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l.- INTRODUCCION.

Las anonaceas son un grupo de plantas de linaje muy antiguo, los primeros
vestigios fésiles se han reportado para el piso coniaciano temprano (~89 MDA), en
el cretacico tardio (Takahashi et al, 2008; Friis et al, 2011); tienen una distribucion
pantropical, aunque mayormente son neotropicales (Chatrou et al, 2012). Muchas
de las especies de esta familia tienen importancia debido a que biosintetizan
moléculas de interés farmacoldgico, lo anterior estda documentado en numerosos
reportes de actividad anticancerigena, antimicrobiana, insecticida, relajante,
ansiolitica y anticoagulante (Chang et al, 1998; Gracia-Milian et al, 2001; Rejon-
Orantes et al, 2011; Gonzalez-Esquinca et al., 2014; Cortes et al., 2014; Martinez-
Vazquez y Estrada-Reyes, 2014). Debido a ello, aproximadamente 150 especies,
de 41 géneros, pertenecientes a esta familia han sido sujetas a estudios
fitoquimicos (Cavé et al 1985), pese a ello, segun Waterman et al (1978), tomando
en cuenta su tamafio, la familia Annonaceae es, quiza, una de las menos
conocidas desde el punto de vista quimico. Una caracteristica importante de las
anonas, como grupo taxondomico, es la presencia de alcaloides diversos,
principalmente con estructura bencilisoisoquinolinica (Leboeuf et al, 1982), aunque
actualmente se conoce que las rutas biosintéticas de alcaloides isoquinolinicos,

bencil-isoquinolinicos e inddlicos son distintas.

Muchas especies de esta familia se encuentran distribuidas dentro de las
llamadas Selvas Bajas Caducifolias (SBC), ecosistemas que presentan, en su
ciclo anual, condiciones contrastantes que se relacionan con las diferencias en la
disponibilidad de humedad, ocasionando dos estaciones bien marcadas; la
humeda, en donde la vegetacion luce con exuberante verdor y la seca, en donde
las plantas pierden su follaje (Trejo-Vazquez, 1999); las especies vegetales que
habitan en estas areas presentan adaptaciones fenoldgicas, fisiologicas vy
bioquimicas a estas condiciones climaticas (Miranda y Hernandez, 1963). Por
ejemplo, en adultos de A. lutescens se han documentado cambios significativos en

el contenido de alcaloides entre las temporadas secas y humedas, esta anona



presenta aumento exponencial de liriodenina asociado a la estacion seca (Castro-
Moreno et al, 2013).

A. purpurea es una especie de especial interés desde el punto de vista
fitoquimico, pues ademas de presentar variedad de alcaloides bencil-
isoquinolinicos -se han reportado mas de 40 alcaloides aporfinicos (Sonnet &
Jacobson, 1971; Leboeuf et al, 1982; Guinaudeau et al, 1994; Chang et al, 1998;
2000), también se encuentra, al menos, uno indolico; la annomontina. Lo anterior
sugiere que en dicha especie se realizan tres rutas biosintéticas totalmente
distintas. No se trata de un caso unico dentro del reino vegetal;, numerosas
especies del género Psychotria (familia rubiaceae) se caracterizan por la
presencia de alcaloides de ambos tipos (Calixto et al, 2016), ademas de casos
puntuales como: Menispermum dauricum, Menispermaceae (Zhang et al, 2004),
Melodinus yunnanensis, Apocynaceae (Cai et al, 2011), Sebastiania corniculata,
euphorbiaceae (Machado et al, 2005) y Castela coccinea, Simaroubaceae
(Martinez et al, 2009); sin embargo, A. montana (Leboeuf et al, 1982), A. purpurea,
A. foetida (Vilaga-Costa et al, 2011) y A. reticulata (Costa et al, 2008), hasta donde

se conoce, son casos unicos dentro del género Annona.

Annona purpurea Moc. & Sesse ex Dunal, también conocida como Cabeza
de negro, sincuya o chincuya, es una especie distribuida en México y
Centroamérica, bastante comun en bosques tropicales con altitudes entre los 100
msnm y 1200 msnm (Jorgenssen & Ledn-Yanez, 1999); esta especie produce
frutos apreciados y consumidos por las comunidades en las que crece

naturalmente, pese a ello, es una especie escasamente cultivada (Ledn, 1987).

La marcada estacionalidad del area de distribucion de A. purpurea,
ocasiona distintos tipos de estrés abidtico, mismos que producen cambios
drasticos en el estado hidrico y la fotosintesis de esta planta, relacionados con la
estacionalidad —especificamente con la época seca del ciclo anual- y que pudieran

verse reflejados en modificaciones en el perfil alcaloidal de la misma.



La presencia y distribucion de alcaloides, asi como su habitat convierten a
esta especie en un importante objeto de estudio para aportar datos sobre el rol
ecolégico de estos metabolitos frente a los distintos tipos de estrés que la
estacionalidad de la Selva Baja Caducifolia (SBC) ocasiona sobre las especies
que forman parte de este ecosistema.

El presente trabajo analiza la variacion de annomontina y otros alcaloides, a
lo largo de la época seca del ciclo anual, entre los distintos tejidos, asi como entre
plantas juveniles y adultas de A. purpurea, en condiciones ambientales de Selva
Baja Caducifolia; ademas de determinar el efecto de los factores ambientales de la
estacion seca y la fenologia de la especie como moduladores de la diversidad de
alcaloides.

Otro aspecto a destacar, son las posibles aplicaciones farmacoldgicas de la
especie, puesto que ademas de los reportes sobre su actividad bioldgica,
tradicionalmente, en México, se considera a A. purpurea una planta medicinal, el
jugo del fruto en ayunas sirve para la lepra, la semilla es insecticida y la raiz
vermifuga (Martinez, 1982); el jugo del fruto se usa contra fiebres y resfriados
(Mendieta y Del Amo, 1981). Entonces, caracterizar la probable variacion de los
tipos y concentracion de los alcaloides extraidos de los diversos tejidos de A.
purpurea, conforme transcurre la estacion seca, puede determinar las condiciones
en las que la planta produce una mayor cantidad de cada uno de ellos, con vistas
a facilitar su extracciéon y caracterizacion y, de esta manera, no solo contribuir a

futuros estudios farmacoldgicos, sino a la conservacién de la especie.



2.- MARCO TEORICO
2.1.- Familia Annonaceae

Las anonaceas (Annonaceae), son una familia de Angiospermas del Orden
Magnoliales, el cual consta de 130 géneros con unas 2300 especies que se
distribuyen por los trépicos del Nuevo y Viejo Mundo, hasta el norte de Australia y
las islas del Pacifico y forman parte del complejo Ranaliano; de acuerdo con
Ramshaw et al (1972), se han encontrado fosiles de estas plantas desde el
cretacico inferior (142~125 MDA), lo que las hace tener una historia evolutiva muy
antigua. (Angiosperm Phylogeny Group, 1998; Mass et al, 2011; Chatrou et al,
2012). La familia se agrupa en el clado Magnoliidae (Hutchinson, 1964; Takhtajan,
1969; Cronquist, 1981; 1988).

En su habito son arboles, arbustos o enredaderas, existe un contraste en
las especies de los dos hemisferios; en los tropicos del viejo mundo son, por lo
general, enredaderas; se encuentran en selvas densas, mientras que en el
continente americano son arbustos o arboles que crecen, en su mayoria, en zonas
abiertas, pastosas (Hutchinson opcit).

Las anonaceas han sido ubicadas, junto con otras familias de plantas
primitivas, dentro del orden Ranales (Lawrence, 1951; Benson, 1979), debido a
caracteristicas fisicas como son: partes florales en espiral, perianto diferenciado
en caliz y corola, y gineceo apocarpico y multicarpelar; mientras que Hutchinson
(1964) las clasificé dentro del orden Annonales principalmente por la presencia de
semillas con endospermo ruminado. Por otro lado Cronquist (1968) en el orden
Magnoliales por ser plantas lefiosas y poseer un perianto de tépalos o
diferenciados en sépalos y pétalos, siendo esta ultima ubicacién la aceptada en la
actualidad (Mass et al, 2011; Chatrou et al, 2012).

Mas o menos la mitad de las especies de la subclase Magnoliidae (5600), a
la que pertenece la familia Annonaceae, se incluyen en el orden Magnoliales,
recientemente reducido a 6 familias y llamado Complejo Magnoliales, con 2840

especies (Judd y col., 1999).



Se considera que forman el complejo basal del que se derivan las otras
Angiospermas, aunque Judd y col. (1999) y Doyle y Le Thomas (1994) sefalan,
con base en las secuencias de rbcL (gen cloroplastidico rbclL), las secuencias de
ARNI/ADN, la morfologia y la evidencia combinada de ARNr y morfologia, que las
Magnoliales no son un grupo basal dentro de las Angiospermas, sino un grupo

hermano.

La familia Annonaceae, tiene un alto grado de especializacion y una gran
diversidad de géneros. De todos los géneros que la componen, solamente cuatro:

Annona, Uvaria y Asimina producen frutos comestibles. (Chatrou 1999; 2012)

Segun Andrés-Agustin y Segura-Ledesma (2014) y De la Cruz-Chacén,
Castro-Moreno, Luna-Cazares y Gonzalez-Esquinca (2016) de las 63 especies de
Annonaceae que se encuentran en México, la mayoria estan distribuidas en
regiones tropicales del Sureste de México. Pese a que varias de estas especies
producen frutos comestibles y apreciados por las comunidades locales, no existe
un cultivo de las mismas, en la mayoria de los casos se limita a un
aprovechamiento en huertos de ftraspatio para, chirimoya (A. cherimola) y
saramuyo (A. squamosa) principalmente. Mientras que especies como anona (A.
reticulata), ilama (A. macroprophyllata = diversifolia) y chincuya (A. purpurea) son
fomentadas pero no multiplicadas. Unicamente la guanabana (Annona muricata)
es cultivada intensivamente en el centro y norte del pais, siendo México el

segundo productor a nivel mundial de esta especie.

Cuadro 1.- Distribucion de Anonaceas en la Republica Mexicana (género Annona)

Género Especies Distribucion (Entidades federativas)

1. Anaxagorea 1 A. guatemalensis

2. Annona 2 A. globiflora Ver., Hgo., Chis., Tamps., Gto.
3 A. testudinea Chis.
4 A. cherimola Ver., Mich., Chis., Oax., Mor., Pue., Qro., Jal., Gto., Mex.
5 A. longiflora Jal.,, Ver.
6 A. macophyllata Ver., Camp.
7 A. reticulata Yuc., Jal., Mich., Pue., Q.Roo, Nay., Tab.
8 A.glabra Ver., Q.Roo, Yuc
9 A. purpurea Camp., Tab., Jal., Chis., Oax., Nay., Gro.
10 A. longipes Pue.
11 A. scleroderma Ver.




12 A. muricata Ver., Chis., Tab., Yuc., Col., Gro., Q.Roo, Nay., Mich.
13 A. squamosa Yuc., Mich., Q.Roo, Camp., Ver., Oax., Jal., Nay.

(Modificado de Andrés-Agustin & Segura-Ledezma, 2014)

2.1.1 Annona

El género Annona fue descrito por Linneo en 1753 y la especie tipo es Annona

muricata L. de América tropical.

Las plantas de este género son arboles o arbustos, con pubescencia simple
o con pelos estrellados, flores usualmente perfectas, solitarias o en inflorescencias
con pocas flores, terminales, opuestas a las hojas, y mas o menos pegadas a las
ramas y de apariencia internodal; 3 sépalos pequefios y valvados; 6 pétalos libres
o connados en la base, biseriados, los internos, a veces rudimentarios o ausentes,
los exteriores carnosos, valvados, completamente concavos o solo en la base,
conniventes o algo patentes, los interiores imbricados o valvados; estambres
numerosos, extrosos, el conectivo forma un disco dilatado, truncado, pocas veces
atenuado—apiculado o semiorbicular; carpelos numerosos, frecuentemente
connados, los 6wvulos solitarios, basales y erectos; fruto carnoso, con carpelos

concretos. (Gonzalez-Esquinca, 2001)

2.1.2.- Annona. purpurea

Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal, Monogr. Anonac. 64, t. 2. 1817
Tipo: Sessé & Mocino Icon. Pl. (Holotipo: HU)

Arbol de 10 m o mas, con copas anchas y extendidas, las ramas jovenes
densamente ferrugineas-tomentosas; hojas deciduas, membranosas con pedicelos
de 3 - 5 mm de largo, de ovadas a eliptico ovadas, en su mayor parte de 12 a 30
cm de largo y de 6 -14 cm de ancho, apice acuminado, redondeadas en la base,
verdes y glabras por el haz y palidas a moreno velludo aun con la edad, por el
envés; flores extraaxilares, solitarias, subsésiles; sépalos triangular-ovados,

acuminados, 1 - 2 cm de largo, pétalos exteriores valvados, gruesos Yy rigidos,

6



ovado-lanceolados, cuando mucho de 5 cm de largo y 2 cm de ancho, ferrugineos-
sericeos en el exterior, los pétalos internos imbricados, delgados, eliptico-
oblongos, redondeados en el apice, 2.5 cm de largo, 1.5 cm de ancho; fruto
subgloboso, de 10 a 12 cm de diametro o de largo, cubierto con un tomento
semejante a fieltro y con pelos piramidales puntiagudos muy numerosos; semillas
ovoides, castafias, 3 cm longitud (Standley y Steyermark, 1946).

Distribucién: Se distribuyen en México y Centroamérica, y algunos paises
de Sudamérica, entre los que destacan; Belice; Costa Rica; Panama (zona del
canal e isla de Barro Colorado); Venezuela (Bolivar, Caracas, Dos Caminos,
Orinoco y Trinidad); México (Tlatatla, Cérdoba y La Antigua en Veracruz y en
Yucatan) Fries (1937); Guatemala (lzabal, Chiquimula, Juteapa, Santa Rosa,
Retalhuleu y San Marcos) (Standley y Steyermark, 1946).

En Chiapas, se ha recolectado en los municipios de Tuxtla Gutiérrez, San
Fernando y Cintalapa (Gonzalez-Esquinca, 2001), ademas, segun datos del
Herbario Eizi Matuda (Instituto de Ciencias Biolégicas — UNICACH), también esta

distribuida en los municipios de Chicoasén, Jiquipilas, Ocozocuautla y Las Rosas.

Entre algunas caracteristicas notables de la especie se puede destacar que
su madera es pesada, con un peso especifico promedio de 0.57 g/cm®. En
condicion seca (al aire) presenta un color amarillo grisaceo. Tiene grano recto a
levemente entrecruzado, textura y lustre medianos. Es facil de trabajar y preservar
y su secado es moderado. Se utiliza para construccién en general, implementos

agricolas, cajas y pulpa para papel. (Geilfus, 1989)

Fenologicamente esta especie empieza a florecer a partir de los cinco a
seis anos de edad. La floraciéon se produce en los meses de febrero a marzo, en
Honduras; de mayo a junio en El Salvador y gran parte de Centroamérica —
incluidos Guatemala y el sureste de México; y de febrero a abril en Costa
Rica.(Geilfus opcit). En las Selvas Bajas Caducifolias (SBC) de la Depresion
central de Chiapas (DCCh) el crecimiento de la flor y la floracién se presentan

entre mayo y junio. (Gonzalez-Esquinca et al, 2016)



Los frutos se producen de junio a julio en Honduras y de junio a octubre en El
Salvador y Guatemala; en México, mas especificamente, en la DCCh, entre
octubre y noviembre (Gonzalez-Esquinca opcit). En cada fruto se encuentran entre
90 y 120 semillas de color pardo oscuro a negro, obovadas a elipticas,
comprimidas; con una longitud entre los 2.8 y 3 cm y un ancho de 1.4 a 1.8 cm.
Para las comunidades donde se distribuye naturalmente esta especie, es un fruto
apreciado, aunque menos consumido que el de Annona macroprophyllata, especie
con la que suele compartir distribucion. (Carpio, 1992; Chizmar-Fernandez et al,
2009).

2.2 Selva Baja Caducifolia (SBC)

Las Selvas Bajas Caducifolias (SBC; Miranda & Hernandez, 1963), también
conocidas como Bosques Tropicales Caducifolios (Rzedowski, 1978), Bosques
Tropicales Deciduos (Leopold, 1950), Bosques Tropicales Secos (Gentry, 1982) y
Bosques Tropicales Secos Estacionales (en inglés, Seasonally Dry Tropical Forest
SDTF; Bullock et al, 1995), son bosques con una temperatura media anual
superior a los 17 °C; precipitacién anual entre los 250 mm a 2000 mm y una
relacion entre evapotranspiracion potencial/precipitacion cercana a 1.0. Sin
embargo, la caracteristica mas distintiva de este ecosistema es su estacionalidad,
con 5-7 meses de sequia —estiaje - en los que la precipitacién raramente excede
los 100 mm; esto determina la fenologia distintiva de las especies de plantas que
integran este ecosistema; la pérdida de pigmentacion y hojas en la época seca,
seguida de una fisonomia siempre verde en la parte lluviosa del ciclo anual. La
estacionalidad climatica y la respuesta estacional que ocasiona en los organismos,
en combinacion con sus roles ecoldgicos, determinan los procesos ecofisioldégicos

que caracterizan la SBC (Dirzo et al, 2011).

La SBC tiene gran importancia por; 1) la extensién que cubre dentro de la
region neotropical de América, que para 2008 se reportaba sobre el 3.8% de la
superficie (Challenger & Soberon, 2008); 2) la diversidad y variedad de especies
que lo componen y 3) las multiples respuestas fisioldégicas para responder a las

presiones ambientales del mismo.



Trejo-Vazquez (1999) comenta que, basandose en la clasificacion climatica
de Koppen, modificada por Garcia (1988), 38% de las Selvas Bajas Caducifolias
de México se encuentran en regiones de clima calido subhumedo (Aw0), con una
temperatura media anual superior a 22 °C y un cociente precipitacién-temperatura
(P/T) menor de 43.2; otro 15% corresponden a bosques que se encuentran en
areas de clima semiarido calido (BS+h), con condiciones de humedad menores; el
11% de las SBC se desarrollan bajo condiciones de mayor humedad, climas
calidos subhumedos intermedios (Aw1 y Aw2), con un P/T mayor a 43.2 y
aproximadamente el 9%, en climas semicalidos subhumedos, A(C)w0 y (A)CwO,

con temperaturas medias anuales entre 18 y 22 °C.

En cuanto a las condiciones térmicas, Trejo-Vazquez (opcit) expone que las
SBC de México se encuentra en zonas cuyas temperaturas medias anuales varian
de 18 °C a los 28 °C, aunque la mayor parte de esta selva se establece en areas
cuyas temperaturas estan entre los 22°C y 26 °C; la precipitacion anual se suele

mantener entre 700 mm y 1200 mm.

El clima ha sido considerado tradicionalmente el principal factor que
determina la distribucion de la vegetacién; en general, existe una correspondencia
cercana entre el tipo de clima y el tipo de vegetacion que se establece en un area
determinada (Cain, 1950). Las plantas adaptadas a un régimen climatico
particular, con frecuencia presentan morfologia similar; asi por ejemplo, las
especies con amplias hojas o grandes lianas se asocian con selvas tropicales
lluviosas, y los bosques de coniferas, con regiones frias de altas latitudes (Oliver,
1973; Calow & Towsend, 1981; Pianka, 1982; Pielou, 1992). Para el caso de la
SBC, la vegetacion distribuida naturalmente en este ecosistema, presenta
adaptaciones fenologicas a las condiciones climaticas, que reflejan en su
comportamiento, la marcada estacionalidad climatica, con condiciones
contrastantes que estan estrechamente relacionadas con las diferencias en la
disponibilidad de humedad en dos épocas bien marcadas; la humeda, en la que la
vegetacion luce con exuberante verdor, y la seca, donde las plantas pierden su

follaje (Trejo-Vazquez, 1999).



Segun Trejo (1998), la vegetacion de selva baja caducifolia esta
conformada por elementos tropicales, dominada por especies arbdreas de copa
extendida, con alturas que varian entre los 7 y 8 m, aunque es posible encontrar
individuos aislados que alcanzan los 15 m. El estrato arbustivo es sumamente
denso. Dentro de estas areas existe gran variedad de formas de vida suculentas,
como cactaceas columnares y candelabriformes, asi como de especies de
cortezas brillantes y exfoliantes (Miranda, 1942; Rzedowski, 1978; Pennington &
Sarukhan, 1998). Una caracteristica sobresaliente de este tipo de vegetacion es
su elevada diversidad y nivel de endemismos, como ejemplo de lo anterior,
Rzedowski (1991) y Trejo (1998) coinciden en que cerca del 60% de las especies

vegetales que constituyen esta comunidad vegetal, son exclusivas de México.

Un punto importante a destacar, es la relaciéon entre altitud y tipo de
vegetacion, pues en el listado floristico realizado por Rocha-Loredo (2010) se
demuestra que las areas de SBC se situaron por debajo de los 900 m.s.n.m.
mientras que aquellas partes por encima de los 1000 m.s.n.m. presentaron

asociaciones vegetales mas similares a bosques de pino-encino.

La composicion vegetal de la Selva Baja Caducifolia suele ser estable,
existen cerca de 400 especies comunes, pertenecientes a 71 Familias; siendo las

mas representativas las presentadas en la Figura 1.

Capp

Fab
Figura 1.- Principales familias de plantas, comunes en SelvaBaja Caducifolia(SBC). Martinez &
Galindo-Leal, 2002; Gallardo-Cruz, Meave & Pérez-Garcia, 2005; Garcia-Romero, Mendoza-Robles &
Galicia-Sarmiento, 2005; Salas-Morales et al, 2007; Pineda-Garcia, Arredondo-Amezcua & Ibarra-
Manriquez, 2007; Rocha-Loredo, Ramirez-Marcial & Gonzalez-Espinoza, 2010; Moreno-Casasola &
Paradowska, 2009; Ledn de laluz, Dominguez-Cadena & Medel-Narvaez, 2014)
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Annonaceae se considera una de las veinte principales familias de plantas
que conforman la SBC, habiendo sido reportados dos géneros y nueve especies

pertenecientes a esta familia.

La SBC establecida en la DCCh es, junto con la de Golfo centro y Yucatan,
una de las selvas bajas que mayor precipitacion promedio recibe al afio,
ubicandose por encima de los 1500 mm. La temperatura promedio anual se
mantiene entre 24 y 26 °C, mientras que en las zonas de menor altitud se
presentan condiciones muy calidas, 26 — 28 °C e incluso superiores en algunos
anos (e.g. 1998 — 2000), en los que se rebasaron los 30 °C; pese a lo anterior, a
las SBC de la Depresion Central de Chiapas y la del Istmo de Tehuantepec

(Oaxaca), se les considera las zonas de mayor estabilidad térmica.

La estacionalidad de la Depresion central de Chiapas es muy marcada, con
una corta temporada humeda (verano) de aproximadamente cuatro meses, desde
mediados de mayo a finales de septiembre y el resto del afio es la temporada de
estiaje, con minimos de humedad entre diciembre y marzo. La precipitacién anual
promedio es de 1200 mm, teniendo registros de afos excepcionalmente lluviosos
en los que se superaron los 1400 mm y afos en los que apenas se alcanzaron
1150 mm.

De acuerdo con Breedlove (opcit, 1981), el estado de Chiapas es el
segundo lugar, de la Republica Mexicana, en cuanto a diversidad floristica, esto se
debe, entre otros factores, a su accidentada orografia y su ubicacion dentro de la
region neotropical de América Central; Breedlove (opcit) estima que dentro de las
Selvas Bajas Caducifolias ubicadas dentro de la region fisiografica denominada
Depresion Central de Chiapas (DCCh), esta representado un 10% de la diversidad
floristica de todo el estado de Chiapas y 3.2% del total de México (Rzedowski,
1991). La vegetacion dominante en la Depresion Central de Chiapas ha sido el
llamado Bosque Tropical Caducifolio — Selva Baja Caducifolia (Rzedowski, 1978).
Sin embargo, se estim6 que para el afio 2008 menos de un 5% de la cobertura
vegetal natural original se mantendria, siendo sustituida por pastizales, potreros y

desmontada para agricultura extensiva (Rocha-Loredo opcit). En esta region, se
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pueden hallar, ademas de SBC, ecosistemas de Selva Mediana Subcaducifolia,
Bosque de Pino—Encino, Encinares (Miranda y Hernandez, 1963) o Bosque de
Quercus (Rzedowski, 1978) y las fronteras entre ellos no estan claramente
definidas.

Rocha — Loredo (opcit) reportan que la riqueza floristica regional —de la
Depresion Central de Chiapas- esta representada por un total de 233 especies, en
152 géneros y 57 familias botanicas. Siendo las familias representadas con mas
especies: Fabaceae (33 especies), Euphorbiaceae (14), Malvaceae (11) y
Rubiaceae (10). De las familias restantes, 19 de ellas estuvieron representadas

por una sola especie; estos datos son muy similares a la generalidad de las SBC.

2.3 Metabolitos secundarios de las anonas

Todas las plantas producen metabolitos secundarios, con diferentes funciones
como pueden ser la protecciéon contra depredadores y patégenos, adaptacion
frente a presiones abidticas entre ellos la cantidad y tipo de luz, asi como la sequia
y los cambios de temperatura. Por lo general los mecanismos de respuesta estan
modulados por varios factores bioticos y abidticos que actuan de modo simultaneo
sobre la planta, por lo que es bastante complicado establecer relaciones lineales
de causa y efecto, sin embargo, de acuerdo con Agosta (1996); Barbour et al.
(1987); Bostock (1999) y Bostock et al. (2001), existen interconexiones entre
diversas sefiales de respuesta a ciertos tipos de estrés, y las vias metabdlicas de
respuesta.

Ademas de la notable diversidad de alcaloides (De la Cruz-Chacon et al,
2013; Cortes et al, 2014; Gonzalez-Esquinca et al, 2004; Orozco-Castillo et al,
2016) de la familia Annonaceae se han reportado aceites esenciales, compuestos
aromaticos (Leboeuf et al, 1982), terpenos (Leboeuf et al, 1982; De la Cruz-
Chacon opcit), acidos grasos, flavonoides (Pérez-Amador et al, 1997), fenoles y
polifenoles (De la Cruz-Chacén, & Gonzalez-Esquinca, 2015), y “acetogeninas de

annonaceas” (Cavé et al 1997).
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Algunos ejemplos de fenoles son, el acido caféico en Annona glabra,
Asiminia triloba y Annona muricata a la vez que acido P-coumarico y acido
vainilico en hojas de Cananga latifolia (Hegnauer, 1964; Siv, 1971; Siv & Pairis,
1972).

Segun Venkatasubbaiah y Mathew (1970), entre los flavonoides, el
pigmento (antocianina) procianidina, asi como el tanino prodelphinidina, estan
presentes en Annona glabra, Annona muricata y Asiminia triloba; quercetina en
hojas de A. glabra y A. senegalensis, ademas de que se han reportado otros
flavonoides con una estructura muy particular, en especies del género Uvaria,
denominados C-bencil flavononas y C-bencil dehidrochalconas. (Hegnauer, 1964;
Cole et al, 1976)

Las denominadas “acetogeninas de annonaceas, (ACG), que son derivadas
biogenéticamente de acidos grasos, presentan largas cadenas carbonatadas con
Y-lactona terminal y generalmente anillos tetrahidrofuranicos a lo largo de la
cadena, exclusivas de la familia. Estos compuestos se han aislado, entre otras, de
especies de Annona, Asiminia, Uvaria y Goniothalamus y presentan actividad
biolégica, principalmente como inhibidores de cadena respiratoria mitocondrial
(CRM). (Cortes et al, 2014). Hasta 2004, han sido identificadas 593 AGC, de 31

especies y 13 géneros (Gonzalez-Esquinca et al, 2014).

Los monoterpenos y sesquiterpenos en forma de aceites esenciales, son
responsables de los aromas tan particulares de varias especies del género
Annona (Leboeuf et al, 1982); ademas de los aromas, los sesquiterpenos pueden
presentar actividad biolégica, Mackie & Misra (1956) reportan actividad larvicida de
una mezcla de terpenos encontrada en hojas de A. senegalensis. Finalmente, se
han reportado glucdsidos cianogénicos en varios géneros, especificamente en
Anaxagorea luzonensis, Annona cherimola, Annona chrysophylla, Annona
muricata, Annona reticulata, Annona squamosa, Artabotrys suaveolens y Cananga

odorata. (Hegnauer opcit; Gibbs, 1974).
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2.3.1 Alcaloides en la Familia Annonaceae

Dentro de la quimiodiversidad de metabolitos secundarios biosintetizados por las
plantas, destacan los compuestos con nitrogeno. Cerca de 21,000 compuestos
encontrados hasta hoy, en el 20% de la plantas, son moléculas nitrogenadas de
bajo peso molecular con una amplia variedad de estructuras quimicas y de

actividades bioldgicas (Hegnauer et al, 1988; Mazid, Khan & Mohammad, 2011).

Los alcaloides son compuestos ciclicos (heterociclos aza) que contienen
nitrdogeno con un estado de oxidacion negativo, con distribucion limitada entre los
seres vivos Yy drastica actividad sobre el metabolismo. (Pelletier, 1983); En
oposicién a las definiciones previas a 1980, la alcalinidad no esta considerada mas
como un prerrequisito para denominar alcaloide a una biomolécula. (Roberts &
Wink, 1998).

Hasta ahora, la razén de ser de los alcaloides en las plantas esta justificada
por sus implicaciones ecoldgicas, ya que son barreras quimicas contra
fitopatdgenos (bacterias, hongos y virus) y herbivoros o reservorios de nitrégeno.
Aproximadamente 500 alcaloides han sido identificados en 43 géneros y 138

especies de la familia Anonacea. (Gonzalez-Esquinca et al, 2014)

Los alcaloides isoquinolinicos se consideran los metabolitos secundarios
mas diversos y abundantes dentro de la familia Annonaceae (Leboeuf et al.,
1982). Estructuralmente presentan frecuentemente esqueletos de tipo aporfinico, y
variaciones de estos, como pueden ser; bencilisoquinolinico, protoberberinico y
dimeros tipo bis-bencilisoquinoleinas (Protais et al., 1992; Cortes et al., 1992;
lvorra et al., 1993; Cortes et al., 1993; Martin et al., 1993; Protais et al., 1995;
Bermejo et al., 1995). Otros alcaloides como las azafluorenonas (Arango et al.,
1987; Mueller et al., 2009) y los inddlicos (Rejon-Orantes et al., 2011), son
escasos y han sido aislados ocasionalmente, en especies, etapas fenoldgicas y

tejidos muy especificos.

Respecto a su biosintesis, los alcaloides bencilisoquinolinicos se originan a

partir de dos moléculas de tirosina y a través de la dopamina; en un proceso que
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inicia con la enzima (S)-norcoclaurina sintasa, que cataliza la sintesis de S-
norcoclaurina, reconocida como la molécula precursora de todo alcaloide
bencilisoquinolinico. Posteriormente, a través de varias reacciones, se biosintetiza
S-reticulina, a partir de este punto, rutas metabdlicas divergentes se encargaran
de la diversificacion de estos alcaloides (Rueffer et al, 1981; Sugimoto, Sugimura
& Yamada, 1999; Liscombe et al, 2005; De La Cruz-Chacon et al, 2012; Hagel &
Facchini, 2013). Aun con su similitud estructural, los alcaloides isoquinolinicos
presentan una ruta metabdlica separada de los bencilisoquinolinicos, por lo que no
es correcto analizarlos como un grupo unico. Ademas de estos dos importantes
grupos de alcaloides, se han reportado algunos con estructura quimica distinta; un
ejemplo de ello es la cafeina en semillas de A. cherimola (Tanteri, 1974); la
quinidina e hidroquinidina en Enantia polycarpa (Buzas, 1959); canangina en C.
odorata (Leboeuf et al, 1975); annomontina y metoxyannomontina en A. montana,
A. reticulata, y el grupo de los isoprenil-indoles, destacando el isoprenil-indol (6-
(trans-3-methylbuta-1,3-dienyl)-indole) aislado en Monodora tenuifolia y el
compuesto denominado 3,6-Bis(Y,Y-dimethylallyl)-indol, considerado el alcaloide

mayoritario en el tallo de Uvaria elliotiana (Achenbach & Raffelsberger, 1979).
2.4 Variaciéon de Metabolitos Secundarios.

La quimiodiversidad de las plantas, o diversidad fitoquimica, es una caracteristica
de la vida en la tierra. Los organismos vivos producen miles de metabolitos de
especializacion, se estima que se han descrito mas de 200,000 (Harbone, 2000;
Picheski & Gershenson, 2002). Muchos de estos compuestos no tienen una
funcion conocida en los procesos basicos de crecimiento y desarrollo, por lo que
se les ha llamado productos naturales o metabolitos secundarios (MS) (Garcia-
Rodriguez et al, 2012), estas sustancias tienen un papel predominante en las
respuestas ante el estrés abidtico (radiacion UV-B) (Schafer et al., 2009); también
pueden ser parte de los mecanismos de defensa contra microorganismos
patdgenos, herbivoros, parasitos (Mazid, Khan, Mohammad, 2011) Los grupos
principales de metabolitos secundarios son: terpenos, fenoles y compuestos

nitrogenados, entre estos ultimos estan los alcaloides, que comprenden mas de
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15,000 metabolitos secundarios que se han aislado de un 20% en las especies de
plantas vasculares. (Taiz & Zeiger, 2006).

El clima a escala local, los cambios estacionales y las condiciones externas
como luz, temperatura y humedad afectan la concentracién y composicion de los
metabolitos secundarios (Morrison y Lawlor, 1999). La biosintesis de MS responde
a factores ambientales y forma parte de una estrategia adaptativa que conduce
hacia la tolerancia frente al estrés ambiental. Por ejemplo, se tienen
documentados los efectos del CO, y O3 sobre flavonoides en Ginko (Ginko biloba);
concentraciones elevadas de ozono (Os3) reducen la concentracion de
isorhamnetina en un 7%, pero causan un incremento de quercetina de un 6% (He
et al, 2009); por otro lado, las concentraciones de saponinas en raices, tallos,
hojas, bulbos y flores de Ginseng (Panax ginseng) estan influenciadas por factores
abioticos ambientales (Szakiel, Paczkowski y Henry, 2010).

Existe evidencia experimental respecto a la modulacion estacional de
diversos tipos de fenoles en las plantas, esto aporta datos respecto al papel que
desempenan estas sustancias en sus procesos de adaptacion frente a cambios
del medio fisico; Salminen et al (2004) demuestran una disminucion del contenido
de fenoles totales en hojas maduras de Roble americano (Quercus rubra) de >120
mg.g”' en mayo a <60 mg.g”" en agosto; de >150 mg.g”' a <100 mg.g”"' de taninos
y de >5 mg.g" a <1.5 mg.g™" de glucésidos entre los mismos meses. Por otro lado
Seth (2011) describe los cambios en la concentracion porcentual en masa seca de
taninos y fenoles en raices de Algodén de cera (Caloptris procera) entre invierno,
verano, y época lluviosa, hallando 0.846 %, 1.104 % y 0.584 % de taninos y 1.85
%, 1.26 % y 0.082 % de fenoles respectivamente. Chaves et al (2013), reporta una
marcada variacién estacional en la concentracion de flavonoides en raices de
corcho bobo (Guapira graciliflora), 7.56 ug.g™' en la temporada seca, frente a 14.52
Hg.g" en la lluviosa, mientras que la concentracién total de polifenoles, en la
misma especie, presenta una variacion opuesta de 14.20 pg.g” a 9.50 pyg.g”’, el
mismo estudio reporta patrones opuestos en un arbusto de la familia Malvaceace
(Pseudobombax marginatum), con 7.83 ug.g' a 6.46 pg.g”' de flavonoides y 19.54
ug.g' a 37.22 ug.g' de polifenoles respectivamente (Chaves et al, 2013).
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La sequia puede provocar un aumento de diversos tipos de MS (Blua et al,
1988). Este efecto ocasiona un aumento de 180% (peso seco) en la concentracion
de alcaloides, en hojas y raices de yimlUcao (Leonurus japonicus) tras siete dias
de estrés hidrico inducido por sequia simulada en laboratorio (Wei et al, 2013) por
otro lado se ha demostrado una notoria disminucién de contenidos de saponinas
en quinua (Chenopodium quinoa), de 0.46% (peso seco) en plantas creciendo con
moderado déficit de agua hasta 0.38% en plantas con alto estrés hidrico (Soliz-
Guerrero et al, 2002).

También la luz es un factor fisico que puede afectar la produccion de
metabolitos, ocasionando un aumento superior al 60% en los terpenos gingerol y
zingibererno en el cultivo de jengibre (Zingiber officinale) bajo fotoperiodo largo
(Anasori y Asghari, 2008). En cultivos de fresa expuestos a 10 dias de oscuridad
continua, se obtuvo evidencia que demostrd los menores niveles de pigmentos,
mientras que aquellos cultivos expuestos a 10 dias de luz continua alcanzaron los
mayores niveles, evidencia directa de que la disponibilidad de luz tiene una
significativa influencia sobre la acumulacion de antocianinas en fresa (Fragaria
sp), de 0.54 mg.g' (fotoperiodo largo) a 0.02 mg.g™"' (fotoperiodo corto). Las
antocianinas de =zanahoria (Daucus carota) y aciano (Centaurea cyanus)
exhibieron un comportamiento similar (Sato, Nakayama y Shigeta, 1996). Se ha
encontrado en raices de ginseng americano (Panax ginseng) expuestas a mayor
tiempo de luz solar una concentracion 12% mayor de ginsendsidos, respecto a
aquellas expuestas a fotoperiodos cortos (Szakiel opcit).

La disponibilidad de ciertos nutrientes puede inducir drasticos cambios en el
perfil y concentracion de diversos metabolitos secundarios, un buen ejemplo de lo
anterior es el aumento en la concentracion de liriodenina, lisicamina y
atherospermidina en raices de juveniles de A. diversifolia sometidas a un
tratamiento de 30 mM de N, suministrado durante 6h (Orozco-Castillo et al, 2016)

Todo lo anterior sugiere que las concentraciones de los distintos MS
experimentan notorias variaciones a lo largo del ciclo anual, especialmente en
regiones con estacionalidad muy marcada, esta variabilidad esta condicionada por

cambios en el medio fisico (estrés hidrico, COy, luz, fotoperiodo, temperatura,
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etc.), la especie y el tipo de metabolito. Estos cambios en el contenido de MS son
especificos de cada especie y pueden ser parte del sistema de defensa y
adaptacion de estas frente a las distintas presiones y diversos tipos de estrés
abiatico.

La variacion en la cantidad de MS también es muy apreciable de tejido a
tejido y asociada a la etapa fenologica de la planta; en un estudio en G. gracifolia
(corcho bobo) se han determinado los porcentajes en masa seca, de fenoles, por
tejido, hallando: 1.46 %, 1.084 %, 0.02 % y 1.79 % en brotes apicales, hojas
maduras, tallo y flores respectivamente (Chaves opcit). Por otro lado, Castro-
Moreno (2013) reporta que la concentracion de liriodenina en tallos y hojas de
plantas maduras de anona amarilla (A. lutescens) es 300 veces mayor que en
plantas juveniles, ademas de demostrar que este alcaloide se concentra
mayoritariamente en raices, indistintamente de la etapa fenoldgica del individuo,
existe evidencia de importantes variaciones estacionales de liriodenina en raices
de Annona lutescens, alcanzado concentraciones superiores a los 225 pmol.g™" en
temporada seca e inferiores a 70 umol.g™' en la himeda (Castro-Moreno opcit). En
la misma especie se reporta una marcada variacion estacional y de tejido a tejido
en los alcaloides liriodenina y lisicamina, siendo las raices el tejido en que se
determinaron mayores concentraciones a lo largo del ciclo anual; la masa del
extracto de liriodenina con una masa maxima de 1.615 ug.gmv’' —junio- y minima
de 1.429 pg.gmv’' —abril, mientras que lisicamina presento una menor variabilidad,
1.676 pg.gmv’' —febrero- a 1.6 pg.gmv' —diciembre, agosto y octubre; en hojas de
A. lutescens la variacion estacional es aun mas apreciable, encontrando
liiodenina Gnicamente en diciembre (1.456 pg.gmv') (Pérez-Gémez, 2014); En un
estudio realizado con cuatro especies de la Familia Annonaceae (A. diversifolia, A.
lutescens, A. muricata y A. purpurea), Gonzalez-Esquinca et al (2014), presentan
evidencia de biosintesis de MS en etapas tempranas de la germinacion, ademas
de comentar que, en la etapa de juveniles, la cantidad y concentracion de

alcaloides presentan notables variaciones entre tejido y tejido.

18



3.- ANTECEDENTES
3.1 Metabolitos Secundarios encontrados en Annona purpurea.

La presencia y diversidad de alcaloides en la familia Annonaceae es una
caracteristica bastante estudiada (Leboeuf et al, 1982; Cave, 1985); quimicamente
han sido estudiadas mas de 150 especies de plantas pertenecientes a esta familia.
En particular, en A. purpurea, se han reportado numerosos alcaloides (>40) en

raices, tallos y, menos frecuentemente, en hojas; (Chang et al, 2000)

En su clasica publicacion de la familia Annonaceae, Leboeuf et al (1982),
menciona que habian sido aislado hasta ese momento siete alcaloides
isoquinolinicos en A. purpurea: glaziovina, stepharina, O-dimetilpurpureina,
norpurpureina, purpureina, oxoglaucina y oxopurpureina. Posteriormente se
reporta la presencia de annomontina en extractos cloroférmicos de A. purpurea
(Rejoén, 2011).

Chang et al (2000) encuentran otros tres alcaloides de A. purpurea;
promucosina, romucosina F y romucosina G, ademas de algunos ya reportados;
siete alcaloides Aporfinicos (sensu stricto): (+)-norpurpureina, (-)-norglaucina,
(+)-northalbaicalidina, (+)-thalicsimidina - [(+)-purpureina], (-)irinidina, (+)-
apoglaziovina, y (+)-isocoridina; cuatro Oxoaporfinicos: lisicamina, liriodenina,
oxopurpureina, y oxoglaucina; uno Proaporfinico: (+)-stepharina; tres
Morfinandienonas: (-)-pallidina, (-)-norpallidina, y (+)-O-metil-flavinantina; uno
Bencilisoquinolinico: (+)-reticulina; una Isoquinolina: thalifolina (Figura 2); una
lactona: esquamolona; una Acetogenina: purpurenina; cinco Benzenoides: metil
parabeno, acido isovainillico, vanillina, isovanillina, y acido p-metoxybenzoico; y
cuatro Esteroides, [-sitosterol, estigmasterol, B-sitosteril-R-D-glucosido, vy

estigmasteril-3 -D-glucosido.
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Figura 2.- Estructura quimica base; alcaloides de A. purpurea; (a) Aporfina, (b)Proaporfina, (c) Oxoaporfina, (d)
Isoquinolina, (e) Bencilisoquinolina, (f) Morfinandienona y(g) R-carbolina.

3.2 Alcaloides reportados en Annona purpurea.

Se encontraron reportes de 41 alcaloides en diversos tejidos y etapas fenolégicas

de Annona purpurea.

Organos en los que
Alcaloide Fuente
se ha identificado

Annomontina Raices (adulto) Leboeuf et al, 1982
Apoglaziovina Tallos (?) Chang et al, 2000; Binage et al, 2004
Cassamedina Toda la planta (adulto) Knolker, 2015
Dehidrolirinidina Hojas (?) Chang et al, 1998; Binage et al, 2004
7-formil-dehidro , _ }

Hojas (adulto) Binage et al, 2004; Knélker, 2015
thalicsimidina
7-hidroxi- . _

Hojas (adulto) Chang et al, 1998; Binage et al, 2004

dehidroglaucina
Sonnet & Jacobson, 1971; Leboeuf et al,

Glaziovina Toda la planta (adulto) _
1982; Chang et al, 1998; Binage et al,
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Glaucina
Iso-coridina
Lirinidina
Liriodenina
Lisicamina
Metil-latherolina
N-formil-purpureina

N-metil-asimilobina
N-metil-laurotetanina

N-metil-ilobina

Norpurpureina

Norglaucina
Norpallidina
Northalbaicalidina
O-metilatherolina
O-Dimetilpurpureina

O-methylflavinantina

Oxoglaucina

Oxopurpureina

Tallos & Raices (adulto)

Toda la planta (adulto)
Tallos (?)
Hojas (adulto)

Tallos (?)

Corteza (adulto)
Tallos (?)

Corteza (adulto)
Tallos (?)

- (?)

Hojas (adulto)

Hojas (adulto)

Hojas (adulto)

Hojas (adulto)

Tallos & Hojas (adulto)

Tallos (?)

Tallos (?)

Tallos (?)

Toda la planta (adulto)

- (?)

Tallos (?)

Corteza (adulto)
Hojas (?)

Toda la planta (adulto)

Hojas (?)
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2004; Becker, 2012; Knolker, 2015
Chang et al, 1998; Binage et al, 2004;
Knolker, 2015

Sonnet & Jacobson, 1971; Chang et al,
2000; Binage et al, 2004; Knolker, 2015

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004;
Becker, 2012; Knolker, 2015

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004;
Knolker, 2015

Sonnet & Jacobson, 1971

Chang et al, 1998; Binage et al, 2004,
Buckingham et al, 2010

Chang et al, 1998; Kndlker, 2015
Chang et al, 1998; Binage et al, 2004

Chang et al, 1998; Binage et al, 2004

Leboeuf et al, 1982; Chang et al, 2000;
Binage et al, 2004; Buckingham et al,
2010; Knolker, 2015

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004
Chang et al, 2000; Binage et al, 2004
Chang et al, 2000; Binage et al, 2004
Leboeuf et al, 1982; Kndlker, 2015
Leboeuf et al, 1982

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004

Leboeuf et al, 1982; Chang et al, 1998;
Chang et al, 2000; ; Binage et al, 2004;
Buckingham et al, 2010

Leboeuf et al, 1982; Chang et al, 1998;
Chang et al, 2000; Binage et al, 2004;

Kndlker, 2015



Oxonuciferina
Papaverina

Pallidina
Predicentrina

Promucosina
Purpureina

Reticulina

Romucosina F

Romucosina G

Stepharina

Thalbaicalidina

Thalicsimidina

Thalicpureina
Thalifolina

Thalimicrinona

Hojas (?)

Corteza (adulto)

Tallos (?)

Tallos (?)
Hojas (?)
Tallos (?)

Toda la planta (adulto)

Tallos (?)

Tallos (adulto)

Tallos (adulto)

Tallos (?)

Tallos & Hojas (adulto)

Tallos & Hojas (adulto)

Hojas (?)

Tallos (?)

Hojas (?)

Chang et al, 1998; Binage et al, 2004

Chang et al, 1998; Chang et al, 2000;
Binage et al, 2004; Becker, 2012

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004
Chang et al, 1998; Binage et al, 2004
Chang et al, 2000; Binage et al, 2004

Leboeuf et al, 1982; Kndlker, 2015

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004;
Knolker, 2015

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004;
Knolker, 2015

Sonnet & Jacobson, 1971; Leboeuf et al,
1982; Chang et al, 2000; Binage et al,
2004

Chang et al, 1998; Binage et al, 2004;
Buckingham et al, 2010

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004 ;
Buckingham et al, 2010; Kndlker, 2015
Chang et al, 1998; Binage et al, 2004;
Buckingham et al, 2010

Chang et al, 2000; Binage et al, 2004

Binage et al, 2004

Simbologia:--, no se encontraron datos del 6rgano de procedencia del alcaloide;

(?), no sereporto la etapa fenoldgica de la planta.

Para informacion mas detallada de cada uno de ellos, ver Anexo |

(Alcaloides reportados para Annona purpurea).
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4.- OBJETIVOS

Objetivo General

e Determinar el efecto que tienen los factores ambientales y fisioldgicos,
durante el estiaje, sobre la produccion de alcaloides, en juveniles y adultos

de Annona purpurea.

Objetivos particulares

e Caracterizar los cambios en el perfil alcaloidal de juveniles y adultos de A.

purpurea durante la estacion seca del ano.

e Determinar si la luz y la variacion hidrica ambientales afectan la presencia y

contenido de alcaloides.

e Relacionar el status fisioldgico (hidrico y fotosintético) con la biosintesis y

contenido de alcaloides, durante la temporada estival.
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4.1.- Hipétesis

Los cambios estacionales de las Selvas Bajas Caducifolias han forzado en
las especies que habitan en ellos, un despliegue de estrategias de
sobrevivencia para soportar la escasez de agua y los cambiantes
ambientes luminicos. En varias especies se han reportado drasticos
aumentos en el contenido de diversos metabolitos secundarios, como los
alcaloides, en respuesta a la estacion seca. Los juveniles y adultos de
Annona purpurea sometidos a condiciones ambientales de este ambiente
responderan con mecanismos de sobrevivencia modificando su

metabolismo fotosintético y la produccién de alcaloides.
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5.- METODO
5.1 Diseno experimental y métodos.

Los métodos fueron disefiados con la finalidad de determinar el efecto que las
condiciones ambientales ejercen sobre la fisiologia de A. purpurea, a lo largo de la
temporada de estiaje (octubre - abril). Se buscd conocer los efectos del estrés
hidrico, la intensidad solar, humedad y fenologia pueden tener sobre el perfil
alcaloidal de la especie. Ademas se evalud la fenologia, adultos y juveniles,
buscando discriminar entre cambios fisiolégicos asociados al ambiente -
aprovechando la fenologia fija en juveniles- y cambios debidos a procesos

fenolégicos de los adultos.

Los extractos de alcaloides de los arboles fueron previamente obtenidos por
Arrollo (2014), a partir de cuatro recolectas periddicas de raices, tallos y hojas de

10 arboles situados en la zona de estudio.

Las juveniles, fueron sembradas en el area de estudio y se realizd el mismo
disefio de recolecta de los arboles adultos (Figura 3). Con la finalidad de
determinar la distribucion d&rgano-especifica de los diversos alcaloides en
juveniles, se realiz6 una colecta bimestral de diez juveniles por muestreo, a lo
largo de la estacion seca de afio. Se separaron sus organos —raices, tallos y
hojas; simultaneamente se construyd un modelo meteorologico del area de
trabajo, para posteriormente relacionar las variaciones en el perfil alcaloidal, con
parametros climaticos. Los datos para elaborar este modelo, se obtuvieron de la

estacion meteorolégica nimero 7331 “La Escalera”, Chiapas.
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Figura 3.- Diseiio experimental.

5.2 Caracterizacion de la zona de trabajo.

Para realizar la descripcion de la zona de trabajo, se realizd un recorrido previo a
la siembra de juveniles. La descripcion general de ésta area permitié definir que el
suelo de la region es sedimentario, con presencia mayoritaria de rocas ricas en
carbonato de calcio y magnesio, ademas de presentar una estructura
heterogénea; es comun la presencia de agregados rocosos y cantos rodados de
tamafio muy variable, en la capa superficial del suelo; la topografia de la zona es

accidentada, con una pendiente promedio de 30 en direccion N — NE.
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5.3 Clima en el area de trabajo.

Para determinar la estacionalidad histérica de la humedad — estiaje —sequia a lo
largo del ciclo anual, se tomaron los datos de la estacion climatolégica numero
7331, “La Escalera, Chiapas”; ubicada en el municipio de Acala (92° 59’ O, 16° 31’
N; 450 msnm) (Serrano-Sanchez, 2006), la mas cercana al manchon de SBC
donde se realizo el trabajo de campo. A partir de datos histéricos mensuales de
precipitacién, a lo largo de 50 afos (1965 — 2015) se construyd un modelo
estadistico de precipitacién; Standarized Precipitacion Index (SPI) y asi fue posible

delimitar con precision la estacion seca de la humeda.

El Standarized Precipitation Index es una herramienta estadistica —
geografica — climatolégica desarrollada para definir y monitorear la sequia, que
permite definir la rareza de un periodo seco en cualquier escala temporal, ademas
de permitir definir con precision la estacionalidad de una microregién (SADC —
CCC, 2000).

5.4 Variables ecofisiolégicas
5.4.1 Potencial hidrico al amanecer [Wyq]

El registro de potencial hidrico al amanecer (‘Wpd) se midié con una bomba de
presion tipo Scholander PMS modelo 600. Para medir este potencial hidrico, se
realizaron tres cortes limpios en los brotes de tres juveniles de cada tratamiento, a
las 6 am. Una vez realizado el corte inmediatamente se introdujo la rama en la
camara de presion y se le aplico presidon hasta el momento en que se compense la

presion xilematica, brotando a través del corte del tallo agua del xilema.

La medicion de los Yd a lo largo de los cuatro meses en los que las
juveniles presentaron hojas, permitid determinar la incidencia y niveles de estrés

hidrico en las plantas.
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5.4.2 Fotosintesis y captura de Carbono en juveniles de A. purpurea a lo

largo de la estacion seca.

Utilizando un Analizador de Gases por medio de Luz Infrarroja (IRGA) en sistema
abierto (Li-COR modelo Li-6400), se realizaron marchas diurnas fotosintéticas; Se
registré la asimilacién instantanea de CO,, a lo largo del dia -cada dos horas,
desde la salida hasta la puesta del sol (7:00, 9:00, 11:00, 15:00 y 17:00). El
muestreo se realiz6 mensualmente, mientras hubo presencia de hojas. La n fue de
20.

A partir de estos registros, el equipo calculd la fotosintesis - respiracion,
como una medida de la asimilacién — emision de CO, por parte de la planta; los
datos se procesaron para obtener curvas que demuestran la actividad fotosintética
a lo largo de un dia. Finalmente, para estimar la captura diaria de Carbono
(expresada en mmol C.dia'), se calculd area bajo la curva (de las marchas
fotosintéticas), por medio del software estadistico R 3.3.2 (R Core Team, 2013).
De este modo resultd posible realizar una comparacion entre meses dentro de la
temporada seca y detectar los cambios fisioldgicos presumiblemente asociados al

estrés hidrico.

5.5 Peffil alcaloidal de juveniles de A. purpurea a lo largo del estiaje
5.5.1 Obtencion de juveniles.

Se germinaron 250 semillas (recolectadas en la zona de estudio) para obtener 120
juveniles de A. purpurea; a partir de su germinacion se mantuvieron en el
sombreadero del Instituto de Ciencias Biologicas de la UNICACH. Para
posteriormente sembrarlas en el area de estudio; para la germinacion se
controlaron las variables del suelo; se tomaron 70 bolsas de plastico de 30 x 30
cm, se afadido a cada bolsa 500 g de sustrato, con una composicién constante;
68.5% tierra de cultivo —obtenida de la fraccion superficial del suelo (horizonte A, O
— 60 cm de profundidad)- 20% Oolita, 10% Peat Moss, 1.5% Abono organico. En
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cada bolsa se colocaron cuatro semillas. Al alcanzar la etapa de 2 hojas, cada
planta fue separada y colocada en una bolsa de 17 x 13 x 30 cm, con 300 g del

mismo sustrato. El riego se realizé cada cuarto dia.

Cada bolsa, con una planta juvenil, se considerd una unidad experimental.
El disefio experimental fue un factorial de 5 (colectas) x 3 (tejidos), con una n de
10. Este disefio permitid, utilizando el perfil alcaloidal por érgano y colecta como
variable dependiente; medir la variacién a) intraespecifica (total y por érgano) en
cada colecta; b) 6rgano-especifica en cada colecta y ¢) temporal (a lo largo de las
cinco colectas). Esta ultima, ademas, permitio relacionar los cambios fisiologicos,
expresados en la variacion del perfil alcaloidal, con las variables ambientales,

como matriz explicativa.

5.5.2 Siembra en la zona de estudio

Durante el verano (Julio 2015), 120 juveniles, en etapa de 6 hojas (~12 semanas
desde la puesta en germinacion), fueron trasplantadas a la zona de estudio, area
que cuenta con un manchén de selva baja caducifolia (SBC). Se aclimataron

durante dos meses antes de la obtencidon de datos y recolecta.

5.5.3 Muestreo y recolecta de material vegetal.

La recolecta se realiz6 durante la primer semana del mes correspondiente —a
partir de Octubre 2015- y en un lapso de una hora (8 — 9 am). Cada juvenil se
extrajo cuidadosamente del suelo, cuidando de no fracturar sus raices, se removio
la tierra atrapada por esta y se guardo, por separado, en bolsas de papel, para

facilitar el proceso de secado.
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Cuadro 2.- Mes de las recolectas de juveniles y adultas.

Periodicidad de las recolectas.

Recolecta Juveniles Adultas
| Octubre Octubre
! Diciembre Diciembre
] Febrero Febrero
v Marzo Abril
v Abril Junio

Las recolectas de juveniles y adultos fueron realizadas con periodicidad
similar, exceptuando el caso de los muestreos IV y V; la recolecta V de juveniles

se corresponde con la IV de adultos.

5.5.4 Obtencion del extracto alcaloidal total.

El material biolégico recolectado se secé a temperatura ambiente por 20 dias; a
continuacion se procedié a separar cada planta en raices, tallos y hojas, cada uno

de ellos se proceso por separado.

Los extractos alcaloidales se obtuvieron mediante la técnica de extraccion
acido — base, modificada por Gonzalez-Esquinca (2001); Cada muestra fue
finamente molida y pesada. Se separaron 2 g de material vegetal. Cada una de
ellas, posteriormente fue impregnada con 10 mL de disolucién saturada de
carbonato de sodio (NaCOs3) y mantenida a temperatura ambiente durante 40 a
72 h, hasta obtener muestras completamente secas. El extracto cloroférmico se
obtuvo afadiendo 15 mL de CHCI; a la muestra seca, manteniéndola en agitacion
constante por 2 h, y posteriormente filirada. La fase cloroférmica se extrajo con 30
mL de solucién 1N de acido clorhidrico (HCI). La fase acida fue alcalinizada hasta

un pH de 9.5 agregando una solucion saturada de carbonato de sodio (Na>xCOs).
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La fase alcalina se extrajo con 10 mL de cloroformo (CHCIs3). El disolvente

se elimind mediante evaporacion a 60°C y presion reducida. Figura 4

El concentrado obtenido, denominado extracto alcaloidal total, fue colocado
en viales de cristal, de 10 mL, limpios, pesados y etiquetados. Cualquier resto de
disolvente se evaporé a temperatura ambiente. A cada extracto obtenido se le
realizé una cromatografia en placa fina; la fase movil fue CHCIl; : MeOH8.5:15y
la fase estacionaria silica; se reveld con reactivo de Dragendorff para identificar

compuestos nitrogenados (presumiblemente alcaloides).

Secar Moler Pesar |- -+ Testigo Cromatégrafo
Gases-Masas

Cuantificar

Fraccion /\ Fil y ] -
Cloroférmica de Sep. itrar Identificar

Extracto
Alcaloidal
Total

Filtrar

+ Neutralizar @
MeOH
@ [hplc] 2

mL

Figura 4.- Extraccion alcaloidal. Método Acido — Base (Gonzélez-Esquinca opcit)

5.5.5 Determinacion y cuantificacion de alcaloides.

Se obtuvieron disoluciones de cada extracto alcaloidal total, en 2 mL de MeOH,

posteriormente esta solucion fue filtrada y 1.2 mL de ella se colocd dentro de un
vial cromatografico.
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El analisis se realizé en un Cromatdgrafo de Masas — Gases (Perkin-Elmer
Mass Spectrometer Clarus SQ 8T — Gas Chromatograph Clarus 680), bajo las
siguientes condiciones: Muestra de 1uL en MeOH; tasa de separaciéon 1:30;
columna capilar Perkin-Elmer Elite-1 (32 m, 0.32 mm) como fase estacionaria; He
1.2 mL.min"", como fase mévil; rampeo de temperatura: 150 °C, 1 min (tasa de 10
°C.min"", hasta los 280 °C), 280 °C, 16 min; temperatura del inyector, 300 °C y
deteccion de fragmentos: 50 ~ 500 Da (Egydio et al 2013; modificado).

A partir de los cromatogramas obtenidos se procedié a identificar y
cuantificar los compuestos encontrados. Los cromatogramas fueron analizados

mediante el software TurboMass Ver 6.1.0 incluido en el equipo,

La determinacion de alcaloides —y otros compuestos presentes en las
muestras se realizo por medio de la biblioteca NIST (National Institute of
Standards and Technology), reportando Unicamente aquellos compuestos cuya
coincidencia-confiabilidad fuese > 75% vy, en los casos en los que no se alcanzé
tal nivel de confiabilidad, se procedié con comparacion de patrones de
fragmentacion y tiempos de retencién, con lo reportado en la bibliografia
especializada sobre el tema. En los casos en los que no fue posible alcanzar la
determinacion del compuesto, este se menciona con una denominacion genérica a

su estructura quimica y un numero consecutivo.

La cuantificacion se realizd por medio del método de integracién de areas

de los picos, incluida en el software del equipo.

5.6 Diferencias organo-especificas y fenologia en los perfiles

alcaloidales de A. purpurea

Para determinar el impacto que tiene la etapa fenoldgica de la planta, frente al
perfil alcaloidal, en particular, y quimiodiversidad, en general, se compararon los
resultados de juveniles, con datos no publicados de un estudio previo, de

individuos adultos de A. purpurea, crecidos en la misma zona.
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Se buscaron coincidencias y diferencias entre el perfil alcaloidal por tejido y
temporada entre ambos estados fenolégicos y a continuacién se analizd la

cantidad de cada metabolito especializado de interés para el estudio.

5.7 Analisis de resultados

Inicialmente se realizaron analisis de los aspectos ecofisioldgicos; potencial hidrico
al amanecer (ypq) Y fotosintesis — captura diaria de carbono. Para determinar si el
status hidrico de las juveniles presenta diferencias significativas entre los
muestreos, se realizo el test no paramétrico de Kruskall — Wallis; cuando éste tuvo
como resultado un valor de p inferior a 0.05, se continué con una prueba a
posteriori de Games-Howell, para indicar en donde estan las diferencias; se
seleccion6 este test porque esta disefiado para contrastar muestras pequenas,
carentes de homocedasticidad (Ruxton & Beauchamp, 2008). Se utilizaron los
mismos analisis para determinar diferencias entre las marchas fotosintéticas
diurnas por mes y la captura diaria de carbono. Todos los analisis estadisticos se
realizaron con el software R 2.3.3, mientras que los graficos se realizaron con
Sigma Plot 10.0

Los perfiles alcaloidales de juveniles y adultos de A. purpurea, fueron
analizados por separado, primeramente se evaluo la variacion temporal, es decir,
las diferencias en el contenido de alcaloides a lo largo de las cinco recolectas
realizadas durante la estacion seca. Esta evaluacion se realizé por cada uno de
los seis alcaloides encontrados: annomontina, coridina, glaucina, iso-coridina,
papaverina y thalimicrinona; por medio de una serie de test de Kruskal-Wallis,
siendo la variable dependiente la cantidad relativa del alcaloide y la independiente
—grupo- el muestreo. Ademas se realizd un Analisis de Similitud (ANOSIM), en el
que se incluyeron todos los alcaloides, para contrastar las diferencias en la
estructura del perfil alcaloidal entre muestreos. Se mantuvieron juveniles y adultos

por separado.
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La variabilidad o&rgano-especifica fue evaluada del mismo modo;
considerando los alcaloides por separado, se realizaron multiples pruebas de
Kruskal — Wallis, seguidos del test de Games — Howell, cuando fue pertinente; se
mantuvo la cantidad relativa del alcaloide como variable dependiente y el 6rgano
de la planta como variable categérica. Se concluyd con un Analisis de
Componentes Principales (PCA), para evaluar las relaciones entre cantidad de
cada uno de los metabolitos secundarios identificados por muestreo, respecto al
organo de la planta, como variable de agrupacion; este analisis fue realizado

manteniendo la fenologia (juveniles y adultos) por separado.

Para analizar la variabilidad atribuible al estado fenoldgico, se realizd un
nuevo analisis de similitud (ANOSIM), en el que se consideraron todos los
alcaloides y muestreos, como variables dependientes y los dos grupos evaluados

fueron juveniles y adultos.

Finalmente se evalub la manera en la que factores ambientales
(Temperatura maxima y minima.dia™, Precipitacion, Radiacién Solar, Evaporacion,
Dias con lluvia) y variables fisiologicas (ypd, Carbono fijlado.dia™") se relacionan
con los cambios en el numero de alcaloides y las cantidades relativas de cada uno
de ellos. Primeramente fue necesario evaluar la existencia y, en su caso,
significancia de dichas correlaciones, considerando las variables ambientales una
matriz explicativa y el perfil alcaloidal, la matriz de respuesta, para ello se realizé
un test de Mantel, seguido de un analisis de ordenacion que permitiera visualizar
las relaciones entre variables ambientales, estacionales y quimiodiversidad por
tejido, muestreo y fenologia, en un espacio multivariado, y asi determinar cuales
son los factores ambientales que mayor impacto tienen sobre los procesos
fisioldgicos de la planta, entre ellos, la biosintesis de alcaloides. Para ello, se
realiz6 un anadlisis de redundancia (RDA), que permiti6 ademas, visualizar las
relaciones directa e inversamente proporcionales entre ciertas variables

ambientales y la presencia de alcaloides especificos.

Para finalizar, se realiz6 un andlisis de agrupacién cluster UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), para agrupar los perfiles

34



alcaloidales y evaluar la manera en la que la fenologia y la duracion del estiaje
modifican dicho el perfil en cada érgano de la planta.

Esquema general del andlisis estadistico. Variabilidad temporal & érgano-especifica. I
Alcaloid | Kruskal - | Test
w individuales Wallis & Howell
Normalidad Perfil Analisis de
Icaloidal »|  similitud
total [ANOSIM]
Modulacién ambiental del perfil alcaloidal.
Test de
Mantel
Kruskal -
Wallis PoA
3
UPGMA - Andlisis de
St Redundancia.
[RDA]
Test de UPGMA
Tukey .,
: die Clister
Figura 5.- Analisis estadistico.
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6.- RESULTADOS

6.1 Caracterizacion climatica y fisica del area de trabajo
6.1.1 Ubicacion espacial y caracteristicas fisicas

La zona donde se establecié el campo experimental, esta dentro de un fragmento
perturbado de selva baja caducifolia (SBC) ubicada dentro de la Depresion Central
de Chiapas (DCCh). Se encuentra aproximadamente a 50 km de distancia del
municipio de Tuxtla Gutiérrez, sobre el tramo carretero Las Limas-Revolucion
Mexicana, entre la localidad de Julian Grajales (municipio de Chiapa de Corzo) y
el municipio de Parral, a 2 km de distancia de la carretera estatal 157.

Cuadro 3.- Coordenadas geograficas del poligono que
delimitael area de trabajo

Ubicacion espacial del campo experimental.

Longitud latitud
92,57'52.812" 16,31'2.796"
92,57'52.812" 16,31'2.796"
92,55'48.708" 16,32'4.596" 3
92,55'48.708" 16,32'4.596" Go- gy e

Figura 6.- Mapa del drea de trabajo.

La extension —calculada- del area de trabajo fue de 1.4 Ha, en las que se

trasplantaron 120 plantas juveniles de A. purpurea
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6.1.2 Caracterizacion climéatica.

De acuerdo con Trejo-Vazquez (1999), climatolégicamente, las selvas bajas
caducifolias ubicadas dentro de la depresién central de Chiapas estan clasificadas
como regiones de clima calido subhumedo (Aw0) Los parametros climaticos,
determinados de acuerdo al Standarized Precipitation Index (SPI) —realizado a
partir de datos de la estacion meteorolégica La Escalera (Chiapas)- muestran
conformidad con estos datos bibliograficos; Con base al indice mencionado (SPI)
(Figura 7), fue posible determinar que en la Selva Baja Caducifolia (SBC) de la
Depresion Central de Chiapas (DCCh), existen dos estaciones bien marcadas; la
humeda (lluviosa), entre mayo y los primeros dias de octubre, y el estiaje (seca)
de noviembre a mediados de abril. Ademas de un par de breves periodos de

transicion, justo en el limite entre ambas estaciones.

SPI12 - La Escalera, Chlapas

L O - B R+ B = S R = =]
1

Figura 7.- Standarized Precipitation Index (SPI) a partir de datos de la estacion meteoroldgica
“La Escalera (7331)”, Chiapa de Corzo, Chiapas. Las unidades (-3~ +3) son arbitrarias. (2)
Extremadamente humedo; (1) Moderadamente humedo; (0) Normal; (-1) Moderadamente seco;
(2) Severamente seco. (McKee et al, 1993; 1995)

Otro de los resultados del SPI fue la ausencia de un registro histérico de
sequia, para esta region (valores de -2), mientras que humedad alta (valores +2)

solo se suele presentar en periodos de pocos dias en julio y/o agosto y, cuando se
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presenta suele ser en periodos intermitentes de 1 a 2 afos, seguidos de 4, 100 12
afios sin aparecer. De modo que la estacion lluviosa (mayo-octubre), presenta dos
maximos (primera semana de julio y agosto); para el disefio experimental del
proyecto, con muestreos bimestrales, no hizo falta un andlisis a escala de
semanas; bastdé con definir las dos estaciones, seca y lluviosa, quedando de la

manera presentada en el cuadro 3.

Cuadro 4.- Estacionalidad de los muestreos, segun el SPIl realizado en el drea de estudio.

Estacionalidad de acuerdo al SPI (La Escalera, Chiapas)

Colecta Fecha Estacionalidad
I [Oct] 24 — Oct — 2015 Estiaje / Transicién
Il [Dic] 29 — Dic—2015 Estiaje (inicial)
I [Feb] 01— Feb-2016 Estiaje
\ [Mar] 18 — Mar — 2017 Estiaje
\Y [Abr] 08 — Abr—2017 Estiaje (final)

6.2 Aspectos ecofisioldogicos
6.2.1 Potencial Hidrico al Amanecer [@pqd]

Para tener evidencia del estado hidrico de las juveniles, y de la variacion de este

parametro a lo largo del estiaje, se midi6 el potencial hidrico al amanecer (Ypq).

El W cambia segun las condiciones ambientales y capacidad de retencion
de humedad, por parte de la matriz del suelo, por lo que se va modificando a lo
largo del afio. Para el caso de A. purpurea, se determind un minimo Yy
(condiciones de estrés hidrico), en marzo —colecta V- y abril —colecta V; lo que
significa una disminucion drastica entre octubre (x= -2.28 MPa) y enero (x= -3.94

MPa) (Figura 8).
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P=2.81e-04

P

[
'

Potencial Hidrico al amanecer (MPa)

Oct Dic Feb Mar Abr
Colecta

Como se puede
observar, se mantuvo una
tendencia descendente
conforme avanzaba |la
estacion seca; hacia el
final de la misma, existid
una tendencia hacia Ila
estabilidad de este com-
portamiento. Estadistica-
mente (Games - Howell),
se encontraron  dife-
rencias entre los
muestreos I, V y V (1 # IV,
[#V, Il #V).

Figura 8.- Potencial hidrico (W,4) al amanecer (juveniles de A. purpurea). n=5;

Kruskal-Wallis p=2.81 x 10™. Las barras corresponden ala desviacion estandar.

6.2.2 Fotosintesis y captura de carbono

Se calculd la fotosintesis en base a la tasa de intercambio gaseoso de carbono,

medida durante los meses en los que las plantas mantuvieron sus hojas. Las

juveniles de A. purpurea presentaron actividad fotosintética baja, notablemente

inferior, respecto a las de otras especies del mismo género, Annona. En la figura 9

se presenta una marcha diurna promedio de 4 meses de muestreo de A. purpurea,

respecto al promedio de las cuatro especies del género en las que se realizo la

medicion (A. lutescens, A. macroprophyllata, A. purpurea y A. reticulata). La curva
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superior representa el promedio del género (Annona) y la inferior Unicamente a A.
purpurea.

058 -

06 4 -

04

Fotosintesis pmol C. m%2.S%

0.'3 T T T T T T T
7:00 8:30 10:00 11:30 13:00 14:30 16:00 17:30

Tiempo (h)

e S\ DUPUre3
- Annora (4 sp)

Figura 9.- Respuestafotosintéticade juveniles de A. purpurea a lo largo de un dia,
respecto al promedio de 4 especies del género Annona. (Promedio de 4 meses:
Octubre 2015-Enero 2016). n =5. Las barras representan ladesviacion estandar.

Las juveniles de A. purpurea, exhibieron cambios en su patron fotosintético

diario a lo largo de los 4 meses de medicion (Figura 10).

Se anadié una linea horizontal para facilitar la comprension de las curvas, la
cual mide el punto en el que se alcanza un equilibrio entre fotosintesis (asimilacion
de C) y respiraciéon (emisién de C). Cuando los valores se encuentran por encima

del O, la planta juvenil esta incorporando C —con un balance favorable hacia la
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fotosintesis, mientras que, cuando se encuentra por debajo, es mayor la

respiracion que la fotosintesis.

Forsimess  pmol 00, . m? .5t

700 10000 1300 16:00 700 1000 1300 1600
Tiempo (h)

L st

pmol Coy,

Fotos intes s

700 10:00 1300 1500 7.00 10:00 13:00 15:00
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 10.- Curvas fotosintéticas diarias (juveniles de A. purpurea), a lolargo de 4
meses: a) octubre, b) noviembre, c) diciembre, d) enero. n=5; p=0.038. Kruskal Wallis. Las
barras correspondenala desviacién estandar.
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Este patron cambiante explica las diferentes concentraciones de Carbono
capturado al dia (Figura 11), como es de esperar, a partir de la primera medicion,
en octubre -transicion entre temporada lluviosa y estiaje, la ganancia diaria de
carbono presenta una tendencia a disminuir conforme transcurren los meses con
ausencia de lluvia, llegando a calcularse un descenso superior al 90% del carbono

capturados por dia, en enero respecto a octubre, como valor de referencia.

35000

30000 4 =
K
T 25000 4
!
]
E 20000 - T, T

-
2 — o ™
0 1 -
£ 1 RN
g .
E 1%‘33 E I\\".
X
o \
5000 4 “
M'-‘- — —
O B -
Octubre Noviembre Diciembre Enero.

Colecta Mensual.

Figura 11.- Captura diaria de Carbono (mmol C.dia™*).Juveniles de A. purpurea, a
lo largo de 4 meses (Octubre - Enero). n =5; p = 0.0278 (Kruskal-Wallis). Las
barras corresponden ala desviacion estandar.

6.3 Perfil alcaloidal a lo largo de la temporada seca.

A partir de las cinco recolectas realizadas entre octubre y abril, se obtuvieron 75

extractos alcaloidales de juveniles de A. purpurea, con los siguientes datos
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Cuadro 5.- Cantidad relativa de extractos alcaloidales totales, por tejidoy recolectaa partir de la
que se realizd la cromatografia de Gases-Masas. Se indicala desviacién estandar. Juveniles de A.
purpurea

Extractos alcaloidales totales obtenidos a lo largo de un ciclo anual

Colecta Peso total - - -
X X X
I.- Extracto (mg/g de tejido) 10.36  +11.05 13.34 +4.84 435 +2.64
Octubre Concentracion
(ool VEOH) 0.88 +1.03 243 +0.91 0.37 +£0.26
Il.- Extracto (mg/g de tejido) 18.12 +7.64 26.10 +19.54  28.81 +23.66
Diciembre | Concentracion 274 :076 470 195 495 1357
.- Extracto (mg/g de tejido) 10.46 537 17.66 867 27.42 +13.91
Febrero CorEaiEE 1.84 +0.94 345 £147 486 +2.44

(mg.tejido/ml.MeOH)
Extracto (mg/g de tejido) 21.89 +12.65 17.09 %792 28.21 +11.82

AL Concentracion
(mg.tejido/ml. MeOH) 4.53 221 299 +1.39 395 +1.65
V.- Abril Extracto (mg/g de tejido) 20.05 x7.32 1540 +4.11 12.72 +18.76
.- Abri ~
Concentracion 3.73 +1.31 334 - 178 204

(mg.tejido/ml.MeOH)

El perfil quimico de los extractos de A. purpurea estuvo constituido por 7
alcaloides, 7 metabolitos no nitrogenados —en su mayoria terpenos, y 7
compuestos con probabilidad de ser alcaloides. Estos MS tuvieron distribuciones

temporales en los tejidos.

Cuadro 6.- Compuestosidentificados en los extractos alcaloidales totales de A. purpurea: Alcaloides
y metabolitos secundarios (MS) no basados en N.

Metabolitos secundarios encontrados en extractos cloroférmicos de juveniles y

adultos de Annona purpurea.

Abrevia ) »

Nombre Fenologia Tejido Reportado por
@ -tura
S ] Costa et al, 2006;2011
) Annomontina ANM Adultos R-T y
8 Rejon et al, 2011
<_E . Sonnet & Jacobson,

Coridina CRD Adultos R

1971
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Glaucina GLC Juveniles R-T-H Chang et al, 1998
Sonnet & Jacobson,
Iso-coridina l-CR Juveniles T-H 1971
Chang et al, 2000
. Juveniles No se encontraron
Papaverina PVR R-T-H
Adultos reportes en A. purpurea
) ) No se encontraron
Rhoeadina RHD Juveniles H
reportes en A. purpurea
TS Juveniles No se encontraron
Thalimicrinina THM R-T-H
Adultos reportes en A. purpurea
_ No se encontraron
Campesterol CMP Juveniles T-H
reportes en A. purpurea
Baccharano BCH R No se encontraron
(Secolupano) Juveniles reportes en A. purpurea
Di | DXO R_H No se encontraron
IoxXolano i -
Juveniles reportes en A. purpurea
0
0 2-Myristynoil- No se encontraron
8 licinami MYR  Juveniles  R-T-H e A ourour
- glicinamida eportes en A. purpurea
it
Y-Sitosterol SIT Juveniles T-H Chang et al, 2000
Stigmasterol STG Juveniles T-H Chang et al, 2000
Germosén-Robineau,
R-Vetiveneno H-NFT  juveniles R 2017 (reporta para

familia Annonaceae)

Ademas de encontrar que ciertos metabolitos presentan una notoria relacién

organo-especifica, se obtuvo evidencia respecto al modo en que la estacionalidad

influye sobre la presencia — ausencia y distribucion entre los érganos de la planta,

en la mayoria de estos compuestos.

Al analizar cada alcaloide, por tejido, a lo largo del estudio, se aprecia una

patrén claro, en el que, conforme avanza el estiaje, las concentraciones relativas

de estos metabolitos tienden a aumentar; sin embargo, en febrero (colecta lll), se
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presenta una disminucion de la cantidad de la mayoria de los metabolitos
(alcaloides, ésteres, compuestos nitrogenados); Esta disminucién no resultd

estadisticamente significativa en todos los casos.

Cuadro 5

7 ese 3 A e a de Alcaloides e eniles de A. purpurea

Alcaloide Ri Ra Rs Ri Rs| Ty T, T T4 Ts | Hy H, Hs Hi Hs 2
© X X X X X X X X X X X X l
£ X x x x x| x x x x x|}
3 X x x x x| x x x x x|x x x «x i
O X x x x x| x x x x x|x x x v
X X X x x| x x X x x| x X X \4
© X X x x X |
.S X X X X X X x x|
o9 [

2 > X X X X X X
S X X x X X X x X v

X X X x x| x X X \4
c X X X X |
) X X X X Il
% © X X X 1]
Q.

Dct_s X X X X v

X X X X X \
< X X X X X l
£ X X X X X I
EC x X X X x |
I X X X X X X X x |V
l_

X X X X x| x X v
£ !
o Il
(v}

8 (0] X X X 1]
5 X x x x x|V
X X X v
© '
£ Il
o _
SES X i
g X X X X v
[72]
= X X X \
kS X X X X l
£
= X X X I
O - =
<= X X 1l
o X X v
@
X X X X X \Y
g X X X | x x X X X |
= _ X X X X X x x X I
(8] =
<5 X X x x| x X X i
§ X X X X X X X X X v
- X X X X X X X X X X \
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Secolupano

>~
>~ X
>~

Los distintos alcaloides

identificados en juveniles y adultos, fueron

analizados de manera individual y global. En el cuadro 2 (Método) se indican los

meses de colecta de juveniles y adultos.

Cantidad de Annomontina{Area total)

g
w

Ge+9 4

&
w

2e+9

Annomontina

P=0.069

—8— Adultos

Oct Dic Feb

Abr Jun

Colecta

Figura 12.- Variaciéonen los contenidos de annomontina en
adultos de A. purpurea a lo largo del estiaje; n=5; p=0.069
(Kruskal-Wallis)

muestreos (p =

48

La annomontina (ANM),
12),

en

(Figura solo se

detecto adultos,
especfificamente raices;
se observa una
tendencia a aumentar
desde octubre (minima
cantidad estimada),
hasta abril, momento en
gue alcanza su maxima
concentracion. Con una
apreciable disminucion
en febrero y junio. Aun
con esta tendencia,
estadisticamente no
existe diferencia entre

0.069, Kruskal - Wallis).




Papaverina

La papaverina (PVR) se detectd en juveniles y adultos, exhibiendo en ambas
fenologias un comportamiento similar a lo largo de la época seca del afio (toda la
planta); estadisticamente no se presentan diferencias fenolégicas (p=0.71,
Kruskal-Wallis). La tendencia en juveniles fueron cantidades bajas entre febrero y

abril; para ambas fenologias, el punto con mayor cantidad de papaverina fue
diciembre (ademas de abiril, en juveniles).

En plantas adultas se encontrd6 papaverina en raices y tallos; resulta
interesante notar que, mientras en tallos solo esta presente entre febrero y marzo,
en raices desaparece coincidentemente en este momento. Estadisticamente (test
de Kruskal-Wallis) existié diferencia entre 6rganos (p=0.009), en adultas, Figura
13.

Je+8 25048

20e+8

15e+«

10e+8

50ee7

00

Cantidad de Papaverina {Area total)

Cantidad de Papaverina {Area total)

oOct Dic Feb Abr oct Dic Feb Abr un
Colecta Colecta

—mm = =
—e JuvENTES —— Raes
o Adutas o Talles

Figura 13.- Variacion de Papaverina: a) entre juveniles y adultos de A. purpurea (toda la planta),
a lo largo del estiaje, n=5; p=0.71; b) entre raicesy tallos (adultos), n=5; p=0.009
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Iso-coridina

Iso-coridina (ICR) es un alcaloide que solo se identificd en juveniles; en cuanto a
su especificidad por érgano, se determinaron mayores cantidades del mismo en

hojas respecto a tallos, estando ausente en raices. (p=0.0129) (Figura 14).

En cuanto a la variacién temporal, no existen diferencias estadisticamente
significativas en la cantidad del alcaloide a lo largo de la estacion estival
(p=0.4001, Kruskal-Wallis). Sin embargo se aprecié una tendencia a aumentar
hacia el inicio de la estacién seca (entre octubre y diciembre), seguido por una
disminucion en febrero y de nuevo, un incremento, alcanzandose en marzo la

maxima cantidad del metabolito.

a) b)

1.2e+9 1e+9

1.0e+9 4

8.0e+8 4

6.0e+8 4

de+B -

4 0e+8

20e+8 4

Cantidad de Iso-corydina {Area total)
Cantidad delso-corydina {Area total)

0.0 T T T - T T T -2e+8 T T 1 T T r 1
Oct Nov  Dic Ene Feb Mar  Abr Oct Nov  Dic Ene Feb Mar  Abr

— = = Tallos
—— e HOMES

Figura 14.- Contenido de Iso-coridina en juveniles, a lo largo de la estacion seca (a) toda la
planta, p=0.4001 y (b) diferencias entre drganos, p=3.96x10". Kruskal-Wallis.
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Glaucina

La Glaucina (GLC) se encontré tanto en juveniles (raices, tallos y hojas)
como en adultas (raices y tallos); no presentd variacion fenolégica, p=0.91,
Kruskal-Wallis (Figura 15c).

En cuanto a su odrgano-especificidad, presentd diferencias significativas
(Kruskal-Wallis) en adultos (p=0.02, Figura 15 (d)), no asi en juveniles (p=0.105,
Figura 15 (b)); las raices fueron el érgano donde se determind menor
concentracién, siendo detectable unicamente al final de la estacion seca; marzo
(juveniles) y abril (adultos); en tallos presentdé maximos en abril (adultas), y
octubre, abril, en juveniles; mientras que en hojas, solo se le encontré en juveniles

y su cantidad maxima se midié en marzo.

De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis, este alcaloide presenta
variacion temporal durante la estacion seca; en juveniles (p=0.048, Figura 15 (a)) y
adultos (p=0.033), presentando, en ambas fenologias, cantidades relativas

maximas en marzo y minimas en febrero.
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Cantidad de Glaucina (Area total)
i

4049 4

Cantidad de Glaucina (Area total)

oct

—— vEnies
o Adultas

Dic

Feb Abr
Colecta

Cantidad de Glaucina (Area total)

Cantidad de Glaucina (Area total)

-5 008

b)

—e. FLalCes
— ) — Talos
——y—— Homs

d)

Oct Dic Feb Abr Jun

Figura 15.- Variacion de la cantidad de glaucina (GLC) a lo largo de la estacién seca; en juveniles
(superior) y adultos (inferior); a) p=0.048, b) p=0.105, c) p=0.93, d) p=0.002.

Thalimicrinona

El alcaloide thalimicrinona (THM) también fue encontrado en juveniles y

adultos. Aun cuando las tendencias entre adultos y juveniles se notan muy

dispares,
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diferencia estadistica entre estados

14040 -

o fenolégicos (p=0.57, Kruskal-Wallis; p=0.82
o] O Andlisis de Similitud).
a0ess Respecto a la variacion temporal

4 0e+8

durante el estiaje; en juveniles se alcanzd la

200+8

Cantidad de Thalimicrinone{Areatotal)

concentracion maxima de THM en marzo,

0o

mientras que en adultos, en octubre; para

ambos casos se observd una tendencia a
b) disminuir entre diciembre y febrero. En
adultos, febrero resulté el mes con menor

[ P-19es | cantidad relativa de THM, mientras que en

“ ‘ 1l juveniles se presentaron valores menores

_‘(f ' "*'[\\ ,‘ﬂ\ hacia el final de la estacion seca (abril).
~ £

" G| En juveniles de A. purpurea, THM se

Cantidad de Thalimicrinone{Areatotal )

R pudo encontrar en tallos y hojas (Figura
Oct MNov Dic Ene Feb Mar Abr

Wes 16c), aunque en estas Ultimas, solo en la

— O == Tals
- O

segunda mitad de la estacion seca (febrero —
c) .
abril). Los tallos, presentaron un

- | comportamiento bimodal, con dos puntos

1o maximos en diciembre y marzo.

B0e+d

60e+8

En adultas (Figura 16 c), la THM tuvo

un comportamiento similar al de PVR; las

4088 -

(1]

A ‘_ mayores cantidades del metabolito se

Cantidad de Thalimicrinone{Areatotal)

tes pudieron medir en sus raices, en la

transicion entre temporada lluviosa y seca
Figura 16.- Variacion de Thalimicrinone (octubre), a partir de ahi, mantuo una
(THM) a lo largo del estiaje; a) fenoldgica, tendencia descendente hasta el final de la
p=0.57; b) 6rgano-especifica (juveniles),

p=1.9x10° y c) érgano-especifica (adultos),
p=5.9x10"°. Kruskal-Wallis. relativa de THC en raices de adultas,

estacion seca; el punto de minima cantidad
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resultd febrero, coincidiendo con un aumento en tallos, siendo febrero, el Unico
momento del ciclo anual en el que se apareci6 THM en este o6rgano (en

ejemplares adultos).

Estadisticamente, tanto en juveniles como en adultos existe una marcada
organo-especificidad (plantas juveniles p=0.0145; adultos p=0.006) (Figura 16).

Otros compuestos nitrogenados.

Ademas de los alcaloides ya descritos, en los extractos alcaloidales de juveniles,
se encontraron otros seis compuestos nitrogenados, que fueron identificados por
su patén de fragmentacion como alcaloides genéricos (sin identidad especiffica)
por la biblioteca NIST; por esa razén, son referidos por su nombre quimico: espiro
isoquinolina, imidizol piridna, isoindol, metil-aminofenil indol, tetrahidro isoquinolina
y trimetil isoquinolina. Debido a su estructura, se agruparon bajo la categoria de

compuestos relacionados con isoquinolina y compuestos relacionados con indol.

Las fluctuaciones en las cantidades de estos metabolitos mostraron, en
general, un patréon muy similar al de los alcaloides analizados, con una tendencia
ascendente hacia el final de la estacion seca (marzo-abril) y poca presencia en
febrero (Figura 17).
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Figura 17.- Variacion de compuestos derivados de a) Isoquinolinas (p=0.002) y b) Indoles
(p=0.030); en juveniles de A. purpurea, alo largo de la época seca del afio.

¢En verdad existio una variacion en la cantidad de cada alcaloide a lo largo
de la estacion seca? Mas alla de que la tendencia de cinco de los seis alcaloides
encontrados fue a aumentar, los datos obtenidos indican que, en un estricto
sentido estadistico, solo existi6 una variacion (aumento en la cantidad del
alcaloide) glaucina y papaverina (Cuadros 10, 11, 12). Glaucina (juveniles),
Papaverina (juveniles), Iso-coridina (juveniles), Thalimicrinona (juveniles),

Papaverina (adultos), Annomontina (adultos), Thalimicrinona (adultos).

Cuadro 10.- Resumen estadistico de la variacién fenolégica, drgano-especificay temporal de los
alcaloides encontrados en A. purpurea

. Variacién Variacién érgano- Variacién durante
Alcaloide L . ren . .
Fenoldgica especifica el estiaje
Rv Kruskal — Wallis Kruskal — Wallis
. Solo se encontré en ) )
Annomontina adultos TV x> =49.916 x° =1.632
H x P=1.448x10" P = 0.069
Rv Kruskal — Wallis
Coridi Solo se encontré en T Solo se encontré en )
el adultos X raices de adultos X =12.411
H x P =0.1454
Analisis de similitud | R V Kruskal — Wallis Kruskal — Wallis
Glaucina R=-0.185 TV 2 = 4.298112.274 ¥ = 15.706/4.649
P=1 HV P =0.105/0.00216 P = 0.048/0.0334
R X Kruskal — Wallis Kruskal — Wallis
| idi Solo se encontré en TV ) )
so-coridina juveniles X =2948 X =4.044
HV P=396x10 P = 0.4001
Analisis de similitud | R V Kruskal — Wallis Kruskal — Wallis
Papaverina R=-0.185 TV ¥ = 52.14/13.309 2 = 1.0015/5.1874
P=1 H x| P=476x10"%0.0012 P = 0.0489/0.2686
Analisis de similitud | R v Kruskal — Wallis Kruskal — Wallis
Thalimicrinona R =0.124 TV ¥ = 35.49/24.061 2 = 1.8031/2.7621
P=0.92 HV | P=1.95x1095.96x10° P =0.7719/0.5984

Analisis estadisticos; ANOSIM & Krus kal-Wallis. Juveniles, cursiva; Adultos, negritas.
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Cuadro 11.- Diferencias estadisticamente significativas enla cantidad de alcaloide por 6rgano,
en juvenilesyadultos de A. purpurea.

Alcaloide Hoja » Raiz Hoja = Tallo Raiz - Tallo
Juvenil/Adulto Juvenil/Adulto Juvenil/Adulto
Annomontina <0.01 -- 0.022
Glaucina - <0.01 <0.01
Iso-corydina 0.013 -- <0.01
Papaverina --:<0.01 <0.07; 0.012 0.02 ;-
Thalimicrinone --;<0.01 <0.01; -- <0.01 ; <0.01

Pruebas post hoc (Games-Howell); Juvenil, cursiva; Adulto, negritas

Cuadro 12.- Diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de alcaloide por recolecta
(alolargo de la estacion seca), en juveniles y adultos de A. purpurea.

Alcaloide [18]]] n-I\v
laucina -- -- -- -- -- -- -- 0.03 | <0.01 | --
Papaverina <0.01;- | —= | <0.07;~| <0.07;~| <0.07;=| —= | —~ | <0.07;~ | <0.07;=| ——

Pruebas post hoc (Games-Howell); Juvenil, cursiva; Adulto, negritas

6.4 Aspectos ambientales relacionados con el perfil alcaloidal

Se buscé comprender la manera en la que los factores ambientales inciden tienen
sobre la biosintesis y acumulacién de alcaloides a lo largo del estiaje, evaluando
las relaciones entre parametros ambientales y el perfil alcaloidal, mas
especificamente, la variacion en numero y cantidad de alcaloides. El test de
Mantel permitié establecer la existencia de dichas relaciones (p=0.53; Observacion
= -0.295; Varianza = 1.424 x 1072).

De acuerdo con el analisis de Redundancia (RDA), los procesos de
biosintesis y acumulacién de alcaloides estan estrechamente relacionados con
algunos aspectos ambientales, por ejemplo ANM, ICR, RHAD y GLC muestran
una fuerte respuesta frente al estrés abidtico; la produccion de los tres primeros

estd sujeta a condiciones de alta temperatura, alta incidencia solar y poco
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contenido de agua, es decir, estrés hidrico, mientras la glaucina (GLC), esta

relacionada con condiciones opuestas (Figura 18). La inercia explicada por el

modelo (varianza) fue:

(0.4718), inercia total (0.8701); en cuanto a los ejes:

RDA1

RDA2

Eigenvalores de los ejes constrenidos

RDA3

RDA4

RDA5

RDAG6

RDA7

inercia constrefida (0.3983), inercia no constrefiida

RDA8

0.2698

0.0806

0.0146

0.0119

0.0102

0.0059

0.0031

0.0018

Eigenvalores de los ejes no constreiidos

PC1

PC2

PC3

PC4

PC5

PC6

PC7

PC8

0.1947

0.0811

0.0555

0.0308

0.0282

0.0214

0.0181

0.0154
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La primer relacion que se puede apreciar en este RDA, es la distribucion
diferencial de los metabolitos secundarios, en los 6rganos de las plantas de A.
purpurea, independientemente de su fenologia. En el espacio multivariado se nota
claramente como la mayoria de los alcaloides estan distribuidos en el cuadrante
derecho, mientras que todos los terpenos en el izquierdo. Al realizar la agrupacion
por érgano, es notorio que las hojas también estan dispersas en este cuadrante, lo
cual demuestra que este tipo de metabolitos estan presentes en este érgano; en
cuanto a los alcaloides, glaucina [GLC] se encontré en los tres 6rganos vy, por esa
razon aparece muy separada del resto, en el extremo superior izquierdo.

Finalmente, no es posible hacer una separacién entre raices y tallos, distribuidos
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mayoritariamente en el cuadrante derecho, en la misma orientacion que la mayoria
de los alcaloides, resulta evidente que estos 6rganos son los que mayor cantidad,
diversidad y concentracion de alcaloides presentaron, independientemente de la

fenologia y temporalidad del muestreo (Figura 18a ).

b)
| |
CaptC i
w0
g
g S s
]
'
w
o
Sir Rad.Sq
Juveniles
RHD
E | | ® Adultos
1 | 1 I |
-15 -1.0 -05 0.0 05

Figura 18.- Analisis de redundancia (RDA) que muestra las relaciones entre variables
ambientales, fisioldgicas y cantidad de alcaloides; destacados glaucinay annomontina. a)
agrupado por érgano de la planta; b) por fenologia.
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En el RDA de la Figura 18 (b), se realizd una agrupacién por fenologia, la
totalidad de los extractos de adultos, independientemente de la temporalidad y el
organo, se distribuyeron en el cuadrante derecho del espacio multivariado,
mientras que la mayoria de los extractos de plantas juveniles, lo hicieron en el
izquierdo. Uno de los factores que originaron dicha dispersion son los cuatro
alcaloides que se detectaron exclusivamente en juveniles, glaucina [GLC] e iso-

coridina [IFCR] y en adultos, coridina [CRD] y annomontina [ANM].

Respecto a la diversidad 6rgano-especifica de los alcaloides, las relaciones

no son muy claras.

La agrupacién de los distintos extractos se debioé a tres variables: fenologia,
organo-especificidad y temporalidad; ya que el RDA no permite observar una
agrupacion bien definida, fue necesario recurrir a un analisis de agrupacion
jerarquica (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), para dilucidar el

efecto de estas tres variables, sobre el perfil alcaloidal (Figura 19, Cuadro 13)

Esta herramienta estadistica nos da una idea de qué tan parecidos son los
tiempos de recolecta, en este caso, érganos por colecta bimestral. La simbologia
utilizada fue: | — V, numero de colecta; R, T, H, érganos de la planta; j=juvenil,

a=adulto. Los grupos encontrados fueron:

Cuadro 13.- Agrupacion de odrganos-colectas, segun
cluster UPGMA.

Cluster de colectas, A. purpurea

Cluster Miembros

| (Rosa) IV-Ra

Il (Rojo) | IV-Tj

Il (Negro) | I-Tj, IV-Hj, V-Tj

IV (Cyan) | I-Ra, lI-Ra, lll-Ra, V-Ra
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I-Rj, I-Rj, llI-Rj
I-Hj, I-HJ

I-Ha, ll-Ha, lll-Ha, IV-Ha, V-Ha
I-Ta, II-Ta, lll-Ta, IV-Ta, V-Ta

V (Azul)

IV-Rj, V-Rj
VI (Verde) | II-Tj, I-Tj
I-Hj, V-Hj

0.0e+00 20847 408417 B.0e417 8.0e17 1.0e+18

Hierarchical Clustering

Be+17
1

Hierarchical Classification

1-Ta
I-Ta
|-Ha
N-Rj
IRy - H
|-
—VH | e H[IDU:lu:lnu__-

0T

11-Tj - A 2
! ]} inertia gain

I'V-Rj

VR

4e+17
1

De+00

Figura 19.- Cluster de los distintos organos — colectas; el drgano de la planta tiene mayor
relevancia que la estacionalidad, en el perfil alcaloidal.
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De acuerdo con esta agrupacion, es claro que en la modulacion alcaloidal
participan tres factores; el 6rgano de la planta donde se biosintetiza y/o acumula el
alcaloide, la estacionalidad (y todos los parametros ambientales que involucra) y la
etapa fenologica de la planta, que de acuerdo con estos datos, es la variable que

menos afecta al perfil alcaloidal.

Resulta interesante que un par de recolectas fueron consideradas como
grupos (IV-Ra & IV-Tj), por el andlisis realizado, ambos casos corresponden a la
recolecta IV (marzo en juveniles y abril en adultos), final de la estacion seca; en el
caso de raiz-adulta (IV-Ra), se debié a las altas cantidades de annomontina y
thalimicrinona; y en tallo-juvenil (IV-Tj), a la cantidad y variedad de terpenos que

se encontraron en dicha muestra.
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7.- DISCUSION DE RESULTADOS

Para comprender el significado ecoldgico que tiene la biosintesis de alcaloides, en
plantas distribuidas naturalmente dentro de Selvas Bajas Caducifolias (SBC), con
los rigores y retos que su marcada estacionalidad les impone, en primer lugar fue
necesario comprender con claridad su clima. En base a un analisis de sequia -
Standarized Precipitation Index (SPI)- se determinaron los principales parametros
climaticos, los cuales muestran conformidad con datos bibliograficos que reportan
climas calidos humedos y subhiumedo (AwO0) para la zona de estudio (Trejo-
Vazquez, 1999); se aprecia claramente una temporada humeda entre los meses
de mayo y octubre —con una apreciable disminucion de la precipitacion entre
finales de junio y principios de septiembre. El estiaje marcado entre finales de
octubre y Abril, con ausencia de sequia, en el sentido estricto del término (Figura
7; Resultados). De acuerdo con este indice, se pudo definir a qué parte de la
estacion seca corresponde cada uno de los cinco muestreos realizados (Cuadro 3;
Resultados). Los cinco muestreos realizados cubrieron en su totalidad los 6 meses
de la estacion seca; iniciando con el periodo de transicion (octubre — Recolecta 1)

y concluyendo con la parte final del estiaje (finales de abril — Recolecta 5).

De acuerdo con Kramer (1974), el estudio del estado interno y flujo del agua
en las plantas es importante para el entendimiento de su adaptacion a los
ambientes desfavorables; razén por la cual, el potencial hidrico es una variable de
importancia en cualquier analisis estacional, en el que las contrastantes
condiciones ambientales ocasionan variaciones muy notorias en el estado hidrico
de las plantas que se encuentran en dichas regiones. Ademas de las variaciones
asociadas a la estacionalidad del ambiente, que se pueden medir a lo largo de
espacios de tiempo (quincenas, meses, bimestres, etc...), los potenciales hidricos
cambian drasticamente; Fitter & Hay (2002) mencionan cambios en la incidencia
de la luz, variaciones de las lluvias y sequias, temperatura, insolacién, como los

principales factores responsables de esta variacion.
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En cada recolecta se pudo determinar la disminucion en el yyq (Potencial
Hidrico al Amanecer); el aumento en yyq tiene una relacion de proporcionalidad
directa con el contenido de agua de la planta; de tal modo que los bajos valores de
Wpd (< -3 MPa, indican de una planta con estrés hidrico severo), a partir de la
colecta lll (febrero), fueron consistentes con el avance de la estacién seca. Estos
datos son similares a los ypy de cuatro especies arbustivas, bajo condiciones de
severo estrés hidrico; obteniendo medidas de -1.48, -1.58, -3.34 y -3.94 MPa en
Acacia amentacea (Leguminoseae), Parkinsonia texana (Leguminoseae), Celtis
pallida (Umaceae) y Forestiera angustifolia (Oleaceae), (Gonzalez—Rodriguez et
al, 2011), lo que sugiere que las Ultimas dos especies son especialmente
sensibles al déficit hidrico. Con base en lo anterior, también se puede catalogar a
A. purpurea (Ypq; -3.01, -3.56 y -3.94 MPa, febrero, marzo y abril, respectivamente)

como una especie susceptible a déficit hidrico. (Figura 8)

La fotosintesis es un proceso fisiologico fundamental para la planta, esta
ampliamente documentada su relacion con el estatus hidrico de la planta y con
otros parametros que condicionan el fithess de la misma; un déficit hidrico afecta
negativamente las funciones fisiolégicas como: la fotosintesis, el metabolismo
general, la absorcion de nutrientes minerales, transporte de asimilados y
produccién, interfiriendo en el crecimiento, la reproduccion, el desarrollo de
semillas, entre otros (Quifiones et al , 2007; Garcia-Sanchez et al , 2003; Ortufio et
al, 2004)

Donoso et al (2011) realizaron un trabajo con Quillaja saponaria y
Cryptocarya alba; simularon condiciones de estrés hidrico y midieron las variables
fotosintéticas principales, demostrando descensos de 84.5, 98.4, 94.1 y 58.9 % en
fotosintesis neta, conductancia estomatica, transpiracion y concentracion interna
de CO,, respectivamente; en el tratamiento de restriccion hidrica frente al
tratamiento testigo. En los ultimos dos muestreos de potencial hidrico, realizados
en juveniles de A. purpurea, los W,y estuvieron en el rango que estos autores
reportan (ver Resultados; ypqg); en cuanto al carbono capturado (Figura 11);
considerando la mediciéon de octubre (2.16 x 10* mmol Cdia™!) como valor de
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referencia, se observa un continuo descenso; en noviembre, un 36% (1.37 x 10*

mmol C-dia) y enero 93% (0.14 x 10* mmol C-dia™"). En las dltimas colectas, no

fue posible medir ypq ni la fotosintesis, porla falta de hojas.

El estrés hidrico, en plantas que crecen en estado natural, puede deberse a
la baja precipitacion, la capacidad de retencion de agua por parte del suelo, una
salinidad excesiva, temperaturas extremas, escasa humedad atmosférica, baja
presion de vapor, o una combinacion de estos factores (Luna-Flores et al, 2015).
Los principales sintomas, a nivel morfolégico, son: reduccion de diametro y altura
de la planta, disminucion de biomasa, expansion foliar, crecimiento de tallos y
raices; a nivel fisioldgico se suelen presentar, cierre estomatico, perdida de
turgencia, disminucion de la fotosintesis y limitacion del intercambio gaseoso
(Luna-Flores et al, opcit). En las plantas de A. purpurea fue posible determinar un
estrés hidrico moderado, a partir de la colecta Il (diciembre), alcanzando niveles
severos en marzo y abril. Ademas de las evidencias fisiolégicas (WYpa VY
fotosintesis), se apreciaron cambios fisicos durante las recolectas, estos incluyen
en un principio la pérdida de pigmentacion y turgencia, y cuando se establecio el

estrés severo, se observo la marchitez y caducidad foliar.

Numerosos estudios han sido publicados respecto a la fluctuacion
estacional de los distintos metabolitos secundarios, especificamente en aquellos
casos en los que en el ciclo anual se presentan estaciones tan marcadas y
contrastantes; de modo analogo, existen reportes de cambios en la concentracion
de estos mismos MS, en respuesta a estados de estrés bidtico y abidtico,
especfficamente, se han demostrado aumentos en las concentraciones de
alcaloides, asociados a plantas en estado de estrés hidrico; Castro-Moreno (2013)
midio el aumento exponencial del alcaloide liriodenina en raices de A. lutescens,
durante la parte mas seca del estiaje; por otro lado, Orozco (2009) reporta una
relacion inversamente proporcional entre el aumento de biomasa y la
concentracion de alcaloides, es importante resaltar que la pérdida de biomasa
(defoliacién) es una adaptacion fisiolégica intimamente relacionada con la

estacionalidad y el estrés hidrico. Sin embargo, no todos los alcaloides siguen ese
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patron de aumento proporcional a la poca disponibilidad de agua. Borges-Gémez
et al (2010) realizaron un experimento con chile habanero (Capsicum chinense
Jacq.), en el que, pese a haber conseguido simular condiciones de alto estrés
hidrico, no existié ningun aumento apreciable en la cantidad de los alcaloides
estudiados; capsaicina y dihidrocapsaicina. En ejemplares adultos de A. purpurea,
el alcaloide thalimicrinona (THM), no solo se mantuvo sin ningun aumento
apreciable, sino que su tendencia fue la disminucion conforme transcurria la

estacion seca, presentando unicamente un ligero incremento hacia abril.

De modo general, seis de los siete alcaloides identificados en plantas
juveniles y adultos de A. purpurea, presentaron la tendencia de aumentar su
concentracion como respuesta a la estacion seca, tal como se ha reportado en
numerosos trabajos; sin embargo se encontré un patrén inesperado, con la
tendencia a disminuir la concentracién alcaloidal total en el mes de febrero
(colecta lll) (Figura 20).

Los analisis realizados (test de Mantel, Analisis de componentes
principales, analisis de redundancia) permiten establecer una importante
correlacion entre factores ambientales (incidencia solar, PAR, % de nubosidad,
temperatura, precipitacion) y fisiolégicos (fotosintesis, potencial hidrico xilematico,
captura de carbono) y los cambios en la cantidad y distribucidn de los alcaloides
en el organismo. De este modo, se determind que los aspectos ambientales que
mayor variacion presentan en febrero son el corto fotoperiodo (~11:45 hrs) y las
bajas temperaturas (14.3 ~ 17.1 °C), siendo estos los probables responsables del

patron alcaloidal encontrado en A. purpurea.
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Figura 20.- Variacion estacional de la cantidad de distintos alcaloides; juveniles (izq) y adultos

(der)

Esta tendencia, presentada en la concentracion global de cada alcaloide, se

mantuvo al cuantificar los alcaloides individualmente, por 6rgano, Figuras 13, 14,

15. Al realizar el analisis alcaloidal de este modo, surgen nuevas interrogantes,

como ejemplo de ello; en ejemplares adultos, la variacién de glaucina (GLC) en

tallos y hojas, ya que grandes aumentos en uno coinciden con disminuciones en el

otro, llevando a suponer un transporte a través de tejidos vasculares de la planta,
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Figura 15; los comportamientos de papaverina (PVR) y thalimicrinone (THM)
(Figuras 13 y 16, respectivamente) entre raices y tallos estan en la misma

situacion.

Como parte del analisis final, se realizd un analisis de Redundancia, en el
que se puede observar relaciones que confirman la idea de que el estrés hidrico,
debido a la estacionalidad de la zona de estudio, es un factor que estd modulando
la concentracion — acumulacién de alcaloides; la annomontina [ANM] vy
thalimicrinona [THM] aparecen en el cuadrante inferior derecho, estrechamente
relacionados con la Radiacién solar y las temperaturas maximas, es decir, se
puede esperar un incremento de estas biomoléculas en condiciones de estrés
hidrico, situacion opuesta a la concentracion de la glaucina [GLC] ubicada en el
cuadrante superior izquierdo, que presenta una mayor relacién con la fotosintesis -
captura de C. Finalmente alcaloides como iso-coridina [IFCR] y rhoeadina [RHD],
terpenos, como sitosterol [SIT] y campesterol [CMP], cuadrante inferior izquierdo,
estan en oposicion con parametros de la estacion lluviosa: temperatura minima,
dias con lluvia, precipitacién, comprobando que se trata de MS asociados a la

estacion seca y el estrés hidrico. Figura 18a, 18b.

Finalmente, las relaciones organo-especificas de los alcaloides no quedan
claras, se aprecian seis grupos muy similares entre si; la manera en la que el
andlisis de redundancia sobrepone los puntos de muestreo, por lo que fue
necesario realizar una prueba de agrupacion, para determinar cuales son esos
seis grupos y qué érganos estan mas relacionados entre si; con este fin, se realizd
una agrupacion tipo cluster jerarquico (UPGMA), obteniendo como resultado los
seis grupos comentados en el cuadro 13 vy evidencia de la cercania entre ellos
(Figura 19).
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8.- CONCLUSIONES

e Annona purpurea es una especie especialmente sensible a la deficiencia
hidrica y a la radiacion solar, razén por la que facilmente entra en estrés

hidrico durante la estacion seca.

e El estrés hidrico, de la estacidon seca, ocasiona una disminucidon en la tasa
de captura diaria de Carbono y un aumento en la concentracién de la

mayoria de los alcaloides identificados en A. purpurea.

e La radiacién solar intensa origina estrés abidtico y disminuye la tasa
fotosintética de A. purpurea, a la vez que causa un aumento en la

concentracién de annomontina, papaverina y thalmicrinona.

e A. pumpurea presenta alcaloides -y biomoléculas- de dos estructuras
distintas, bencilisoquinolinas e indoles. Las vias de biosintesis de ambos
tipos de compuestos, parecen ser independientes y no se encontrd

evidencia de antagonismos.

e La mayoria de los alcaloides identificados en juveniles y adultos de A.

purpurea, experimentan un aumento hacia el final del estiaje.

e La annomontina es un alcaloide especifico de los adultos de A. purpurea y

su distribucion en la planta esta restringida a las raices de la misma.

e Una caracteristica especfifica del perfil alcaloidal (y de otros metabolitos
secundarios) de A. purpurea, es la presencia de un abrupto descenso de
sus concentraciones, en medio de la época seca del afio (febrero). Esta
disminucion puede deberse a factores ambientales como la temperatura, la
alta radiacién solar y el corto fotoperiodo. Para confirmarlo, hacen falta

estudios disefiados especificamente con esa finalidad.
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ANEXo0 l.- Alcaloides reportados para Anonapurpurea

Annomontina.

La annomontina [C1sH11Ns] es un alcaloide presente en algunas especies del
género Annona, descubierto en raices y tallo de Annona montana en 1982
(Leboeuf et al, 1982). Quimicamente se clasifica como alcaloide de tipo inddlico;
estructuralmente se trata de una 2-aminopirimidina, sustituida en posicion 4 por un

B-carbolino (pyrido-indol). Su andlisis estructural puede realizarse de dos maneras:

a) 4-(9H-pyrido[3,4-blindol-1-yl)pyrimidin-2-amine [IUPAC]
b) 4-(9H-beta-carbolin-1-yl)pyrimidin-2-amine [Sistematica]

4-(9H-pyrido[3,4-b]indol-1- 4-(9H- B—carbolin—l—yl)pyrimidin—Z—
yl)pyrimidin-2-amine amine

Figura 2.- Annomontina desde el punto de vista de IUPAC y Sistematica



\ Esta molécula esta contiene una m-

| Diazina (Pirimidina), con un grupo
J\ e amino como  sustituyente en

T HoN N posicion 2.
1,3-Diazina Pyrimidin-2-
m-Diazina amine

Figura 3.- m-Diazina

La B-carbolina (9H-pirido[3,4-blindol) es una amina
organica, prototipo de un grupo de compuestos
conocidos como [-carbolinas. (Farzin & Mansouri,
2006)

—_—
N N
N
H
B-carboline

Figura 4.- B -carbolina

X

_~N

azina
Piridina

Figura 5.- Piridina

La piridina, cuyo nombre sistematico dentro de Ila
nomenclatura de Hantzsch-Widman, recomendada por
la IUPAC, es azina. (Powell, 1983) es un heterociclo
insaturado cuya purificacion se adjudica al cientifico
escoces Thomas Anderson, el nombre piridina se debe
a su alta inflamabilidad, del griego TuUpog (pyros =
fuego). (Barnes et al, 1960)



, El indol es un compuesto organico heterociclico, con
Figura 6.- Indol, base de la

biomolécula annomontina o ctrctura biciclica que consiste en un anillo de seis

miembros (benceno) unido a otro de cinco miembros
(pirrol). La participacion de un par aislado de
electrones de nitrdgeno en anillo aromatico refieren
que el indol no es una base y no representa una

amina simple. (Lehninger, 2005)

Indol

Pese a que la ruta biosintetica de la annomontina aun no ha sido totalmente
dilucidada, debido a su estructura se toman como probables predecesores a los
indoles—derivados de triptéfano: Indoxilo, Indolacetato (que presenta actividad
como auxina) e Indolacetaldehido, triptamina; ambos derivados del triptéfano. De
entre todos ellos, se considera a la triptamina como el mas probable predecesor
de los alcaloides carbolinicos, en un proceso que tiene como punto clave la

condensacion de iso-vincosido a partir de esta molécula. (Stockigt & Zenk, 1977).

CO.H
NH,
A
N
H
L-Triptofano Alcaloides
5 l _co, pirroloinddlicos
COsH .
2\
0 NH
N il [ A
N = N
H H
Acido 3-indolilpirivico Triptamina
L »
Auxmas CHO
Escatol lli )
Indoletilaminas Aldehido
. 0 NH NH Nt ®
r 7 = - s
oy FF@\’Q H@i@-— ¢
N R N R SN H R N R
H H H H
Alcaloides f-carbolinicos

Figura 7.- Biosintesis de alcaloides carbolinicos (Sundberg, 1996)



Respecto a la sintesis a nivel laboratorio, Naik et al (2013) proponen un
método para annomontina -y otros derivados [R-carbolinicos- a partir de
reacciones Pictet-Spengler y aza-Diels-Adler. Segun este método se inicia la
sintesis a partir de triptamina, se condensa con un carbonilo (aldehido o cetona)
bajo condiciones acidas y la ciclacion, para completar R-carbolina, se media por la

reaccion imina — dieno de Diels-Adler.

Se ha reportado una importante actividad antiparasitaria en annomontina,
un par de estudios realizados por Costa y colaboradores en 2006 y 2011 demostro
la inhibicion de crecimiento en Leishmania y toxicidad en Tripanosoma cruzi
respectivamente, al ser sometidos a diversos tratamientos con presencia de

extractos de annomontina.

Rejon et al (2011) reportan la actividad ansiolitica de annomontina en
roedores sometidos a pruebas en laberinto. En dicho estudio se contrastd la
respuesta a la aplicacion de annomontina por via intraperitoneal respecto a
pentobarbital, administrado de la misma manera. Los resultados demostraron el
efecto ansiolitico de la annomontina y permitieron hipotetizar que probablemente
dichos efectos estén mediados a nivel del sitio de union de las benzodiacepinas en
el receptor GABAA.

También se ha atribuido a alcaloides R-carbonilicos, en general, y en
particular a la annomontina cierta capacidad de regular las funciones del receptor
de dioxinas o receptor arylhydrocarbon (AhR), en lo que bien podria radicar la
importancia de este sintetato para la planta que lo produce, pues podria ayudar a
mediar el efecto de la dioxina y otros contaminantes ambientales relacionados con
ella. Se logr6 demostrar que la annomontina, ademas de rutaecarpina, y
xestomanzamina A incrementan la actividad de los genes que determinan la

expresion de AhR (Haartmann et al, 2010).

Finalmente Rejon (opcit) hace mencion de una moderada actividad

analgésica y antinflamatoria de annomontina.



Apoglaziovine

La apoglaziovina es un alcaloide que se encuentra en tallos de A. purpurea, ha
sido aislado y reportado por Chang et al (1998; 2000).

Aunque en general existen pocos estudios al respecto, por lo que no es
posible afirmar a priori que este alcaloide no posea actividad, Harborne, Baxter &
Moss (1982) tienen el unico reporte hallado respecto a actividad de la
Apoglaziovine, y este indica que realizaron diversos ensayos, determinando que

carece de actividad antifungica, antipatogenos y antiinflamatoria.

APOGLAZIOVINE

Férmula C1gH19NO3
Peso
297.354 g/mol

Molecular

C 73%

H 6% -
% Masa Ho ™

N 5%

O 16%
Registro

2128-77-0
CAS
Reqist INChlI=1S/C18H19NO3/c1-19-6-5-11-8-15(22-2)18(21)17-13-9-
egistro
I Cil 12(20)4-3-10(13)7-14(19)16(11)17/h3-4,8-9,14,20-21H,5-7H2,1-
n
2H3/t14-/m1/s1

Psusion No reportado
P ebulicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre (6aR)-2-methoxy-6-methyl-5,6 ,6a,7-tetrahydro-4H-

IUPAC dibenzo[de,g]quinoline-1,10-diol




4,5,14,15,16-pentamethoxy-10-
Nombre

azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0",""lheptadeca-1(16),2,4,6,9,11,13(17),14-
Tradicional

octaen-8-one

(-)-Apoglaziovine

2128-77-0
Sinénimos

AC1L9CDE

CHEBI:77

Recuperado de HMDB (http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB33522)

Corydine

Se denomina corydine (corydina) a un alcaloide aporfinico que ha sido reportado
en la familia de las annonaceas, especificamente A. pumpurea () y Croton
macrobothrys, una euphorbiacea (Motta et al, 2011)

Este metabolito secundario presenta notable actividad antitumoral, Motta opcit
comenta que se evaluaron extractos de hoja de sangre de dragon (C.
macrobothrys), en varios disolventes organicos, contra el crecimiento de distintas
lineas tumorales; de dichos extractos, el de clorometano, a una concentracion de
25 pg/mL exhibié importante actividad antiproliferativa contra las lineas celulares:
786-0 (rindn), HT-29 (colon), K562 (leucemia), NCI-ADR/RES (ovario), NCI-H460
(pulmén), MCF-7 (seno), PC-3 (prostata)), OVCAR-3 (ovario), U251 (glioma) y
UACC-62 (melanoma). Al realizar el analisis cromatografico-espectroscopico del
mismo, se reveld que los responsables de dicha actividad fueron los alcaloides
corydina y salutaridina. Ademas, Kondo et al (1990) reportan que corydina,
glaucina y dicentrina presentan actividad inhibitoria del crecimiento, en células
cancerigenas de raton: leucemia (P388 y L1210), melanoma (B16), cancer de
higado (MBC2), colon (Colon 26).




CORYDINE

Formula C20H23NO4
Peso 341.407 g/mol —~
Molecular 0
C
% Masa H
N
O
Registro
CAS 2505-56-8
Registro INChl=1S/C20H23N0O4/c1-21-8-7-12-10-15(24-3)19(22)18-
nCHhi 16(12)13(21)9-11-5-6-14(23-2)20(25-4)17(11)18/h5-6,10,13,22H,7-
9H2,1-4H3
Ptusion No determinado
Pebuliicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre 2,10,11-trimethoxy-6-methyl-5,6,6a,7-tetrahydro-4 H-
IUPAC dibenzo[de,g]quinoline-1-ol
Nombre e (6Ars)-5,6,6a,7-tetrahydro-2,10,11-trimethoxy-6-methyl-4 H-
Tradicional dibenzo(de,g)quinolin-1-ol
e 4H-Dibenzo(de,g)quinolin-1-ol, 5,6,6a,7-tetrahydro-2,10,11-
trimethoxy-6-methyl-
e 2,10,11-Trimethoxy-6a.alpha.-aporphin-1-ol
Sinénimos e 6a.alpha.-Aporphin-1-ol, 2,10,11-trimethoxy-

e 1-Hydroxy-2,10,11-trimethoxy-6a.alpha.-aporphine
o (+)-(S)-Corydine
e Corytuberine methyl ether




e O(11)-Methylcorytuberine
e CHEMBL2002847

Recuperado de PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/111119)

Glaziovine

La glaziovina (glaziovine) es un alcaloide aislado originalmente de Ocotea glaziovii

(Lauraceae), pertenece a la familia de los alcaloides proaporfinicos (Gilbert et al,
1964).

La principal actividad biolégica reportada para glaziovina es la de relajante —
tranquilizante y ansiolitico. Ha sido comercializada con el nombre Suavedol ® por
la farmacéutica Simes S.p.A., Milano. (Pérez, Saez & Cassels, 2005); ademas
tiene propiedades anti-ulcerosas, en humanos (Galeone et al, 1981). Por lo
anterior, ha sido incluida en la lista de los 60 alcaloides de mayor importancia

farmacoldgica. (Cordell, Quinn-Beattie & Farnswort, 2001).

GLAZIOVINE
Férmula C18H19NO3
Feso 385.46 g/mol
: mo —

Molecular ? _\N o

C 73% = /

H 6% NoA / '
% Masa ° 0~ \f_,,

N 5% /

O 16% H-0 | |
Registro \H/

6808-72-6

CAS s
Registro INChlI=1S/C18H19NO3/c1-19-8-5-11-9-14(22-2)17(21)16-
InChl 15(11)13(19)10-18(16)6-3-12(20)4-7-18/h3-4,6-




7,9,13,21H,5,8,10H2,1-2H3/t13-/m1/s1

Ptusion No determinado

P ebulicion No determinado

Tipo Alcaloide

Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre

?)-N-Methylcrotsparine
IUPAC ) v P

(4'R)-11-HYDROXY-10-METHOXY-5-METHYL-5'-
Nombre AZASPIRO[CYCLOHEXANE-1,2'-

Tradicional | TRICYCLO[6.3.1.0?,(1)(2)]DODECANE]-1'(12'),2,5,8',10"-
PENTAEN-4-ONE

AC1L9CHE
6808-72-6
Sindnimos CHEBI:5376
ZINC28824877
PLO05373

Recuperado de PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/icompound/442245)

Glaucine

La glaucina es un alcaloide aporfinico que presenta diversas actividades
biolégicas, entre las que destacan: accidon hipotensiva (Todorov & Zamfirova,
1991); Kondo et al (1990) demostraron la actividad inhibitoria de la glaucina frente
a numerosas lineas celulares de cancer en ratones: leucemia (P388 y L1210),
melanoma (B16), cancer de higado (MBC2), y colon (Colon 26); Adrenérgica (De
las Heras et al 1990); alucinbgena (Rovinskii, 1989); antitusivo (Nosalova et al,

1989); asi como anticonvulsiva, neuroléptica y antinociceptiva (Zetler, 1988)




GLAUCINE

Férmula C21H25NO4
Peso
355.434 g/mol ~
Molecular 0
C 71%
H 7%
% Masa
N 4%
O 18%
Registro
475-81-0
CAS
Redist INChl=1S/C21H25N04/c1-22-7-6-12-9-18(25-4)21(26-5)20-14-11-
egistro
I Cil 17(24-3)16(23-2)10-13(14)8-15(22)19(12)20/h9-11,15H,6-8H2,1-
n
5H3/t15-/m0/s1
Ptusion No determinado
P ebuliicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre (6aS)-1,2,9,10-tetramethoxy-6-methyl-5,6,6a,7-tetrahydro-4H-
IUPAC dibenzo[de,g]quinoline
Nombre ]
o 1,2,9,10-Tetramethoxy-6a-alpha-aporphine
Tradicional
e Bromcholitin
e (S)-5,6,6a7-Tetrahydro-1,2,9,10-tetramethoxy-6-methyl-4H-
dibenzo(de,g)quinoline
o e 6a-alpha-APORPHINE, 1,2,9,10-TETRAMETHOXY-
Sinénimos

e (6aS)-1,2,9,10-tetramethoxy-6-methyl-5,6,6a,7-tetrahydro-4H-
dibenzo[de,g]quinoline
e (S)-5,6,6a,7-Tetrahydro-1,2,9,10-tetramethoxy-6-methyl-4 H-

dibenzo(de,g)quinoline




e 4H-Dibenzo(de,g)quinoline, 5,6,6a,7-tetrahydro-1,2,9,10-
tetramethoxy-6-methyl-, (S)-

e Boldinedimethylether

e Tusidil (TN)

Recuperado de PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/icompound/Glaucine)

Iso-corydine

La iso-corydina es un alcaloide que se ha extraido de A. cherimoia y A. purpurea
(Fam. annonaceae), ademas de Peumus boldus (Fam. monimiaceae); este

alcaloide pertenece a la familia de las aporfinas. (HMDB, 2005)

La principal actividad biolégica reportada para la isocorydina, es la de
relajante  muscular y antiespasmodico (Barbosa-Filho et al, 2006) reporta
resultados experimentales sobre oviducto de raton, al que se le suministro
isocorydina a una concentracién de 300 pmol.l", observando un descenso
significativo en las contracciones y la tension de la capa muscular de dicha region.
Ademas, se ha observado un marcado antagonismo de isocorydina frente a
acetilcolina, disminuyendo e incluso deteniendo por completo la contraccion
muscular espasmodica —inducida por acetilcolina- en tractos biliares de cerdos de
Guinea (Hedge et al, 2010).

ISO-CORYDINE
Foérmula Con23NO4
Peso
385.46 g/mol

Molecular

C 70%

H 7%
% Masa

N 14%

O 19%




Registro

CAS 475-67-2

Registro INChl=1S/C20H23N0O4/c1-21-8-7-12-10-15(24-3)20(25-4)18-

nChi 16(12)13(21)9-11-5-6-14(23-2)19(22)17(11)18/h5-6,10,13,22H,7-
9H2,1-4H3/t13-/m0/s1

Psusion No determinado

Pebulicion No determinado

Tipo Alcaloide

Clase Aporfinicos

Nombre (6aS)-1,2,10-trimethoxy-6-methyl-5,6,6a,7-tetrahydro-4H-

IUPAC dibenzo[de,g]quinoline-11-ol

Nombre 4H-Dibenzo(de,g)quinolin-11-ol, 5,6,6a,7-tetrahydro-1,2,10-

Tradicional | trimethoxy-6-methyl-, (S)-

e Artabotrine

e Uzokoridine

e Luteanine (aporphine)

e Aporphin-11-ol, 1,2,10-trimethoxy-

Sindnimos e Ga-alpha-APORPHIN-11-OL, 1,2,10-TRIMETHOXY-

e 1,2,10-Trimethoxy-6-methyl-5,6 ,6a,7-tetrahydro-4H-
dibenzo[de,g]quinolin-11-ol

e CHEBI:6000

e CHEMBL489525

Recuperado de PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Isocorydine)

Lirinidine.

De acuerdo con Guinaudeu (1994), La Lirinidina es un alcaloide aporfinico, fue
mencionado como uno de los metabolitos especializados comunmente hallados en
A. purpurea por Chang et al (2000). Este alcaloide presenta actividad antagdnica

sobre receptores serotonérgicos, por lo que numerosas especies vegetales que




contienen este alcaloide suelen utilizarse como parte de la medicina tradicional.
(Shoji et al, 1987)

LIRINIDINE
Formula C1gH19NO2
Peso
Molecular 281.142 g/mol
C 77%
% Masa i %
N 5%
O 11%
Registro
CAS 54383-28-7
Registro INChl=1S/C18H19NO2/c1-19-8-7-12-10-15(21-2)18(20)17-13-6-4-
nChi 3-5-11(13)9-14(19)16(12)17/h3-6,10,14,20H,7-9H2,1-2H3/t14-
/m0/s1
Prusion No determinado
P ebulicien No determinado
Tipo Alcaloide
Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
bvClase
Nombre (6aS)-2-methoxy-6-methyl-5,6,6a,7-tetrahydro-4H-
IUPAC dibenzo[de,g]quinoline-1-ol
Nombre 4H-Dibenzo(de,g)quinolin-1-ol, 5,6,6a,7-tetrahydro-2-methoxy-6-
Tradicional methyl-, (S)-
e (9S)-15-METHOXY-10-METHYL-10-
AZATETRACYCLO[7.7.1.0(2),?.0(1)(3),(1)?JHEPTADECA-
Sinénimos 1(17),2,4,6,13,15-HEXAEN-16-OL
e PL059099
o 54383-28-7

Recuperado de Pubchem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/31069)




Liriodenine

La liriodenina es uno de los alcaloides mas comunes entre las anonaceas, se
encuentra en numerosas especies de los géneros Annona y Polyalthia (Xu et al,
1992; Castro-Moreno, 2012). Este metabolito tiene importancia farmacoldgica
debido a los multiples estudios que han arrojado evidencia sobre su actividad
citotoxica frente a diversas lineas tumorales (Wu et al, 1990; Wu et al, 1989;
Ruangrungsi et al, 1987); ademas de ser un agente antipatogénico: antifungico y
antibacterial (Clark et al, 1987; Rzedowski et al, 1985; Hufford et al, 1980)

LIRIODENINE
Formula C17H9NO3
Peso
275.263 g/mol
Molecular 0
' )
(o)
C 74% Na o
H 3%
% Masa
N 5% e ““‘x\|
G 7% ]
‘x\f-"f"/
Registro
475-75-2
CAS
Registro InChl=1S/C17HI9NO3/c19-16-11-4-2-1-3-10(11)14-13-9(5-6-18-
InChl 15(13)16)7-12-17(14)21-8-20-12/h1-7H,8H2
Ptusion No determinado
Pebulicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre , .
8H-Benzo|[g]-1,3-benzodioxolo[6,5,4-de]quinolin-8-one
IUPAC
Nombre Noraporphin-7-one, 4,5,6,6a-tetradehydro-1,2-(methyle nedioxy)-




Tradicional

e Oxoushinsunine

e Micheline B

e Spermatheridine

e Oxoushinsunin

e Spermatheridin

Sinénimos e Ushinsunine, oxo-

e Hiriodenine

e 8H-[1,3]Benzodioxolo[6,5,4-de]benzo[g]quinolin-8-one #

e 8H-Benzo(g)-1,3-benzodioxolo(6,5,4-de)quinolin-8-one (9CI)

e 3,5-DIOXA-11-AZAPENTACYCLO[10.7.1.0(2),7.07,(2)?0(1)
?,(1)?]ICOSA-1(20),2(6),7,9,11,14,16,18-OC TAEN-13-ONE

Recuperado de PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Liriodenine)

Lysicamine.

La lysicamina, también conocida como oxonuciferina, es un alcaloide reportado
para varias especies del género annona; A. cherimoia, A. glabra, A.
macroprphyllata y A. purpurea (Simeon et al, 1989; Chen, 1997; Chang et al,
2000). Ademas de Atrabotrys maingayi, Enantia chlorantha, Goniothalamus
amuyon, Guatteria multivenia, Oncodostigma monosperma, Piptostigma fugax,
Trivalvaria macrophylla y Uvaria mocali, todas pertenecientes a la familia
Annonaceae (Aschenbach, 1994; Bou-Abdallah, 1989; Samir, 1989; Cortes, 1990;
Saez, 1997; Fleischer, 1998; Zhang, 2002; Lan, 2003) y algunas especies de las
familias Araceae, Aristolochiaceae, Lauraceae, Menispermaceae, Papaveraceae y
Rhamnaceae (Katsui, 1966; Berthou, 1989; Lee et al, 1990; Yin et al, 1997 Chang
et al, 2000).

Cordell (1992) reporta actividad antifungica de Lysicamina y Liriodenina

contra Candida albicansy Cryptococcus neoformans.




LYSICAMINE

Férmula C1sH13NO3
Peso
291.306 g/mol
Molecular
C 74%
H 4%
% Masa
N 5%
O 16%
Registro
15444-20-9
CAS
Registro INChl=1S/C18H13NO3/c1-21-13-9-10-7-8-19-16-
InChl 14(10)15(18(13)22-2)11-5-3-4-6-12(11)17(16)20/h3-9H,1-2H3
Prusion No determinado
P ebulicien No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Bencilisoquinolinicos
Nombre 1,2-Dimethoxy-7H-dib (de,g)quinolin-7
,2-Dimethoxy-7H-dibenzo(de,g)quinolin-7-one
IUPAC i 9
Nombre
o Noraporphin-7-one, 4,5,6,6a-tetradehydro-1,2-dimethoxy-
Tradicional
e oxonuciferine
e (+)-ushinsunine-beta-N-oxide
e 1,2-Dimethoxy-7H-dibenzo[de,g]quinolin-7-one #
o e 7H- 15,16-DIMETHOXY-10-AZATETRACYCLO[7.7.1.0(2),7.0(1)
Sindnimos

(3),(1)?HEPTADECA-1(16),2,4,6,9,11,13(17),14-OCTAEN-8-
ONEDibenzo(de,g)quinolin-7-one, 1,2-dimethoxy- (9CI)
LS-97036

PL047080

Recuperado de Pubchem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/31069)




N-formyl purpureine

El alcaloide bencilisoquinolinico N-formyl purpureine fue reportado para A.

purpurea por Chang (1998).

La principal actividad biolégica estudiada en este alcaloide isoquinolinico,
junto con la de otros comunmente presentes en a A. purpurea, es la
anticoagulante, evitando la agregacién de plaquetas en distintos ensayos in vitro.
(Chang, Wei, Teng & Wu, 1998)

N-FORMYL PURPUREINE

Férmula C22H25NOg
Peso o
399.63 g/mol
Molecular ;D
H 6% o |
% Masa |
N 4%
O 24%
T
Registro
J 959856-45-2 O
CAS
Registro
No determinado
InChl
Ptusion No determinado
Pebulicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre 1,2,3,9,10-pentamethoxy-6-methyl-N-formyl-5,6 ,6a,7-tetrahydro-4H-
IUPAC dibenzo[de,g]quinoline
Nombre

Tradicional

N-formyl purpureine




Sinénimos No conocidos

Recuperado de ChemSrc (http://www.chemsrc.com/en/SupplierProduct/959856-
45-2_ 1242845 .html)

N-methylasimilobine.

La N-metil asimilobina o Floribundina se encuentra en A. cherimoia y Nelumbo
nucifera (HMD, 2005), ademas de A. purpurea (Chang et al, 2000). Se trata de un
alcaloide de la familia de las aporfinas, que contiene el sistema heterociclico

dibenzo [de, g] quinolina.

El alcaloide N-metil asimilobina muestra una importante actividad inhibitoria
sobre la enzima Acetilcolinesterasa (AChE); alcanzando una inhibicién del 50% de
AChe, a concentraciones de 1.5+0.2ugmL(-1), mientras que la concentracién
inhibitoria estandar -std IC(50)- de Physostigmine (el agente inhibitorio comercial)
es 0.013+0.002pugmL(-1). La inhibicion de AChE por N-metil asimilobina es
reversible y no competitiva. (Yang et al, 2011). Ademas, de acuerdo con Li et al
(2014), este alcaloide presenta actividad antihelmintica sobre Anisakis simplex 'y

Hymenolepis nana.

N-METIL ASIMILOBINA

Formula C18H19N02
Peso H
281.355 g/mol 0
Molecular (L |
Py
C 77% \f" ﬂ
H 7% 7
% Masa ° <N ~ /\‘“1
N 5% l
o
O 1% =y T
Registro
3153-55-7
CAS




Registro InNChl=1S/C18H19NO2/c1-19-8-7-12-10-15(20)18(21-2)17-13-6-4-
nCh 3-5-11(13)9-14(19)16(12)17/h3-6,10,14,20H,7-9H2,1-2H3/t14-
/m1/s1
Ptusion No determinado
Pebulicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre (6aR)-1-methoxy-6-methyl-5,6 ,6a,7-tetrahydro-4H-dibenzo[de,g]
IUPAC quinoline-2-ol
Nombre 4H-Dibenzo(de,g)quinolin-2-ol, 5,6,6a,7-tetrahydro-1-methoxy-6-
Tradicional methyl-, (R)-
e O-Nornuciferine
¢ (-)-Nornuciferine
e Floribundine
¢ (R)-1-Methoxy-6-methyl-5,6,6a,7-tetrahydro-4H-
Sinénimos dibenzo[de,g]quinolin-2-ol
¢ (9R)-16-METHOXY-10-METHYL-10-
AZATETRACYCLO[7.7.1.0(2),?.0(1)(3),(1)?JHEPTADECA-
1(16),2,4,6,13(17),14-HEXAEN-15-OL
e Ga-beta-Aporphin-2-ol, 1-methoxy-
e CHEMBL2316499

Recuperado de Pubchem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/N-
Methylasimilobine)

Norpurpureine

La norpurpureina fue reportada para A. purpurea, junto con otro alcaloide muy

similar, la thalicsimidina, por Saxton (1974).

En un estudio de citoxicidad alcaloidal, frente a las lineas de células
tumorales B16-F10 (melanoma en ratones), HepG2 (carcinoma hepatocelular

humano), K562 (leucemia mielocitica cronica humana) y HL-60 (leucemia




promielocitica humana), asi como las células no tumorales mononucleraes de la

sangre (PBMCs), Menezes et al (2106) probaron, in vitro, la actividad de dieciocho

alcaloides.

Lanuginosine, (+)-xylopine, norpurpureine y (+)-norglaucine

presentaron la actividad citotoxica mas importante.

NORPURPUREINE

Férmula C21H25NOs
Peso
371.433 g/mol e
Molecular ‘ |
C 68% ¢ S
% M H 7% - ‘ P
asa ~ R
"B o,
O 22% - N TNy
|
H
Registro |
34272-09-8
CAS
Regist INChl=1S/C21H25N05/c1-23-15-9-11-8-14-17-12(6-7-22-14)19(25-
egistro
I Cg:ﬂ 3)21(27-5)20(26-4)18(17)13(11)10-16(15)24-2/h9-10,14,22H,6-
n
8H2,1-5H3
Pfusi(’)n .
No determinado
Pebulicion
Tipo Alcaloide
Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre 1,2,3,9,10-pentamethoxy-5,6,6a,7-tetrahydro-4 H-
IUPAC dibenzo[de,g]quinoline
Normb 4,5,14,15,16-PENTAMETHOXY-10-
ombre
AZATETRACYCLOQJ[7.7.1.0(2),?.0(1)(3),(1)?]JHEPTADECA-
Tradicional
1(16),2(7),3,5,13(17),14-HEXAENE
o ¢ Northalicsimidine
Sinénimos

e 4H-Dibenzo(de,g)quinoline, 5,6,6a,7-tetrahydro-1,2,3,9,10-penta




methoxy-, (S)-
e NSC 141546
o AC1Q58AW

Recuperado de PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/98472)

O-Nornuciferina

La O-Nornuciferina es un alcaloide de tipo Nor-aporfinico reportado en hojas de
Nymphaea alba y Nymphaea caerulea cuya actividad sedante y alucindbgena es

conocida desde la antiguedad. (del Casal Aretxabaleta, 2001).

Ademas, de acuerdo con Torres et al (2007), se encuentra presente en la
corteza de ejemplares adultos de Rollinia pittieri -perteneciente a la familia
Annonaceae. Presenta actividad antioxidante, actuando como un potente captor
de radicales libres.

Sinonimia: N-metil Asimilobina (ver cuadro); (-)-Nornuciferine; Floribundine

Oxoglaucine

La oxoglaucina es un alcaloide perteneciente a la familia de las bencilisoquinolinas
(oxoaporfina); estas moléculas son compuestos organicos que contienen un
benceno fusionado a un sistema de anillos de quinolina. Se encuentra en A.
purpurea. (HMD, 2005)

La actividad inmunofarmacolégica de la oxoglaucina fue analizada en
pruebas clinicas en ratones por Ivanovska, Philipov y Georgieva (1974), quienes
observaron la propiedad de este alcaloide para modificar los mecanismos de
respuesta inmune de las células T y B. La oxoglaucina inhibié la proliferacion de
linfocitos y detuvo la respuesta inmune a la presencia de células rojas de cordero.
Ademas, en un experimento posterior, facilitd la infeccion de ratones por la

bacteria Klebsiella pneumoniae.




Ademas, Cornell (1992) reportd que la oxoglaucina, en si misma, no

presenta actividad fungicida, sin embargo el metioduro de oxoglaucina si,

causando una importante inhibicién del crecimiento de Candida Albicans.

OXOGLAUCINE

Férmula C20H17NOs
Peso
351.358 g/mol o
Molecular
C 68% 0
% M H 5% 0
asa g .
’ N 4% - J
O 23% 0 \H
Registro ‘ 0
5574-24-3
CAS
Registro INChl=1S/C20H17NO5/c1-23-13-8-11-12(9-14(13)24-2)19(22)18-
InChl 16-10(5-6-21-18)7-15(25-3)20(26-4)17(11)16/h5-9H,1-4 H3
Pfusic')n 227 - 229 OC
Pebulicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Isoquinolinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre
7H-Dibenzo[de,g]quinolin-7-one, 1,2,9,10-tetramethoxy-
IUPAC
Nombre .
o Noraporphin-7-one, 4,5,6,6a-tetradehydro-1,2,9,10-tetramethoxy-
Tradicional
e O-Methylatheroline
e 1,2,9,10-Tetramethoxy-7H-dibenzo[de,g]quinolin-7-one #
L e 7H-Dibenzo[de, 1,2,9,10-tetramethoxy-
Sinénimos

e 4,51516-TETRAMETHOXY-10-
AZATETRACYCLO[7.7.1.0(2),?.0(1)(3),(1)?JHEP TADECA-
1(16),2(7),3,5,9,11,13(17),14-OCTAEN-8-ONE

e CHEMBL470881




| o PL059518

Recuperado de PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Oxoglaucine)

Oxopurpureine

La oxopurpureina es un alcaloide bencilisoquinolinico reportado para A. purpurea
por diversos investigadores (Leboeuf et al, 1982; Chang et al, 1998; Chang et al,
2000).

Este alcaloide presenta muiltiples actividades biolégicas, Puvadendran et al
(2008), reportan una importante actividad antifungica y antioxidante; Se le
considera un alcaloide con propiedades anticoagulantes (Chang et al, 1998);
ademas de esto, Sonnet & Jacobson (1972) reportaron una importante actividad

inhibidora de ciertas lineas de células tumorales de roedor y humanas.

OXOPURPUREINE

Formula C21H19NOg

Peso
381.378 g/mol

-~
Molecular ‘ 0 ‘
C 66% 0 g 0
i H 5% |
%o Masa N A /_,OIT = j
O 25%
T o \H/ \N
Registro
9 32845-27-5 0
CAS
Registro INChi=1S/C21H19NOB/c1-24-13-8-11-12(9-14(13)25-2)18(23)17-
InChl 15-10(6-7-22-17)19(26-3)21(28-5)20(27-4)16(11)15/6-9H,1-5H3
Pfusi(')n 198 - 202 °C

P ebulicion No determinado




Tipo

Alcaloide

Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
4,5,14,15,16-pentamethoxy-10-
Nombre
UPAC azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0"%,""lheptadeca-1(16),2,4,6,9,11,13(17),14-
octaen-8-one
4,5,14,15,16-pentamethoxy-10-
Nombre
azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0"*,""|heptadeca-1(16),2,4,6,9,11,13(17),14-
Tradicional
octaen-8-one
o e 1,2,3,9,10-Pentamethoxy-7 H-dibenzo[de,g]quinolin-7-one, 9ci
Sindnimos
e 1,2,3,9,10-Pentamethoxyoxoaporphine
Recuperado de PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/oxopurpureine)
Pallidine

La pallidina es un alcaloide con estructura derivada de la morfinandienona, atipica

entre las aporfinas que comunmente se encuentran en la familia de las

anonaceas, se le considera un compuesto derivado de B-Fenil-etilamina (Bentley,

1992) fue reportado para A. purpurea por Chang et al (2000).

Se le considera un alcaloide con importante actividad farmacoldgica,

componente esencial de multiples tinturas e infusiones de la medicina tradicional

China, Cheng, Wang, Jiang & Yang (2008) reportan una fuerte actividad inhibidora

de la topoisomerasa del DNA (humana), por parte de este metabolito.




PALLIDINE

Férmula C19H21NO4
Peso H
327.38 g/mol I /

Molecular O

B 6% o N NN
% Masa - l

N 4% S .._;_%0

O 20% [

0.
Registro =
25650-75-3

CAS

INChl=1S/C19H21NO4/c1-20-5-4-19-10-18(24-3)16(22)8-

Registro
nCh 13(19)14(20)6-11-7-15(21)17(23-2)9-12(11)19/h7-10,14,21H,4-
6H2,1-3H3/t14-,19-/m1/s1
Prusion No reportado
Pebulicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Morfinandieninicos
Nombre (9a,13a)-2-Hydroxy-3,6-dimethoxy-17-methyl-5,6,8,14-
IUPAC tetradehydromorphinan-7-one
Nombre Morphinan-7-one, 5,6,8,14-tetradehydro-2-hydroxy-3,6-dimethoxy-
Tradicional 17-methyl-, (9a,130a)-
e Corydalis
¢ 9a,13a)-2-Hydroxy-3,6-dimethoxy-17-methyl-5,6,8,14-
Sinénimos tetradehydromorphinan-7-on

e (90,13a)-2-Hydroxy-3,6-diméthoxy-17-méthyi-5,6,8,14-

tétradéhydromorphinane-7-one

Recuperado de Chemspider (http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.16738259.html)




Papaverina

La papaverina es un compuesto solido —a temperatura ambiente. Se presenta
como un solido cristalino cuya estructura varia segun el método de extraccion,
normalmente en forma de un fino polvo blanquecino (Lewis, 2007); prismas
ortorémbicos triboluminiscentes —en extraccion de alcohol 1:1 Eter. (O’Neil, 2006);
Prismas translucidos —en alcohol 1:1 éter dietilico, o agujas —en éter de petrdleo.
(Haynes, 2011).

Existen numerosas referencias a los notables efectos de la papaverina
como agente relajante de musculo liso, por lo que se han desarrollado diversos
tratamientos antiespasmodicos basados en este metabolito especializado (Inatomi,
Takayanagi & Takagi, 1974; Gracia-Milian,Martinez-Torres & Morén-Rodriguez,
2001 ; Hani, 2013). A nivel bioquimico, la papaverina actia como un potente
inhibidor de la Fosfodiesterasa, ademas de favorecer el incremento de AMP en el

interior de miocitos de musculo liso (Takayanagi et al, 1972).

PAPAVERINA

Férmula Con21NO4
Peso ‘

339.391 g/mol o
Molecular ~ X \1

C 71% _ |\H /;,Ji N

0- ~ .
% M " o% | [/
asa R
° N 4% 1| ]
e

O 19% T
Registro 58-74-2 (ECHA) A
CAS 61-25-6 (HMD)
Registro INChl=1S/C20H21NO4/c1-22-17-6-5-13(10-18(17)23-2)9-16-15-12-
INChl 20(25-4)19(24-3)11-14(15)7-8-21-16/h5-8,10-12H,9H2,1-4H3
Ptusion No determinado




P ebulicién Sublima a 135 °C
Tipo Alcaloide
Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre _ _ _ o
1-[(3,4-dimethoxyphe nyl)methyl]-6,7-dimethoxyisoquinoline
IUPAC
Nombre _ _ _ o
o 1-(3,4-Dimethoxybenzyl)-6,7-dimethoxyisoquinoline
Tradicional
e 6,7-Dimethoxy-1-veratrylisoquinoline
e Papaverine/Papaverin/Papanerine
e NSC 136630
Sinénimos
¢ UNI-DAA13NKG2Q
e Papacon
¢ CHEMBL19224

Predicentrine

Recuperado de PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/papaverine)

La aporfina predicentrine.es uno de los alcaloides comunes en A. purpurea, este

compuesto

presenta actividad antiplasmodial, especificamente frente a

Plasmodiun falciparum (Nguyen et al, 2008)

PREDICENTRINE
Férmula C20H17NOs
Peso
Molecular 351.358 g/mol
C 68%
% Masa i o 0
N 4% -~ N
O 23%




Registro

CAS 517-17-7
Registro INChl=1S/C20H23N04/c1-21-6-5-11-8-15(22)20(25-4)19-13-10-
nChi 17(24-3)16(23-2)9-12(13)7-14(21)18(11)19/h8-10,14,22H,5-7H2,1-
4H3/t14-/m0/s1
Prusion No reportado
Pebulicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Proaporfinas — Isoquinolinicos
Nombre (6aS)-1,9,10-trimethoxy-6-methyl-5,6,6a,7-tetrahydro-4H-
IUPAC dibenzo[de,g]quinoline-2-ol
Nombre (S)-1,9,10-trimethoxy-6-methyl-5,6,6a,7 -tetrahydro-4H-
Tradicional | dibenzo[de,g]quinolin-2-ol
(+)-Predicentrine
Sinénimos CHEMBL404136
BDBM50202325

Promucosine

Recuperado de Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Predicentrine)

La promucosine es un alcaloide perteneciente a la familia de las isoquinolinas. Fue

reportado por Chang, et al (2000) en extractos metandlicos (MeOH) de tallos de A.

purpurea y por Zuo et al (2004), en Rollinia mucosa




PROMUCOSINE

Férmula C20H21NOs
Peso
355.39 g/mol - 0—
Molecular 7\ <
N—2)
C 68% FEE e
"
. E 6% o/
asa A
’ N 4% PV
_0
o 23% - |
Registro
275355-87-8 0
CAS
Reqist INChl=1S/C20H21NO5/c1-24-15-10-12-6-9-21(19(23)26-3)14-11-
egistro
I Cg:ﬂ 20(7-4-13(22)5-8-20)17(16(12)14)18(15)25-2/h4-5,7-
n
8,10,14H,6,9,11H2,1-3H3
Ptusion 125 - 127 °C
P ebulicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Proaporfinas — Isoquinolinicos
Normb methyl 10',11'-dimethoxy-4-oxo-5'-azaspiro[cyclohexane-1,2'-
ombre
tricyclo[6.3.1.0%,**]Jdodecane]-1'(12'),2,5,8',10'-pentaene-5'-
IUPAC
carboxylate
Nomb methyl 10',11'-dimethoxy-4-oxo-5'-azaspiro[cyclohexane-1,2'-
ombre
tricyclo[6.3.1.0%,**]Jdodecane]-1'(12'),2,5,8',10'-pentaene-5'-
Tradicional
carboxylate
o e HMDB35438
Sindnimos

e PbCh23244604

Recuperado de HMDB (http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB35438)




Reticuline

La reticulina es un alcaloide presente en gran variedad de plantas, entre ellas, es
muy comun entre las anonaceas. Chang et al (2000) reporta su presencia en A.

purpurea.

Este alcaloide ha sido muy estudiado, en primer lugar, debido a que se trata
de un intermediario clave en la via biosintética de la morfina. (Martin, Warren &
Rapoport, 1967).

RETICULINE
Férmula C19H23NO4
Peso
329.39 g/mol |
Molecular .
e - ‘“—-‘C;_\..ﬁ o
: )
.~ -

H N TS
% Masa H

N S R

5 [P

e, ~0 -
Registro |
485-19-8 H-°
CAS
Redist INChl=1S/C19H23N04/c1-20-7-6-13-10-19(24-3)17(22)11-
egistro
I Cil 14(13)15(20)8-12-4-5-18(23-2)16(21)9-12/h4-5,9-11,15,21-22H,6-
n
8H2,1-3H3/t15-/m0/s1

Ptusion No determinado
Pebulicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Bencillsoquinolinicos
Nombre (1S)-1-[(3-hydroxy-4-metho xyp he nyl)methyl]-6-methoxy-2-methyl-
IUPAC 3,4-dihydro-1H-isoquinolin-7-ol
Nombre 7-lsoquinolinol,1,2,3 4-tetrahydro-1-[(3-hydroxy-4-




Tradicional methoxyphenyl)methyl]-6-methoxy-2-methyl-,(1S)-

e (S)-1,2,3,4-Tetrahydro-1-((3-hydroxy-4-methoxyp he nyl)methyl)-6-
methoxy-2-methylisoquinolin-7-ol

Sinénimos e 7-lsoquinolinol, 1,2,3,4-tetrahydro-1-((3-hydroxy-4-
methoxyphenyl)methyl)-6-methoxy-2-methyl-,(S)-

e CHEBI:16718

Recuperado de PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/439653)

Romucosine F

Este alcaloide —junto con otros dos: Promucosine y Romucosine G, fueron

reportados en extractos de tallo de A. purpurea por Chang et al (2000).

Se han identificado al menos ocho isébmeros de romucosine (A, B, C, D, E,
F, G & |), todos ellos en forma de un polvo amorfo de color marrén oscuro (Kuo et
al, 2001; 2004) y con propiedades anticoagulantes, ya que evitan la agregacion de

plaquetas (Knodlker, 2015).

ROMUCOSINE F

Férmula C22H24CINOg
Peso
Molecular 433.88 g/mol
C 61%
H 6%
% Masa N 3%
O 22%
Cl 8%
Registro 275355-89-0




CAS

INChl=1S/C19H17NO4/c1-22-19(21)20-7-6-12-9-15-18(24-10-23-

Registro
15)17-13-5-3-2-4-11(13)8-14(20)16(12)17/h2-5,9,14H,6-
nchl 8,10H2,1H3/t14-/m1/s1
Pfusion
Pebulicion 563.3 °C
Tipo Alcaloide
Clase Isoquinolinicos
Nombre Methyl 3-chloro-1,2,9,10-tetramethoxy-4,5,6a,7-tetrahydro-6 H-
IUPAC dibenzo[de,g]quinoline-6-carboxylate
Nombre 6H-Dibenzo[de,g]quinoline-6-carboxylic acid, 3-chloro-4,5,6a,7-
Tradicional tetrahydro-1,2,9,10-tetramethoxy-, methyl ester
e 3-Chloro-1,2,9,10-tétraméthoxy-4,5,6a,7-tétrahydro-6H-
dibenzo[de,g]quinoléine-6-carboxylate de méthyle
e 6H-Dibenzo[de,g]quinoline-6-carboxylic acid, 3-chloro-4,5,6a,7-
Sindnimos tetrahydro-1,2,9,10-tetramethoxy-, methyl ester

Methyl-3-chlor-1,2,9,10-tetramethoxy-4,5,6a,7-tetrahydro-6H-
dibenzo[de,g]chinolin-6-carboxylat
181718-71-8

Recuperado de PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/10734687)

Romucosine G

La romucosine G es un alcaloide reportado por Chang et al (2000) en tallos de A.

purpurea; también se le ha aislado a partir de extractos metandlicos de A. glabra
(Kanarek & Homoleski, 2000) y Rollinia mucosa (Kuo et al, 2006), todas

pertenecientes a la familia de las anonaceas. Presenta actividad anticoagulante

(ver romucosine F).




ROMUCOSINE G

Férmula C23H27NO7
Peso CH, o~
Volecular 325.3585 g/mol &x
A /ﬁ

° ikl "o l ~ TOHCH
% Masa i o% IT 0 3

N 3%

@) 26% chxofl\f
Registro 275355-90-3 H c’D
CAS 3
Registro INChl=1S/C19H19NO4/c1-23-18-15(21)10-12-7-8-20(19(22)24-
nCh 2)14-9-11-5-3-4-6-13(11)17(18)16(12)14/h3-6,10,14,21H,7-9H2,1-

2H3
Ptusion No determinado
P ebuliicion No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Isoquinolinas
Nombre methyl 15-hydroxy-16-methoxy-10-azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0"3,""]
IUPAC heptadeca-1(17),2(7),3,5,13,15-hexaene-10-carboxylate
Nombre methyl 15-hydroxy-16-methoxy-10-azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0"3,""]
Tradicional heptadeca-1(17),2(7),3,5,13,15-hexaene-10-carboxylate
SinGnimos e methyl 15-hydroxy-16-methoxy-10-azatetracyclo[7.7.1.0%,7.0"3,""]
heptadeca-1(17),2(7),3,5,13,15-hexaene-10-carboxylate
Recuperado de HMDB (http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB36987)

Stepharine

La stepharina es un alcaloide aporfinico que se biosintetiza en diversas plantas, en

especial en los géneros Abuta, Caryomene y Annona (Pelletier, 2012)




STHEPARINE

Formula C1gH19NO3
Peso
Molecular 297.354 g/mol _f__—\\

C 73% JfIr-:::::\\ I;’N FHH
% Masa " o% \\‘D--""{ﬁ ?—T

N 5% \- fi\ P

O 16% ﬁcff »|f/<‘"-|~
Registro
CAS 2810-21-1 A
Registro INChl=1S/C18H19NO3/c1-21-14-9-11-5-8-19-13-10-18(6-3-12(20)4-
InChl 7-18)16(15(11)13)17(14)22-2/h3-4,6-7,9,13,19H,5,8,10H2,1-2H3
Prusien No determinado
P ebulicien No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Isoquinolinicos
Nombre 5',6'-dimethoxy-2',3',8',8a'-tetrahydro-1'h,4 h-spiro[cyclohe xa-2,5-
IUPAC diene-1,7'-cyclopentalijlisoquinolin]-4-one
Nombre Spiro(2,5-cyclohexadiene-1,7'(1'H)-cyclopent(ij)isoquinolin)-4-one,
Tradicional | 2',3',8',8'a-tetrahydro-5',6'-dimethoxy-, (R)- (9Cl)

e Spiro[2,7'(1'H)-cyclopent[ijlisoquinolin]-4-one, 2'3'.8'8'a-
tetrahydro-5',6'-dimethoxy-, (R)-
e Spiro(2,5-cyclohexadien-1,7'(1'H)-cyclopent(ij)isoquinolin)-4-one,

Sinénimos 2'3',8",8'a-tetrahydro-5,6-dimethoxy-, (R)-

e 10',11-DIMETHOXY-5'-AZASPIRO[C YCLOHEXANE-1,2'-
TRICYCLO[6.3.1.0?,(1)(2)]DODECANE]-1'(11"),2,5,8'(12'),9'-
PENTAEN-4-ONE

e CHEMBL1975436




e NSC135069

Recuperado de PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Stepharine)

Thalbaicalidine

El compuesto Thalbaicalidine es un alcaloide bencilisoquinolinico reportado para

A. purpurea por Chang (1998).

Se tienen reportes de la actividad anticoagulatoria de la thalbaicalidina,

junto con otros cuatro alcaloides presentes en A. purpurea: glaucina,

norpurpureina, oxopurpureina y oxoglaucina. (Chang opcit)

THALBAICALIDINE

Formula C21H2sNOs
Peso
371.433 g/mol
Molecular
C 68%
H 7%
% Masa
N 4%
O 22%
Registro
66186-95-6
CAS
Redist INChl=1S/C21H25N05/c1-22-7-6-12-17-14(22)8-11-9-15(24-
egistro
| Cil 2)16(25-3)10-13(11)18(17)20(26-4)21(27-5)19(12)23/nh9-
n
10,14,23H,6-8H2,1-5H3/t14-/m0/s1
Pfusi(')n 125 -127 °C
P ebuliicion No determinado

Tipo

Alcaloide




Clase Bencillsoquinolinicos

Nombre (6aS)-1,2,9,10-tetramethoxy-6-methyl-5,6,6a,7-tetrahydro-4H-
IUPAC dibenzo[de,g]quinoline-3-ol
Nombre
Thalbaicalidine
Tradicional
Sindnimos e Thalbaicalidine

Recuperado de PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/100927112)

Thalicsimidine

La thalicsimidina es un alcaloide aporfinico — bencilisoquinolinico que se ha
encontrado en hojas de Annona purpurea (de Formosa) y presenta una potente
actividad anticoagulante, evitando el agrupamiento de plaquetas (Chang et al,
1998)

THALICSIMIDINA

Formula C22H27NOs
Peso
385.46 g/mol 0~
Molecular ‘ ‘
0 0
C 69% | =
H 7% Y A
% Masa ° - | N
N 4%
0 7NNy
O 21% ‘ ‘
Registro
19775-47-4
CAS
Regist INChl=1S/C22H27NO5/c1-23-8-7-13-18-15(23)9-12-10-16(24-
eqgistro
I Cil 2)17(25-3)11-14(12)19(18)21(27-5)22(28-6)20(13)26-4/h10-
n
11,15H,7-9H2,1-6H3
Ptusion No determinado




P ebulicion No determinado

Tipo Alcaloide

Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos

Nombre 1,2,3,9,10-pentamethoxy-6-methyl-5,6 ,6a,7-tetrahydro-4H-
IUPAC dibenzo[de,g]quinoline

Nombre 1,2,3,9,10-pentamethoxy-6-methyl-5,6 ,6a,7-tetrahydro-4 h-

Tradicional dibenzo[de,g]quinoline

e Purpurina

o e Purpureina
Sinénimos
e Thalicsimidin
e NSC 141547

Recuperado de ChemlIDplus (https://chem.nlm.nih.gov/chemidplus/rn/19775-47-4)

Thalimicrinone

La thalimicrinona es un alcaloide isoquinolinico, fue aislado inicialmente de
Thalictrum minus var. microphyllum (Baser, 1982). Posteriormente se le reportd en

A. purpurea (Chang et al, 2000).

Melzer & Bracher (2015) describen el proceso de sintesis de thalimicrinone
(y varios alcaloides de tipo isoquinolinico a partir de esqueletos de isoquinolina),
para el caso particular de este alcaloide, el proceso incluye una serie de

oxidaciones con manganeso en una reaccion tipo Reissert.




THALIMICRINONE

Formula C20H19NOs
Peso
353.37 g/mol 0
Molecular
C A S N
: [
% Masa 0~ ~F O =N
N "
O G,-f’f a,—f'f.h‘xﬁx
L‘x ,-f:'l“m.
Registro =~ 0
84716-73-4 |
CAS :
Registro INChl=1S/C20H19NO5/c1-23-13-7-5-12(6-8-13)18(22)17-15-11-
InChl 16(24-2)20(26-4)19(25-3)14(15)9-10-21-17/h5-11H,1-4H3
Prusien No determinado
Pebullicic’)n No determinado
Tipo Alcaloide
Clase Aporfinicos — Bencilisoquinolinicos
Nombre
Methanone, (4-methoxyphenyl)(5,6,7-trimethoxy-1-isoquinolinyl)-
IUPAC
Nombre
(4-methoxyphenyl)-(5,6,7-trimethoxyisoquinolin-1-yl)methanone
Tradicional
1-(4'-Methoxybenzoyl)-5,6,7-trimethoxyisoquinoline
Sinénimos | CHEMBL73924
SCHEMBL9184934

Recuperado de PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/icompound/158703)




ANEXO ll.- Presencia— Ausencia de Metabolitos Secundarios en

Annona purpurea.
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