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RESUMEN

Los hongos del género Penicillium son responsables de importantes pérdidas durante
los procesos de post-cosecha de los citricos. Asi mismo se ha descrito que diversos
compuestos fendlicos presentes en los frutos citricos pueden estar implicados en los
mecanismos de defensa natural desarrollado por el género Citrus frente a hongos patogenos.
En este trabajo se analiza el efecto de algunos tratamientos habituales durante la post-cosecha
de los frutos citricos como son el tratamiento con acido giberélico, la conservacion en camara
fria y el tratamiento en tambor, sobre los niveles de flavonoides y resistencia a Penicillium
digitatum en frutos de limon Fino-49. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el
tratamiento con 6 ppm de acido giberélico, la conservacion en cdmara fria y los tratamientos
con tambor producen incrementos en los niveles de algunos compuestos flavonicos, respecto a
los niveles observados en los correspondientes controles. Entre los compuestos fendlicos
presentes en los frutos de limén cabe destacar las flavanonas hesperidina y eriocitrina asi
como la flavona diosmina. Los estudios in vivo e in vitro llevados a cabo revelan que tanto las
flavanonas como la flavona reducen el crecimiento micelial de Penicillium digitatum,
produciendo alteraciones morfologicas y ultraestructurales de sus hifas. El papel de dichos
compuestos fenolicos como posibles fitoalexinas, en el mecanismo de defensa de esta especie
citrica frente a Penicillium digitatum, es discutido.

EFFECT OF COLD STORAGE AND POST HARVEST HANDLING ON
FLAVONOID LEVELS AND RESISTANCE TO Penicillium digitatum IN FRUITS OF
Citrus limon (CV. FINO-49)

Keywords: lemon- cold treatment- mechanical test- gibberellic acid- phytoalexins-
hesperidin- eriocitrin- diosmin
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ABSTRACT

Fungi of the genera Penicillium are responsible for substantial losses in citrus fruit during
post harvest processes. Several phenolic compounds have been implicated in the natural
defence mechanisms developed by Citrus against pathogenic fungi. In this study, we analyse
the effect of some common post harvest treatments in citrus, such as 6 ppm gibberellic acid
treatments, cold storage and mechanical test, on flavonoid levels and resistance to Penicillium
digitatum in fruits of Fino-49 lemon. These treatments were seen to increase the levels of
flavonoids compared with their respective controls. Among the phenolic compounds present
in lemon, the flavanones, hesperidin and eriocitrin, and the flavone, diosmin, are of note. “In
vivo” and “in vitro” studies showed that both the flavanones and flavone reduced the mycelial
growth of Penicillium digitatum, in which morphological and ultrastructural alterations of the
hyphae were noted. The possible role of these phenolic compounds as phytoalexins in the
defence mechanism of lemon against Penicillium digitatum is discussed.

INTRODUCCION

Una de las mas importantes enfermedades post-cosecha en los citricos es la causada
por hongos del género Penicillium, produciéndose en consecuencia importantes pérdidas
economicas. Actualmente para el control de esta enfermedad se procede a la aplicacion de
fungicidas, si bien estos tratamientos pueden producir serios problemas de residuos en el fruto
(Cabras et al., 1999), aparicion de cepas resistentes al fungicida (Ben-Yehoshua et al., 1994),
asi como una posible acumulacion en el tejido adiposo humano constituyendo un peligro
adicional para la salud humana (Suwalsky et al., 1999). Una posible estrategia en la lucha
frente a estas infecciones seria a nivel de la modulacion de los mecanismos de defensa natural
de la planta. En este sentido, aunque escasas, existen algunas aportaciones acerca del posible
papel que algunos flavonoides pueden desempefiar como fitoalexinas en algunas especies de
Citrus (Ben-Aziz, 1967; Ortufio et al., 1997, 2002, 2006a; Del Rio et al., 1998, 2004a; Arcas et
al., 2000).

Entre los flavanoides presentes en los frutos de limén (Citrus limon (L.) Burms.f ),
caben destacar las flavanonas hesperidina (compuesto mayoritario) y eriocitrina, asi como la
flavona diosmina detectdndose variaciones en los niveles de dichos compuestos fenolicos
segun la edad del fruto y el cultivar (Fuster, 1997; Del Rio et al., 2004b).

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto del tratamiento con 6 ppm de acido
giberélico, la conservacion en frio y la manipulacion post-cosecha de frutos de Citrus limon
(cv. Fino-49), sobre los niveles de algunas de las flavanonas y flavonas mayoritarias presentes
en esta especie citrica, asi como sobre los mecanismos de defensa frente a Penicillium
digitatum.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal, tratamientos hormonales y en camara

Para los ensayos se utilizaron arboles adultos de limén Fino-49 (20 afos de edad),
sobre el portainjerto C. macrophylla, localizados en una parcela del IMIDA (La Alberca,
Murcia). Los tratamientos con 6 ppm de acido giberélico (GAj3) se realizaron en otono,
utilizdndose para ello un equipo a presion de 18 atmosferas.

Los frutos se recolectaron transcurridos 7 dias desde la aplicacion de 6 ppm de GA3 y
se conservaron en camara a baja temperatura (4°C) durante diferentes periodos de tiempo (20,
40 y 60 dias), y en camara (4° C) durante los mismos periodos de tiempo indicados
anteriormente seguido de tratamiento en tambor. Posteriormente se procedid al andlisis del
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contenido en flavonoides y resistencia frente a Penicillium digitatum, siguiendo los protocolos
que se describen a los siguientes apartados.

Extraccion y Determinacion de Flavonoides

Para la extraccion de los flavonoides se procedi6 al secado de los frutos completos,
inmediatamente después de ser recolectados, en estufa de aire forzado a 50°C, para ser
posteriormente molidos y extractados con dimetilsulféxido (DMSO) (Castillo et al., 1992)
durante 2 h, en una relacion de 6 mg de peso seco/ml. Los extractos se filtraron a través de
una membrana de nylon de 0,45 um antes del andlisis por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC), en un Cromatégrafo Liquido de Hewlett Packard modelo HP-1050
(USA) acoplado a una bomba cuaternaria e inyector automatico y detector array de diodos. La
separacion cromatografica se llevo a cabo en fase reversa, utilizando una columna analitica p-
Bondapak (Waters Associates, Milford, MA) termostatizada a 35° C, con un tamafo medio de
particula C;g 5 pm (250 mmx 4 mm 1i.d.), eluyendo isocraticamente con una mezcla de agua-
metanol-acetonitrilo-acético (15:2:2:1, por volumen) a flujo constante de 1,0 ml min™. Los
cambios en absorbancia fueron registrados en el detector array de diodos UV/V a 280 nm para
las flavanonas y 340 nm para las flavonas. Estos compuestos se cuantificaron por HPLC
mediante las condiciones cromatograficas descritas anteriormente, comparando las respuestas
obtenidas con los correspondientes estandares externos. Las flavonoides principales obtenidos
en esos extractos se recogieron con un colector de fracciones (Pharmacia FRAC 100, Sweden)
acoplado a la salida de la columna de HPLC, confirmdndose sus identidades mediante sus
espectros 'H NMR y C NMR (200 MHz) (Bruker, Germany) en dimetilsulfoxido
hexadeuterado.

Cultivo de hongos y estudio “in vitro” de la actividad antifingica de flavanonas y
flavonas polimetoxiladas de Citrus sp.

Un aislado del hongo Penicillium digitatum obtenido de la Colecciéon Espafiola de
Cultivos Tipo (Valencia, Espafia) (CECT 2954) fue cultivado sobre medio PDA, a 25 °C,
para servir como in6culo.

Para la medida de la actividad antifingica de la flavona diosmina y de las flavanonas
hesperidina y eriocitrina aisladas de los materiales vegetales descritos anteriormente, un disco
de 5-mm de didmetro de medio de cultivo conteniendo micelio del hongo fue colocado en
medio de cultivo PDA (control) o en el mismo medio PDA al cual se le ha incorporado
previamente una concentracion conocida de cada uno de los compuestos fendlicos
mencionados. En cada caso, se analiz6 el crecimiento del hongo a diferentes tiempos desde la
inoculacidén, midiendo el correspondiente radio del micelio (centimetros). El indice de
inhibicion (ICsp) se expresa como la concentracion (mM) de dichos compuestos requerida
para producir una inhibicién del 50% en el crecimiento radial del hongo. Asi mismo se
estudia a nivel macro y microscopico, el efecto de los compuestos fenodlicos adicionados al
medio sobre el crecimiento de Peniclillium digitatum, segun los protocolos descritos en
trabajos previos (Del Rio et al., 2001).

Reactivos y disolventes.

Los patrones de las flavanonas hesperidina, y eriocitrina y la flavona diosmina fueron
suministrados por SIGMA. Dimetil sulféoxido (DMSO), acetonitrilo, metanol y acido acético
de Scharlau.

RESULTADOS Y DISCUSION

El perfil cromatografico correspondiente a un extracto de frutos maduros en DMSO de
Citrus limon (cv. Fino-49) revela la presencia de un pico mayoritario (compuesto 2) cuyo
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tiempo de retencidn (tr) coincidente con el de la flavanona rutindsido hesperidina (tg = 15.5
min, méximo de absorbancia a 280 nm), y dos picos minoritarios (compuestos 1 y 3) los
cuales presentan un tiempo de retencion coincidente con el de la flavanona eriocitrina
(compuesto 1, tg= 4,6 min, maximo de absorbancia a 280 nm), y la flavona diosmina
(compuesto 3, tg=21,5 min, méximos de absorbancia a 280 y 350 nm) (datos no mostrados).

Los compuestos 1-3 se aislaron de acuerdo al método descrito en Material y Métodos.
El espectro '"H NMR y >C NMR de los compuestos 1-3 fue idéntico a los obtenidos para los
estandars de eriocitrina, hesperidina y diosmina (Figura 1), respectivamente.

Hesperidina es la flavanona mayoritaria detectandose los maximos niveles en frutos
inmaduros con valores entorno a 32,2 g/100 g peso seco, descendiendo dichos niveles en
frutos maduros a 0,6 g/100 g peso. Descenso similar se observa para la flavona diosmina, que
pasa de 1,5 g/100 g peso seco (frutos inmaduros) a 0,4 g/100 g peso seco (frutos maduros).
Por el contrario eriocitrina pasa de 0,2 g/100 g peso seco (fruto inmaduro) a 0,8 g/100 g peso
seco (fruto maduro) (Tabla 1).

Los resultados obtenidos en los frutos maduros de limén (cv. Fino-49), recolectados
transcurridos 7 dias desde el tratamiento con GA3 6 ppm y almacenados durante 40 dias en
camara fria (4° C), o almacenados durante 40 dias en camara fria (4° C) y sometidos a
tratamiento en tambor, ponen de manifiesto un incremento en los niveles de hesperidina
entorno al 8%, en ambos casos, no observandose diferencias significativas en los niveles de
diosmina o eriocitrina, respecto a los correspondientes controles. El mantenimiento de los
frutos tiempos menores (20 dias) o mayores (60 dias) al descrito anteriormente en camara fria
no suponen variaciones significativas en los niveles de hesperidina, diosmina o eriocitrina,
respecto a los correspondientes controles.

Cuando se analiza la respuesta de los frutos de limon tratados con 6 ppm de GAs y
almacenados durante 40 dias en camara fria (4° C), o almacenados durante 40 dias en camara
fria (4° C) y sometidos a tratamiento en tambor, frente a la infeccion por Penicillium
digitatum se observa que el crecimiento del hongo es inhibido entorno a un 30 y 20%,
respectivamente (Figuras 2 A y B), después de haber transcurrido 6 dias desde la inoculacion,
si se compara con los resultados obtenidos para los correspondientes controles no tratados con
6 ppm de GA;.

Los estudios in vitro llevados a cabo revelan que cuando se adicionan hesperidina,
flavanona mayoritaria de Citrus limon, al medio de cultivo PDA, produce una reduccion del
crecimiento radial del micelio de Penicillium digitatum, con valores de ICsy = 7,86 mM.
Ademas de la inhibicion del crecimiento radial de este hongo, también se observan una
inhibicion en la produccion de esporas y modificaciones ultraestructurales en las hifas cuando
Penicillium digitatum se cultiva en presencia de hesperidina (8 mM), asi como en presencia
de diosmina y eriocitrina (datos no mostrados).

En base a lo anteriormente expuesto se puede concluir que los tratamientos con 6 ppm
de GAj y posterior conservacion en cdmara fria, o camara fria y tambor pueden producir
incrementos en los niveles de hesperidina, flavanona mayoritaria en los frutos de limén. Asi
mismo, dichos tratamientos confieren a los frutos de limén una mayor resistencia frente a
Penicillium digitatum, probablemente debido al aumento en la concentracion de la flavanona
hesperidina en los frutos tratados descritos anteriormente, ya que como se pone de manifiesto
por los ensayos in vitro llevados a cabo, la flavanona hesperidina, puede actuar como agente
fungitodxico frente a dicho hongo, causando importantes alteraciones a nivel de morfologia y
ultraestructura de las hifas, asi como sobre las estructuras reproductivas. Por tanto dicho
flavonoide podria estar implicado en el mecanismo de defensa natural de la planta frente al
ataque por Penicillium digitatum , sin que se descarte que otros metabolitos secundarios que
puedan haberse inducido tras el proceso de infeccion por dicho hongo, puedan también actuar
en el mecanismo de defensa de este material vegetal, como se ha descrito para otras especies
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citricas y diferentes hongos patdgenos (Ortufio et al., 1997, 2002, 2006; Angioni et al., 1998;
Del Rio et al., 1998, 2004a, 2006).

CONCLUSIONES

Estos resultados revelan que determinados flavonoides citricos pueden estar
implicados en los mecanismos de defensa, pudiendo ser considerados como fitoalexinas frente
Penicillium digitatum actuando como barrera quimica, las flavonas a nivel de flavedo y las
flavanonas a nivel de albedo.
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Figura 1.- Estructura quimica desarrollada de las flavanonas eriocitrina, hesperidina y la
flavona diosmina.
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Tabla 1.- Niveles de hesperidina, diosmina y eriocitrina en frutos limon (var. Fino-49)
inmaduros y maduros

(diametro entorno a 12 y 60 mm respectivamente). Los datos se
expresan en g/100 g de peso seco + ES (n = 3).

FRUTO HESPERIDINA DIOSMINA ERIOCITRINA
g/100g Peso seco g/100g Peso seco 2/100g Peso seco
INMADURO 322+1 1,5+0,07 0,2+0,02
MADURO 0,6 £0,01 0,4+0,02 0,8+ 0,01
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Figura 2.- Efecto del tratamiento con 6 ppm de GAs y conservacion en camara fria , 6 en
camara fria y tratamiento en tambor, sobre la tolerancia a Penicillium digitatum en frutos
maduros de Citrus limon (cv. Fino-49). A) Tratamiento en camara fria (4° C) durante 40
dias. B) Tratamiento en cadmara fria (4° C) durante 40 dias y sometidos posteriormente a
tratamiento en tambor.
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