.13+0.01 0.13+0.01 0.12+0 0.12+0 0.13x0
cis-B-farneseno 43.4 0.2+0.01 0.2+0 01%0 0.1%0 0.11+0
Germacreno D 44.6 0.14+0 0.15+0 0.16+0 0.15+0 0.16+0
y-selineno 454 0.07+0 0.07+0 0.03x0 0.07x0 0.08+0
cis-a-bisaboleno | 46.1 0.2+0.01 020 0.18+0 0.19+0 0.22+£0.01
B-bisaboleno 46.6 2.23+0.09 2.27 £0.03 21+0.01 211+0 2.41 +£0.03
Elixeno 49 0.07+0 0.7x0 0.07 £0.01 0.07x0 0.1+0
a-bisabolol 56.5 0.17 £ 0.01 0.17 £0.01 0.17x0 0.16 £ 0 0.19%0
Hexadecanal 63.4 0.05+0.01 0.05+0.01 0.04+0 0.05+0 0.05%+0
Timol 33.8 0.22 £0.02 0.04+£0 0.24+0 0.19+0 030
0-elemeno 35.7 0.26 £0.01 0.26 £0.01 0.24+0 0.21+0 0.28+0
Nerol acetato 37.8 1.25+0.03 1.3+0.01 1.28+0.02 | 1.31+£0.02 1.46 £ 0.03
Geraniol acetato 39 0.32+0.01 0.34 £0.01 0.34 £0.01 0.35+0 0.38 +0.01
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B-elemeno 39.2 0.36 £0.02 0.35+0 0.33zx0 0.34+£0.01 0.38£0.01
B-cariofileno 40.8 | 1.16 +0.03 1.16 £ 0.01 1.16 £ 0.01 1.16+0 1.3+£0.02
y-elemeno 41.8 0.29 £0.02 0.26£0 0.26 0 0.27 £0.01 0.28 £0.01
a-bergamoteno 42 1.34 £ 0.04 1.36 £ 0.01 1.27 £0.01 1.27+0 1.45 £ 0.03
(2)-B-farneseno 42.9 0.13+0.01 0.13+0.01 0.12+0 0.12+0 0.13x0
cis-p-farneseno 43.4 0.2+0.01 0.2+0 0.1+0 0.1+0 0.11+0
Germacreno D 44.6 0.14+0 0.15+0 0.16£0 0.15+0 0.16+0
y-selineno 454 0.07x0 0.07x0 0.03x0 0.07x0 0.08x0
cis-a-bisaboleno | 46.1 0.2+0.01 020 0.18+0 0.19+0 0.22 +0.01
B-bisaboleno 46.6 2.23+£0.09 2.27 £0.03 21+0.01 2110 2.41 £0.03
Elixeno 49 0.07+0 0.7+0 0.07 £0.01 0.07+0 0.1+0
a-bisabolol 56.5 | 0.17+0.01 0.17 £0.01 0.17+0 0.16+0 0.19+0
Hexadecanal 63.4 | 0.05+0.01 0.05 +0.01 0.04+0 0.05+0 0.05+0
TOTAL 96.72 96.87 96.87 96.58 96.24

*TR= Tiempo de retencion.

6.13 Caracteristicas histoldgicas del flavedo

Los tejidos y estructuras observadas en este estudio fueron: presencia
y/o ausencia de cuticula asi como el grosor de la misma, grosor y nimero de
capas presentes en la epidermis, grosor y numero de capas celulares del
flavedo, tamafio de las glandulas oleiferas asi como el nUmero de capas de
células limitrofes, glandulas oleiferas por cm2 y numero de estomas en frutos

de lima Persa de los diferentes portainjertos analizados.

6.13.1 Cuticula

La cuticula es un elemento estructural y de importancia funcional que
cubre la pared vegetal de las células epidérmicas mas externas de las hojas y
de los frutos. La cuticula esta compuesta principalmente de cutina (éster de
acidos grasos hidroxilados de cadena larga), en la cual se entrecruzan ceras
intracuticulares y es cubierta por las ceras epicuticulares (Petit et al., 2007).
Ademas, contiene una serie de componentes no lipidicos tales como
polisacéaridos (celulosa y pectina), polipéptidos y compuestos fenolicos (Lopez
2006). Una de las principales funciones de la cuticula es la de regular la
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transpiracion y mantener el balance de agua, asi como el intercambio de gases
en los frutos (Kolattukudy, 1996; Veraverbeke et al., 2003). Otra de las
funciones de la cuticula que se han reportado en los frutos son la proteccion
contra patdgenos, dafilos mecanicos, proteccion contra radiacion ultravioleta y

agentes contaminantes (Holroyd et al., 2002).

Los resultados obtenidos se muestran en las microfotografias de cortes
histolégicos en frutos de lima Persa de todos los portainjertos analizados en
donde se observa la presencia de cuticula (Figura 19). El rango del grosor de la
cuticula observado fue de 3.0 um a 3.3 um (Tabla 8). Estos resultados
coinciden con lo reportado por Scott et al. (1947) en frutos maduros de Naranja
Navel (Citrus sinensis). En este sentido, Lopez (2006) menciona que el rango
del grosor de la cuticula puede variar entre 2.5 um y 20 um dependiendo de la
especie del fruto. Ademas, la estructura y composicion quimica de la cuticula
cambian a través del desarrollo del fruto y varian ampliamente entre especies
(Petit et al., 2007). Es importante mencionar que las funciones de la cuticula no
dependen especificamente de su grosor, sino de los cambios de la estructura
cuticular, de la variacion de sus componentes y las proporciones en que éstos

se encuentran (Petit et al., 2007).

No se observo un efecto del portainjerto en el grosor de la cuticula en

los frutos de lima Persa.

Tabla 8. Grosor de cuticula de frutos de lima Persa injertada sobre

diferentes portainjertos.

Portainjerto Rango (um)
Naranjo Agrio 3.1-3.2
Limén Volkameriano 3.1-33
Flying Dragon 3.2-33
Swingle 3.0-31
C-35 3.1-3.2
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Figura 19. Cuticula. Cortes histolégicos transversales (40X) tefidos con
Safranina “O”-Verde répido en la region del flavedo y albedo en frutos maduros
de lima Persa injertada sobre diferentes portainjertos. C=cuticula, E=epidermis,

F=flavedo. Barra=15 pm.
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6.13.2 Epidermis

La epidermis es la capa de células mas externa del cuerpo vegetal
primario y constituye el sistema epidérmico de las hojas, de las partes florales,
de los frutos, semillas, tallos y raices. En la mayoria de las plantas la epidermis
esta formada por una sola capa de células (Raven et al., 1992) y por encima de
ella se encuentra la cuticula, la cual es sintetizada por las células epidémicas y
del parénquima (L6pez, 2006). Gran parte de las células epidérmicas se

encuentran estrechamente unidas (Raven et al., 1992).

En este trabajo, la epidermis de los frutos de lima Persa de los diferentes
portainjertos analizados se observd como un tejido monoestratificado
(compuesto por una sola capa de células), en el cual las células epidérmicas
presentaron forma rectangular e isodiamétrica (Figura 20). El rango del tamafio
de las células epidérmicas presente en los frutos de lima Persa fue de 4.9 um a
5.8 um (Tabla 9).

No existié efecto del portainjerto en el tamafio de las células epidérmicas
en los frutos de lima Persa.

Tabla 9. Tamafio de células epidérmicas de frutos de lima Persa injertada
sobre diferentes portainjertos.

Portainjerto Rango (um)
Naranjo Agrio 55-5.8
Limén Volkameriano 49-51
Flying Dragon 5.2-56
Swingle 5.0-55
C-35 54-56
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Figura 20. Epidermis. Cortes histologicos transversales (40X) tefidos con
Safranina “O”-Verde répido en la region del flavedo y albedo en frutos maduros
de lima Persa injertada sobre diferentes portainjertos C=cuticula, E=epidermis,

F=flavedo. Barra=15 pm.
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6.13.3 Flavedo

El tejido pluriestratificado del flavedo en los frutos de lima Persa de cada
uno de los portainjertos analizados mostré un rango de grosor de 55.5 um a
61.3 um y generalmente conformado de 5 a 8 capas celulares (Figura 21)
(Tabla 10 y 11). El tamafio y forma de las células que componen el flavedo
coincide con lo reportado por Ford (1942) en frutos de limén Eureka. El grosor
del flavedo no se vi6é afectado por el uso del portainjerto en los frutos de lima
Persa. Referente al nimero de capas celulares que componen el flavedo, los
frutos de Swingle mostraron el menor nimero de capas celulares, mientras que
Volkameriana el mayor niamero de capas celulares (Tabla 11) (Figura 21). Lo
que podria sugerir que los frutos de Swingle son mas susceptibles a presentar

algun tipo de dafio mecanico.

Tabla 10. Grosor del flavedo de frutos de lima Persa injertada sobre

diferentes portainjertos.

Portainjerto Rango (um)
Naranjo Agrio 59.3-60.1
Limén Volkameriano 58.8 - 61.3
Flying Dragon 55.5-56.8
Swingle 56.5 - 58.7
C-35 58.4 -59.2

Tabla 11. Niamero de capas celulares del flavedo de frutos de lima Persa
injertada sobre diferentes portainjertos.

Portainjerto Rango
Naranjo Agrio 6-7
Limén Volkameriano 7-8
Flying Dragon 6-7
Swingle 5-6
C-35 5-7
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Figura 21. Flavedo. Cortes histoldgicos transversales (40X) tefiidos con
Safranina “O”-Verde rapido en la region del flavedo y albedo en frutos maduros
de lima Persa injertada sobre diferentes portainjertos F=flavedo, A=albedo.

Barra=60 pm.
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6.13.4 Glandulas oleiferas

Las glandulas oleiferas se encuentran en el flavedo de todos los frutos
citricos y presentan forma ovoide y/o esférica. Estan constituidas por una
cavidad o lumen de la glandula, células limitrofes planas, que rodean y le dan
forman a la glandula oleifera, las cuales tienen como funcion sintetizar y
secretar el aceite esencial hacia el lumen de la glandula. El tamafio de las
glandulas oleiferas es variable y pueden estar localizadas a diferentes
profundidades inmersas en el flavedo e incluso algunas de ellas pueden llegar
a presentarse en el albedo. En la Figura 22, se muestra una microfotografia
representativa de una glandula oleifera presente en un fruto maduro de naranja

Navel.

Figura 22. Corte histolégico transversal tefiido con PAS/TBO en la region de
una glandula oleifera en un fruto maduro de Naranja ‘Navel'. E=epidermis,
LG=lumen de la glandula, CL=células limitrofes, F=flavedo. Barra=150 um.

En este estudio se observé un rango de 45 a 120 glandulas oleiferas
presentes por cm? (Tabla 12). Se observaron diferencias significativas (p<0.05)
en el numero de glandulas oleiferas (cm?) por el uso del portainjerto. Los frutos
de los portainjertos C-35 y Naranjo agrio presentaron el mayor namero de
glandulas oleiferas en comparacion con Volkameriana, Swingle y Flying Dragon
(Tabla 12). Los resultados anteriores podrian estar correlacionados con el area
dafiada por oleocelosis (cm?) (Figura 13), en donde se observa que los frutos

72



de Naranjo agrio y C-35 presentaron mayor area dafiada por oleocelosis,
mientras que el dafo por oleocelosis en los frutos de Swingle y Flying Dragon
no fue significativa, lo cual quiere decir, que a mayor nimero de glandulas
oleiferas, mayor es el dafio por oleocelosis. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Scherrer et al. (2011) en donde establece que un mayor nimero
de glandulas oleiferas presentes en frutos de tangerina Ponkan incrementa la
incidencia de oleocelosis. La diferencia observada en el nimero de glandulas
oleiferas presentes en el flavedo de los frutos de lima Persa, puede sugerir
alguna diferencia fisiolégica entre los portainjertos estudiados. Sin embargo, se
necesitan estudios bioguimicos complementarios para confirmar los resultados

histoldgicos obtenidos.

No se observo un efecto del portainjerto en el tamafio de las glandulas
oleiferas (Tabla 13) (Figura 23). El rango del numero de capas de células
limitrofes fue de 4 a 13 capas de células (Tabla 14) (Figura 23). Se observo un
efecto del portainjerto en el nimero de capas de células limitrofes. Los frutos
del portainjerto Swingle presentaron un mayor numero de capas de células
limitrofes en comparacién con el resto de los portainjertos (Tabla 14) (Figura
23).

Tabla 12. Nimero de glandulas oleiferas por cm? de frutos de lima Persa
injertada sobre diferentes portainjertos.

Portainjerto Rango Promedio + DE*
Naranjo Agrio 89 - 120 104.8 £+9.88 a
Limén Volkameriano 65 - 95 82.20+£9.05 b
Flying Dragon 45 - 65 54.60+6.28 c
Swingle 56 - 76 66.93+7.97 c
C-35 85-115 100.0 +8.51 a

*a= 0.05; N=3; F=96.20; P=0.000000.
"Las letras mintsculas diferentes representan diferencias significativas (p<0.05).
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Tabla 13. Tamafio de las glandulas oleiferas de frutos de lima Persa
injertada sobre diferentes portainjertos.

Portainjerto Largo x Ancho (um)
Naranjo Agrio 509 x 563
Limén Volkameriano 509 x 518
Flying Dragon 454 x 499
Swingle 536 x 536
C-35 499 x 490

Tabla 14. Numero de capas de células limitrofes de frutos de lima Persa
injertada sobre diferentes portainjertos.

Portainjerto Rango
Naranjo Agrio 6-8
Limén Volkameriano 6-8
Flying Dragon 5-7

Swingle 10 - 13
C-35 4-6
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Figura 23. Glandulas oleiferas. Cortes histolégicos transversales (10X) tefiidos
con Safranina “O”-Verde rapido en la region de una glandula oleifera en frutos
maduros de lima Persa injertada sobre diferentes portainjertos. LG=lumen de
glandula oleifera, CL=células limitrofes.
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6.13.5 Estomas

En este estudio, se observd un rango de 32 a 93 estomas presentes en
la epidermis de los frutos (Tabla 15). No se observo un efecto del portainjerto
en el nimero de estomas en frutos de lima Persa (Tabla 15). Sin embargo,
Lallan et al. (1999) reporté que el uso de portainjertos en limas 4cidas afecta el

numero de estomas.

Tabla 15. Niomero de estomas de frutos de lima Persa injertada sobre

diferentes portainjertos.

Portainjerto Rango
Naranjo Agrio 48 - 88
Limén Volkameriano 32-84
Flying Dragon 32-93
Swingle 39-92
C-35 33-90

7. CONCLUSIONES

No existio efecto del portainjerto en el contenido de jugo, pH, AT,
vitamina C, azucares (fructosa, glucosa y sacarosa) y &cidos organicos

(oxdlico, mélico y ascérbico) en frutos de lima Persa.

Los frutos de Flying Dragon presentaron un color verde mas oscuro e
intenso, los mayores valores de SST, menor porcentaje de PP y grosor del
flavedo y albedo, lo cual esta relacionado con una mayor calidad del fruto.
Ademas, son menos susceptibles a desarrollar oleocelosis en comparacion con

los frutos del portainjerto Naranjo agrio.

Para obtener mejor rendimiento de extraccion de pectina se recomienda
el uso de frutos de plantas injertadas en los portainjertos Naranjo Agrio y Limon

Volkameriano, asi como las condiciones de extraccion de pectina en base
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seca. Por otra parte, dependiendo del uso de la pectina, cualquiera de los cinco
portainjertos analizados en este estudio es recomendable, ya que no se
observaron diferencias significativas (p>0.05) en los parametros de calidad de

la pectina.

La susceptibilidad a desarrollar dafio por oleocelosis no esta relacionado
con la cantidad y composicion quimica del aceite esencial de lima Persa por
efecto del portainjerto. Sin embargo, el mayor nimero de glandulas oleiferas
observado en los frutos de Naranjo agrio y C-35 podria estar relacionado con

una mayor susceptibilidad a desarrollar oleocelosis.

La oleocelosis inducida es directamente proporcional con la magnitud del

dafio mecanico.

No se observaron diferencias significativas (p>0.05) en el tamafio de las

glandulas oleiferas.
El nimero de capas de células limitrofes no esta relacionado con la

susceptibilidad a desarrollar dafio por oleocelosis, asi como el nimero de

estomas no esta relacionado con la PP.
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ANEXO |

Preparacion de 100 mL del fijador (FAA) (Gray, 1964)

Alcohol etilico 96° al 70 %: 90 mL
Formaldehido al 40 %: 7 mL
Acido acético glacial: 3mL

Preparacion de 100 mL de agente deshidratante (Gray, 1964)

1) Agua destilada: 50 mL
Alcohol etilico: 40 mL
Alcohol terbutilico: 10 mL

2) Agua destilada: 30 mL
Alcohol etilico: 50 mL
Alcohol terbutilico: 20 mL

3) Agua destilada: 15 mL
Alcohol etilico: 50 mL
Alcohol terbutilico: 35 mL

4) Agua destilada: 5mL
Alcohol etilico: 40 mL

Alcohol terbutilico: 55 mL

5) Alcohol etilico: 25 mL
Alcohol terbutilico: 75 mL

6) Alcohol terbutilico: 100 mL



Preparacion del colorante Safranina “O” (Gray, 1964)

Methyl Cellosolve: 50 mL
Alcohol etilico al 95 %: 25 mL
Agua destilada: 25 mL
Acetato de sodio: 19
Formaldehido al 40 %: 2 mL
Safranina: 0.1g

Preparacion del colorante Verde rapido (Gray, 1964)

En 100 mL de alcohol etilico al 90 % agregar 0.1 % de solucién Verde rapido.

Preparacion de la solucién de aceite de clavo (Gray, 1964)

Aceite de Clavo: 30 mL
Xileno: 30 mL

Alcohol etilico absoluto;: 30 mL
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