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Resumen

La citricultura uruguaya consta de aproximadamente 13.300 hectareas efectivas y una
produccion anual cercana a 245.000 toneladas, de las cuales el 40 % se destina a la
exportacion. Sin embargo, el limén, que representa el 31 % de la produccion, se destina
principalmente a la extraccién de aceites esenciales (69 %). La concentracién vy
composicion de estos compuestos localizados en las glandulas del flavedo depende del
microclima del arbol, la madurez del fruto y las practicas de manejo. Existe escasa
informacion sobre el efecto de la poda y la ubicacion del fruto en el arbol sobre la
produccion de aceites esenciales. El objetivo general del trabajo fue evaluar la
concentracion de aceites esenciales de frutos de limoén situados en la zona interior y
exterior de arboles podados y no podados. Los objetivos especificos fueron: determinar
el efecto de la poda y la ubicacion de los frutos en el arbol, en su coloracién, grosor de
piel y concentracion de aceites esenciales conforme avanza la madurez. El trabajo se
realizé en un monte comercial de limon “Criollo” (Citrus limon (L.) Burm. F.) ubicado en
Kiyu, San José. Se utilizaron 16 arboles distribuidos en dos tratamientos (podados y no
podados), evaluandose frutos provenientes del interior y del exterior de la copa en tres
fechas de cosecha (junio, julio y agosto 2021). Se registro la radiacién fotosintéticamente
activa (PAR), temperatura y humedad relativa durante las fases Il y Il del crecimiento
del fruto, y en cosecha se determiné el tamaro, color y contenido de aceites esenciales
mediante el método Scott. El analisis estadistico se realizd6 mediante modelos lineales
con medidas repetidas en el tiempo y prueba Tukey (p < 0,05). La poda incrementd la
transmision de radiacion PAR al interior de la copa al inicio de |la temporada, pero las
diferencias disminuyeron hacia el otofio debido al crecimiento vegetativo. En los arboles
podados y no podados, los frutos del interior permanecieron mas verdes que los del
exterior, y presentaron mayor concentracion de aceites esenciales, independientemente
del tratamiento. El avance de la maduracion redujo la concentracion de aceites,
obteniéndose los valores mas bajos en agosto. Asimismo, la poda redujo
significativamente el contenido de aceites. Las principales conclusiones del trabajo son:
(1) los frutos de limon Criollo cosechados en plena estacion (junio y julio) presentaron
mayor concentracion de aceites esenciales que aquellos frutos cosechados a fines del
invierno (agosto), (2) la poda realizada a fines de noviembre provocd una reduccién de
la concentracion de aceites esenciales en los frutos y (3) los frutos ubicados en la zona
interior de arboles podados y no podados lograron menor coloracién que los del exterior
y presentaron mayor concentracion de aceites esenciales. Estos resultados resaltan la

importancia del microclima y del manejo como determinantes del rendimiento de aceites



esenciales en limon, y evidencian la necesidad de profundizar en el desarrollo de

practicas de manejo dirigidas a optimizar este componente de alto valor.

Palabras clave: aceites esenciales, citricos, poda



Abstract

Uruguayan citrus cultivation covers approximately 13.300 hectares and has an annual
production of around 245.000 tons, of which 40% is exported. However, lemons, which
account for 31% of production, are mainly used for the extraction of essential oils (69%).
The concentration and composition of these compounds, located in the flavedo glands,
depend on the microclimate of the tree, the ripeness of the fruit, and management
practices. There is little information on the effect of pruning and the location of the fruit
on the tree on the production of essential oils. The overall objective of the study was to
evaluate the concentration of essential oils in lemon fruits located in the inner and outer
areas of pruned and unpruned trees. The specific objectives were: determine the effect
of pruning and fruit location on fruit color, peel thickness, and essential oil concentration
as maturity progresses. The study was conducted in a commercial orchard of “Criollo”
lemons (Citrus limon (L.) Burm. F.) located in Kiyu, San José. Sixteen trees were used,
divided into two treatment groups (pruned and unpruned), and fruits from inside and
outside the canopy were evaluated on three harvest dates (June, July, and August 2021).
Photosynthetically active radiation (PAR), temperature, and relative humidity were
recorded during Stage Il and Il of fruit growth, and at harvest, size, color, and essential
oil content were determined using the Scott method. Statistical analysis was performed
using linear models with repeated measures over time and Tukey's test (p < 0.05).
Pruning increased PAR radiation transmission into the canopy at the beginning of the
season, but the differences decreased toward autumn due to vegetative growth. In both
pruned and unpruned trees, the fruits in the interior remained greener than those on the
outside and had a higher concentration of essential oils, regardless of treatment.
Advancing ripeness reduced the concentration of oils, with the lowest values obtained in
August. Pruning also significantly reduced the oil content. The main conclusions of the
study are: (1) Criollo lemons harvested in the middle of the season (June and July) had
a higher concentration of essential oils than those harvested at the end of winter
(August), (2) pruning at the end of November caused a reduction in the concentration of
essential oils in the fruit, and (3) fruit located in the interior of pruned and unpruned trees
achieved less coloration than those on the outside and had a higher concentration of
essential oils. These results highlight the importance of microclimate and management
as determinants of essential oil yield in lemons and demonstrate the need to further

develop management practices aimed at optimizing this high-value component.

Keywords: essential oils, citrus, pruning



1 REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1 Caracteristicas de la citricultura nacional

La citricultura en el Uruguay se distribuye esencialmente en dos zonas del pais. La zona
principal estd ubicada en el norte, incluyendo principalmente a los departamentos de
Salto, Paysandu, Rio Negro y Artigas. Esta zona corresponde a un 81 % del area total
citricola. EI 19 % restante se sitia en el sur del pais, siendo principalmente los
departamentos de San José, Montevideo, Canelones, Colonia y Maldonado, en los
cuales se desarrolla tal actividad (Oficina de Estadisticas Agropecuarias [DIEA], 2024).
Presenta una superficie aproximada de 13.273 hectareas efectivas, de las cuales 12.297
hectareas se encuentran en produccion. La produccion promedio es de 244.621
toneladas por afo. El 37 % de la produccion total se destina a la exportacién, un 26 %
a la industria, un 35 % al consumo interno en fresco y un 2 % a otros destinos. La
produccion por especie se distribuye en 36,0 % de naranjas, 32,7 % de mandarinas,
31,0 % de limones y 0,3 % de pomelos y otras frutas (DIEA, 2024). Actualmente, el
principal destino de la produccion de limones es la industria, alcanzando el 69 % del
total en el afio 2023 (DIEA, 2024). Si se considera toda su cadena agroindustrial, en su
zafra alcanza a ocupar unos 20.000 puestos de trabajo, lo que hace a tal actividad de

interés nacional (Otero et al., 2020).
1.2 Ciclo productivo en citrus
1.2.1 Brotacién, floracién y cuajado de frutos

El proceso de brotacién en los citricos se inicia con el crecimiento de las yemas y se
extiende hasta el final de la extension de los brotes. Presenta una duracion de cuatro a
cinco semanas, variando en funcién de las condiciones del clima y del manejo aplicado.
En el siguiente flujo de brotacién, el reinicio del crecimiento se producira a partir de una
yema axilar que se encuentre cercana al apice (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996, como

se cita en Gravina, 2014).

La floracion en los citricos es un proceso anual dependiente de las condiciones
estacionales y climaticas. En regiones de clima subtropical, la misma se produce
mayormente durante la primavera, luego de ocurrida la induccion floral de las yemas
qgue se encontraban en reposo por el periodo de bajas temperaturas invernales. Por otro
lado, en aquellas regiones de clima tropical, la floracion, asi como también la brotacién
pueden ocurrir durante todo el afio, aunque la floracién principal todavia se concentra

durante la primavera (Tadeo et al., 2008).
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El cuajado de los citricos se puede considerar desde dos puntos de vista diferentes:
botanico o agricola. Desde el punto de vista botanico, consiste en el reinicio del
crecimiento del ovario, luego de ocurridas la polinizacién y fecundacion o mediante un
estimulo partenocarpico. Como concepto agricola, refiere al periodo en el cual los
pequenos frutos pueden sufrir abscision, es decir, seria el periodo en el cual se define
el numero de frutos capaces de alcanzar la madurez. La ocurrencia de un factor que
interrumpa el crecimiento normal de los frutos en esta etapa conduce a los mismos hacia

su abscision (Gravina, 2014).
1.2.2 Crecimiento y maduracion de frutos

Los frutos citricos presentan tres etapas de crecimiento. La primera etapa comienza con
un proceso de division celular y el crecimiento es exponencial. En la segunda etapa, de
crecimiento lineal, se establece el aumento del tamario celular y el llenado de vesiculas,
con un importante aumento del diametro y peso del fruto. Finalmente, en la tercera etapa
ocurre la maduracion del fruto, donde el crecimiento se reduce y operan los cambios de

color, acumulacién de azucares y mayor degradacion de la acidez (Bain, 1958).

La maduracion de la piel y la pulpa de los citricos no esta del todo coordinada, siendo
independiente una de la otra (Tadeo et al., 2008), lo que resulta en la necesidad de
estudios que contemplen ese grado de independencia que tiene un tejido con el otro.
Esto se debe, entre otros factores, a la falta de conexiones vasculares entre tales tejidos
(Monselise, 1977, como se cita en Lado et al.,, 2018). Entre ambos tejidos existen
grandes variaciones de contenido y composicion de carotenoides y acido ascérbico,

siendo generalmente mayores en la piel (Rodrigo et al., 2013).

Se ha demostrado el rol que cumplen las giberelinas endégenas en el cambio de color
de los frutos de variedades de naranja dulce (Citrus sinensis L.Osb.) 'Washington',
'Navelate' y 'Valencia Delta Seedless', disminuyendo su nivel en el flavedo antes del
cambio de color. Dicha hormona esta involucrada en la regulacion del traslado de la
sacarosa, la acumulacién de acido abscisico (ABA) y la retencion de nitrégeno en el
flavedo de los citricos (Gambetta et al., 2012, 2014). Otros estudios también afirman
que las giberelinas que se encuentran en el flavedo de los frutos citricos impiden su
cambio de color, evidenciando como esta hormona genera un retraso en la adquisicion
de color en frutos de naranja dulce, limén y pomelo (Coggins et al., 1981), si se aplica

cercano a dos semanas antes del cambio de color de los frutos (Gambetta et al., 2014).

Por otra parte, también se ha observado cémo los niveles de sacarosa y nitrégeno en la

piel de los citricos influyen en la toma de color. Existe una correlacién positiva entre un
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alto indice de color y el contenido de sacarosa en la piel y una correlacién negativa con

niveles altos de nitrégeno (Iglesias et al., 2001).
1.3 Factores ambientales que afectan la fisiologia del fruto

La exposicion a la luz solar afecta la calidad de los frutos citricos. Esto se debe a que,
mientras los frutos son verdes, son 6rganos fotosintéticamente activos, que destinan en
mayor medida dichos fotoasimilados a la misma piel del fruto, siendo precisamente el
flavedo, la zona donde ocurre tal actividad (Goldschmidt & Koch, 1996, Huang et al.,
1992, Yen & Koch, 1990, como se citan en Cronje et al., 2013). Los frutos expuestos al
sol, es decir, ubicados en la zona exterior de la copa de los arboles, desarrollan una
coloracion anaranjada mas brillante que los frutos no expuestos o parcialmente
sombreados, que presentan una tonalidad mas clara (Cronje et al., 2013). El pomelo
rojo (Citrus x paradisi) constituye una excepcion, ya que la fruta sombreada es la que
presenta una mayor acumulacion de licopeno, pigmento relacionado con su color rojizo
(Lado et al., 2015). Este efecto general, producto de la exposicion a la luz puede estar
directamente relacionado con cambios en la expresion de genes involucrados en la
biosintesis de carotenoides, asi como también con el proceso de diferenciacion de
cromoplastos (Lado et al., 2015). Este efecto parece depender tanto de la cantidad como
de la calidad de la luz que el fruto reciba. Puede ocurrir que bajo ciertas condiciones
ambientales o dentro de determinadas locaciones geograficas, cuando la fruta
permanece expuesta a un exceso de luz solar, ocurra el quemado de la piel, dafio que
puede ser mitigado en cierta medida por la cobertura vegetal que presenta el arbol
(Alguézar et al., 2008). Ademas del efecto que ejerce la luz solar en el color de la piel,
se ha constatado que los frutos que crecen por fuera de la copa del arbol tienen menor
contenido de acidos, mayor contenido de sélidos solubles totales (TSS) y presentan una
madurez mas avanzada, probablemente por una tasa de desarrollo mas rapida en
relacion con los frutos que se desarrollan dentro de la copa (Reitz & Embleton, 1968,
como se cita en Lado et al., 2018). El contenido de glucosa, fructosa y sacarosa es
mayor en la piel de los frutos expuestos al sol, en comparacion con los frutos que se
encuentran sombreados en la zona interior del arbol (Cronje et al, 2013).
Adicionalmente, el contenido de acido ascorbico en los citricos esta estrechamente
influenciado por la luz solar (Magwaza et al., 2017). Se ha reportado que la reduccion
de la exposicién a la luz solar reduce el contenido de acido ascorbico en la piel y suprime
la expresion de genes especificos que codifican en la ruta biosintética de dicho
componente, sin embargo, este proceso no ocurre en la pulpa de los frutos (Lado et al.,

2015). En el mismo sentido, Magwaza et al. (2013), a través de un estudio realizado en
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mandarina “Clementina de Nules” (Citrus reticulata), constataron que las variaciones en
las condiciones del microclima dentro de la copa de los arboles durante su temporada
de crecimiento afectan posteriormente el perfil bioquimico, tanto en la piel como en el
interior de la fruta. Se evidencia que la cascara de frutos ubicados en la parte externa
de la copa de los arboles, desarrollados bajo condiciones de mayor intensidad de luz
solar, adquiere una mejor coloracién anaranjada en comparacion con los frutos ubicados
en el interior del arbol, que eran mas amarillos. Sus resultados también lograron
constatar que las concentraciones de azucares, de acido ascorbico, citrico y malico en
la cascara son mayores en la fruta desarrollada en el exterior del dosel en comparacién
con la fruta desarrollada en el interior de este, sugiriendo una menor capacidad de

sintetizar azucares vy, por lo tanto, menor disponibilidad para los frutos.

La temperatura del ambiente es otro factor preponderante en el desarrollo y en la
fisiologia de los frutos citricos. La velocidad de las reacciones quimicas que ocurren en
el fruto responde a los cambios de temperatura. La conversion de los cloroplastos a
cromoplastos se vuelve 6ptima a temperaturas cercanas a 13 °C. Si esta condicién
anterior de temperatura se cumple, el fruto paulatinamente comienza a perder la
coloracién verde que posee adquiriendo el color caracteristico que presenta la variedad
(Stearns & Young, 1942, como se cita en Alquézar et al., 2008). Segun este ultimo autor,
si las temperaturas permanecen por encima de los 20 °C diurnos, el desverdizado de
los frutos se enlentece. Por otro lado, para el caso del limén (Citrus limon (L.) Burm.f.),
se ha reportado que la tasa de desverdizado de los frutos es significativamente mas
lenta en aquellos expuestos a temperaturas de 5 °C que en los expuestos a 10-20 °C.
Esto podria ser debido a la baja actividad que presentan las enzimas asociadas al

cambio de color de los citricos a temperaturas cercanas a 5 °C (Mitalo et al., 2020).

La temperatura del suelo también repercute en el cambio de color de los frutos citricos.
Una reduccién temprana de la temperatura del suelo acelera el cambio de color de los
frutos (Mesejo et al., 2012). Las altas temperaturas alcanzadas en el suelo, en conjunto
con una variacion poco acentuada de temperaturas diurnas/nocturnas retardan el
desverdizado de los frutos. Esto ocurre ya que temperaturas superiores a 30 °C inhiben
la expresion de genes encargados de la biosintesis de carotenoides y de la degradacién

de la molécula de clorofila (Ballester & Lafuente, 2017).
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1.4 Efecto de la poda en la distribucion de la luz y sus consecuencias

fisiolégicas

Segun Agusti (2003), una forma de generar cambios en el microclima de los arboles es
a través de la poda. Este indica que en arboles citricos esta es una practica que se
realiza con multiples propésitos, uno de los cuales incluye lograr una distribucion
equitativa de nutrientes entre las ramas del arbol, de manera tal que se genere un
equilibrio entre la brotacién vegetativa y la fructificacion. Sefala también que al remover
una rama se reduce la competencia entre las que persisten en el arbol por lo que se
mejora la nutricion e iluminacion de aquellas ramas cercanas a la removida, las cuales
pueden aumentar su produccion. Otro de los objetivos que menciona es el mantener la
copa del arbol con un porte adecuado para lograr un manejo mas facil del mismo. Para
esto se eliminan ramas pequefas, ramas secas, “chupones”, ramas altas, ramas que se

encuentren cercanas al suelo y ramas que se encuentran entrecruzadas.

Segun Mendonga et al. (2006) la poda permite lograr una mejor distribucién de la luz en
el interior de la copa del arbol, generando asi una ampliaciéon de la zona productiva
dentro de la misma. Los procesos de fotosintesis y transpiracién, asi como también el
rendimiento potencial y la calidad del producto que puede proporcionar un vegetal se
relacionan estrechamente con la capacidad de este de interceptar y absorber la
radiacion solar. Esto estara limitado por el area foliar y por la eficiencia de la intercepcion
de la luz que presente el mismo. Estos aspectos a su vez dependen tanto de la
arquitectura como de la densidad foliar (Pilau & Angelocci, 2015). Considerando un arbol
citrico como el vegetal en cuestion, el porte que presente el mismo determina la cantidad
de luz que es capaz de interceptar y los posibles lugares sombreados que puedan
generarse. La sombra que ocurre repercute negativamente en la tasa fotosintética del
arbol, asi como también en la calidad de los frutos desarrollados en aquellos lugares
sombreados (Looney, 1968, como se cita en Hernandez Mazzini, 2017). El habito de
crecimiento que presentan los arboles citricos determina que la luz incidente en el centro
del arbol sea muy reducida, por lo que la brotacion alli también se presenta de manera
reducida. Mediante la poda se puede revertir dicha situacion, ya que la entrada de luz al
centro del arbol sera mayor y de esa manera se incrementara la brotacién y la eficiencia

del arbol en su conjunto (Gravina, 2014).

En las plantas hay un nivel de intensidad de luz en el cual la tasa de fotosintesis ya no
aumenta, aunque la intensidad de la luz siga en aumento, denominado punto de
saturacion luminica. Este depende de factores como la especie y las condiciones

ambientales. En el caso de los citricos, se han reportado diferencias entre autores
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respecto al punto de saturacion por luz en funcion de las especies estudiadas y del
ambiente. Iglesias et al. (2003) observaron que en mandarina Satsuma (Citrus unshiu
Marc.) ocurre saturacién por luz a los 750 ymol fotones m2 s en hojas jovenes y
resultados mas elevados que el anterior en hojas de mayor edad. Estos resultados
coinciden con Hu et al. (2007), quienes encontraron la mayor tasa fotosintética a 1000
umol m? s’ también en mandarina Satsuma. Sin embargo, los mismos autores
determinaron que en condiciones de invernadero, arboles de mandarina Satsuma
sombreados alcanzaron el 80 % de su fotosintesis neta maxima a 460 ymol m2 s™.
Valores similares reportaron Medina et al. (2002) en arboles de naranjo “Pera”,
creciendo en condiciones de invernadero, los que requirieron entre 400-450 pmol

fotones m? s de luz PAR para lograr su maximo de actividad fotosintética neta.

Hay una intensidad minima de luz necesaria para que la tasa de fotosintesis iguale la
tasa de respiracién, denominada punto de compensacion. Los arboles citricos, asi como
todos los vegetales, presentan valores minimos de radiacion para la fijacién de CO. y
valores de radiacién en los cuales se produce el punto de compensacién, donde las
pérdidas y las ganancias de CO- estan equilibradas. Autores como Iglesias et al. (2003)
y Machado et al. (2005), han reportado tales valores para diferentes especies citricas.
Estos se encuentran dentro del rango que presentan otros arboles tropicales (Larcher,

1995, como se cita en Hernandez Mazzini, 2017).

Hu et al. (2007) han reportado que al mediodia ocurre un aumento en el punto de
compensacion luminica debido a que se incrementa la fotorrespiracion del arbol. Esto
indica que sera necesario fijar mas umol de CO; para que la fotosintesis neta sea cero.
Al comparar hojas que estan expuestas a plena luz solar con hojas que estan
sombreadas, aquellas que se encuentran expuestas logran un balance diario neto de
fotosintesis que es positivo. De todos modos, a las 12:00 h del mediodia se observa el
unico momento del dia en el que se produce un balance de carbono negativo; es decir,
la cantidad de CO;, liberada por respiracién supera a la que se fija mediante fotosintesis,
lo que reduce el balance general diario. Sera, por tanto, en ese momento del dia cuando
las hojas sombreadas sean capaces de fijar una mayor cantidad de CO2 en comparacion
con aquellas expuestas a radiacion solar plena. Teniendo en cuenta lo anteriormente
mencionado, es fundamental alcanzar una buena distribucion de la luz al interior de la
copa del arbol, para asi lograr una adecuada actividad fotosintética, la cual se traducira
en un mejor desempefio productivo del arbol. De alguna manera la intensidad y la
distribucion de la luz podria afectar la produccion de aceites esenciales en los frutos

citricos.
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1.5 Aceites esenciales en citricos

Considerando los citricos en su totalidad a nivel mundial, el aceite esencial de limén
ocupa el segundo lugar de importancia luego del aceite esencial de bergamota (Citrus
bergamia Risso y Poit.). Anualmente se producen aproximadamente 3.600 toneladas de
aceite esencial de limoén en el mundo. Entre los mayores productores se encuentran

Argentina, Estados Unidos e Italia (Cerutti & Neumayer, 2004).

De acuerdo con Cerutti y Neumayer (2004), el imén presenta en su piel 0,4 % de aceite.
Este se deposita en el pericarpo del fruto dentro de sacos de forma ovalada,
denominados glandulas de aceite. El aceite contenido en estas glandulas, ubicadas en

el flavedo, oficia de barrera protectora contra patégenos e insectos.

Los aceites esenciales de los citricos son mezclas complejas de componentes volatiles,
principalmente hidrocarburos terpénicos y derivados oxigenados del aldehido, alcohol,
cetona y éster. En el fruto, el enriquecimiento de genes implicados en la biosintesis de
terpenoides volatiles y fenilpropanoides no volatiles en células epidérmicas del mismo,
indica una especializacion metabdlica por parte de este tipo de células para la sintesis
de aceites esenciales. Ademas, el patrén de expresion de la mayoria de los genes
biosintéticos de aceites esenciales es consistente con la acumulacion de los principales
aceites esenciales (monoterpenos, cumarinas preniladas y flavonoides polimetoxilados)

en las glandulas de aceite de la piel de los citricos (Voo et al., 2012).

El aroma de la fruta esta influenciado por el contenido y la composicién de compuestos
volatiles (Tietel et al., 2012). Se ha identificado un total de 38 compuestos volatiles
mediante el analisis aromatico de once mandarinas comerciales, siendo la mayoria
pertenecientes al grupo de los terpenos tipo monoterpenos. El principal compuesto
volatil detectado fue el monoterpeno “limoneno” (95 % respecto del total de aromas
detectados), seguido por el B-mirceno, a-pineno, decanal, frans-bi-ocimeno y linalol
(Simoén-Grao et al., 2014). También en mandarinas Satsuma ha sido demostrado que el
limoneno es el compuesto volatil mas abundante, siendo este el que representa la mayor
proporcion del aroma de los citricos; otros compuestos relevantes en esta variedad
también son el linalol, y-terpineno, B-mirceno, a-pineno y octanal (Qiao et al., 2007).
Durante la maduracion de la fruta, se observan cambios cualitativos y cuantitativos
importantes en el perfil aromatico, presentando mayor abundancia y diversidad de
compuestos durante las primeras etapas del desarrollo y durante el cambio de color
(Ladaniya, 2008).
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1.5.1 Influencia del material genético en la produccion de aceite esencial

La concentracion y la composicion de aceites esenciales en los frutos varian segun la
especie, el cultivar y el portainjerto utilizado (Bitters & Scora, 1970). Estos autores
constataron el efecto del portainjerto en la variacién del contenido y tipo de aceite
esencial volatil de la corteza de la naranja Valencia, mediante el estudio de 21
portainjertos. Los autores evidenciaron que el rendimiento total de aceite varié de 1,04
ml cada 100 g de tejido de piel en los frutos de arboles injertados sobre citrange Savage
(Citrus sinensis x Poncirus trifoliata) a 0,44 ml en aquellos correspondientes a arboles
injertados sobre Nanshodaidai (Citrus tawanica), con un rendimiento promedio de 0,72
ml para todos los portainjertos. A través del estudio determinaron que las muestras de
frutos con piel mas delgada tenian una proporcién mas alta de tejido que contenia aceite

esencial, por lo tanto, un rendimiento mas alto en el contenido total de aceite.

Segun Bitters y Scora (1970), en relacién con los distintos tipos de aceites esenciales
determinados y su contenido en la piel de los frutos, se constatd que la concentracién
mas alta del monoterpeno d-limoneno (90 %) se obtuvo en el aceite producido en frutos
de arboles injertados en el portainjerto citrange Savage y la concentracion mas baja de
dicho aceite (88 %) fue obtenida en aquellos injertados en Shangyuan (Citrus cavaleriei).
Estos también observaron otros componentes, como el 3-mirceno, decanal y linalol, los
cuales mostraron diferencias estadisticamente significativas como resultado de la
influencia de los portainjertos, aunque las diferencias fueron pequefas. Aunque estos
autores determinaron diferencias significativas entre los portainjertos, estas no parecen
tener una magnitud tal que su efecto sobre los componentes del aceite posea relevancia

desde el punto de vista taxonémico
1.5.2 Efecto del tamano y estado de desarrollo del fruto en la produccién de aceite

Diferentes estudios han demostrado cémo el contenido de aceites esenciales varia
segun el momento en que se cosechan los frutos citricos. Bourgou et al. (2012)
determinaron que el contenido y la composicidon de aceites esenciales de cuatro
especies citricas, naranjo amargo (Citrus aurantium L.), limén, naranja y mandarina
(Citrus reticulata Bl.), variaron segun el momento de cosecha. En todos los casos, la
mayor concentracion se determindé en mandarina seguida de limon, naranja y naranja

amarga.

Frondoy Piazzoli (2022) trabajando con frutos de arboles adultos de limén tipo ‘Lisbon’,

injertados sobre Poncirus trifoliata (L.) Raf., determin6é que el tamafio de los frutos
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repercute de forma negativa en la concentracion de aceites esenciales, es decir, la
concentracion de aceites en los frutos de menor tamafio es mayor que en los frutos de
mayor tamafno. Ademas, evidencio que el cambio de color que se produce en los frutos
a medida que estos maduran, provoca un efecto negativo en la concentracién de aceites
esenciales. Comparando distintas fechas de cosecha, demostré que el contenido de
aceites esenciales por arbol individual no presento diferencias significativas desde el 23
de abril de 2019 hasta el 4 de septiembre de 2019. A medida que avanza la fecha de
cosecha, el aumento en la proporcion de frutos de mayor tamafo y coloracién mas
amarilla, que presentan menor concentracién de aceite, fue compensado por el

rendimiento final obtenido por fruto.

Drescher et al. (1971, como se cita en Sinclair, 1984), evidenciaron que a medida que
transcurrié el tiempo desde el verano hasta el invierno (agosto a diciembre en el
hemisferio norte), la produccion de aceites por tonelada de fruta de un cultivar de limén
de una seleccién antigua, se redujo desde 6,5 kg en agosto hasta 5,6 kg en diciembre.
También lo evidenciaron en una seleccion nucelar de limén, desde 6,0 a 5,3 kg en el
mismo periodo de tiempo. A pesar de la disminucidn en el rendimiento de aceite por
tonelada de fruta, el rendimiento de aceite por fruto mostré un aumento a medida que el
fruto se desarrollaba y maduraba, incrementando la produccién de aceite por fruto desde
agosto a diciembre entre 38,4 y 47,8 % dependiendo del cultivar. A través del estudio
se constata que el rendimiento de aceite por fruto es mayor en aquellos frutos de mayor
tamafno, pero el rendimiento por tonelada es mayor cuando el lote esta constituido por

frutos pequenos, ya que se dispondra de mayor superficie especifica en el lote.

Sinclair (1984 ) observé en muestras de limones de California que el contenido de aceite
esencial por area de piel evaluada es menor en la zona del caliz del fruto y mayor en el
extremo estilar del mismo. El autor determiné que el contenido de aceites se incrementa
en las dos areas anteriormente mencionadas desde que el fruto presenta color verde
hasta que el mismo comienza el cambio de color para luego disminuir a medida que va
adquiriendo su coloracién completa. Los contenidos mayores de aceite esencial por area
de piel evaluada ocurren en la etapa en la que los limones adquieren una tonalidad

plateada clara.
1.5.3 Efecto de lairrigacién y la nutricion mineral en el rendimiento de aceite

El régimen hidrico al cual se encuentran expuestos los arboles citricos influye en su
produccion. Un régimen hidrico deficiente en forma severa puede provocar una caida

de frutos en su primera etapa de desarrollo, ademas de conducir a los mismos a una
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reduccion de su tamafio final (Reitz & Embleton, 1986, como se cita en Lado et al.,
2018). Se ha estudiado que los arboles regados, sin evidencia de estrés hidrico,
producen frutos con mayor contenido de jugo, pero con menor concentracion de TSS y
acidez total que los provenientes de arboles sin riego (Lado et al., 2018). El estrés hidrico
también se asocia con un aumento en el grosor de la piel y con el adelanto del cambio
de color (Koo & Reese, 1977).

Koo et al. (1973) evaluaron el efecto de diferentes dosis de fertilizante y distintos niveles
de irrigacion en la produccién de aceites esenciales. Los autores determinaron un
aumento significativo en la produccion de aceites por hectarea al incrementar el volumen
de agua irrigada. Esto se explica por un incremento en el rendimiento total de fruta, pero
no debido al incremento en el contenido de aceite esencial por fruto individual. También
determinaron que el incremento en la fertilizacion nitrogenada acrecenté la produccion
de aceite tanto por fruto individual como en el rendimiento total y por tanto en la

produccion de aceites esenciales por hectarea.

Con respecto al efecto de la fertilizacién con nitrégeno y 6xido de potasio estudiado en
la variedad de liméon Bearss durante tres afios, Koo et al. (1973) reportan que la
aplicacion de nitrdgeno aumenta el rendimiento de aceites esenciales, mientras que la
de potasio no lo modifica. Los arboles que recibieron las mayores aplicaciones de
nitrégeno produjeron significativamente mayores rendimientos de fruta y contenido de
aceite en su piel. Por el contrario, en relacién con las aplicaciones de potasio, no se
observa un efecto significativo en la produccion de fruta o en el contenido de aceite en

la piel.

Kesterson et al. (1977) estudiaron el rendimiento de aceites en la piel de las naranjas
en relacion con la fertilizacion aplicada. Los autores reportaron que las menores
aplicaciones de potasio permiten un mayor contenido de aceites en la piel, pero un
menor rendimiento de fruta, mientras que las mayores aplicaciones reducen los
rendimientos de aceite en la piel. Estos resultados estan de acuerdo con Licker et al.
(2002), quienes reportaron que las enzimas monoterpeno sintasas son inhibidas por el
ion K*, por lo que aplicaciones altas de potasio tenderian a disminuir la produccion de

aceites esenciales en el flavedo de los limones.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A partir de los antecedentes presentados, se plantean las siguientes hipétesis y

objetivos:
2.1 Hipétesis

1) Los frutos localizados en el exterior de la copa del arbol logran color amarillo mas

intenso que los frutos localizados en el interior

2) Los frutos del exterior del arbol presentan menor concentracion de aceites esenciales

que los frutos del interior

3) La poda incrementa la incidencia de luz al interior del arbol, promueve la coloracién
de los frutos y disminuye la concentracion de aceites esenciales respecto a los frutos

del interior de arboles no podados

4) La concentracion de aceites esenciales disminuye conforme avanza la maduracion

del fruto, independientemente de su localizacion en la canopia y de la practica de poda
2.2 Objetivos

Objetivo general

Evaluar la concentracion de aceites esenciales en frutos de limoén situados en la zona

interior y exterior de arboles podados y no podados

Obijetivos especificos

1. Determinar el efecto de la poda y la zona de ubicacién de los frutos en el arbol en su

coloracion y grosor de piel

2. Determinar el efecto de la poda y la zona de ubicacion de los frutos en el arbol en la

concentracion de aceites esenciales conforme avanza la madurez
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3 MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en el departamento de San José (34°38'47.6"S 56°43'48.6"W), en
la zona de Kiyu, en la quinta 31 de la empresa San Miguel Global, desde noviembre del
afio 2020 hasta agosto del afio 2021. El material vegetal utilizado fue un monte de limén
Criollo o Lisbon (Citrus limon (L.) Burm. f.), injertado sobre Poncirus trifoliata (L.) Raf.,
con un marco de plantacién de 6,5 m x 3 m. El monte se instal6 en el afio 2010 con una
orientacion de filas en direccion sureste a noroeste. EI monte cuenta con riego realizado
por goteo con un caudal de 4 | h™' y una distancia de 90 cm entre goteros. Durante el
ciclo productivo estudiado (agosto del ano 2020 a julio del afio 2021) se registraron 934
mm de precipitaciones y se aplicaron 340 mm de agua de riego. La fertilizacion se realizé
entre los meses de septiembre de 2020 y febrero de 2021. Se aplicaron 202 kg N ha™'
(fertilizante liquido Genius), 182 kg K,O ha™' (KClI cristalizado) y 61 kg P20s ha™' (acido
fosforico). La produccién obtenida en la cosecha de invierno del afio 2021 fue de 76 Mg

ha™.
3.1 Tratamientos

La instalacion del experimento consistié en la seleccion de 16 arboles homogéneos en
tamano y estado sanitario. Se determinaron dos tratamientos: arboles podados y arboles
control, sin podar. EI 20 de noviembre del ano 2020 se podaron 8 de los arboles
seleccionados y para evitar el sombreado de los arboles linderos, también se podaron
los dos arboles adyacentes para que la incidencia de luz no se viera afectada. Con el
mismo objetivo, se dejaron sin podar los arboles adyacentes a los 8 arboles no podados
(Figura 1). Se realizé una poda tradicional de intensidad media, que consistié en el raleo
de ramas buscando iluminar el interior de la copa, controlar la altura y mantener la
entrefila despejada. También se procedidé a sacar ramas quebradas, mal ubicadas y
ramas secas. Para cada tratamiento se establecieron dos zonas de evaluacion: zona
exterior, abarcando 1 m desde el exterior hacia el interior del arbol y zona interior, desde

el tronco hasta el inicio de la zona exterior, abarcando aproximadamente 1 m.
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Figura 1
Vista general de un arbol podado (A) y no podado (B)

3.2 Evaluaciones

Se cuantificéd la incidencia de luz fotosintéticamente activa (PAR) con un ceptdometro
(AccuPAR, modelo LP-80, Estados Unidos) que consta de 80 sensores distribuidos en
una varilla de 0,86 m. Esta evaluacion se realizdé en los 8 arboles de cada tratamiento.
Para efectuar las medidas se debid posicionar el ceptémetro paralelo al suelo,
ubicandolo a la altura del pecho (1,5 m) (Figura 2). Las medidas obtenidas en pmol m?
s se realizaron en la entrefila (3 medidas) de los ocho arboles de cada tratamiento, en
la zona exterior de los arboles (4 medidas) y en la zona interior (4 medidas), incluyendo
en ambos casos dos mediciones en la orientacion este y dos en la oeste. Las mediciones
se realizaron entre las 10 y las 13 horas, en cinco fechas: 19/02, 10/03, 07/04, 28/04 y
27/08 del afio 2021.
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Figura 2
Medicién de radiacion en la entrefila utilizando un ceptémetro

Se determind la temperatura (°C) y humedad relativa (%) del aire con sensores
HygrochronTM (iButton, modelo DS-1923G-F5, Estados Unidos), instalados en un arbol
podado y en un arbol control, en el interior y exterior de la copa de cada arbol, quedando
dos sensores en cada uno de los arboles (Figura 3). Se programaron para el registro
horario desde el 20/12/2020 al 13/11/2021. Adicionalmente, se utilizaron los datos de
temperatura minima, media y maxima de la estacion agrometeorologica INIA-GRAS,
ubicada en Las Brujas (periodo 1/12/2020-1/08/2021) (Instituto Nacional de

Investigacion Agropecuaria [INIA], s.f.).
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Figura 3
Sensor de temperatura y humedad relativa instalado en el interior de la copa del arbol

El efecto de los tratamientos y de la zona del arbol en los frutos se evalué en 4 arboles
por tratamiento. Se realizaron tres fechas de cosecha: 15/06/2021, 20/07/2021 y
19/08/2021. En cada fecha se extrajeron 80 frutos por arbol, 40 de la zona exterior y 40
de la zona interior, que presentaran un diametro ecuatorial comprendido entre 65 mm y

75 mm.

La muestra de 40 frutos por zona del arbol se dividié en 10 frutos para la determinacién
de masa, diametro ecuatorial, grosor de la cascara y color, y 30 frutos para la evaluacion
del contenido de aceites esenciales. La masa se determiné usando una balanza digital
(Radwag® WTB 2000). El diametro ecuatorial de cada fruto y el grosor de cascara se
midieron con un calibre digital (Mitutoyo). El color se determiné mediante dos métodos:
con un colorimetro digital (PCE-TCR 200), tomando dos mediciones en la zona
ecuatorial de cada fruto, y clasificando los frutos por color utilizando una escala
colorimétrica especifica para limén (Figura 4). Para la colorimetria digital se utilizé la
escala CIELab y se calcul6 el indice de color para citricos [ICC= (a x 1000)/(L x b)]
propuesto por Jiménez-Cuesta et al. (1982). Dicha escala consiste en un modelo
cromatico tridimensional para describir los colores que puede percibir el ojo humano.
Este tiene tres parametros, donde L* representa la luminosidad que varia de 0 (negro)
a 100 (blanco), a* que varia de negativo a positivo desde el color verde hasta el color

rojo y b* que varia de negativo a positivo desde el color azul hasta el color amarillo.
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Figura 4
Escala de color de cosecha para limén

La cuantificacion de aceites esenciales se realizé por medio del método Scott, el cual
determina el compuesto d-limoneno, de acuerdo con la metodologia descrita por Redd
et al. (1986) y por Kimball (1999). Brevemente, cada muestra, compuesta por 30 frutas
frescas, se licué y se extrajeron 13 g, a lo que se le agregdé 100 ml agua e isopropanol
(1:1) para posteriormente realizar un destilado. Una vez obtenido el destilado, se recogio
50 ml del destilado, se le agregdé 10 ml acido clorhidrico (1:2) y 3 gotas de naranja de
metilo como indicador. Para la titulaciéon se usé bromuro-bromato de potasio (0,1 N)
hasta que desapareciera el color. Se utilizé un blanco, colocando 50 ml de alcohol

isopropilico (1:1) en un balén de destilacion.

3.3 Diseno experimental y analisis estadisticos

El disefio experimental realizado fue completamente al azar, usando 8 repeticiones para
la medicion de la luz y 4 repeticiones para las variables analizadas en los frutos. El factor
primario fue el tratamiento de poda, generando asi dos tratamientos (arboles podados y
no podados), considerando al arbol como unidad experimental. El factor secundario fue
la zona del arbol (exterior e interior), cuya unidad de submuestreo fue el fruto para las
variables masa, diametro ecuatorial, grosor y color de cascara. Ademas, se separd una
muestra compuesta por 30 frutos para la determinacién del contenido de aceites

esenciales.

Para estudiar el efecto de los tratamientos (arbol podado y arbol no podado), zonas
(interior y exterior), fechas de cosecha y sus interacciones, se ajustd un modelo lineal
de medidas repetidas en el tiempo. Se realizaron analisis de varianza (ANAVA)

contemplando los dos factores. Las medias de los efectos significativos se compararon
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con la prueba de Tukey (p < 0,05). La proporcion de frutos correspondientes a cada
categoria de color se analizé ajustando modelos lineales generalizados de medidas
repetidas en el tiempo, donde el numero de frutos con color de cartilla por encima de 2,
3 0 4 en relacion al namero total de frutos observados, se asumié que tenia distribucion
binomial, utilizando la funcién de enlace logit. En los modelos se incluyé el efecto
tratamiento, fecha de cosecha y zona del arbol. El analisis estadistico se realizd

utilizando el software “SAS OnDemand for academics”.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Microclima del arbol: luz

La radiacion PAR incidente en el cuadro en estudio, medida entre los meses de febrero
y agosto, en dias soleados entre las 10:00 y las 13:00 horas, se encontré entre 900 y
1900 umol fotones m? s, valores por encima del punto de saturacién por luz citado para
los citricos (lglesias et al., 2003). El punto de saturacién por luz para la mayoria de las
hojas de los citricos se ubica entre los 750 y 800 umol fotones m2 s™, de acuerdo con
lo reportado por Iglesias et al. (2003). Por otro lado, Hu et al. (2007) determinaron la
maxima fotosintesis neta a los 1000 umol fotones m? s, en condiciones de campo y a
460 pumol fotones m=2 s™! en arboles sombreados en invernadero. Resultado similar a lo
reportado por Medina et al. (2002), quienes propusieron que la luz 6ptima para la
fotosintesis neta en arboles sombreados en invernadero se ubicaria entre 400 y 450
umol fotones m2 s™'. En los arboles estudiados de ambos tratamientos (poda y control),
la luz PAR transmitida a 1,5 m de altura, se mantuvo siempre por debajo del umbral
indicado por Iglesias et al. (2003), y si se considera la zona interior del arbol, también
por debajo del umbral citado por los demas autores (Figura 5 A). Para esta misma
variable no existio interaccion entre el tratamiento de poda y la zona del arbol en la que
se encontraban los frutos, siendo la ubicacién el Unico factor significativo. La luz PAR
transmitida al interior de los arboles, fue significativamente inferior a la determinada en
la zona exterior del arbol (Figura 5 B). Como consecuencia, la diferencia de luz PAR en
esta situacion con respecto a la PAR incidente en el cuadro (APAR), fue

significativamente mayor en el interior que en el exterior (Figura 5 C).

El tratamiento de poda realizado en el mes de noviembre permitio registrar, en el interior
y exterior del arbol, mayor transmisién de radiacion PAR a 1,5 m de altura en los meses
de febrero y marzo. A partir de la medicion efectuada en el mes de abril, en la zona
exterior, esta situacién se invierte entre los arboles podados y control, pero se mantienen
niveles similares de transmision de radiacion PAR en ambos tratamientos durante el
resto de la estacion (Figura 5 A). Resultados similares fueron reportados en mandarina
‘Clementina de Nules’ (Arbiza et al., 2003) y ‘Afourer’ (Hernandez Mazzini, 2017) en las
condiciones del Uruguay. En dichos experimentos, también se observa una reduccion
en la diferencia de transmisién de radiacién PAR entre arboles podados y no podados,
a medida que avanzaba la temporada, como consecuencia del aumento de la brotacion
de primavera y verano en los arboles podados (Arbiza et al., 2003; Hernandez Mazzini,

2017). En el presente trabajo, en el interior de los arboles podados se alcanzaron valores
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por encima de los 100 umol fotones m2 s en febrero y agosto y 58 umol fotones m2 s-
' en marzo, mientras que en el interior de los arboles control, los valores no superaron
los 56 umol fotones m?2 s™'. En el interior de los arboles control, durante gran parte del
ciclo, los valores estuvieron préximos al punto de compensacion por luz reportado por
Iglesias et al. (2003) para el mandarino ‘Satsuma’ (25 ymol fotones m=2s™), y en algunos
casos, fueron inferiores a la radiacién minima necesaria para poder realizar fotosintesis,
mencionado por Machado et al. (2005) para naranja ‘Valencia’, mandarina ‘Murcott’ y
lima ‘Tahiti’ (Citrus x latifolia) (14,6, 12 y 17,5 ymol fotones m s™', respectivamente). En
este sentido, es claro el efecto de la ubicacion de las hojas y de la poda en la capacidad
de captar el recurso luz, y por tanto de afectar la fotosintesis, como ha sido reportado
para diferentes especies lefiosas (Campbell et al., 1992; Looney, 1968; Lo Piccolo et al.,
2023). Como resultado, la poda también puede afectar la calidad de los frutos
(Mendonga et al., 2006).



Figura 5
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Radiacion fotosintéticamente activa (PAR), (A, B) y diferencia entre PAR incidente y

PAR transmitida (C)
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Nota. PAR transmitida a 1,5 m de altura en arboles de limén ‘Criollo’ (A, B) y diferencia

entre PAR incidente y PAR transmitida a 1,5 m de altura (C), determinada en zona

exterior (1 m desde el exterior hacia el interior de la

copa) (E), e interior (desde el

tronco hasta 1 m del exterior) (1), de arboles podados (P) y sin podar (NP). EnBy C

los asteriscos (*) indican diferencias significativas (p<0,05) entre las zonas exterior e

interior para cada fecha.
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4.2 Microclima del arbol: temperatura y humedad relativa

En la Figura 6 se presenta la temperatura minima, media y maxima durante la estacion
de crecimiento de los frutos. La temperatura media se ubico entre 15 y 27 °C desde
diciembre hasta marzo, posteriormente, entre 15 y 23 °C hasta fines de abril y entre 5 y

16 °C entre mayo y agosto.

Figura 6
Temperatura minima, media y méaxima durante la estacion de crecimiento de los frutos
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Nota. Los datos corresponden a la estacion INIA Las Brujas, tomado de INIA (s.f.).

La temperatura, registrada con frecuencia horaria entre los meses de diciembre de 2020
y agosto de 2021, en el exterior y el interior de los arboles presentd tendencias diferentes
entre los tratamientos de poda y control. En la Figura 7 se presenta la proporcién de
horas mensuales en las que cada zona del arbol se encontré por debajo de 22 °C, entre
22 y 28 °C y por encima de 28 °C. En los meses de diciembre y enero, la temperatura
permanecio por debajo de 22 °C aproximadamente durante el 50 % del tiempo, tanto en
el exterior como en el interior de los arboles de ambos tratamientos (Figura 7, A y B).
Este porcentaje se fue incrementando a partir del otofio y llegd a su maximo durante el
invierno. Con respecto a la proporcion de horas medidas en los restantes rangos de
temperatura, en el mes de diciembre se registraron muy pocas diferencias entre ellas
(temperaturas entre 22 °C y 28 °C o mayores a 28 °C), pero a partir del mes de febrero,

disminuy6 notablemente la proporcion de horas por encima de 28 °C.

Al analizar el efecto de la zona del arbol, se observa que, entre diciembre y marzo, la

zona interior de los arboles podados presentd menor proporcién de horas por debajo de
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22 °C y mayor proporcion de horas por encima de 28 °C que en los arboles no podados
(Figura 7 A), diferencia que no se evidencio posteriormente a partir del mes de abril. Por
el contrario, la zona exterior de los arboles podados, entre diciembre y marzo presentd
menor proporcion de horas a temperaturas mas altas que los arboles control (Figura 7
B). Los arboles podados presentaron en el interior una menor variacién entre la
proporcion de horas con temperaturas por debajo de 22 °C y por encima de 28 °C que
los arboles control (Figura 7 A); lo opuesto ocurrié en la zona exterior (Figura 7 B). Esta
situacion, en conjunto con los registros de luz PAR, puede sugerir diferencias entre
zonas en cuanto a la capacidad de fotosintesis y respiracion. Se ha reportado que la
respiracion de los frutos de citricos se cuadruplica cuando la temperatura se incrementa
de 15°C a 35 °C (Espinosa et al., 2015). En términos generales, los procesos de sintesis
de proteinas, pigmentos y compuestos aromaticos durante la maduracién de los frutos
necesitan de energia y esqueletos carbonados. La tasa de consumo de estos insumos
que presenta el arbol estd mediada en parte por la actividad respiratoria del fruto, siendo

la temperatura un factor de gran importancia en la dindmica de tal proceso (Sozzi, 2007).
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Figura 7
Proporcion de horas mensuales en diferentes rangos de temperatura en la copa de los
arboles
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Nota. Temperatura por debajo de 22°C, entre 22 y 28°C y por encima de 28°C en la
copa de arboles de limonero ‘Criollo’ podados (P) y sin podar (NP), determinada en la
zona interior del arbol (desde el tronco hasta 1 m del exterior) (A) y en la zona exterior

del arbol (1 m desde el exterior hacia el interior) (B).

La humedad relativa registrada entre el mes de diciembre de 2020 y el mes de agosto
de 2021 estuvo mayoritariamente por encima del 70 % y muy residualmente por debajo
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del 40 %. En la Figura 8 se presenta la proporcién de horas mensuales con humedad
relativa por debajo de 40 %, entre 40 y 70 % y por encima de 70 % en la zona interior
(A) y exterior (B) de arboles de limonero ‘Criollo’ podados y control (sin podar). En el
interior de los arboles, practicamente no hubo diferencias entre los arboles podados y
sin podar (Figura 8 A). Al analizar los registros de la zona exterior de los arboles, a partir
del mes de febrero de 2021, en los arboles podados se observa una mayor proporcion
de horas con humedad relativa superior al 70 %, en relacién con los arboles control
(Figura 8 B).
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Figura 8

Proporcién de horas mensuales con diferente humedad relativa en la copa de los arboles
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Nota. Humedad relativa por debajo de 40 %, entre 40y 70 % y por encima de 70 % en

la copa de arboles de limonero ‘Criollo’ podados (P) y sin podar (NP), determinada en

la zona interior del arbol (desde el tronco hasta 1 m del exterior) (A) y en la zona

exterior del arbol (1 m desde el exterior hacia el interior) (B).
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4.3 Caracteristicas de los frutos cosechados

4.3.1 Peso medio del fruto y grosor de la cascara

Los frutos cosechados con un diametro ecuatorial comprendido entre 65 mm y 75 mm,
seleccionados en el interior y exterior de los arboles podados y control en las tres fechas
de cosecha (15/06/2021, 20/07/2021 y 19/08/2021) no presentaron diferencias
significativas en su peso medio, ni en el grosor de cascara. Dado que para estas
variables no se encontré interaccién significativa entre el tratamiento, la zona del arbol
y la fecha de cosecha, en la Tabla 1 se presenta el valor promedio del grosor de cascara

para los tres factores mencionados.

Tabla 1
Peso medio y grosor de cascara de frutos de limén Criollo

Peso medio Grosor de
Tratamiento

de frutos (g) cascara (mm)
Control 151 a* 5.97 a
Podado 157 a 7.51a
Zona del arbol
Interior 157 a 6.13a
Exterior 151 a 7.35a
Fecha de cosecha
15/6/2021 153 a 6.06 a
20/7/2021 153 a 7.83 a
19/8/2021 157 a 6.33a

Nota. Zona interior (desde el tronco hasta 1 m del exterior) y zona exterior (1 m desde el

exterior hacia el interior). Sin diferencias significativas (p<0,05).
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4.3.2 Color de los frutos

En este trabajo no se encontrd un efecto significativo de la poda en el color de los frutos.
Sin embargo, la zona del arbol en la que estos se encontraban afectd su coloracion,
tanto en las variables determinadas con el colorimetro digital, como en relaciéon con el
porcentaje de frutos que alcanzé6 cada categoria comercial de acuerdo con la cartilla de
color. En ninguna de las fechas se encontrd interaccion entre la zona del arbol y el
tratamiento. Dado que el unico efecto significativo fue la zona del arbol, en la Tabla 2 se
presenta el valor del croma o tinta (C), el tono, determinado a través del angulo Hue y
el indice de color para citricos (ICC) de los frutos ubicados en la zona interior y exterior
del arbol, para las tres fechas de cosecha. En todos los casos, los frutos del interior del
arbol presentaron una coloracién mas verde que los frutos del exterior, que lograron la

coloracion amairilla.

Tabla 2
Color de frutos de limén Criollo en tres fechas de cosecha
Zona Cc Hue ICC
15/06/2021 Interior 35.84 b* 100.92 a -2.99b
Exterior 39.14 a 90.35b -0.10 a
20/07/2021 Interior 32.83b 93.22a -0.81b
Exterior 37.22 a 87.50b 0.62 a
19/08/2021 Interior 31.89b 90.09 a -0.03 b
Exterior 36.25 a 87.75b 0.56 a

Nota. Se presenta el croma o tinta (C), el tono (angulo Hue) y el indice de color para
citricos [ICC= (a x 1000) / (L x b)], determinados en frutos cosechados de la zona
interior (desde el tronco hasta 1 m del exterior) y de la zona exterior (1 m desde el
exterior hacia el interior) del arbol. Letras diferentes por columna y fecha de cosecha,
indican diferencias significativas (p<0,05) entre los frutos del interior y del exterior del

arbol.

Al analizar el porcentaje de frutos en cada categoria de color, se pudo constatar la

evolucion del cambio de color desde la primera fecha de cosecha hasta la ultima (Figura
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9). En la primera fecha se encontrd hasta un 25 % de los frutos de color verde (categoria
5), fundamentalmente en el interior de los arboles (Figura 9 A), mientras que, a partir de
la segunda fecha, ya no hubo frutos verdes (Figura 9 B y C). Por otro lado, en la primera
fecha de cosecha, aun no habia frutos de color amarillo intenso (categoria 1) (Figura 9
A), que comenzaron a detectarse recién en la fecha 2 (Figura 9 B) y cuyo porcentaje se
incrementd en la fecha 3, fundamentalmente en el exterior de los arboles (Figura 9 C).
Resultados similares constaté Frondoy Piazzoli (2022) estudiando la evolucién del color
de frutos de este mismo cultivar, también en la zona sur del pais. Al analizar la
proporcion de frutos con color de cartilla por encima de 2, 3 y 4, que fueron los colores
presentes en todas las fechas de cosecha, se encontré efecto significativo del
tratamiento al considerar las dos primeras (tonos mas amarillos), efecto de la fecha de
cosecha al tener en cuenta frutos mas verdes (3 y 4) y efecto de la zona del arbol en los
tres casos. Este ultimo resultado confirma el importante efecto de la zona en la que se
ubican los frutos en el arbol sobre el color que estos logran, previamente determinado

con las mediciones realizadas con el colorimetro digital.



Figura 9

Proporcién de frutos en diferentes categorias comerciales de color
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Nota. Frutos provenientes de la zona interior (desde el tronco hasta 1 m del exterior) y

exterior (1 m desde el exterior hacia el interior) de arboles de limén Criollo podados y
sin podar. A) Primera fecha de cosecha (15/06/2021). B) Segunda fecha de cosecha
(20/07/2021). C) Tercera fecha de cosecha (19/08/2021).
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El avance en la toma de color de los frutos se relaciona estrechamente con la
disminucion de la temperatura del aire y del suelo. En los citricos, la degradacién de las
clorofilas y la sintesis de carotenoides se incrementa con el descenso de la temperatura.
En naranjas, estos procesos se aceleran cuando la temperatura minima desciende por
debajo de 13 °C (Gambetta et al., 2014; Stearns & Young, 1942). Lo opuesto ocurre
cuando aumenta la temperatura; los frutos de naranja ‘Valencia’ reverdecen como
consecuencia del incremento de la temperatura (Coggins et al., 1981), y los valores
negativos de la coordenada a de Hunter se mantienen con temperaturas promedio de
22-24 °C (Gambetta et al., 2014). Para el caso especifico del limdén, Manera et al. (2008)
reportan que las coordenadas colorimétricas presentan mayor correlacion con las
temperaturas minimas que con las temperaturas medias. Estos autores encontraron que
la pérdida de color verde comienza cuando las temperaturas minimas se ubican entorno
a los 12 °C aproximadamente y el aumento de la coloracién amarilla, con temperaturas
cercanas a los 14 °C. En el mismo sentido, Mitalo et al. (2020) reportaron un cambio
gradual en el color de los frutos de limoén con el descenso de la temperatura minima
media desde 22 a 13 °C. En nuestro trabajo, entre los meses de marzo y junio hubo un
incremento en la proporcidon de horas por debajo de 22 °C, lo que resulté en el
desverdizado natural de los frutos. A partir de junio, mas del 90 % de las horas se
situaron por debajo de los 22 °C, lo que se reflejo en la cosecha de julio, con la aparicion

de frutos que lograron la categoria 1.

La carencia en la respuesta al tratamiento de poda en la toma de color de los frutos
coincide con los resultados de Rosa et al. (2012) en mandarinas, pero difiere con lo
reportado por Borges et al. (2005) y Martiz et al. (2014), quienes encontraron con el
tratamiento de poda, un incremento en el tono anaranjado de la piel de mandarina ‘Nova’
y naranjo ‘Parent Washington’, respectivamente. Por otro lado, en nuestro trabajo tanto
en los arboles control, como en los podados, los frutos situados en el interior presentaron
una menor intensidad e incremento de color con respecto a los frutos situados en el
exterior. Esto coincide con estudios realizados en mandarina ‘Satsuma’ y naranja
‘Valencia’, donde se pudo constatar que los frutos del exterior del arbol lograron mejor

coloracién que los frutos del interior del arbol (lwagaki, 1981; Sites & Reitz, 1949).

Oftra variable ambiental que se puede asociar al color de los frutos es la luz. En este
sentido se ha reportado que una disminucion de mas del 40 % de la radiacion maxima
disminuye el cambio de color en la mandarina ‘Satsuma’ (lwagaki, 1981). Es dificil
disociar el efecto de la luz del de la temperatura; lwagaki (198 1) propone que el mayor

contenido de clorofilas de los frutos en el interior del arbol, a pesar de estar expuestos



39

a menores temperaturas, podria explicarse por la menor iluminacion a la que estos estan
sometidos. Por otro lado, existe una relacion negativa entre el contenido de clorofila y
los azucares del epicarpio (Huff, 1984) y una relacién positiva con la concentracién de
azucares solubles y la toma de color del flavedo (Holland et al., 1999). En el interior del
arbol se reduce la luz incidente, reduciendo la capacidad fotosintética, lo que podria
provocar menor disponibilidad de carbohidratos en esa zona del arbol. Segun Jacob-
Wilk et al. (1999) los niveles de clorofila estarian determinados por un balance entre su
sintesis y su degradacién. Esto parece indicar que, en nuestro estudio, la relacién entre
la sintesis y la degradacién seria mayor en los frutos del interior de los arboles, que en

los frutos del exterior.

4.3.3 Contenido de aceites esenciales en los frutos

El tratamiento de poda, la zona del arbol y la fecha de cosecha, afectaron
significativamente la concentracion de aceites esenciales en los frutos. Sin embargo, las
interacciones entre los factores no fueron significativas. Estos resultados se presentan
en la Tabla 3, donde se puede constatar que, en términos generales, el tratamiento de
poda redujo la concentracion de aceites esenciales en los frutos, respecto a los
provenientes de arboles no podados. Por otro lado, independientemente del tratamiento,
la fruta situada en el exterior de la copa presentd menor concentracion de aceites
esenciales. En todos los casos, los frutos cosechados en el mes de agosto presentaron
menor concentracion de aceites esenciales que los frutos cosechados en las dos fechas

anteriores (junio y julio).
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Tabla 3
Concentracion de aceites esenciales en frutos de limén determinado en tres fechas de
cosecha

Aceites esenciales

Tratamiento (g kg™ PF fruto)
Control 6.5571 a*
Podado 6.2221b

Zona

Interior 6.5362 a
Exterior 6.2429 b

Fecha

15/6/2021 6.8350 a
20/7/2021 6.6312 a
19/8/2021 5.7025b

Nota. Determinacion por el método de Scott en frutos del interior (desde el tronco
hasta 1 m del exterior) y del exterior (1 m desde el exterior hacia el interior) de arboles
de limon Criollo podados y control (sin podar). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos, zonas o fechas de cosecha (p<0,05). No hay

interaccion entre factores.

En la mayoria de los vegetales, la concentracion de aceites esenciales y su composicion
depende del genotipo, del érgano en cual se encuentren y del estado de desarrollo de
este (Figueiredo et al., 2008). En citricos, se ha reportado que, en la mayoria de las
especies comerciales, la composicion de aceites esenciales se relaciona con las
especies ancestrales (Luro et al., 2020). Por otro lado, la concentracién y composicion
varian en funcion de los cultivares, del 6érgano y de las condiciones ambientales donde
se desarrollan las plantas (Crescimanno et al., 1989a, 1989b; Luro et al., 2020; Moufida
& Marzouk, 2003; Palazzolo et al., 2013). En nuestro experimento, la reduccién en la

concentracion de aceites esenciales evidenciada en la tercera fecha de cosecha, es
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decir, a fines del invierno, coincide con lo determinado por Frondoy Piazzoli (2022) en
limén Criollo en nuestras condiciones y con lo reportado para diferentes cultivares de
limén en las condiciones de Palermo, Italia (Crescimanno et al., 1989b). En estos
trabajos, a medida que el fruto madura, se reduce la concentracion de aceites esenciales
y cambia la composicion de estos. En el mismo sentido, Luro et al. (2020), estudiando
la produccién de aceites esenciales en frutos de citricos de diferentes especies en dos
zonas contrastantes, evidenciaron la ocurrencia de una menor produccion de aceites
esenciales en los frutos provenientes de la zona mas calida (Bahia, Brasil), respecto de
los provenientes de la zona mas fresca (Cdrcega, Francia). Las mayores diferencias
correspondieron al grupo relacionado genéticamente con Citrus medica, que incluye a
los limones y limas, cuyos frutos produjeron 3,5 veces menos aceites esenciales en

Bahia que en Cdrcega.

En el caso de los citricos, la disminucidn de la temperatura también desencadena el
cambio de color de los frutos y modifica las caracteristicas de la piel. En base a los
resultados presentados pudimos constatar que la poda influyé en la distribucién de la
luz PAR en los arboles de limoén, manteniendo, los primeros meses, valores levemente
superiores en el interior de arboles podados, en comparacion con el interior de los
arboles no podados. Ademas, se observd una relacién entre la temperatura, con
diferencias entre el tratamiento de poda y el control, lo que podria haber afectado tanto
la capacidad fotosintética como la respiracion en las diferentes zonas del arbol, para
cada tratamiento. En este experimento, la coloracion de los frutos vari
significativamente segun su ubicacion en el arbol. Los frutos del interior del arbol
permanecieron verdes por mas tiempo y presentaron mayor concentracion de aceites
esenciales, en comparacion con los frutos del exterior, que lograron una coloracién mas
amarilla y menor concentracion de aceites esenciales. Se constaté que los frutos de los
arboles podados presentaron menor contenido de aceites esenciales, lo que en las
condiciones del experimento no se puede relacionar con el color de los frutos, que en

términos generales no fue significativamente afectado por el tratamiento.

En sintesis, en este trabajo se confirmo la disminucion del contenido de aceites
esenciales a medida que avanza la maduracion de los frutos de limén, que la poda
realizada en las condiciones del experimento redujo su concentracién de aceites y que
los frutos ubicados en el interior del arbol presentaron mayor concentracion de aceites
esenciales que los del exterior. De acuerdo con Luro et al. (2020), no siempre es posible
identificar los factores de variacion comparando estudios realizados en diferentes

materiales genéticos, utilizando diferentes métodos de extraccion y determinacion y con
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escasa informacion sobre el cultivo y las condiciones ambientales en las que se
desarrollaron los estudios (clima y suelo). Estos resultados resaltan la compleja
interaccion entre los factores ambientales y el desarrollo de las plantas, y evidencian la
necesidad de realizar nuevos estudios para determinar aquellos factores asociados a la
produccion de aceites esenciales y con ello poder determinar medidas de manejo que

contribuyan al aumento en el rendimiento de los aceites.
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5 CONCLUSIONES

Los frutos de limén Criollo cosechados en plena estacion (junio y julio) presentaron
mayor concentracion de aceites esenciales que aquellos frutos cosechados a fines del

invierno (agosto).

La poda realizada a fines de noviembre provocé una reduccion de la concentracién de

aceites esenciales en los frutos.

Los frutos ubicados en la zona interior de arboles podados y no podados lograron menor

coloracion que los del exterior y presentaron mayor concentracion de aceites esenciales.
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