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Janzen (1977) propuso que los vertebrados frugivoros prefieren los frutos sanos frente a los infectados por hongos y bacterias dado que los microbios
producen compuestos toxicos y antibidticos y, ademas, reducen el valor nutritivo de los frutos infectados. Valoramos dicha hipétesis mediante ex-
perimentos de campo en los que ofrecimos tres variedades comerciales de frutos del género Citrus sanos e infectados por Penicillium digitatum.
Sorprendentemente, los frugivoros (principalmente conejos Oryctolagus cuniculus y roedores como la rata negra Rattus rattus y ratones, probable-
mente, Mus spretus y Apodemus sylvaticus) prefirieron siempre los citricos infectados a los frutos "control" sanos. En concreto, el consumo de frutos
infectados de las tres variedades estudiadas fue hasta 32 veces mayor en comparacién con el consumo de frutos sanos. Proponemos tres hipotesis
no excluyentes que podrian explicar la preferencia de los frutos infectados por mamiferos y otros vertebrados frugivoros.

Palabras clave: hongo; metabolitos secundarios; triada; interacciones noveles; relacion competitiva; relacion facilitativa.

Peris, J.E., Fedriani, J.M., Peina, L. 2015. Frugivorous mammals prefer citrus fruit infected by Penicillium digitatum: was Janzen wrong?.
Ecosistemas 24(3): 5-13. Doi.: 10.7818/EC0S.2015.24-3.02

Janzen (1977) suggested that frugivorous vertebrates prefer healthy fruit against infected by fungi and bacteria because microbes produce toxic
compounds and antibiotics, and also reduces the nutritional value of infected fruit. We evaluated this hypothesis by field experiments in which we of-
fered three commercial varieties of Citrus fruits, both healthy and infected by Penicillium digitatum. Surprisingly, frugivores (mainly rabbits Oryctolagus
cuniculus and rodents such as black rats Rattus rattus and mice, probably, Mus spretus and Apodemus sylvaticus) always preferred infected as
compared with "control" uninfected fruits. In particular, the consumption of infected fruits of all three varieties studied was up to 32 times higher com-
pared with healthy fruit consumption. We propose three non-mutually exclusive hypotheses that could explain the revealed strong preference of in-

fected fruit by mammals and other frugivores.

Key words: fungus; secondary metabolites; triad; novel interactions; competitive relationship; facilitative relationship.

Introduccion

Numerosas especies vegetales han evolucionado frutos car-
nosos que atraen y son ingeridos por vertebrados frugivoros, prin-
cipalmente mamiferos y aves. Con frecuencia, las semillas
adheridas a la pulpa son también ingeridas, transportadas inter-
namente y, finalmente, liberadas lejos de la planta madre (i.e. en-
dozoocoria). Estas interacciones mutualistas bipartitas, sin
embargo, en ocasiones son alteradas por terceras especies que
favorecen o perjudican el mutualismo planta-dispersor (Herrera
1982, Fedriani y Delibes 2013). Un caso relativamente frecuente
de dichas "triadas" (sensu Herrera 1984a) es el formado por plan-
tas con frutos carnosos, sus dispersores de semillas y distintos
hongos patégenos que se nutren principalmente de pulpa (p.e.
Janzen 1977, Buchholz y Levey 1990, Cipollini y Stiles 1993). De
forma pionera, Janzen (1977) afirmé que los vertebrados frugivo-

ros prefieren los frutos sanos frente a los infectados por hongos y
bacterias dado que los microbios producen compuestos toxicos y
antibidticos y, ademas, reducen el valor nutritivo de los frutos in-
fectados. Los frutos en fermentacion raramente serian comidos
por vertebrados excepto en condiciones de inanicién extrema o
cuando el contenido de compuestos metabolitos secundarios no
fuera lo suficientemente alto como para enmascarar los azucares
y otros nutrientes presentes (Janzen 1977).

La mayoria de investigaciones sobre estos sistemas han con-
cluido, de acuerdo con Janzen (1977), que los frugivoros seleccio-
nan frutos sanos frente a infectados o en mal estado, por lo que los
hongos interferirian negativamente en el mutualismo planta-disper-
sor de semillas. Muchas especies de aves muestran mayor prefe-
rencia de consumo por frutos frescos que por frutos en putrefaccion
(Borowicz 1988, Buchholz y Levey 1990, Cipollini y Stiles 1993,
Garcia et al. 1999). Por ejemplo, varias especies de aves, habitua-
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les dispersoras de semillas de Vaccinium ovalifolium y Juniperus
communis, mostraron preferencia por los frutos maduros sanos
frente a los atacados por plagas e insectos, inmaduros, o abortados
(Traveset et al. 1995, Garcia et al. 1999). Otros estudios han mos-
trado que péjaros dispersores de semillas rechazan frutos atacados
por insectos (Krischik et al. 1989, Manzur y Courtney 1994). Tam-
bién los mamiferos evitan normalmente los frutos infectados (Do-
miny 2004). Los primates salvajes generalmente consumen frutos
frescos evitando los frutos demasiado maduros (Milton 2004). En
general, se acepta comunmente que los frugivoros de mayor ta-
mafo tienden a repeler los frutos infectados, asi como las semillas
y pulpa en mal estado (Sherratt et al. 2006).

Existen pocos estudios sobre frugivoros que consumen frutos
fermentados o en mal estado (Dudley 2004). Fitzgerald et al. (1990)
demostraron la intoxicacién y posterior mortalidad de Bombycilla
cedrorum (Bombycillidae) al ingerir frutos de espino, Crataegus sp.
con elevado contenido de etanol en su pulpa. Asimismo, monos si-
facas, Propithecus diadema candidus, en Madagascar consumie-
ron semillas de frutos caidos muy maduros, posiblemente con
contenido elevado de etanol en la pulpa (Milton 2004). Por tanto,
algunos vertebrados frugivoros, y entre ellos mamiferos, pueden
alimentarse de frutos en descomposicién e incluso pudieran haber
evolucionado adaptaciones especificas para ello. Asimismo, algu-
nos autores indican que la infeccién de frutos por larvas de insectos
puede incrementar el contenido nutricional de los frutos (Piper
1986, Drew 1987) y hacerlos mas atractivos para mamiferos y aves
(Redford et al. 1984).

En resumen, microorganismos y mamiferos frugivoros parecen
tener una relacién fundamentalmente competitiva (i.e. se limitan la
disponibilidad de alimento mutuamente). En este sentido, la acu-
mulacién de metabolitos secundarios en los frutos jugaria un papel
primordialmente protector de los mismos frente al ataque de micro-
organismos (Janzen 1977, Cipollini y Stiles 1993). Sin embargo, no
conocemos ningun estudio que haya evaluado si la naturaleza de
dicha relacion (competitiva, neutra, o facilitativa) varia entre distin-
tas especies de frugivoros y/o variedades de frutos. Existe la inte-
resante posibilidad, no considerada hasta la fecha, de que hongos
y otros microorganismos reblandezcan la piel de los frutos infecta-
dos y degraden sus metabolitos secundarios protectores, con lo
que ésta perderia parcialmente su capacidad protectora. Ello faci-
litaria el acceso de frugivoros vertebrados incapaces de acceder a
la pulpa de los frutos sanos. En este caso, la interaccion entre el
hongo y los mamiferos frugivoros podria ser facilitativa. La falta de
estudios probablemente se relacione con dificultades logisticas de
realizar experimentos de campo suficientemente replicados con fru-
tos infectados y sanos en similar estado de maduracion.

Muchas especies de mamiferos consumen frecuentemente fru-
tos domésticos en sistemas agricolas de todo el mundo (Fedriani et
al. 2001, Rosalino y Santo-Reis 2009; Tabla 1). Estas "interacciones
noveles" (sensu Wood et al. 2015), que se dan en sistemas agricolas
logisticamente apropiados, pueden ser de gran ayuda para progre-
sar en nuestro conocimiento sobre algunas cuestiones ecoldgicas,
tales como el caracter competitivo, neutro o facilitador de los hongos
en su interaccion con mamiferos frugivoros (véase también Thomp-
son 2013). Actualmente los citricos (Citrus sp.) son el primer cultivo
frutal del mundo tanto en superficie (mas de 8 millones de Hectareas
cultivadas) como en produccion (131 millones de Tm producidas en
el afio 2012) (FAO 2012). Se cultivan en mas de 100 paises en la
franja comprendida entre los 40° de latitud al norte y sur del ecuador.
Pese a su importancia econémica y agronémica, llama enorme-
mente la atencién el vacio existente acerca de las interacciones eco-
légicas con otras especies y sus potenciales consecuencias. Aunque
no conocemos ningun estudio centrado en la ecologia de los citricos
y sus interacciones con vertebrados frugivoros, si se han citado
casos de frugivoros consumidores de frutos citricos en diferentes
ecosistemas y partes del mundo (véase Tabla 1).

En este estudio evaluamos experimentalmente la posible atrac-
cion o repelencia de frutos infectados por hongos por parte de los
vertebrados consumidores de citricos. Para ello, realizamos una
serie de experimentos de campo en los que se ofrecieron frutos
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sanos e infectados por Penicillium digitatum de tres variedades de
citricos en una parcela de cultivo de citricos en Valencia. En con-
creto, nuestro objetivo fue contestar a las siguientes dos preguntas:
(i) ¢ Cual es la naturaleza (competitiva vs. facilitadora) de la inter-
accion entre hongos y mamiferos frugivoros?, y (ii) ¢ es la natura-
leza de la interaccion consistente entre especies de frugivoros y
variedades de citricos?

Material y Métodos

Area de estudio

El estudio fue realizado en las parcelas cultivadas del Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) entre los meses de
julio a diciembre de 2013. El clima es Mediterraneo célido con ve-
ranos secos Yy calurosos e inviernos templados. La parcela donde
se realizé6 el estudio tiene una superficie de 0.4 Hectareas, con di-
ferentes variedades de citricos entre las que predomina la clemen-
tina Clemenules (Citrus clementina Hort. ex Tan.). La parcela esta
rodeada por campos de cultivo comerciales y experimentales de
citricos. En un extremo de la parcela existen varias madrigueras
habitadas por conejos.

Para los experimentos de campo, seleccionamos tres varieda-
des de citricos (clementina Clemenules [Citrus clementina Hort. ex
Tan.], satsuma Owari [Citrus unshiu Marc.] y naranja Bernalate [Ci-
trus sinensis L. Osbeck]) que difieren en sus propiedades fisicoqui-
micas y nutritivas. Clemenules es una mandarina del grupo
clementinas, con fruto de tamafio mediano, corteza fina, algo ru-
gosa, facil de pelar, elevado contenido en zumo, equilibrio en la re-
lacion acidos — azucares, pulpa fundente (Soler y Soler 2006),
indice de madurez (IM) 11.5 y acidez 13 g/L (datos consultados en
Variedades comerciales de citricos para noviembre, IVIA 2015). La
Bernalate es una naranja del grupo Blancas que produce frutos de
tamafio mediano a grande, corteza espesa, elevado contenido en
zumo, IM = 13 y acidez 9 g/L (elaboracion propia, analisis realiza-
dos en julio de 2013). La satsuma Owari es una mandarina con fru-
tos de tamafo mediano a pequefio, color naranja poco intenso y
forma aplanada, con alto contenido en zumo (Soler y Soler 2006),
IM =7 y acidez 16 g/L (datos consultados en Variedades comer-
ciales de citricos para octubre, IVIA 2015). Clementinas y satsumas
son mandarinas, por tanto, con corteza mas fina que la naranja Ber-
nalate, lo cual puede tener implicaciones en sus interacciones con
distintos vertebrados frugivoros. No obstante, el D-limoneno es el
compuesto volatil predominante en las glandulas de aceite de la
piel de las tres variedades.

Disefio experimental

Para evaluar la preferencia por frutos de citricos sanos e infec-
tados por hongos por parte de mamiferos y otros vertebrados frugi-
voros, se ofrecieron ambos tipos de frutos sobre camas de arena
(i.e. areneros, ver Fig. 1C) de 1 m de diametro en la misma parcela
de cultivo de citricos. Se recolectaron frutos que no habian recibido
tratamientos fitosanitarios en los ultimos 3 meses. Los frutos se in-
fectaron con P. digitatum cepa NAV-7 obtenida del Laboratorio de
Patologia de Hongos del Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (IVIA). Los frutos se desinfectaron mediante inmersién du-
rante 1 minuto en una solucién de hipoclorito sédico 4 gL™". Poste-
riormente se enjuagaron con agua y secaron al aire. Para infectar
los frutos se realizaron 2 incisiones opuestas en la corteza de los
frutos, practicadas en el ecuador de cada fruto y posterior inmersién
en una solucién de agua con Tween 80 y esporas de P. digitatum
NAV-7 (Palou et al. 2002) durante 2 horas. Los frutos se incubaron
a 25°C con elevada humedad relativa. Pasados 7 dias desde la in-
feccion, se observé un halo de crecimiento activo de las hifas de P,
digitatum en la piel de los frutos (Fig. 1F). En cada arenero se colo-
caron 3 frutos sanos y 3 frutos infectados dispuestos de manera al-
terna y separados por ~10 cm. En la parcela se montaron 15
areneros distribuidos aleatoriamente (ver Fig. 1A). Los areneros se
montaron debajo de los arboles de citricos simulando la caida na-
tural de los frutos maduros (Fig. 1B). Otros detalles sobre la meto-
dologia empleada son descritos por Fedriani y Delibes (2009, 2013).
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Tabla 1. Especies animales consumidoras de frutos citricos, parte del fruto consumida, y localizacion geografica de los estudios.
Table 1. Animal species consumers of citrus fruit, part of the fruit consumed, and geographical location.

Nombre comun Nombre cientifico Familia Localizacion Parte consumida Referencia

Paca comun Cuniculus paca Cuniculidae Floresta Atlantica, Brasil Pulpa y semillas Zuracatto et al. 2010

Comadreja overa Didelphis albiventris Didelphiadae Curitiba, Brasil Semillas en sus heces Caceres 2002

Aguara guazu Chrysocyon brachyurus Canidae Itapetininga, Sao Paulo, Pulpa Motta-Junior y Martins 2002
Brasil

Mono carablanca Cebus capucinus Cebidae Costa Rica Pulpa Baker 1996

Coyote Canis latrans Canidae California Semillas en sus heces Silverstein 2005

Coyote Canis latrans Canidae México Pulpa Monroy et al. 2003

Elefante asiatico Elephas maximus Elephantidae Tailandia Frutos Kitamura et al. 2002

Muntiaco de la India Muntiacus muntjak Cervidae Tailandia Frutos Kitamura et al. 2002

Marta de Japon Martes melampus Mustelidae Japon Semillas en sus heces Tsuji et al. 2011

Macaco de Japén

Macata fuscata

Cercopithecidae

Isla Yakushima, Japon

Ardilla de palmera  Funambulus pennantii Sciuridae Perth, Australia

Aguti negro Dasyprocta mexicana Dasyproctidae México

Chimpanzé Pan troglodytes schwein- Hominidae Mahale, Tanzania

furthii

Gualacate Euphractus sexcinctus Dasypodidae Mato Grosso, Séao Paulo,
Brasil

Chacal de lomo Canis mesomelas Canidae Reserva Natural

negro Monkolodi, Botswana

Marta Martes martes Mustelidae Mallorca, Espafia

Zorro volador Pteropus conspicillatus Pteropodidae Queensland, Australia

Titi gris Saguinus leucopus Callitrichidae Mariquita, Tolima,
Colombia

Tapir silvestre Tapirus bairdii Tapiridae Gran Pantanal, Brasil

Tucancillo collarejo  Pteroglossus torquatus Ramphastidae Panama

Amazona gorgirroja Amazona arausiaca Psittacidae Dominica

Tangara azulada

Thraupis episcopus

Thraupis episcopus

Cordillera de la Costa,
Venezuela

Toche negro Ramphocelus carbo Thraupidae Cordillera de la Costa,
Venezuela

Cacatua galerita Cacatua galerita Cacatuidae Australia

Tortuga gigante Geochelone elephantopus Testudinidae Santa Cruz,

Caiman del Misisipi  Alligator mississippiensis  Alligatoridae
Caiman del Misisipi  Alligator mississippiensis  Alligatoridae
Lagartija de Erhard  Podarcis erhardii Lacertidae

Islas Galapagos, Ecuador

Carolina del Norte

Carolina del Norte

Grecia

Frutos
Pulpa
Semillas y pulpa

Frutos de limoén
(Citrus limon)

Pulpa y semillas

Frutos

Pulpa

Frutos de naranja y
mandarina

Frutos

Fruto y semillas de C.
aurantium

Frutos
Frutos

Pulpa

Pulpa

Semillas de citricos

Frutos

Otani y Shibata 2000
Long 2003

Chambé 2012
Takahata et al. 1986

Dalponte y Tavares-Filho 2004

Kaunda y Skinner 2003

Clevenger 1996
Richards 1990

Poveda y Sanchez-Palomino
2004

Olmos 1997

Leck 1972
Douglas et al. 2013
Verea et al. 2009

Verea et al. 2009

White 2011
Cayot 1987

Frutos directamente del Platt et al. 2013

arbol
Frutos caidos

Pulpa

Brueggen 2002
Brock et al. 2014

Cada variedad fue ofrecida en el momento en que los frutos se en-
contraban maduros. Durante 5 dias consecutivos y a primera hora
de la mafiana, se anotaron los frutos consumidos in situ y los fal-
tantes. Los frugivoros visitantes se identificaron por medio de sus
huellas y otras sefiales (heces, tipo de manipulacién de los frutos,
etc. Ver Figuras 1D y 1F). Los frutos consumidos o faltantes se re-
pusieron cada mafiana. Las naranjas se ofrecieron en julio, las sat-
sumas en octubre y las clementinas en noviembre de 2013,
coincidiendo con las fechas de maduracién de sus frutos.

Analisis estadisticos

Tanto la probabilidad de visita como el porcentaje de frutos de
cada tratamiento colectados por los distintos frugivoros se analiza-
ron mediante modelos mixtos lineales generalizados con error bi-

nomial y funcién de enlace logit usando el procedimiento GLIMMIX
de SAS (Littell et al. 2006). El tipo de frugivoro (conejo, roedor, ave),
la variedad de citrico (clementina, satsuma y naranja), el trata-
miento (sano o infectado por P. digitatum), y sus interacciones de
segundo orden fueron especificados como factores fijos. La fecha,
el niumero del experimento y el bloque (anidado en experimento)
fueron tratados como efectos aleatorios (Bolker et al. 2009). Las
medias ajustadas y los errores estandar se calcularon utilizando la
opcién LSMEANS y fueron luego transformados a escala lineal me-
diante la serie de Taylor apropiada (Littell et al. 2006). Cuando la
interaccion entre dos factores fue significativa, se realizaron tests
del efecto de un factor en cada nivel del otro factor ("pruebas de
efectos principales simples") utilizando la opcion “Slice” de LSME-
ANS (Littell et al. 2006).



Ecosistemas 24(3): 5-13

ceSieSaeesis
..Q.O.Q@.g
Q‘Q‘@ QQ.‘@

00000 y.‘...

.U......Q..

vl 000000000000

Peris et al. 2015

Fig. 1. A) Representacién esquematica de la distribucion de los quince ofrecimientos de frutos en la parcela de estudio; B) colocacién de los ofrecimientos
debajo de la copa simulando la caida natural de los frutos; C) cama de arena (i.e. areneros) con frutos sanos e infectados por P_digitatum dispuestos de
manera alterna; D) arenero con huellas y frutos infectados de clementino comidos por conejo y pajaros; E) arenero con huellas y frutos infectados de cle-
mentino comidos por conejo; F) frutos de clementino infectados por el hongo P._digitatum antes de ser ofrecidos en los areneros.

Fig. 1. A) Schematic representation of the random distribution of the fifteen fruit offerings in the orchard; B) we placed fruits on sand beds underneath
orange trees simulating natural fruit drop; C) sand bed with healthy and infected by P_digitatum fruits alternately arranged; D) sand bed with footprints and
clementino infected eaten by birds and rabbits; E) sand bed with footprints and clementino infected fruits eaten by rabbit; F) clementino fruits infected by

the fungus P_digitatum before to be offered in the sand beds.

Resultados

Mamiferos y otros frugivoros visitantes

Los ofrecimientos de frutos citricos fueron visitados frecuente-
mente por conejos (Oryctolagus cuniculus), roedores y aves frugi-
voras. Las diferencias en las tasas de visita entre grupos de
frugivoros fueron altamente significativas (F, g9 = 55.39,
P<0.0001; Fig. 2). Concretamente, los conejos fueron con mucho
los frugivoros mas frecuentes (89.2 % + 2.7 [media+1ES] de los
ofrecimientos). La probabilidad de visitas por conejos fue 9.7 y 1.6
veces mayor que las de roedores (ratas Rattus rattus y ratones Mus
spretus ylo Apodemus silvaticus) y aves (mirlos Turdus merula,
urracas Pica pica, gorriones Passer domesticus y lavanderas Mo-
tacilla alba), respectivamente. Las aves fueron, de media, 6.1 veces
mas frecuentes que los roedores (Fig. 2). También hubo notables
diferencias en las tasas de visitas entre distintas variedades de ci-
tricos (Fy g10=5.87, P<0.003). De media, los ofrecimientos de cle-
mentina atrajeron ~1.8 veces mas frugivoros en comparacién con
los de satsuma y naranja (Fig. 2).

La interaccién entre tipo de frugivoro y variedad de fruto fue
significativa (F4, g19 = 15.04, P <0.0001), indicando que las pro-
babilidades de visitas de los distintos frugivoros no fue consis-
tente entre variedades de frutos citricos. Por ejemplo, mientras
que en los ofrecimientos de clementina y satsuma las aves fueron
visitantes mas frecuentes que los roedores, en los ofrecimientos
de naranja Bernalate las frecuencias de visitas de esos dos mis-
mos grupos de frugivoros fueron similares (29.4%16.9 y
34.8 %+8.2, respectivamente; Fig. 2).

Efecto de la infeccion por P. digitatum en la preferencia de frutos

La ingestion de las tres variedades de frutos citricos por mami-
feros y otros frugivoros siguié un patron similar al de las visitas,
siendo la naranja Bernalate la variedad menos consumida (Fig. 3).
En concreto, el consumo de mandarinas satsuma y clementina fue
3.5y 2.3 veces mayor que el de naranja, siendo estas diferencias
significativas (F, 514 = 3.73, P=0.025; Fig. 3). La infeccion de frutos
citricos con P. digitatum tuvo un efecto altamente significativo sobre
la probabilidad de consumo por parte de mamiferos (conejo, rata y
ratén) y otros frugivoros vertebrados (mirlo, gorrion, lavandera,
urraca) (F4 514 = 204.08, P <0.0001). De media, los frutos infecta-
dos fueron 17.5 veces mas consumidos que los sanos. No obstante,
la interaccion significativa entre infeccion por P, digitatum y variedad
citrica (F, 514 = 9.87, P <0.001) indicé que la magnitud de las dife-
rencias en probabilidad de consumo de frutos infectados y sanos
cambié entre variedades. En concreto, para mandarinas clementina
y satsuma el consumo de frutos infectados fue 32.5 y 17.8 veces
mayor, respectivamente, en comparacion con las no infectadas,
mientras que en naranja Bernalate la preferencia por los frutos in-
fectados fue menos marcada (6.2 veces mayor; Fig. 3). Dicha pre-
ferencia por los frutos infectados ocurrié para todos los frugivoros
vertebrados y para las tres variedades de citricos (Fig. 4). Para na-
ranja Bernalate y clementina no hubo diferencias entre el tipo de fru-
givoro vertebrado en el consumo de frutos infectados y sanos (Test
exacto de Fisher, P > 0.107). Para satsuma, la preferencia por los
frutos infectados fue ligeramente menor en los conejos en compa-
racion con las aves (Test exacto de Fisher, P =0.027), no habiendo
suficientes casos para evaluar la preferencia por los roedores.
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Figura 2. Medias ajustadas y errores estandares en las tasas de visitas
segun grupo frugivoro y variedad de citrico. Las letras distintas encima de
las barras indican diferencias significativas (P < 0.05) entre grupos de fru-
givoros para cada variedad citrica.

Figure 2. Adjusted means and standard errors of rates of visits by different
frugivore groups and citrus variety. Different letters on top of bars indicate
significant differences (P < 0.05) between frugivore types for each citrus
variety.
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Figura 3. Medias ajustadas y errores estandares de los porcentajes de con-
sumo de frutos segun variedad de fruto y tratamiento (infectado o sano).
*** P <0.0001

Figure 3. Adjusted means and standard errors of percentage of fruit con-
sumption and treatment depending on fruit variety and treatment (infected
or non-infected). ***, P < 0.0001
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Figura 4. Porcentajes observados de consumo de frutos por distintos fru-
givoros segun variedad de fruto y tratamiento (infectado o sano).

Figure 4. Observed percentage of fruit consumption by different frugivore
groups depending on fruit variety and treatment (infected or non-infected).
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Discusién
Mamiferos y otros frugivoros visitantes

A nivel mundial, los mamiferos de tamafio grande y medio pa-
recen ser los principales consumidores de citricos, aunque tam-
bién existen documentados algunos casos de aves y reptiles
(Tabla 1). Durante nuestros ofrecimientos de frutos, los visitantes
mas frecuentes fueron los conejos, seguidos muy de lejos por aves
y roedores. La alta frecuencia de visitas de conejos probablemente
se relaciona con la cercania de numerosas madrigueras de cone-
jos (en un mismo dia se han llegado a avistar hasta 32 individuos
distintos).

Las frecuencias relativas de visitas por los distintos grupos de
frugivoros variaron con respecto a las variedades de frutos citricos
ofrecidos. Las aves visitaron mucho mas frecuentemente las man-
darinas que las naranjas. Esto puede deberse a las diferencias de
grosor de la piel entre mandarinas y naranjas, y a las diferencias
en las caracteristicas organolépticas de cada variedad. Las man-
darinas tienen una piel mas fina en comparacién con las naranjas,
hecho que puede facilitar el acceso de las aves a la pulpa. En
cuanto a las caracteristicas organolépticas, Clemenules tiene
mayor contenido de azucares en pulpa en comparacion con sat-
suma Owari y naranja Bernalate (datos sin publicar). Estos dos he-
chos creemos que pueden explicar las diferencias en las tasas de
visitas dado que seria esperable que los frutos mas atractivos sean
aquellos con alto contenido en azucar y menor dificultad para ac-
ceder a ella (Herrera 1984b). No obstante, dado que los ofreci-
mientos de las tres variedades no se realizaron simultaneamente,
no puede descartarse que algunas de las diferencias en las fre-
cuencias de visitas se relacionen con variaciones estacionales en
las abundancias relativas de los mamiferos y otros vertebrados
frugivoros.

Efecto de la infeccion por P. digitatum en la preferencia de frutos

Los resultados indican que los distintos grupos de frugivoros
prefieren consumir frutos citricos infectados por P. digitatum en
comparacion con los sanos (Fig. 3). Este novedoso resultado, que
contradice a Janzen (1977), sugiere la existencia de diferencias fi-
sicas y/o quimicas importantes entre frutos infectados y sanos, que
resultan en una fuerte preferencia de los vertebrados frugivoros por
los frutos infectados. Observaciones realizadas en Borneo mues-
tran que algunos elefantes (Elephas maximus) recorren grandes
distancias en busca de frutos fermentados del género Durio, Bom-
bacaceae (Siegel 2005). También algunos monos y murciélagos
consumen frutos fermentados de Durio (Siegel 2005). Algunos ani-
males repiten con asiduidad el consumo de frutos fermentados y
en mal estado. En Africa se han observado elefantes que, junto con
ganado, recorren grandes distancias a través de las sabanas para
consumir frutos maduros de palmera Hyphaene thebaica, de ma-
rula (Sclerocarya birrea), de mongongo (Schinziophyton rautanenii),
y datiles de palmera del género Borassus, Arecaceae. Estos frutos
fermentan rapidamente una vez maduros generando moléculas
aromaticas que atraen animales (Siegel 2005). Estas observacio-
nes junto con otros estudios (Dominy 2004, Dudley 2000, Sherratt
et al. 2006) parecen indicar que, aunque no de manera generali-
zada, si existen diversas especies de mamiferos y aves habituados
al consumo de frutos fermentados, infectados o en mal estado.

A continuacién proponemos tres hipotesis no excluyentes que
explicarian la preferencia de los mamiferos y otros vertebrados por
los frutos de citricos infectados frente a los sanos:

Los hongos reblandecen la piel de los frutos infectados y
asi aumentan la accesibilidad de los frugivoros a la pulpa: una
vez iniciada la infeccion del fruto por Penicillium sp., las hifas del
hongo segregan una enzima que degrada la lignina de la pared
celular (Marcet-Houben et al. 2012) reblandeciendo los tejidos.
Este mecanismo de facilitacion del acceso de los frugivoros a la
pulpa seria especialmente critico para algunas aves y otros frugi-
voros de menor tamafio incapaces de atravesar la gruesa piel de
citricos no infectados.
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Biotransformacion en nuevas sustancias atrayentes o
menos repelentes para los frugivoros. Esta hipo6tesis comprende
dos componentes:

A) Los hongos liberan metabolitos secundarios atrayentes
de frugivoros: la infestacion de una naranja por Penicillium posible-
mente conlleve la fermentacion de los azicares que son transforma-
dos en alcoholes y aldehidos (Tuset 1987). Por ejemplo, a medida
que se desarrolla el hongo P. digitatum se produce etileno en los fru-
tos citricos infectados (Achilea et al. 1985). Estos nuevos compuestos
generados a partir de la infeccion son muy volatiles y emiten aromas
que podrian atraer mas frugivoros que los frutos no infectados.

B) Los hongos degradan las sustancias repelentes de la
piel del fruto y posiblemente biotransforman estas sustancias
en otras atrayentes de frugivoros. Las sustancias de la piel po-
siblemente sean defensoras frente a predadores, plagas y patége-
nos (Cipollini y Levey 1997, Rodriguez et al. 2013), y ejerzan un
papel protector sobre pulpa y semillas del fruto por lo que podrian
repeler a los frugivoros. La infeccidon de una naranja por Penicillium
origina una serie de procesos bioquimicos (i.e. Biotransformacion)
que transforma los compuestos existentes en otros compuestos de-
rivados. Por ejemplo, la infeccién de un fruto por P. digitatum trans-
forma el D-limoneno existente en las glandulas oleicas de la piel
en a—terpineol (Tan et al. 1998, Demittenaere et al. 2001). Asi-
mismo, la infeccion por hongos transforma el citral en timol, gera-
nial, nerol, D-limoneno, a-pineno y geraniol (Esmaeili y Tavassoli
2010). Estos compuestos generados son altamente volatiles y po-
drian resultar atractivos para mamiferos y otros frugivoros.

Los hongos producen sustancias con propiedades medici-
nales que atraen a los frugivoros: algunos autores indican que de-
terminados animales (i.e. chimpancés Pan troglodytes schweinfurthii
en Uganda, Krief et al. 2005) son capaces de automedicarse de ma-
nera intencionada imitando y observando el comportamiento de otros
animales adultos. Se han observado individuos de mono carablanca,
Cebus capucinus, frotando corteza de frutos citricos sobre su cuerpo
y posteriormente aplicandose el zumo de la pulpa en Costa Rica
(Baker 1996). Algunos animales consumen frutos con moderados
contenidos de etanol probablemente debido al alto contenido calérico
de dicho alcohol o a sus propiedades purgantes (Dominy y Lucas
2004). El consumo de frutos infectados por Penicillium sp. podria re-
portarles beneficios para la salud desconocidos hasta la fecha.

Se desconocen muchas de las transformaciones bioquimicas
que se dan en un fruto desde que se inicia la infeccidn por P. digi-
tatum, por lo que es necesario seguir investigando para determinar
qué compuesto o compuestos explican la preferencia de los frugi-
voros por consumir frutos infectados frente a frutos sanos.

Naturaleza de la interaccion entre hongos y mamiferos

La infeccién de los citricos por Penicillium sp. parece formar
parte de una triada ecoldgica fruto — hongo — vertebrados frugivo-
ros en la que cada parte interactia simultdneamente con las otras
dos (Herrera 1984a). Las plantas producen frutos carnosos que
atraen a los frugivoros y estos dispersan sus semillas, los hongos
colonizan tejidos del fruto 6ptimos para esporular, y los frugivoros
se alimentan de pulpa rica en azucares.

Las hipotesis propuestas sobre el papel de P. digitatum pueden
ayudar a entender mejor las relaciones ecoldgicas en interacciones
similares entre especies nativas. Contrariamente a la idea de que
los microbios colonizan rapidamente los frutos produciendo com-
puestos téxicos y antibidticos y reduciendo el valor nutritivo de los
frutos infectados (Janzen 1977), nuestros datos experimentales in-
dican que P. digitatum, en el caso de los citricos, tiene un papel fa-
cilitador del acceso a la pulpa para los frugivoros (Fig. 3). Estos
resultados también se ven apoyados por puntuales estudios en
otros ecosistemas documentando un alto consumo de frutos infec-
tados (Dominy 2004, Dudley 2004, Milton 2004) probablemente de-
bido a la presencia de bajos niveles de etanol. Esta nueva
concepcién es opuesta a la vision mas generalizada sobre la natu-
raleza competitiva de las interacciones entre vertebrados frugivoros
y los microorganismos (Cipollini y Stiles 1993, Tewksbury, 2002) y,
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ciertamente, invita a que este tipo de sistemas sea detalladamente
investigado con renovada atencion. Dichas investigaciones también
deberian considerar los probables efectos demograficos de estas
interacciones. Por ejemplo, algunos frugivoros consumidores de ci-
tricos probablemente dispersen sus semillas viables y faciliten la
colonizacién en habitats tropicales (Baskaran y Desai 2013, Cam-
pos-Arceiz et al. 2012, Garcia-Morales et al. 2012, Montaldo 1993,
Milton 2008). Por su parte, el aporte de fruta de forma predecible y
abundante probablemente permite a los frugivoros mantener altas
densidades poblaciones (e.g. Fedriani et al. 2001). Asimismo, de
manera analoga a lo encontrado en otros sistemas comparables
(Johnson 1994, Janos y Sahley 1995, Maser et al. 1978), Penici-
llium y otros hongos que infectan los frutos citricos se beneficiarian
de la dispersién de esporas por parte de los frugivoros tanto de
forma exozoo6cora como endozodcora.

En los frutos citricos, los monoterpenos son los principales com-
ponentes de las glandulas del aceite esencial de la cascara (fla-
vedo), siendo el D-limoneno el mas abundante (hasta 95% en la
naranja) (Rodriguez et al. 2011). Estudios realizados en naranjas
con bajo contenido de D-limoneno (Rodriguez et al. 2011) indican
que P. digitatum se desarrolla y crece mas rapido en frutos con ele-
vados contenidos de D-limoneno que en frutos con bajos conteni-
dos de D-limoneno en la cascara. Por tanto, la existencia de
D-limoneno en los frutos favorece su colonizacién por P. digitatum,
lo que a su vez favorece el consumo por frugivoros vertebrados vy,
probablemente, la dispersion de semillas. Nuevos experimentos
son necesarios para poder identificar la importancia relativa de la
infeccion por P. digitatum y de la concentracion de D-limoneno y
otros compuestos volatiles sobre la seleccion de frutos por mami-
feros y otros vertebrados frugivoros. Asimismo, dado que el con-
sumo de citricos por mamiferos y otros vertebrados frugivoros
parece ser un fendémeno global (Tabla 1), son necesarios nuevos
experimentos en distintas localidades y ecosistemas que permitan
comprobar la consistencia espacial y temporal de las interesantes
tendencias aqui descritas para la triada citricos-mamiferos-hongos.

Conviene recordar que las variedades de citricos utilizadas, asi
como las condiciones bidticas y abioticas de nuestra parcela expe-
rimental, son légicamente diferentes a las ancestrales de los citri-
cos en el Sureste Asiatico. Por ejemplo, las especies de frugivoros
involucradas en nuestros experimentos no tienen una historia coe-
volutiva comun con los citricos. A pesar de dichas necesarias cau-
telas, hay una serie de evidencias que sugieren la generalidad de
nuestras conclusiones. Por una parte, el D-limoneno es el com-
puesto predominante en la mayoria de los citricos tanto cultivados
(p.e. Citrus clementina [Dugo y Di Giacomo 2002], Citrus limon
[Caccioni et al. 1998]) como silvestres (p.e. Citrus ichangiensis [Sa-
wamura et al. 1999], Citrus macroptera [Rana y Blazquez 2012]) y
parece ser el compuesto clave que media las interacciones entre
citricos y otros organismos (Rodriguez et al. 2013). Por otra parte,
los resultados de nuestros experimentos muestran de forma inequi-
voca que los hongos facilitan el acceso a la pulpa a frugivoros tan
distintos como conejos, roedores y diversas aves, por lo que es al-
tamente probable que tenga un efecto similar, al menos, en varios
de los frugivoros de areas donde los citricos son originales.

Conclusion

Janzen (1977) afirmé que los vertebrados frugivoros prefieren
los frutos sanos frente a los infectados por hongos y bacterias dado
que los microbios producen compuestos téxicos y reducen el valor
nutritivo de los frutos infectados. Para evaluar dicha hipétesis rea-
lizamos una serie de experimentos de campo ofreciendo frutos ci-
tricos infectados y sanos por P. digitatum. Nuestros resultados en
un sistema agricola contradicen a Janzen dado que los frugivoros
(conejos, roedores, y aves) prefirieron consumir los frutos infecta-
dos por P. digitatum. Proponemos que la infeccion por P. digitatum
puede transformar algunas sustancias de los frutos aumentando
su atractivo. No obstante, mas estudios experimentales en otros
ecosistemas y contexto ecoldgicos son ciertamente necesarios
para poder evaluar la generalidad de nuestros resultados.
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