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OBJETIVOS

General

Determinar la composicion de carbohidratos en los extractos de brotes vegetativos de citricos
por HPLC y evidenciar su utilizacion en la alimentacion del insecto Diaphorina citri durante su
ciclo de vida.

Particulares

e Obtener los extractos crudos de brotes tiernos de citricos de la region utilizando los
métodos de extraccion con solventes.

e Determinar los carbohidratos presentes en los extractos citricos por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC).

e Evidenciar la utilizacion de los carbohidratos como fuente de alimentacion del insecto
Diaphorina citri Kuwayama, plaga de los citricos.

Xi



RESUMEN

Con la finalidad de entender de una manera mas amplia la ecologia del insecto Diaphorina citri
Kuwayama, en este trabajo se relaciona el comportamiento de alimentacion del insecto durante
su ciclo de vida con la utilizacion de carbohidratos de la savia presentes en los extractos de
brotes vegetativos menores a 5 cm de los citricos. Al integrar a su metabolismo los
carbohidratos y diferentes nutrientes contenidos en la savia, el insecto establece un equilibrio
entre ellos, lo cual optimiza su crecimiento y desarrollo en el marco especifico de las
condiciones nutricionales.

El psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), es el
principal vector de la enfermedad de Huanglongbing (HLB), “dragdén amarillo o enverdecimiento
de los citricos” al transmitir la bacteria Candidatus Liberibacter spp. a las plantas de la familia de
las rutaceas. Actualmente este insecto es la plaga mas importante de los citricos a nivel
mundial, constituyendo una amenaza directa para estas plantas.

La composicion de carbohidratos presentes en los brotes vegetativos de los citricos de
naranja dulce (Citrus sinensis L. Osbeck), limon mexicano (Citrus aurontifolia Swingles L.) y
toronja (Citrus x paradisi Macfad.), se determiné en los extractos mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). El analisis de los cromatogramas y su comparacion con una serie de
10 estandares de carbohidratos comunes en plantas, mostré a glucosa y galactosa, como los
principales azlcares presentes en los extractos. Ademas fueron identificados arabinosa,
fructosa, sacarosa e inositol; todos ellos son obtenidos de la savia, que tanto ninfas e insectos

adultos succionan de las plantas hospedero, en este caso los citricos.

xii



INTRODUCCION

En su hébitat natural, las plantas reciben diferentes estimulos bidticos y abioticos
simultaneamente, a los que responden. Las plantas terrestres son la fuente de alimento para
una cantidad estimada en mas de un millon de especies de insectos de diferentes grupos
taxondmicos, que usan varias estrategias de alimentacion para obtener los nutrientes en cada
parte de la planta, superando las barreras de defensa de éstas, lo que les permite ademas
alimentarse, crecer y reproducirse en su planta huésped (Mello y Silva-Filho, 2002; Camarena
2009). En general, hay dos categorias de insectos herbivoros: los insectos chupadores que
ademas de los dafios directos que provocan son capaces de transmitir virus y bacterias
depositandolos directamente en el tejido vascular, lo que permite su rapida distribucion por la
planta; y los insectos masticadores que raramente transmiten virus, pero dejan el tejido vegetal

dafiado y expuesto a ataques de hongos y bacterias necrétrofas (Montoliu, 2010).

Plantas e insectos son s6lo algunos de los organismos vivos que continuamente estan
interactuando en una forma compleja. En cada una de estas interacciones tanto el insecto como
la planta, reciben y envian sefiales quimicas que determinan el éxito de la interaccion
(Camarena, 2009) y miden la disponibilidad de la planta como una fuente de alimento (Baldwin
y Derck, 2010; Hern y Dorn, 2004; Vallat y Dorn, 2005; Casado et al., 2008).

La seleccién de una planta, bien sea para alimentacién o como hospedero, es mediada
por la atraccion ejercida sobre el insecto por el olor o color de las flores y/o las distintas
estructuras de ésta. Las sefiales odoriferas son liberadas por los osmoféros, estos son érganos
glandulares que se sitlan normalmente en los pétalos de las flores, emiten distintos aromas
agradables o desagradables. En cuanto a las sefiales luminosas, el color y forma son
importantes. Ademas, como cualquier ser vivo, los insectos tienen necesidades alimenticias
muy concretas como son: carbohidratos (alimentos energéticos), proteinas y vitaminas (para la
construccién y renovacion de tejidos) y lipidos. Generalmente los insectos adultos tienen mayor
necesidad de carbohidratos, mientras que las crias, larvas y ninfas tienen necesidades mas

bien de proteinas.

En las plantas los carbohidratos son sintetizados de forma natural a través del proceso

de fotosintesis para cubrir los requerimientos de energia. En las hojas verdes se une el dioxido



de carbono del aire y el agua del suelo, los cuales en presencia de clorofila actian como
catalizadores incorporando la luz solar para formar glucosa, un carbohidrato elemental. El
oxigeno producido es liberado a la atmosfera. Los carbohidratos sintetizados en las hojas sirven
de base para formar otros carbohidratos mas complejos. Algunos carbohidratos pueden tener
una funcion estructural ya que forman parte de la pared celular en las plantas, como la celulosa,
la hemicelulosa y la pectina. Otros carbohidratos son no estructurales en su funcion y sirven de
reserva en las plantas. El principal carbohidrato no estructural es el almidon, también los
fructosanos, glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa caben en esta categoria (Melo y Cuamatzi,
2007). Estos mismos carbohidratos son aprovechados por los insectos herbivoros en su

alimentacién y los transforman en otros compuestos que utilizan como fuente de energia.

En el presente trabajo se pretende establecer la relacibn entre el comportamiento
alimentario del insecto Diaphorina citri durante su ciclo de vida y la utilizacién de carbohidratos
de la savia presentes en los extractos de brotes vegetativos de los citricos naranja, limén y

toronja, menores a 5 cm.



ANTECEDENTES

La persistencia del insecto en las plantas a pesar de los esfuerzos realizados para su
erradicacion ha dado pie a buscar nuevas rutas o alternativas acerca de cédmo éste desarrolla
su potencial biético, es decir la capacidad que tiene el insecto de reproducirse y sobrevivir en
condiciones adversas mediante el desarrollo de estrategias o mecanismos especificos para

contrarrestar esas condiciones.

El potencial de reproduccion incluye la relacion de sexos (macho/hembra) y la duracion
de su ciclo biolégico y por otro lado su potencial de supervivencia que incluye el desarrollo de
su capacidad nutricia y de proteccién. En cuanto al potencial de nutricién, visto como la
capacidad que tienen los insectos para aprovechar diferentes fuentes como alimento, tenemos:
insectos polifagos los cuales se alimentan de muchas plantas; insectos oligéfagos, que se
alimentan de plantas muy relacionada taxonémicamente (de una misma familia) por ejemplo;
Diaphania spp. plaga de cucurbitaceas, Pieris rapae, plaga de cruciferas y Diaphorina citri,
plaga de los citricos; y los insectos especificos o0 monéfagos porque se alimentan de una sola
especie de planta entre ellos Acrobasis nuxvorella conocido como el gusano barrenador de la
nuez, porque ataca al nogal pecanero (Carya illinoinensis), Anthonomus grandis (gorgojo del
algoddn) y Anthonomus eugenii, principal plaga de la pimienta (Capsicum spp.).

En cuanto al desarrollo del potencial de proteccion este permite a los insectos la
capacidad para evadir situaciones adversas y asegurar el apareamiento, proteccion de la
descendencia, construccién de estructuras protectoras, produccion de venenos, secreciones
repugnantes, mimetismo protector y migracion. Es decir, los insectos evaden o encuentran
estrategias de resistencia a un conjunto de factores ambientales que se oponen a la
manifestacion de su potencial biético, tanto factores fisicos como: temperatura, luz, humedad,
viento etc., o factores bioticos, como: alimento, competencia intraespecifica (ocurre entre
insectos de la misma especie y se da sobre todo por alimento, sexo y espacio) y competencia o
relaciones interespecificas (se da entre individuos de diferente especie, mutualismo,

comensalismo, competencia, explotacion, ejemplos: la depredacion y el parasitismo).

Muchos insectos seleccionan una variedad de alimentos que difieren en el contenido de
nutrientes, y el equilibrio en la ingesta de diferentes nutrientes esta en proporcion de satisfacer

sus requisitos para un objetivo en particular. Este comportamiento de alimentacién, a veces



llamado autoseleccion dietética, tiene importante significado ecologico para entender cémo los
insectos interactan con plantas y otras fuentes de alimentos en su entorno. Un equilibrio de
diferentes nutrientes optimiza el crecimiento y el desarrollo en el marco especifico de las
condiciones nutricionales (Waldbauer y Bhattacharya 1988).

En diversos experimentos que emplean dietas con composicion quimicamente definidas
de diferentes nutrientes, se ha demostrado las relaciones de ingesta 6ptima de proteinas y
carbohidratos de una variedad de insectos en diferentes etapas de desarrollo en virtud de una
variedad de condiciones nutricionales (Waldbauer y Bhattacharya 1988).

La regulacion de la conducta de alimentacion y la ingesta de nutrientes implica una compleja
interaccion de los procesos fisioldégicos que integran la informacion relativa a la compaosicién de
nutrientes de los alimentos y el estado nutricional de los insectos; Simpson y Abisgold, 1995.
Los estudios con varios insectos establecen que la alimentacion esta influenciada por los
quimiorreceptores a traveés del sistema nervioso central en respuesta a la presencia de
nutrientes en los alimentos. Ademas, la sensibilidad de estos receptores esta influenciada por el
estado nutricional reflejado en la composicién de la hemolinfa. Diversos estudios sobre la
composicion de la hemolinfa de diferentes insectos establecen que hay ciertos niveles de
aminoacidos, trehalosa y glucosa, los cuales son obtenidos a través de dieta (Champam y Boer,
1995).

DIAPHORINA CITRI KUWAYAMA

El psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), es un
insecto que parasita arboles de la familia de las rutdceas como Citropsis, Murraya y
especialmente el género Citrus. Este insecto amenaza directamente a las plantas a través de su
forma de alimentacion, ya que al poseer un aparato bucal succionador, inserta estiletes
especializados entre las células para establecer un sitio de alimentacion en el floema, de esta
forma obtiene de la savia de la planta sus diferentes nutrientes principalmente proteinas y
carbohidratos, cubriendo asi sus requerimientos de alimentacion, causando el debilitamiento de
la planta, ademas de ser vector de la bacteria Candidatus Liberibacter spp., agente causal de la
devastadora enfermedad de los citricos, Hunglongbing (OEPP/EPPO, 2005; Grafton-Cardwell
et.al., 2006).



Ciclo de Vida

El ciclo de vida de este insecto comprende tres etapas de desarrollo, huevos, cinco estadios
de ninfa y adulto, logrando diseminar la infeccién a partir de su tercer estadio de ninfa. El poder
reconocer Yy/o diferenciar entre cada uno de los estadios de su ciclo de vida brinda una

herramienta valiosa en la deteccién de este insecto (Figura 1) (Hall, 2012).

Figura 1. Ciclo de Vida de Diaphorina citri K.

Fuente: Grafton-Cardwell et al., 2006.

Huevos. Los huevecillos son de color amarillo ligero cuando estan muy jovenes pero al
madurar presentan un color amarillo brillante, pueden llegar a medir entre 0.15 mm a 0.31 mm;
por lo general tienen forma de almendra y se encuentran en las puntas de los brotes jovenes en
crecimiento o en las grietas de las hojas desplegadas y eclosionan aproximadamente en 4 dias
(Figura 2) (OEPP/EPPO, 2005; Grafton-Cardwell et al., 2006).

Estadios de ninfas. Las ninfas presentan cinco estadios de desarrollo, generalmente
son de color amarillo-naranja y se alimentan exclusivamente de los brotes en crecimiento de los
citricos. En el primer estadio presentan un cuerpo alargado que mide entre 0.33 a 0.35 mm,
ademas de antenas con dos segmentos y un sensor, las cuales presentan una longitud de 0,06
mm aproximadamente. En el siguiente estadio se desarrollan alas rudimentarias y se separan,
el tamafio de su cuerpo y sus antenas aumentan midiendo 0.49 a 0.53 mm y 0.08 mm
respectivamente. En el tercer estadio el cuerpo alcanza una longitud de 0.69 a 0.72 mm

aproximadamente y es de un amarillo brillante con un abdomen y antenas oscuras, las antenas



se elongan (0.14 mm) y las alas se traslapan. En los siguientes dos estadios el color del cuerpo
se torna de un amarillo brillante a un amarillo café, es generalmente ovalado alcanzando un
tamafio de hasta 1.05 mm y se vuelve mas ancho. Las patas, su abdomen y las antenas son de
colores relativamente oscuros (Figura 2) (OEPP/EPPO, 2005).

En los primeros estadios las ninfas tienen mayores requerimientos de proteinas que de
carbohidratos, lo que va cambiando conforme al estadio ninfal aumentando asi sus
requerimientos de carbohidratos en los Ultimos dos estadios, en general las ninfas son
sedentarias, es decir tienen poco movimiento, sin embargo en los estadios ninfales 3 a 5 utiliza
la energia proporcionada por los carbohidratos para moverse e incluso dar pequefios saltos. En
estos ultimos estadios secretan el exceso de carbohidratos en forma de mielecilla.

Figura 2. Imagen Izquierda: Huevos eclosionando, ninfas primeros estadios; Imagen
derecha: ninfa quinto estadio.
Fuente: Grafton-Cardwell et al, 2006.

Psilidos adultos. Los psilido adultos son de un color café, su tamafio varia
dependiendo de su sexo, siendo la longitud del cuerpo de las hembras de 1.90 a 2.06 mm,
mientras que los machos miden 1.53 a 1.66 mm. Presentan un color café en su abdomen y la
parte del vientre es verde. Sus 0jos son de color negro y sus antenas tiene ocho segmentos
que van del café - amarillo hasta negro en las puntas. Por lo general se alimentan de la parte
inferior de las hojas con sus cabezas hacia abajo, casi tocando la superficie, esto debido a que
sus cuerpos se colocan en una posicion de 45 ° (grados) respecto a la hoja donde se posan.

Suelen vivir de uno a dos meses y su ciclo de vida depende de la temperatura y el tipo de



hospedero, por lo general suelen brincar o volar distancias cortas cuando son perturbados, pero
no pueden volar distancias largas debido a que poseen musculos débiles en relacién con el
tamafio de su alas, debido a esto se estima que la dispersion a larga distancia del psilido
probablemente consta de vuelos de cortos repetidamente (Figura 3) (Grafton-Cardwell et al.,
2006; Hall et al, 2012).

Figura 3. Psilido Adulto de Diaphorina citri K alimentandose.
Fuente: Grafton-Cardwell et al, 2006.

Dafios Causados por el modo de Alimentacién de Diaphorina citri K

Los dafios causados a los citricos por Diaphorina citri K., estan directamente relacionados con
su forma de alimentacion y las sustancias que producen. D citri al ser un insecto succionador
extrae con sus aparatos bucales grandes cantidades de savia que le sirve de alimento debido a
que es rica en agua, azucares (principalmente sacarosa), aminoacidos, minerales,
fitorreguladores, reguladores de crecimiento entre otros; es por ello que la extraccion de la savia
provoca que el desarrollo de la planta se vea afectado por la falta de nutrientes (Marguilis Y
Dorian, 1990; Grafton-Cardwell et al, 2006). También excreta una melaza debido al exceso de
carbohidratos consumidos, que cuelga de las hojas y sirve a su vez como alimento para el
hongo Capnodium spp., productor de fumagina, la cual al formar capas de color negro sobre

las hojas impide el proceso de fotosintesis (Figuras 4 y 5).

Otro dafio provocado por su forma de alimentacion es la introduccion a la planta de una

toxina salivar que induce malformaciones en las hojas y brotes jévenes. Ademés agregados de



estos psilidos provocan distorsion de los brotes proporcionando mejores sitios de oviposicion.
Los arboles maduros son capaces de resistir este dafio, sin embargo los arboles de vivero y las
nuevas plantaciones requieren de proteccién quimica (Figura 6a, b y ¢) (Grafton-Cardwell et al.,
2006).

Figuras 4 y 5. Imagen izquierda: ninfas productoras de tibulos cerosos; imagen

derecha: Desarrollo de fumagina. Fuente: Grafton-Cardwell et al, 2006.

Figura 6a, 6b y 6¢c. (a) Hojas distorsionadas aptas para ovoposicion; (b) Brotes de hojas
malformados y (c) Brotes con malformacion, torcidos.
Fuente: Grafton-Cardwell et al, 2006.

A pesar de toda esta serie de dafios provocados por la forma de alimentacion de
Diaphorina citri K. el dafio de mayor importancia es la transmision de Candidatus Liberibacter

spp., la cual como se mencioné anteriormente una vez que infecta a los arboles de citricos



provoca dafios muy severos a la planta hasta acabar con su vida util en un periodo

relativamente corto.

Control Bioldgico y Quimico

Respecto al control quimico que se ha desarrollado contra el psilido asiatico de los
citricos Diaphorina citri Kuwayama, se tienen reportes del uso de insecticidas en Brasil y Florida
como imidacloprid, fenpropatrin, clorprid y dimetato, los cuales al ser aplicados en invierno
reducen notablemente la poblacién del psilido. Sin embargo se ha observado que el control con
insecticidas es sumamente inefectivo en la cuestién de prevenir la introduccion y dispersiéon de
la enfermedad de HLB, especialmente en plantaciones nuevas de citricos (Hall et al. 2012,
Grafton-Cardwell et al. 2006). Cabe mencionar que muchos de los productores comerciales en
Florida ven esté alternativa muy costosa y de lento avance, en especial porque la mayoria de

las veces se tiene que combinar dos 0 mas insecticidas (Gottwald, 2010).

Por otro lado en el manejo de las poblaciones del psilido asiatico de los citricos los
enemigos naturales ejercen una labor importante. Algunos enemigos naturales que atacan a D.
citri son del orden Coledptera, familia Coccinellidae, un ejemplo de estos son las mariquitas
(Michaud, 2001). Las crisopas (Neuroptera: Chrysopidae) y las arafias (Araneae) que son
depredadores muy comunes de las ninfas de este psilido. Aunque se conoce poco de cémo
estos depredadores pueden reducir la poblacién del psilido, actualmente son considerados
agentes importantes como control biolégico de esta plaga. Ademas también se ve atacado por
parasitoides del orden Hymenoptera, familia Eulophidae: Tamarixia spp. (Sanchez-Gonzalez et
al., 2010) y Diaphorencyrtus aligarhensis; ademas de un hongo entomopatégeno del género
Hirsutella (Hall et al. 2012, Grafton-Cardwell et al. 2006).

En estudios recientes en México, Loera et al., en el 2011, demostraron la capacidad
depredadora de la avispa mexicana de la miel Brachygastra mellifica (Say 1837) (Hymenoptera:
Vespidae: Polistinae) contra Diaphorina citri, la cual puede alimentarse sin ninguna
complicacion de ninfas del de 2°, 3° 4°y 5° etapa en un tiempo promedio de 5 a 30 segundos
dependiendo el tamafio de la ninfa y discrimina los huevos y ninfas de la primera etapa,
posiblemente debido a que estas fases de desarrollo estan protegidas por espacios entre los

brotes y/o que, energéticamente, no sea redituable el esfuerzo de consumir este tamafio de



presas, comparado con ninfas de mayor tamafio (Lorea et al. 2011). Esta avispa ataca a D. citri
en cuanto localiza nuevos brotes de arboles del genero citrus, mostrando una alta capacidad de
busqueda detectando y depredando ninfas a bajas densidades en los brotes. No solo se
alimenta de los fluidos extraidos de las ninfas, sino que también consume parcial o totalmente el
exoesqueleto por lo que se estd considerando como un excelente agente de control biologico.
(Lorea et al. 2011).

Candidatus Liberibacter spp

Es una bacteria fastidiosa perteneciente al grupo de las a-protobacterias, Gram-negativas, la
cual se limita al floema de la familia de las rutaceas, principalmente los citricos y una vez

infectados no tiene cura (Fujikawa y lwanami, 2012).

Actualmente se conocen tres especies que se encuentran fuertemente asociadas al
enverdecimiento de los citricos o HLB, las cuales son Candidatus Liberibacter africanus (Laf)
que es transmitida por el insecto Trioza erytrea procedente de Africa. Candidatus Liberibacter
asiaticus (Las) y Candidatus Liberibacter americanus (Lam), las cuales son transmitidas
naturalmente por el psilido asiatico Diaphorina citri Kuwayama, y pueden ser transmitidas
también artificialmente por injertos de citricos a otros citricos. Ca. Liberibacter americanus al
igual que Ca. Liberibacter africanus es sensible a las altas temperaturas (Soon et al., 2008; Luis
et al., 2010). Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) es resistente a altas temperaturas y es la
mas relacionada en casos de la enfermedad HLB en el hemisferio occidental desde 2004
(Gottwald, 2010).

Una vez adquirida la infeccion estudios han demostrado que esta bacteria se distribuye
en el floema del tejido de la corteza y en el tejido vascular de las venas centrales de las hojas,
ademas de diferentes partes de las flores y frutas. En general, la bacteria causa grandes
cambios de la expresion génica implicada en los sistemas de defensa de la planta, el
metabolismo de la respuesta al estrés ambiental, metabolismo de las proteinas, en el transporte

de nutrientes, la energia, carbohidratos y otros (Soon et al. 2008).
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Dafios a los citricos Causados por la Infeccion de Candidatus Liberibacter spp

En las hojas en estadios tempranos de la enfermedad se puede observar un moteado amarillo
irregular que no es simétrico en ambos lados del centro de las venas; estas manchas pueden
ser verdes oscuras o brillantes, y cuando la enfermedad es mas severa las areas verdes
oscuras se reducen a circulos pequefios con un fondo amarillo brillante o verde. Las hojas
suelen ser rectas y pequefias, y algunas veces las venas principales y secundarias se
convierten alargadas, hinchadas y corchosas de un color amarillo, debido a la acumulacion del
almidon en las células del parénquima. En las ramas se puede observar defoliacion debido a la
caida severa de hojas, reduccién del crecimiento y muerte de las ramitas. Figura 7 (a, b y c)
(Gbémez, 2008; Achor et al., 2010).

Respecto a los frutos que producen los arboles infectados, se puede observar un
crecimiento pobre e irregular, inversion del color en el fruto permaneciendo verde en lugar de
amarillo. Internamente puede observarse diferencia de maduracion y aborto de semillas, al
partirse longitudinalmente se puede observar que su axis esta curveado. El jugo que producen
estos frutos tiene elevada acidez, baja proporcion de jugo y bajo contenido de azucar, por lo
gue resultan no aptos para su consumo Figura 8 (a, b y ¢) (Gébmez, 2008; Achor et al., 2010).

Es importante saber que el moteado de las hojas y las ramas producido por HBL puede
ser confundido con otras enfermedades como el virus de la tristeza o con deficiencia de
nutrientes. Cabe mencionar que los patrones cloréticos pueden ser producidos por las
deficiencias de minerales como Zn, Fe, Mn, Ca, S y/o B, ligadas a la enfermedad. Figura 9
(Gémez, 2008).

Figura 7a y 7b. a) Hojas con moteado caracteristico asimétrico y nervaduras engrosadas; b)
Arbol infectado con sintomas de defoliacion.
Fuente. Servicio Nacional de Calidad y Sanidad Vegetal y de Semillas, 2013.
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semillas abortadas y coloracion café; c) Inversion del color amarillo por verde.
Fuente. Servicio Nacional de Calidad y Sanidad Vegetal y de Semillas, 2013.

Huanglongbing Zinc Magnesio Hierro

Figura 9. Diferencias entre hojas con deficiencias de minerales y HLB.
Fuente. Servicio Nacional de Calidad y Sanidad Vegetal y de Semillas, 2013.

Constituyentes Quimicos de las Plantas

Una de las diferencias entre plantas y animales es su capacidad de sintesis de numerosas y
diversas sustancias. Las plantas sintetizan y acumulan substancias muy variadas como el ADN,
ARN, proteinas, carbohidratos, polisacaridos, y lipidos a partir de nutrimentos inorganicos. Las
substancias vegetales, de naturaleza quimica extraordinariamente diferente, presentan
propiedades también muy diversas, aunque su papel fisioloégico en la planta es muchas veces

no del todo conocido (Garcia, 2009).

En particular los vegetales, igual que otros organismos mediante sSus procesos
metabdlicos sintetizan dos categorias de metabolitos: primarios y secundarios, aunque esta
distinciéon resulta totalmente arbitraria pues no hay una divisidn precisa entre metabolismo
primario y secundario (Harborne, 1982). Los metabolitos primarios, muy abundantes en la

naturaleza, son indispensables para el desarrollo fisiolégico de la planta; se encuentran
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presentes en grandes cantidades, son de facil extraccion y su explotacion es relativamente

economica (Petiard y Bariaud-Fontanel, 1987).

Carbohidratos en las Plantas

En las plantas los carbohidratos como metabolitos primarios, son sintetizados de forma
natural a través del proceso de fotosintesis para cubrir los requerimientos de energia. En las
hojas verdes se une el diéxido de carbono del aire y el agua del suelo, los cuales en presencia
de clorofila actian como catalizadores incorporando la luz solar para formar glucosa, un
carbohidrato elemental. El oxigeno producido es liberado a la atmosfera como un producto
accesorio. Los carbohidratos sintetizados en las hojas sirven de base para formar otros
carbohidratos mas complejos. En la Figura 10, se indica la ecuacién simple de este proceso.

H,0 + CO, —2 ) CeHyy01 +6H,0 + 60,
Clorofila

Figura 10. Ecuacion que muestra la sintesis de glucosa en el proceso de fotosintesis

Estructuralmente, los carbohidratos son compuestos organicos constituidos por carbono,
hidrogeno y oxigeno. En su forma més sencilla la formula general es CnH2nOn, los cuales se
pueden definir como polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas o compuestos que conducen a
ellos por hidrélisis y sus derivados. Varian desde azlucares simples que contienen de tres a
siete 4&tomos de carbono hasta polimeros muy complejos. Los carbohidratos se clasifican por

su estructura quimica, en monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos.

Monosacaridos. Los monosacaridos son monomeros de carbohidratos que por
hidrélisis no pueden convertirse en moléculas mas sencilla y constituyen carbohidratos més
complejos como los oligosacéridos y polisacaridos. Los monosacaridos se dividen en dos
grandes familias, la de las aldosas y cetosas que pueden tener de de 3 a 6 &tomos de carbono

en su estructura. Estas se diferencian en su grupo funcional aldehido y cetona. Los
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monosacaridos mas importantes de la serie de las aldosas son: el gliceraldehido de 3C, la
eritrosa y trealosa de 4C, la ribosa de 5C, asi como glucosa, manosa y galactosa de 6C; y de la
serie de las cetosas se encuentra a la dihidroxiacetona de 3C, la D-eritrulosa de 4C, la D-
ribulosa y D-xilulosa de 5C; asi como la D-fructosa y D-sorbosa de 6C.

Oligosacéaridos. Son moléculas constituidas por la unibn de dos a nueve
monosacéridos ciclicos, mediante enlaces de tipo glucosidicos. El enlace glucosidico se
establece entre grupos alcohol de dos monosacaridos, con desprendimiento de una molécula
de agua. El grupo mas importante de los oligosacaridos es el de los disacaridos, o azucares
dobles, que son la unién de dos monosacéridos, mediante pérdida de una molécula de agua
formando asi un enlace tipo éter. Entre los disacdridos mas importantes se encuentran la

isomaltosa, la maltosa, la lactosa, la sacarosa y la trehalosa (Figura 11).

CH,OH CH,OH CH;OH

o o 0 CHz%H
OH OH OH HO
OH O OH OH O CH,0H
OH  Maltosa OH OH OH
CH,OH OH Sacarosa
O,
o OH \ —OH
OH HO \I—r O O— %
OR 0 no ¥ on
HO CH;, Trehalosa T

Lactosa

OH -
Isomaltosa 0, CH,OH
OH OH)—0 O
OH OH OH OH
OH
OH

Figura 11. Disacaridos: Isomaltosa, maltosa, lactosa, scarosa y trehalosa

Fuente: Bioquimica de los Procesos Metabdlicos, Meloy Cuamatzi, 2007.

Polisacaridos. Son polimeros cuyos constituyentes son monosacaridos, los cuales se
unen repetitivamente mediante enlaces glucosidicos. Estos compuestos llegan a tener un peso

molecular muy elevado, que depende del nimero de residuos o unidades de monosacaridos
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gue participen en su estructura. Este nimero es casi siempre indeterminado pero variable

dentro de unos margenes.

Los principales polisacaridos en las plantas son el

almidon, celulosa, hemicelulosa

quitina entre otros, estos carbohidratos sirven de reserva y para dar estructura a sus diferentes

tipos de tejidos (Figura 12) (Melo y Cuamatzi, 2007).

CH,OH CH,OH CH,OH
H H 2
H /Y H oW/ L H
/ CH,OH
\OOHHOOHHOOHHO -
LW
H OH OH H OH
o \oH H
/
H OH

H CH,OH
CH,0oH H 0

/) O \OH H s

o \oH H/L H oH
H OH

Figura 12. Estructura basica del almidén (izquierda) y la celulosa (derecha).

Fuente: Badui, 2006.

Clasificacion de Carbohidratos en las Plantas

Estructurales. Los carbohidratos de las plantas se dividen en dos grupos: estructurales

y no estructurales (CNET). Los primeros forman parte de la pared celular y entre éstos se

encuentran la celulosa, la hemicelulosa y la pectina. Estos carbohidratos no estan disponibles

para el metabolismo energético de la planta (Badui, 2006; Solomon, Berg y Martin, 2008).

Celulosa. Es un polisacarido estructural no ramificado de todo el reino vegetal: por ser

considerado el compuesto mas abundante en la naturaleza y constituir una fuente de glucosa

practicamente inagotable que se renueva de forma continua mediante la fotosintesis. Esta

compuesto por 10000 unidades de 3-glucosa unidos por enlaces glucosidicos 8 (1-4); es rigido

e insoluble en agua (Badui, 2006; Solomon, Berg y Martin, 2008).
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Hemicelulosa. Las hemicelulosas son heteropolisacaridos (polisacarido compuesto por

mas de un tipo de monomero), formado, en este caso un tanto especial, por un conjunto
heterogéneo de polisacaridos, a su vez formados por un solo tipo de monosacaridos unidos por
enlaces B (1-4) (fundamentalmente xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, glucosa y acido
glucurénico), que forman una cadena lineal ramificada. Entre estos monosacéridos destacan
mas: la glucosa, la galactosa o la fructosa. Forma parte de las paredes de las diferentes células
de los tejidos del vegetal, recubriendo la superficie de las fibras de celulosa y permitiendo el

enlace de pectina (Badui, 2006)

Pectina. Mezcla de polimeros acidos y neutros muy ramificados. Su estructura basica
esta integrada por moléculas de acido D-galacturdnico, unidas por enlaces glucosidicos a-D-(1-
4), en la cual algunos carboxilos pueden estar esterificados con metilos o en forma de sal.
Constituyen el 30% del peso seco de la pared celular primaria de células vegetales. En
presencia de aguas forman geles. Determinan la porosidad de la pared, y por tanto el grado de
disponibilidad de los sustratos de las enzimas implicadas en las modificaciones de la misma.
Las pectinas también proporcionan superficies cargadas que regulan el pH y el balance idnico.
Estas tienen tres dominios principales: homogalacturonanos, ramnogalacturonano | y

ramnogalacturonano Il (Badui, 2006; Velsid, 2007).

No estructurales. Los carbohidratos no estructurales se almacenan en GOrganos
vegetativos como raices, rizomas, estolones, coronas y parte inferiores del tallo. Los principales
CNET en los tejidos de especies forrajeras son monosacaridos como glucosa y fructosa,

disacaridos como sucrosa y maltosa y polisacaridos como almidones y fructosanos.

Glucosa. Es el monosacarido aldohexosa méas abundante con férmula molecular
CeH1206. Es utilizado por la mayor parte de los organismos como fuente de energia. Durante la
respiracion celular, las células oxidan moléculas de glucosa convirtiendo la energia almacenada
en una forma mas facil de utilizar para las funciones celulares. Su importancia en el
metabolismo es tal que se han desarrollado mecanismos para mantener su concentracion en
valores relativamente constantes en la sangre de los seres humanos y de otros animales
complejos. La glucosa se sintetiza en las plantas y representa la materia fundamental para la
fabricacion de casi todos los carbohidratos como la fructosa, sacarosa y carbohidratos
complejos como celulosa y almidén, ademas de otro tipo de compuestos como aminoacidos y

acidos grasos (Badui, 2006).
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Fructosa (levulosa). Es un monosacéarido cetohexosa encontrado en las frutas y en la

miel més dulce que la glucosa. Tiene formula molecular idéntica que la glucosa pero sus
atomos estan colocados de manera distinta. Debido a estas diferencias estos dos azlcares
tienen propiedades diferentes. Todas las frutas naturales tienen cierta cantidad de fructosa (a
menudo con glucosa), que puede ser extraida y concentrada para hacer un azucar alternativo
(Solomon, Berg y Martin, 2008).

Sucrosa (sacarosa). Es un disacarido compuesto por glucosa y fructosa unida

mediante enlaces glucosidicos a B (1-2). La hidrolisis de la sacarosa a glucosa y fructosa esta
catalizada por la enzima sacarasa llamada también invertasa, porque produce un cambio del
poder rotatorio de dextrégiro a levogiro. La ventaja de la sacarosa sobre la D-glucosa como
forma de transporte de la azlcar puede radicar en que sus atomos de carbono anomérico se
hallan unidos, con lo que la sacarosa esta protegida de la oxidacion o del ataque hidrolitico por
las enzimas de las plantas hasta que alcanza su destino final en la planta. Una vez sintetizada
en las hojas verdes la sacarosa es transportada a otras partes de las plantas, principalmente
para su almacenamiento. Cuando se necesita una fuente de carbono y de energia, la sacarosa
se hidroliza a glucosa y fructosa, las cuales ingresan a la via metabdlica principal (Solomon,
Berg y Matrtin, 2008; Melo y Cuamatzi, 2007).

Maltosa. Es un disacarido reductor mas sencillo con dos residuos de dos glucosas
unidos por un enlace glucosidico a (1-4), el cual no aparece de forma abundante en la
naturaleza, aunque esta presente en algunos granos que han germinado, como por ejemplo en
el maiz dulce. Este azlcar se obtiene como intermediario en la hidrolisis del almidén por las
enzimas conocidas como amilasas. Estd segunda fraccion de glucosa posee un hidroxilo
anomeérico libre que puede existir ya sea en la configuracién alfa o beta, confiriéndole asi la

caracteristica de mutarrotacion a la maltosa (Melo y Cuamatzi, 2007).

Almidén. Polisacarido de reserva alimenticia predominante en las plantas, constituido
por amilosa y amilopectina (Figura 13): el primero es producto de la condensacion de D-
glucopiranosas por medio de enlaces glucosidicos a (1-4), que establece largas cadenas
lineales con 200 — 2500 unidades y pesos moleculares hasta de un millon; tiene la facilidad de
adquirir una conformacion helicoidal, en la que cada vuelta consta de seis moléculas de
glucosa. La amilopectina se diferencia de la amilosa en que contiene ramificaciones que le dan
una forma molecular similar a la de un arbol; las ramas estdn unidas al tronco central
(semejante a la amilosa) por enlaces a (1-6), localizadas cada 15 a 25 unidades lineales de

glucosa. Su peso molecular es muy alto entre 200 a 500 millones de daltones. Las células
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vegetales almacenan almidon principalmente en forma de granulos dentro de organelos
especializados llamados amiloplastos; cuando se necesita energia para realizar una actividad
celular la planta hidroliza el almidon con lo que se liberan las subunidades de glucosa.
Practicamente todos los organismos cuentan con enzimas que pueden hidrolizar los enlaces a
(1-4) (Badui, 2006; Solomon, Berg y Martin, 2008).

Fructosanos. Polimeros, generalmente lineales, formado por moléculas de D-fructosa
unidos mediante enlaces glucosidicos Méas concretamente, su estructura esta formada por una
molécula de glucosa ligada a multiples unidades de fructosa B (2-1), que se encuentran de
reserva energética en varios vegetales. Su origen se encuentra principalmente en las plantas,
pero también pueden aparecer en hongos y bacterias (Badui, 2006).
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Figura 13ay 13b. (a) enrollamiento helicoidal de la amilosa; (b) estructura quimica de la
amilopectina.
Fuente: Badui, 2006.
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Carbohidratos en la Hemolinfa de los Insectos

Glucosa. Esté presente en los insectos, a veces en niveles similares a los niveles de la
sangre de los mamiferos pero generalmente mas bajos. Los aminoacidos, proteinas y otros
compuestos organicos también estan presentes, y sus concentraciones pueden exceder el de

otro azUcar, similar en importancia; la trehalosa (Chen, 1985; Mullins, 1985).

Trehalosa. Es el disacérido no reductor formado por dos moléculas de glucosa unidas
por sus carbonos 1 en posicién alfa (1,1,-a,a) y principal azGcar que circula en la sangre o
hemolinfa de la mayoria de los insectos; se encuentra presente en una amplia gama de
organismos llevando a cabo funciones como azlcar de reserva y como protector ante el estrés
abidtico. La resistencia a la hidrélisis acida y la ausencia del enlace de hidrogeno intramolecular
hace a la trehalosa quimicamente Unica en comparacion con otros disacaridos comunes, en
particular la sacarosa. La trehalosa es el producto de la condensacion de dos intermedios
glicoliticos, glucosa-1-fosfato y glucosa- 6-fosfato (Figura 14) (Mascorro-Gallardo et al., 2005;

Avonce e lturriaga, 2005).

La hidrolisis para reformar la glucosa, catalizada por isoenzimas de una sola enzima, la
trehalasa, es la Unica via conocida de la utilizacion de la trehalosa. La sintesis y la degradaciéon
de trehalosa estan bajo el control hormonal que implica ambos factores hipertrehalosémico y
hipotrehalosémico. Sin embargo, la concentracién de trehalosa en la sangre, no esta regulada
homeostaticamente. Mas bien, la trehalosa se produce a niveles muy variables, tipicamente
entre 5 y 50 mM, dependiendo de las condiciones ambientales, el estado fisiolégico y

nutricional (Thompson, 2003).
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Figura 14. Via TPS/TPP de biosintesis de trehalosa, mas frecuente encontrada en
bacterias, hongos, plantas e insectos. Via de degradacién de la trehalasa en dos
moléculas de glucosa.

Fuente: Mascorro, Avonce e lturriaga, 2005.

Funciones de la Trehalosa. La concentracion variable en las que se produce la trehalosa es
esencial para el cumplimiento de sus funciones, como (1) Energia de almacenamiento, el papel
tradicional atribuido a la trehalosa; (2) un crioprotector, reduciendo el punto de
sobreenfriamiento de algunos insectos evitando su congelacién; (3) un estabilizador de
proteinas durante el estrés osmoético y térmico, una funcién recientemente investigada en
insectos y (4) un componente de un mecanismo de retroalimentacion que regula el
comportamiento de alimentacion y la ingesta de nutrientes, donde los niveles de metabolitos en
sangre incluyendo trehalosa actian mediante la modulacion de las respuestas del receptor del
gusto y a través del sistema nervioso central para influir en la selecciéon de alimentos. Todos
estos son ejemplos de conservacion funcional en la ausencia de la homeostasis. Esto se ha
denominado enantiostasis, donde la conservacion funcional sirve como un mecanismo de
adaptacion fisiol6gica a pesar de lo que parece ser un medio interno inestable (Thompson,
2003)
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Metabolitos Secundarios de las Plantas

Las plantas, organismos autotrofos, ademas del metabolismo primario presente en todos los
seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite producir y acumular
compuestos de naturaleza quimica diversa. Los metabolitos secundarios de las plantas estan
representados principalmente por terpenoides, fenilpropanoides/bencenoides, compuestos
fendlicos y sus derivados, derivados de acidos grasos y compuestos nitrogenados o alcaloides
(Dudareva et al., 2004). Los aceites volatiles 0 aceites esenciales constituyen el 1% de los
metabolitos secundarios de las plantas y pueden actuar como sefiales para otros organismos y
aun mas para la comunicacién entre plantas y su interaccion con el ambiente circundante,
modificando incluso el entorno de las especies que los producen, sus vecinos y sus enemigos
(Marin y Céspedes, 2007). Ademas de que los volatiles quimicos sirven a las plantas para su
reproduccion, al atraer polinizadores o dispersores de semillas; como defensa para repeler
insectos o detener la colonizacion de bacterias y hongos fitopatdégenos; para atraer enemigos
naturales de herbivoros; y en general como mensajeros intra e interespecificos (Marin y
Céspedes, 2007).

Terpenos. Son una vasta y diversa clase de compuestos organicos derivados del
isopreno (2-metil-1,3-butadieno), un hidrocarburo de 5 atomos de carbono. De esta forma, los
terpenos se clasifican por el numero de unidades de isopreno (C5) que contienen: los terpenos
de 10 C contienen dos unidades C5 y se llaman monoterpenos; los de 15 C tienen tres
unidades de isopreno y se denominan sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro unidades C5
y son los diterpenos. Los triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40 C y se habla de
politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de isopreno. Las unidades de isopreno
pueden ser biosintetizadas por medio de dos vias; a través de intermediarios de la Ruta del
Acido Mevalonico (MVA) o bien de la ruta del metileritritol fosfato (MEP) (Avalos y Pérez-Urria,
2009).

Compuestos Fendlicos y sus derivados. Son un numeroso grupo de compuestos
organicos que en su estructura poseen al menos un grupo funcional fenol (es decir, un -OH),
unido a un anillo aromatico. Estos compuestos presentan estructuras sencillas como los acidos
fendlicos hasta estructuras muy complejas como los taninos y lignina. En su clasificacién en
base a su esqueleto carbonado se encuentran, fenoles simples y complejos, también se pueden

clasificar en flavonoides y no flavonoides.
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Estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se localizan en todas las partes de
las planta su concentracion es variable a lo largo del ciclo vegetativo. Estos compuestos
participan de diversas funciones, tales como la asimilacién de nutrientes, la sintesis proteica, la
actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacién de componentes estructurales, la alelopatia y
la defensa ante los factores adversos del ambiente como el atague de microorganismos
fungicos y bacterianos.

Los fenoles estan asociados al color, caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia,
dureza), caracteristicas nutritivas y propiedades antioxidantes de los alimentos de origen
vegetal (Robbins, 2003). Los componentes fendlicos representan un grupo inmenso de
moléculas con una gran variedad de funciones en el crecimiento, desarrollo y defensa de la
planta. Estos incluyen pigmentos y sabores que pueden atraer o repeler, asi como compuestos
gque pueden proteger a la planta en contra de insectos, hongos, bacterias y virus. La mayoria de
los compuestos fendlicos se representan como ésteres o glucésidos. Los taninos y lignanos son
polimeros fendlicos. Los taninos son utilizados comercialmente como tintes y astringentes, y los
lignanos juegan un papel importante en la rigidez celular y tejidos, son esenciales para el
desarrollo vascular (Vermerris and Nicholson, 2006).

Fenoles simples. A este grupo pertenecen los fenilpropanoides simples que tienen un
esqueleto basico de fenilpropanoide (un anillo aromatico unido a una cadena de 3 carbonos).
Las lactonas fenilpropanoides (o "ésteres ciclicos"), también llamadas cumarinas, las cuales
también poseen un esqueleto fenilpropanoide pero el propano esta ciclado. Y por dltimo los
derivados del acido benzoico (el esqueleto es un anillo aromético unido a un carbono). Son
formados a partir de fenilpropanoides a los que se les delecionan dos carbonos de la cadena

propanica (Vermerris and Nicholson, 2006; Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Fenoles complejos. En este grupo se encuentran los lignanos, los cuales son polimeros

altamente ramificado de fenilpropanoides, estos son metabolitos secundarios de una gran
variedad de plantas. Se forma a partir de tres derivados fenilpropanoides: los alcoholes
coniferilico, cumarilico y sinapilico, de manera que cada uno de ellos puede formar numerosos
enlaces y ramificaciones haciendo que cada lignina pueda ser Unica. Estan presentes en bajas
concentraciones en semillas y algunas bayas y se encuentran covalentemente unidas a la
celulosa y a otros polisacéridos de la pared celular, siendo la segunda sustancia organica mas

abundante en las plantas (Robbins, 2003; Avalos y Pérez-Urria, 2009).
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Flavonoides: Este grupo forma parte de los fenoles complejos, presenta un esqueleto
carbonado que contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos bencénicos unidos por un
puente tricarbonado (C6-C3-C6) (Figura 15). Se clasifican en funcion del grado de oxidacion del
puente de tres carbonos, siendo los compuestos principales antocianinas (pigmentos), flavonas,
flavonoles e isoflavonas. Su biosintesis se puede dar por dos vias la via del &cido shikimico (en
plantas superiores) y la via del &cido malénico (hongos y bacterias). Entre los principales
flavonoides presentes en vegetales se encuentran, las Flavanonas, Antocianinas, Flavonoles,

Proantocianinas, Flavanoles, Isoflavonas y Flavonas (Figura 16) (Dudareva et al., 2004).

5 4

Figura 15. Esqueleto base de los Flavonoides C6-C3-C6.
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Figura 16. Principales flavonoides en vegetales, Dudareva et al., 2004.
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La Figura 17, muestra los principales flavonoides presentes en los citricos, los cuales

son naringina, naringenina, eriodictiol, quercetina, apigenina y kaempferol (Frydman et al.,

2004).

Maringina

Al =0
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OH
Eriodictiol
HD D v

OH O

Figura 17. Flavonoides presentes en citricos.

Constituyentes de los Citricos

Numerosos estudios se han llevado a cabo para obtener la composicion de los frutos citricos,

sin embargo, la composicién de las diferentes partes de la planta (aérea o terrestre) y alin mas

la composicién de ésta en diferentes estados fenoldgicos, no se ha determinado a detalle. En

trabajos previos, se han determinado los compuestos volatiles presentes en los brotes menores

a 5 cm de los citricos, naranja. Limén y toronja; asi como el contenido de fenoles totales, previo

al estudio fitoquimico de éstos (Martinez, 2012; Romo, 2012), También se han disefiado

bioensayos in vitro para conocer la preferencia por la planta hospedero (atraccion olfativa) y

alimentaria a través de los compuestos fendlicos (Martinez, 2012; Romo 2012).

Respecto al contendido de metabolitos secundarios, el estudio reciente en fresco de

brotes vegetativos jovenes de citricos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas, obtuvo como resultado que los principales constituyentes volatiles eran del grupo de los
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terpenos: monoterpenos, sesquiterpenos, terpeno aldehidos y terpeno alcoholes (Patt y
Se’tamou, 2010, Martinez, 2012 y Romo, 2012). En los estudios realizados por Patt y Se’tamou
se caracterizaron los compuestos voléatiles en brotes vegetativos jovenes de Murraya paniculata
(L.) Jack y en citricos de limén, naranja y toronja, en el cual los principales compuestos volatiles
encontrados fueron del grupo de los monoterpenos, monoterpenos ésteres y sesquiterpenos,
composicion semejante a la encontrada por Martinez y Romo en el 2012 en los brotes
vegetativos jovenes de diferentes tamafios de limén mexicano (Citrus aurantifolia S.), quienes
identificaron como compuestos predominantes a los monoterpenos y sesquiterpenos. Ademas
también se encontraron otros hidrocarburos saturados e insaturados, ciclicos o aromaticos;

ésteres, aldehidos, alcoholes y cumarinas.

Ademas, otros estudios han indicado que los citricos acumulan grandes cantidades de
flavonoides, tanto en los frutos como en las hojas, especialmente flavanonas que son

parcialmente responsables del aroma y del sabor del fruto. (Manthey et al, 2001).

Andlisis de los Metabolitos de Plantas

Los productos naturales provenientes de plantas son fuente de principios activos reconocidos
por el hombre, los cuales son de importancia en medicina, en la industria farmacéutica; industria
de los perfumes y cosmética; en alimentos, en agricultura, entre otros; debido a sus
constituyentes quimicos, generalmente metabolitos secundarios, que en la naturaleza funcionan
como defensa quimica contra herbivoros y que actualmente se estan empleando para el control

de plagas de insectos (Farnsworth et al., 2002; Marin y Céspedes, 2007).

La liberacion de compuestos volatiles de las hojas es uno de los mecanismos de
defensa quimica utilizados por las plantas para reducir el ataque por insectos herbivoros. La
composicion quimica de los volatiles de las hojas varia entre especies de plantas y su
complejidad estructural puede determinar su actividad bioldégica por ello, los compuestos
obtenidos mediante la extraccion fitoquimica, cobran relevancia como nuevos recursos, asi
como el andlisis de volatiles o de otros componentes quimicos de las plantas, para lo cual se
han desarrollado técnicas que actualmente se utlizan de manera rutinaria como la

cromatografia de gases-masas, gases-liquido, el analisis por cromatografia liquida de alta
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presion (HPLC), Infrarojo (IR) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN), entre otras (Rubinson y
Rubinson, 2001).

A continuacion se describen brevemente varias metodologias utilizadas en el andlisis de

plantas, algunas de las cuales utilizamos en este trabajo.

Extraccion de los Constituyentes de las Plantas

Entre los procesos para la extraccion de los diferentes fitoquimicos, aceites esenciales,
componentes activos etc. destacan las nuevas tecnologias de extraccién entre las que se
encuentra la extraccion en fluidos supercriticos (EFS). Sin embargo, en los laboratorios de
investigacion, aun se utilizan otros procesos extractivos mas convencionales, como los de
arrastre de vapor, los de extraccion por solucion y los de extracciébn por centrifugacion
(Bruneton, 2001).

La extraccién por solucion precisa una mayor inversion que la extraccion por arrastre de
vapor, pero genera un rendimiento casi duplicado respecto a los sistemas anteriores, ademas
de obtenerse practicamente todos los compuestos presentes en la matriz herbacea: volatiles,
grasas, ceras, pigmentos, etc. Por otra parte, precisa de equipos de vacio para poder obtener
los extractos; ademas, es necesario utilizar disolventes organicos de distinta polaridad. También
conlleva necesariamente establecer etapas adicionales de purificaciéon segun el destino o uso
del producto. En laboratorios convencionales la metodologia implica una extraccién con
disolventes organicos, que penetran en la materia vegetal y disuelven las sustancias, que son
evaporadas y concentradas a baja temperatura. Después, se elimina el disolvente, obteniendo
la fraccion deseada. La selecciéon del disolvente pretende que sea capaz de disolver
rapidamente todos los principios y la menor cantidad de materia inerte, que tenga un punto de
ebullicion bajo y uniforme que permita eliminarlo rapidamente, pero evitando pérdidas por
evaporacion; no soluble en agua, quimicamente inerte, para no reaccionar con los componentes
de los aceites, no inflamable y barato (Palomino, 2001). Este disolvente ideal no existe, y los
més empleados son el éter de petréleo, con punto de ebullicion de 30 a 70°C, se evapora
facilmente, pero es inflamable, benceno, que disuelve también ceras y pigmentos, alcoholes

como etanol y metanol, que son solubles en agua, entre otros (Palomino, 2001).
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Analisis de Carbohidratos en Plantas

Para la determinacion de carbohidratos en plantas o alimentos se han ideado nimeros métodos
de analisis, los cuales difieren en su complejidad, forma de accién, ventajas y desventajas de
uso. Entre los métodos mas utilizados se encuentran los métodos quimicos, fluorimétricos,
enzimaticos y fisicos, ademas de la cromatografia de gases (CGL) y la cromatografia liquida de

alta resolucién (HPLC).

Los carbohidratos que presentan grupos aldehidos libres o en forma hemiacetalica
(grupos aldehidos potenciales) no blogueados (por ejemplo formando parte de un enlace
glucosidico) pueden ser oxidados por diferentes reactivos, por lo que se les denomina azlcares
reductores (Suzuki et al., 1992; Vérette et al., 1995).

Hay diferentes métodos de determinacion de azUcares reductores (Fehling, Benedict,
Bradford, Nelson-Somogyi, etc.). En todos ellos, el azUcar reductor es oxidado por el cation
clprico (Cu*?) en medio alcalino, con formacién de éxido cuproso insoluble, lo que da la tipica
coloracion rojizo-amarillenta. Los iones Cu*? se pueden mantener en disolucion, formando
complejos coloreados con tartratos y citratos, lo que permite la determinacién de azlcares
reductores. Estos métodos se emplean comunmente por su sensibilidad, alta especificidad y

rapida ejecuciéon (Badui.2006).

Actualmente, los métodos cromatograficos se estan empleando ampliamente y su el uso
esta siendo de gran valor en el analisis donde se presenta una mezcla de azlcares. Se utiliza
tanto la cromatografia gaseosa (GC) como la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
Estos métodos ofrecen gran especificidad y la capacidad de detectar varios azlcares al mismo
tiempo (McDonald y Garby, 1983; Silverstein, Bassler y Morril, 1991; Méndez, 2009).

Antes de realizar la determinacion de carbohidratos, las muestras deben someterse a
una hidrdlisis para facilitar la identificacion de los azucares. En los métodos reportados en la
bibliografia se recomienda una hidrélisis acida con &cido sulfdrico y antes de pasar la muestra a
analizar se debe neutralizar con carbonato de sodio (Na>COs), a fin de que el sulfirico no
perjudique la columna. Segun algunos autores el riesgo que se obtiene con esta hidrdlisis es el
de destruir algunos de los azucares, especialmente pentosas y acidos urénicos (Hausalo, 1995;
Tenkanen et al., 1995). Es por eso que algunos investigadores se inclinan por la utilizacion de

acido trifluoracético (TFA), cuya hidrdlisis parece ser mas suave (Rydlun y Dahlman 1995),
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aunqgue otros consideran que el riesgo de esta hidrolisis esta en que sea incompleta (Tenkanen
et al., 1995). También existen estudios de la posibilidad de utilizar enzimas para conseguir una
hidrdlisis eficiente de la muestra (Hausalo, 1995; Tenkanen et al., 1995), la limitacion es el costo

de las enzimas.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion es una técnica analitica de separacion e
identificacion de estructuras quimicas mas ampliamente utilizada actualmente debido a su alta
sensibilidad, a su facil adaptacion para realizar determinaciones cuantitativas exactas, su
idoneidad para la separacién de especies no volatiles o termolabiles y a su gran aplicabilidad a
diferentes tipos de sustancias como &cidos nucleicos, aminoacidos, proteinas, esteroides,
antibioticos, carbohidratos, hidrocarburos de diferentes tipos, entre ellos los terpenos, farmacos,

plaguicidas, especies organometalicas y gran variedad de sustancias inorganicas.

En el analisis de azlUcares y de otros compuestos la Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) se ha convertido en una técnica muy utilizada debido a su sensibilidad, su
facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion y
su aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria, en este caso la

alimentaria (Skoog et al., 2003).

La cromatografia es un método fisico de separacién basado en la distribucion de los
componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o estacionaria y otra movil. En
cromatografia liquida de alta resolucion, la fase mévil es un liquido que fluye a través de una
columna que contiene a la fase fija. Los distintos compuestos presentes en una muestra se

separan segun su mayor o menor afinidad con la fase mavil y estacionaria.

La separacion de los compuestos a analizar se obtiene haciendo pasar una muestra por
una columna cromatografica (fase estacionaria, la cual presenta ciertas caracteristicas quimicas
en su superficie), mediante el bombeo de liquido (fase movil) a alta presion a través de la
columna. La muestra a analizar es introducida en pequefias cantidades y sus componentes se
retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas realizadas con la

fase estacionaria a medida que pasan por la columna.
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El grado de retencion de los componentes de la muestra depende de la naturaleza del
compuesto, de la composicion de la fase estacionaria y de la fase movil. El tiempo que tarda un
compuesto a ser eluido de la columna se denomina tiempo de retencién (Tr) y se considera una
propiedad que permite identificar las caracteristicas de un compuesto en una determinada fase
movil y estacionaria. La utilizacion de presion en este tipo de cromatografias incrementa la
velocidad lineal de los compuestos dentro de la columna y reduce asi su difusién dentro de la
columna mejorando la resolucién de la cromatografia. Los disolventes mas utilizados en este
tipo de cromatografia son elagua, el metanoly el acetonitrilo. EI agua puede contener
tampones, sales, o compuestos como el acido trifluoroacético, que ayuden a la correcta

separacion de los compuestos.

El registro de la separacion de la muestra para que pueda ser visualizada se da en los
llamados detectores, los cuales se encuentran acoplados en el equipo de HPLC. Actualmente
existe una gran diversidad de detectores utilizados segln la naturaleza de la muestra a analizar,
ya que no hay detector universal que puede controlar todos los compuestos, entre ellos
podemos encontrar; detectores UV, VIS y PDA, indice de refraccion (RI), Espectrémetro de
Masas (MS), de Conductividad (CD), de Fluorescencia (FL), de Quimioluminiscencia, Rotacion

Optica (OR) entre otros.

En el andlisis por HPLC los resultados que se obtienen estan en forma de un
cromatograma, el cual visualiza los compuestos separados y el area del pico para cada uno de

ellos, que es proporcional a su concentracién (Méndez, 2009).

MATERIALES Y METODOS

Obtencién del Material Vegetal

Las muestras de citricos de la regién fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Centro en Hermosillo, Sonora, y
procedian de La Costa de Hermosillo y de Guaymas Sonora. El estudio se llevé a cabo en el
Departamento de Ciencias Quimico-Biolégicas de la Universidad de Sonora y en el Centro de

Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD, A.C.) de Hermosillo, Sonora.
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Obtencién de Extractos por Maceracion con Solventes

Se utilizaron hojas y brotes tiernos de tres citricos limén, naranja y toronja con dos tamarfios
diferentes de 3-4 cm y 5 cm, obtenidos en el periodo correspondiente de brotacion de las
plantas, ciclo 2013-2014, los cuales tras su traslado al laboratorio de Investigacion Quimica de
la Universidad de Sonora, se secaron a temperatura ambiente por una semana y se trituraron
hasta obtener un polvo fino. Posteriormente se sometieron a maceracion individual en una
solucion alcohdlica durante 7 dias, después se realiz6 un filtrado de cada una de las soluciones,
y se elimind el solvente a presion reducida a una temperatura no mayor de 40 °C, utilizando un
evaporador rotatorio IKA RV® 10 digital. Los extractos crudos se sometieron a liofilizacion y se
almacenaron a 4°C para proceder posteriormente al andlisis de carbohidratos. Sin embargo,
hay que aclarar que para los brotes de toronja se contd solo con un tamafo de brote de 3 — 4
cm por lo cual se decidid fraccionar el extracto crudo de este citrico de acuerdo a la
metodologia siguiente: el extracto crudo de los brotes tiernos de toronja se sometio a
extracciones sucesivas con metanol a fin de lograr un mayor agotamiento del material vegetal
seco. De esta forma se obtuvo una fraccion metandlica y otra acuosa que fueron utilizadas en la

determinacién de carbohidratos.

Determinacién de Carbohidratos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

Para realizar la determinacion de azlcares por HPLC se utilizaron los extractos de los brotes
vegetativos de naranja (Citrus sinensis), limoén (Citrus aurantifolia S.) y de toronja (Citrus x
paradisi) y las fracciones metandlica y acuosa de los brotes de toronja. Todas las muestras
fueron sometidas primero a una hidrélisis acida como se describe enseguida y después a

filtracion.

Hidrolisis de carbohidratos para muestras sélidas. Se pesaron entre 10 y 12 mg de
cada extracto y se colocaron en tubos de ensayo de 10 mL. Enseguida se afiadieron 500 uL de
acido trifluoroacético (TFA) 4N y se utiliz6 un pequefio magneto para disolver las muestras con

ayuda de una placa con agitacién (Termo Scientific). Los tubos fueron introducidos en un bafio
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maria, se usé aceite a 120°C como medio de calentamiento por un tiempo de 2 horas, la
temperatura se verificd de tal manera que esta permaneciera estable. Transcurrido el tiempo de
calentamiento, los tubos se pasaron a un bafio de hielo durante unos minutos para detener la
reaccion. Por ultimo, a cada tubo se le afiadi6 200 uL de agua ultra pura y después se
colocaron en un concentrador de muestras (TECHNE, DB-3A) a una temperatura suave hasta
sequedad (méx. 50 ° C), lo anterior se realiz6 dos veces; enseguida, para reconstituir se
agregaron 500 uL de agua ultra pura a cada tubo; finalmente, los tubos se sometieron a

congelacién para su andlisis posterior (Englyst y Cummings, 1987).

Filtracion de las muestras. Antes de realizar el andlisis de carbohidratos en el equipo
de HPLC, cada una de las muestras fue filtrada utilizando un filtro de Nylon de 0.20 um (Alltech)
con ayuda de una jeringa estéril de 3 mL (BD Plastipak). Realizada la filtracion, cada muestra
fue colocada en un vial de plastico correctamente etiquetado.

Preparacion de la Fase Movil. Como fase movil se utilizé un litro de agua ultra pura,
previamente filtrada en un Kit de filtracién (Millipore), y acidificada con acido sulfdrico (H>SO.)
hasta obtener un pH de 3.6 (Hanna Instruments); una vez preparada la fase movil, se coloco en
un recipiente de un litro, el cual fue adecuadamente etiquetado.

Inyeccion de Muestras en HPLC. Las muestras se corrieron en un equipo HPLC
(Varian ProStar, 9012) en una columna de 30 cm de largo (Agilent Hi-Plex). El flujo fue de 0.6
mL/min. Antes de inyectar las muestras se corrid una linea base (para ajuste del equipo). El
tiempo de corrida fue de 15 min. Se inyectaron 20 uL de los extractos de los brotes previamente
hidrolizados a una temperatura de 65° C. Se utilizé un detector de indice de refraccion (IR)
(Varian, 9040). Los cromatogramas obtenidos fueron almacenados en la base de datos del
equipo (Galaxie Chromatography Workstation System Control Version 5.50), para su analisis e
identificacion posterior (Ball y Lloyd, 2011).

Identificacion de Carbohidratos en las muestras. La identidad de los carbohidratos
solubles de las muestras de los brotes vegetativos jévenes se confirm6 usando estandares
auténticos de carbohidratos: Glucosa, arabinosa, manitol, sacarosa, inositol, fructosa, manosa,
galactosa, xilosa y ac. Galacturénico (Sigma, USA). Se corrieron en el equipo de HPLC y se

obtuvo tiempo de retencion (Tr) y area para cada estandar.

31



RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos hidroalcohdlicos obtenidos a partir de los tres brotes de citricos (Limén, naranja y
torojona), se extrajeron eficientemente. Después de ser filtrados y evaporados para eliminar el

solvente, presentaron las caracteristicas que se describen a continuacion.

Los extractos hidroalcohdlicos de los brotes de toronja de 3 - 4 cm exhibieron un color
caramelo debido a la presencia de pigmentos, ademas de tener una consistencia viscosa,
probablemente por el elevado contenido de carbohidratos, lo cual hizo dificil su manipulacion y
liofilizacion. Los extractos obtenidos a partir de los brotes vegetativos de limén de 3 - 4y 5 cm,
presentaron una consistencia viscosa al igual que los de toronja; el color exhibido fue de un
verde olivaceo. En los extractos obtenidos a partir de los brotes de naranja de 3 -4y 5 cm, se
obtuvo un color ocre claro, en comparacion con los otros extractos la consistencia de estos fue
la de un polvo muy fino. Los tres extractos presentaron un olor caracteristico de cada citrico,

muy agradable.

Después de someter los diferentes extractos a una hidrélisis suave, previo a la
determinacion de carbohidratos se obtuvieron precipitados de color café oscuro en todas las
muestras, las cuales al ser reconstituidas con agua ultra pura y posteriormente filtradas, se

tornaron de un café claro amarillento o incoloras.

Identificacion de Carbohidratos por HPLC

La identidad de los carbohidratos solubles de las muestras de los brotes vegetativos jévenes de
los tres citricos, naranja (Citrus sinensis), limén (Citrus aurantifolia S.) y toronja (Citrus x
paradisi), se confirm6 usando estandares auténticos de carbohidratos (Sigma, USA). Las
condiciones del andlisis de HPLC para los estdndares y muestras de los extractos citricos,
fueron idénticas. La concentracion de cada uno de los carbohidratos identificados se estimé
usando como referencia la concentracién de cada estandar. En la Tabla 1, se muestran los

estandares (SIGMA) utilizados, su tiempo de retencién (min), area (uRIU.Min) y concentracion

(mg/g).
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Tabla 1. Tiempos de retencién, area y concentracién de

estandares individuales

Estandares TR (min) | Area Concentracion

(MRIU.Min) (mg)
Glucosa 10.87 15.10 4.5
Arabinosa 12,5 7.9 2.0
Manitol 12,04 22.9 4.1
Sacarosa 10,52 23.1 6.0
Inositol 11,28 9.2 4.0
Fructosa 11,71 43.9 10.0
Manosa 11,48 18.7 4.1
Galactosa 11,50 12.8 5.0
Xilosa 11,57 26 4.7
Ac. 10,10 11.7 5.0
Galacturonico

Los estandares se analizaron individualmente y en las figuras 18-27 se observan los
cromatogramas obtenidos para cada uno de ellos, asi como la estructura quimica
correspondiente.
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Figura 20. Cromatograma del estandar de manitol y su estructura quimica.
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Figura 21. Cromatograma del estandar de inositol y su estructura quimica.
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Figura 23. Cromatograma del estandar de sacarosa y su estructura quimica.
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Identificacion de Carbohidratos en Brotes Vegetativos de Citricos

Los resultados obtenidos a partir del andlisis por HPLC para los diferentes extractos de citricos,
mostré la composicion de carbohidratos presentes que fueron identificados por comparacion
con los estandares; la mayoria de ellos contenia arabinosa, galactosa y glucosa, ademas, se
identificé inositol y sacarosa. Los principales carbohidratos encontrados son importantes para
los insectos, ya que en su metabolismo pueden ser aprovechados para la obtencién de energia
0 sintesis de otras metabolitos de interés. Analisis de diferentes tejidos de vegetales muestran
que la arabinosa forma parte de pectinas y hemicelulosas (Prinsen 2010; Sun et al., 2000). La
galactosa puede convertirse en glucosa para la obtencion de energia o puede formar parte de
los glucolipidos y las glucoproteinas de las membranas celulares, sobre todo de las neuronas.
Otros estudios relacionan la alimentacién alta en carbohidratos benéfica para el desarrollo y

crecimiento de insectos (Dale, 2013).

El analisis de carbohidratos de los brotes de citricos de 3 — 4 cm (Tabla 2), mostré la
presencia de glucosa en los diferentes extractos, encontrdndose la mayor concentracion de
glucosa en los brotes de toronja (T1), 13557.31 mg/gr de extracto. En el brote de toronja
analizado, ademas de la presencia de glucosa, también se encontré arabinosa y sacarosa. En

los brotes de naranja (N1) y limén (L1 y L2) de 3 — 4 cm se encontré glucosa y galactosa,
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presentando la mayor concentracién de galactosa los brotes de naranja: 10617.90 mg/gr de
extracto. En la figura 28, se observa una mayor resolucién de los picos en el cromatograma
para cada carbohidrato identificados de los brotes de toronja, mientras que para los brotes de
naranja (Figura 28) y limon (Figura 29) fue necesario hacer un ajuste para realizar la
identificacion de los carbohidratos.

TR
(min) Carbohidratos | Toronja Naranja Limon
T1 N1 L1 L2
12:36 Arabinosa 4303.80 | === | memeem | emeeee-
11:40 Galactosa |  ---—--- 10617.90 4367.9 2876.42
11:02 Glucosa 13557.31 9644.27 3223.96 2627.935
10:55 Sacarosa sl g mmeme— mmeme= | s

En los extractos de limén de 5 cm se identificaron galactosa, arabinosa y glucosa; el
carbohidrato con mayor concentracion en ambos extractos fue la glucosa 12450.59 y 10592.89
mg/gr de extracto, respectivamente; seguido de galactosa y arabinosa (Tabla 3). En los
cromatogramas de la figura 30 para la identificacion de los carbohidratos se realizé un ajuste de
cada uno debido a que la separacion de los picos no fue completa.

En el andlisis de los brotes de naranja (N1) de 5 cm se identificé galactosa, glucosa e
inositol y en el otro extracto (N2), galactosa, glucosa y arabinosa. Haciendo una comparacion
entre los brotes de limon y naranja se encontraron diferencias respecto a los carbohidratos
identificados, en un extracto se encontr6 inositol y en el otro arabinosa. En ambos extractos de
limén (L1 y L2) de 5 cm como se puede observar en la tabla 3, los carbohidratos presentes en
mayor concentracion fueron galactosa y glucosa. Respecto a los cromatogramas obtenidos en

estos extractos, fue necesario ajustarlos para lograr identificar los carbohidratos presentes,
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debido a que los picos no presentaron una buena separacion probablemente por el tipo de
hidrolisis realizada (Figura 31).

En estudios previos de composicion de carbohidratos presentes en aceites esenciales,
cascaras Y tejido vegetal de citricos analizados independientemente por Nisperos-Carriedo et
al., 1992, Roman et al., 1994 y Grohmann 1999, se encontr6 glucosa, fructosa, sacarosa en los
aceites esenciales, por otro lado en el andlisis de cascaras y tejidos vegetales se encontro la
presencia de galactosa, glucosa, fructosa y sacarosa. En la revision bibliogréafica realizada en el
presente estudio se encontrd escasa informacion sobre la composicion de carbohidratos en

tejidos de plantas citricas.

TR
(min) Carbohidratos Naranja Limon
N1 N2 L1 L2
12:36 Arabinosa | = --—--- 368.24 391.26 138.09
11:39 Galactosa 3835.23 6214.49 6356.53 5007.11
10:94 Glucosa 2953.10 8932.80 12450.59 10592.89
11:11 Inositol 383399 [ - | e | e
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Figura 28. Cromatogramas HPLC de brotes de toronja y naranja de 3 - 4 cm, y carbohidratos
identificados.
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Brotes de Limén de 3 -4 cm

1. Glucosa
2. Galactosa

RT [min]
145 15

Brotes de Limén de 3 -4 cm

1. Glucosa
2. Galactosa

T [min]
145 15

Figura 29. Cromatogramas HPLC de brotes de limon de 3 - 4 con carbohidratos identificados.
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Brotes de Naranja de 5 cm

1. Glucosa
2. Inositol
3. Galactosa

Brotes de Naranja de 5 cm

1. Glucosa
2. Galactosa
3. Arabinosa

RT [min]
0 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15

Figura 30. Cromatogramas HPLC de brotes de naranja de 5 cm con carbohidratos identificados.
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Brotes de Limén 5 cm

1. Glucosa
2. Galactosa
3. Arabinosa

RT [min]
145 1

Brotes de Limén de 5 cm

1. Glucosa
2. Galactosa
3. Arabinosa

RT [min]
145 15

Figura 31. Cromatograma HPLC de brotes de limon de 5 cm con carbohidratos identificados.
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Identificacion Carbohidratos en Fracciones de Brotes de Toronja por HPLC

Debido a que los carbohidratos son solubles en solventes polares, se analizaron las fracciones
metandlica y acuosa obtenidas del fraccionamiento por polaridad creciente del extracto crudo de
toronja de 3 — 4 cm. En el andlisis de los cromatogramas obtenidos por HPLC de estas
fracciones, se identificaron los carbohidratos: glucosa, arabinosa, fructosa y sacarosa.
Comparando con el analisis del extracto crudo en el cual se identificaron glucosa, arabinosa y
sacarosa se observé que fructosa no fue identificada, debido a que el fraccionamiento permite

la extraccién exhaustiva de los componentes del material vegetal.

En la fraccién metandlica de los brotes de 3 — 4 cm se identificaron glucosa, arabinosa y
sacarosa, como se muestra en el cromatograma de la Figura 32. La mayor concentracion fue la
de glucosa con 11304.35 mg/g de extracto y en menor concentracion la arabinosa con 1227.87

mg/g de extracto (Tabla 4).

En el extracto acuoso de los brotes de 3 — 4 cm se identificaron glucosa, arabinosa y
fructosa, como se muestra en el cromatograma de la Figura 32; encontrdndose en mayor
concentracion la glucosa con 750.99 mg/g de extracto, al igual que en el extracto metandlico, y
en menor concentracion la arabinosa con 322.21 mg/g de extracto (Tabla 4).

TR
(Min) Carbohidratos Acuoso Metandlico
11:02 Glucosa 750.99 11304.35
12:36 Arabinosa 322.21 3521.3
11:66 Fructosa 35204 | @ -
10:61 Sacarosa @ | @ - 1227.87
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Fraccion Acuosa de Brotes de Toronja de 3 -4 cm

1. Glucosa
2. Fructosa
3. Arabinosa

RT [min]
145 15

Fraccion Metanolica de Brotes de Toronja de 3 - 4 cm

1. Sacarosa
2. Glucosa
3. Arabinosa

RT [min]
15

Figura 32. Cromatograma HPLC de la fraccién acuosa y metandlica de los brotes de toronja de
3 —4 cm con carbohidratos identificados.
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CONCLUSIONES

v' Se identificaron los carbohidratos presentes en los diferentes brotes citricos de 3 - 4 y de
5 cm utilizando el método de HPLC, previa hidrélisis suave con TFA. A pesar de que se
logré identificar los diferentes carbohidratos, se observé que el uso del TFA interfirié en
la hidrélisis completa de los extractos de limén y naranja, teniendo como evidencia la

mala resolucién de los picos obtenidos en los cromatogramas.

v' El andlisis por HPLC de los brotes de los citricos que comprendié el estudio, indico
principalmente la presencia de glucosa, galactosa y arabinosa, ademas de fructosa,
sacarosa e inositol; siendo estos carbohidratos utilizados por las ninfas e insectos
adultos de D. citri en su alimentacibn. Una manera de evidenciar esto es por las
secreciones (cera y mielecilla) que produce a partir del exceso de carbohidratos

consumidos.

v" No se encontraron diferencias en la composiciéon cualitativa de los carbohidratos
identificados en los extractos de los tres brotes de citricos, por lo cual podemos inferir
gue la atraccion del insecto hacia sus plantas hospedero no se debe a la composicion de
carbohidratos presentes, sino a las diferentes moléculas de sefializacién (compuestos

volatiles) que emiten estas plantas.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda el uso de &cido sulftrico para realizar la hidrolisis de las muestras y

compararlo con los resultados obtenidos en este trabajo.

e Se recomienda la caracterizacion de carbohidratos en las distintas plantas hospederas y
el analisis de azlUcares en la hemolinfa de los insectos para determinar cuales

carbohidratos estan presentes.

e Canalizar restudios biotecnoldgicos que desarrollen compuestos que inhiban la sintesis

o el aprovechamiento de los carbohidratos por parte de los insectos.
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ANEXOS

ANEXO A

Importancia de la Citricultura en México

Los citricos constituyen un producto agricola de gran importancia en México, siendo fuente de
ingresos y empleo en zonas rurales, ademas de formar parte importante de la dieta de la
poblacion. Nuestro pais ocupa el 4to. lugar en produccién de citricos a nivel mundial y se
reporta una superficie de 526 mil hectareas de estos frutales, distribuidas en 23 entidades
federativas, con una produccién de 6.7 millones de toneladas anuales, y un valor superior a los
8 mil 50 millones de pesos. (SIAP, 2006). México tiene el primer lugar en produccion de limén
“mexicano” y el segundo en limén “persa”. La citricultura es una actividad redituable en aspectos
econdmicos para el productor, ecoldgicos al no utilizar demasiados agroquimicos como en otros
cultivos e importante desde el punto de vista social al generar mano de obra durante todo el afio
(SENASICA, 2014).

Se estima que de la actividad citricola dependen mas de 90,000 familias mexicanas,
quienes desarrollan su actividad en la superficie establecida de citricos que supera las 512 mil
hectareas las cuales producen un promedio anual de 6.97 millones de toneladas de frutas
(SIACON-SAGARPA, 2012).

La citricultura en México se realiza en regiones con clima tropical y sub-tropical,
localizadas en 26 entidades federativas (SAGARPA, 2012). Dentro de las especies de citricos
mas importantes desde el punto de vista agrondGmico para nuestro pais, se encuentra la naranja
dulce (Citrus sinensis [L.] Osbec), el limén &cido: limén mexicano (Citrus aurantifolia Swingle) y
limén persa (Citrus limén Burnm. F.), la mandarina (Citrus reticulata), la toronja (Citrus x paradisi
Macf.), y que en suma representan mas del 94 % de la superficie sembrada y cosechada de
citricos (SIAP-SAGARPA, 2011; Lopez, 2011).
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La informacion proporcionada por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), en el 2012, indic6 que la produccién de naranja
(Citrus sinensis) alcanzé entre 3.5 y 4 millones de toneladas, constituyéndose México como el
quinto productor a nivel mundial de naranja y jugo, después de Brasil y los Estados Unidos.

La geografia productiva se encuentra bien definida, 91% de la produccion total esta
concentrada en solo 10 estados. La mayoria de las entidades se encuentran en la costa del
Golfo de México, abarca los estados de Tamaulipas, Veracruz, Tabasco y Yucatan, y cercanos
a estos Nuevo Leodn y Puebla. Por el otro lado, en la costa del Pacifico encontramos a Sonora,
Colima, Michoacan y Oaxaca (SIACON-SAGARPA, 2012). Siendo los principales productores
de citricos en el pais los estados de Veracruz (55% del total nacional), San Luis Potosi y
Tamaulipas, asi como Puebla y Nuevo Ledn (Figura Al) (SIAP-SAGARPA, 2012).

En Sonora, los citricos después de la vid son los frutales de mayor importancia,
destacandose en la produccién de naranja (Citrus sinensis) variedad: Valencia y Navel, toronja
(Citrus x paradisi), mandarina (Citrus reticulata) y limén (Citrus aurantifolia S.). Sonora presenta
una superficie comercial de 605,700.16 Ha con un rendimiento promedio de 24 ton/ha,
distribuidas en los municipios de Caborca, Altar, Carbd, San Miguel de Horcasitas, Costa de
Hermosillo, Guaymas, Empalme, Cajeme, Bacum, Benito Juarez, San Ignacio Rio Muerto,
Navojoa y Etchojoa (SIAP-SAGARPA, 2012).

Factores que Afectan la Produccidon de Citricos

Los principales factores que influyen en la produccion de citricos en nuestro pais y en otras
naciones de Iberoamérica se encuentran fundamentalmente vinculados a la expansion de
plagas y enfermedades, asi como a la falta de programas de certificacion del material de
propagacion. Por otro lado, el impacto de huracanes y las frecuentes inundaciones intercaladas
con prolongados periodos de sequia que han estado presentes en los Ultimos afios como
consecuencia del cambio climatico, han provocado grandes pérdidas en la produccién de
citricos a nivel nacional, particularmente en la Cuenca del Caribe y el Golfo de México (Diaz,

2010). Sonora, no es la excepcion y actualmente las plantaciones de vid y nogal han sido
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opciones importantes en la reconversion agricola que ha experimentado esta zona del pais
(Duron et al., 2006).

Enfermedades de los citricos

La problematica fitosanitaria de los citricos es muy amplia, ya que son afectados por una gran
cantidad de insectos, hongos, virus, bacterias y otros organismos parasitos. La importancia del
atague de insectos no radica Unicamente en el dafio directo que producen, sino en problemas
conexos como es el caso de los insectos trasmisores de enfermedades virosas, infecciones

bacterianas y toxinas.

Entre las enfermedades en los citricos causadas por bacterias, se encuentra el “Cancro”
o cancer de los citricos producido por la Bacteria Xanthomonas campestries; el Stubborn de
los Citricos, cuyo agente causal es Spiroplasma citri. La Clorosis variegada de los citricos
(CVQ), la cual tiene como agente causal a la bacteria limitada al xilema, Gram negativa Xylella
fastidiosa, y actualmente de mayor importancia a nivel mundial es la enfermedad de
Huanglongbing (HLB) o enverdecimiento de los citricos por sus devastadores sintomas, la cual
es causada por la bacteria Candidatus Liberibacter spp. limitada al floema que tiene como

vector al insecto Diaphorinia citri Kuwayama (INIFAP, 2011).

Enverdecimiento de los Citricos

Huanglongbing

Actualmente una de las enfermedades mas graves a nivel mundial que sufren los citricos es la
conocida Huanglongbing (HLB), enverdecimiento de los citricos o enfermedad del dragén
amarillo, la cual fue detectada en México desde el 2009 (SAGARPA, 2014). El principal medio
de transmision de esta enfermedad es Diaphorina citri Kuwayama, psilido asiatico de los

citricos; el cudl ha invadido Centro y Norte América desde 1990 (Hall et al., 2012).
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HLB al ser adquirida no tiene cura y provoca el debilitamiento y/o muerte de miles de
arboles de citricos en pocos afios, la enfermedad se caracteriza por el desarrollo de clorosis y/o
un moteado amarillo en las hojas y pérdida de las mismas (Balwin et al., 2010, Hall et al., 2012
y Gottwald, 2010). En los &rboles infectados se puede observar un retraso en el crecimiento de
la planta y de las raices, venas de las hojas taponeadas, brotes amarillos, y en estadios
avanzados de esta infeccion se pueden observar que el rendimiento y la calidad de los frutos se
reducen, haciendo a estos poco adecuados para su procesamiento. En general, los sintomas
aparecen primero en las hojas maduras cercanas a las puntas (parte superior) de las ramas y

luego progresa a través del arbol entero (Lopes et al., 2010).

Principales Estados de México Infectados con HLB

De acuerdo con datos del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA), la enfermedad de HLB se ha detectado en huertos comerciales y
de traspatios en 16 de los 23 estados productores de citricos de nuestro pais, como son la
peninsula de Yucatan, Quintana Roo, Nayarit, Jalisco, Campeche, Colima, Sinaloa, Michoacan,
Chiapas, Baja California Sur, Hidalgo, Tabasco, Guerrero, Puebla, Zacatecas y por ultimo
Oaxaca. Figura A2 (SENASICA, 2014).

Esta situacion ha dirigido los esfuerzos para detener esta enfermedad hacia el desarrollo
de planes estratégicos que reduzcan las poblaciones y/o eliminen el insecto vector (Diaphporina
citri Kuwayama), al mismo tiempo que se estan llevando a cabo intensas investigaciones
guimicas, bioquimicas y moleculares tanto de las plantas de citricos como del insecto, cuyos

resultados permitan sumarse al esfuerzo de control de esta plaga (SENASICA, 2014).

En Sonora, se tiene la presencia del vector desde el afio 2006, pero HLB no se ha
detectado, sin embargo, ya ha sido reportado en estados vecinos. Ante esta amenaza se
decidi6 establecer un plan piloto para el manejo del vector (Martinez et al., 2011). Actualmente
los municipios en los que se ha detectado la presencia de Diaphorina citri en el estado son San
Ignacio Rio Muerto, Benito Juéarez, Villa Hidalgo, Soyopa, San Miguel de Horcasitas, San Luis
Rio Colorado, Navojoa, Huatabampo, Hermosillo, Guaymas, Etchojoa, Empalme, Carbo,
Cajeme, Caborca, Bacum, Altar (SENASICA, 2014).
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En el invierno del 2010 y primavera del 2011, se disefi6 y estableci6 un plan piloto en el
sur del estado de Sonora. El plan se fundamenta en la informacion generada a nivel nacional e
internacional para el manejo de esta problematica. El principal objetivo es reducir el riesgo de
dispersion del HLB, en caso de que se detecte, manteniendo controladas las densidades de

poblacion del vector y de esta forma proteger la citricultura del estado de Sonora (Martinez et
al., 2011).
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