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RESUMEN

Annona macroprophyllata produce metabolitos secundarios antifungicos, es una
anonacea que se distribuye en los bosques secos tropicales del suroeste de México,
en el estado de Chiapas. Los cambios caracteristicos drasticos entre estaciones de
estiaje y lluvia en los bosques secos tropicales, sugieren implicaciones ecoldgicas
adicionales para la produccion de metabolitos secundarios, por lo que este estudio
tuvo la finalidad, de determinar la potencia o actividad antifangica de extractos
alcaloidales de A. macroprophyllata obtenidos bimensualmente durante un ciclo
estacional.

El estudio fitoquimico consisti6 en dos actividades generales: 1) la
determinacion de la actividad antifangica in vitro de extractos alcaloidales de raices,
tallos y hojas mediante el método de inhibicion micelial a 250 ug.mL contra
Aspergillus glaucus, Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia lunata y Fusarium
oxysporum, 2) El analisis del perfil quimico de alcaloides del tejido mas activo por
cromatografia de capa fina (CCF) y de gases masas (GM-MS).

Los extractos de alcaloides de A. macroprophyllata presentaron actividad
antifangica contra los cuatro hongos de manera variada. Los extractos de las raices
fueron los mas potentes, en particular, sobre el crecimiento de Curvularia lunata
(92.7% de inhibicion) y Fusarium oxysporum (92.6%), en ambos fitopatégenos los
extractos de la temporada de lluvias son mas potentes que los de la temporada de
estiaje, especificamente, el extracto de octubre es el mas potente para inhibir a tres
fitopatdgenos y el de abril lo es para inhibir a A. glaucus.

Los extractos alcaloidales de tallos inhibieron a tres de cuatro fitopatégenos: F.
oxysporum, C. lunata fueron los mas sensibles (81 y 87% respectivamente), en tanto
gue C. gloesporoides fue el mas resistente (40% de inhibiciébn micelial). El extracto de
diciembre es el mas potente y el de febrero es el menos activo.

Se detectaron 13 alcaloides en los extractos de raices, seis se lograron

identificar, de ellos anonaina es la molécula caracteristica durante todo el afo.

viii



Finalmente se determin6 que el nimero de alcaloides de las raices no influye
en la actividad antifungica, por lo que; la potencia debe estar asociada a una molécula
en particular.

Palabras clave: alcaloides, metabolitos secundarios, fitopatégenos, Anonaceas



I. INTRODUCCION

Los Bosques Secos Tropicales (BST) son uno de los tipos de vegetacion que
constituye el Estado de Chiapas, son también conocidos como Bosques Tropicales
Caducifolios o Selvas Bajas Caducifolias (Breedlove, 1981; Rocha-Loredo etal.,
2010). En los BST es marcada la alternancia de las estaciones de lluvia y estiaje que
condiciona los patrones fenoldgicos de las plantas y varios de sus aspectos fisiol6gicos

(Gonzélez-Esquinca et al., 2016), entre ellos su metabolismo secundario.

El metabolismo secundario interviene en varias relaciones entre la planta y su
ambiente, y por ende es sensible a los factores bioticos y abioticos, o que conduce a
gue la planta produzca proporciones variables de metabolitos secundarios entre los
tejidos y durante sus fases de desarrollo (Gonzélez-Esquinca et al., 2014; Stevenson
etal., 2017).

En los BST de Chiapas habitan numerosas familias de plantas, entre ellas, la
Familia Annonaceae (Gonzéalez-Esquinca et al., 2016). Chiapas alberga 9 géneros y
37 especies de ese grupo botanico, de ellas nueve son endémicas (De la Cruz Chacén
et al, 2016), la mayoria son silvestres y otras semicultivadas (Miranda, 2015). De las
anonaceas se han aislado numerosos metabolitos secundarios con propiedades
antitumorales, insecticidas, antimicrobianas y antimalaricas. Estas moléculas
bioactivas son de diversa naturaleza quimica y pueden estar en uno o mas tejidos de
la planta. Son especialmente abundantes y tipicos los “alcaloides isoquinoleinicos” y
las “acetogeninas de anonaceas” (Garcia et al., 2012, Cortes et al., 2014,).

Annona macroprophyllata Donn. Sm. (Annona diversifolia) es una anonacea
fruticola conocida como papausa o ilama que ha sido estudiada desde el ambito
fitoquimico, de ella se han aislado alcaloides y acetogeninas que exhiben propiedades
antimicrobianas y antitumorales (Schlie et al., 2009; De-la-Cruz et al., 2011), ademas
se comercializa en mercados locales por que el sabor de su fruto es considerado muy
agradable (Miranda, 2015). Se distribuye en diferentes regiones de Chiapas (Tovilla,

2019), incluyendo el bosque seco tropical.



Particularmente se sabe que extractos organicos y de alcaloides de A.
macroprophyllata inhiben el crecimiento micelial de varios hongos fitopatdégenos, entre
ellos Aspergillus glaucus y Colletotrichum gloeosporioides (De la Cruz et al, 2011; De
la Cruz et al, 2020).

Se infiere que los cambios drasticos entre las estaciones de sequia y de lluvia
en el BST que habita A. macroprophyllata inducen cambios fenolégicos y fisiolégicos,
incluyendo su metabolismo secundario (Gonzéalez-Esquinca et al. 2014).

Por lo tanto, el entorno del BST brinda la oportunidad de analizar el efecto de la
estacionalidad sobre el contenido de alcaloides de A. macroprophyllata modulando el
tipo, nimero y abundancia de alcaloides que pueden repercutir en la amplitud y
potencia de su actividad biolégica. Este estudio tuvo como finalidad, determinar el
espectro y potencia de la actividad antifingica de extractos alcaloidales de Annona
macroprophyllata recolectados periodicamente en un ciclo anual en un BTS de
Chiapas.

Los resultados podran ser una base fitoquimica para intentar establecer el
momento en el cual la actividad antifagica es mayor y si esto esta relacionado a un

mayor nimero de alcaloides o a alcaloides particulares.



. MARCO TEORICO

2.1 Annona macroprophyllata donn sm.

Annona macroprophyllata pertenece a la familia Annonaceae, una agrupacion de
angiospermas de distribucion pantropical, situada taxondémicamente en el orden
Magnoliales, junto con las familias Myristicaceae, Magnoliaceae, Degeneriaceae,
Eupomatiaceae e Himantandraceae (Mass et al., 2011; Chatrou etal., 2012 citado por
De la Cruz Chacon et al., 2016).

Esta especie tiene como sinonimia a Annona diversifolia Saff (Trépicos, 2021),
es comunmente llamada como papausa, papauce o ilama, sus frutos se
comercializan debido a su agradable sabor, la pulpa puede alcanzar hasta el 50% del
volumen del fruto (Julian-Loaeza et al., 2011; Valle-Guadarrama et al., 2012). Las
comunidades campesinas e indigenas de la selva Zoque del estado de chiapas
utilizan las hojas y el fruto de las papausas hirviéndolas para contrarrestrar la
epilepsia (Orantes-Garcia, 2018).

La especie fue descrita en 1910 por John Donnell Smith y tiene la siguiente

clasificacion taxonémica actual segun el Missouri Botanical Garden (Tropicos, 2015)

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Magnolianae Takht.
Orden: Magnoliales Bromhead

Familia: Annonaceae Juss.

Género: Annona L.

Especie: Annona macroprophyllata Donn.Sm



2.1.1 Descripcion botanica segun (Martinez Velarde, 2015)

Donn. Sm., Bot. Gaz. 49(6): 453. 1910. Tipo: Guatemala: in praecipite prope Fiscal, C.E.
Deam 6191 (Holotipo: US; isotipos: US, US00930553!, MICH, MICH1115372!). Annona
diversifolia Saff.,Science s.n. 33: 471. 1911. Tipo: Mexico: Colima, E. Palmer 60
(Holotipo: S, S07 - 13374!).

Arbol de 4 a 5 m de alto. Tallos y ramas lenticelados, reticulados,glabrescentes a
glabros. Hojas con peciolo de5 a 22 mm de largo, café claro amarillento, fuertemente
articulado en la base, estrechamente acanalado en el haz: laminas elipticas, ovadas u
obovadas, orbiculares cuando jovenes, 2 a 17.5 cm de largo, 2 a 7.3 cm de ancho, apice
redondeado a agudo, base obtusa 0 cuneada, membranaceas, vena media impresa en el haz
y fuertemente prominente en el envés, envés glauco, 10 a 13 venas secundarias por lado,
glabras. Flores solitarias, terminales o axilares, pedicelo péndulo, 36 a 43 mm de largo,
esparcidamente pubescente hacia la base, pardo o negro; sépalos connados en la base,
rojizos, 3 a 4 mm de largo, deltoides a ampliamente ovados, apice agudo, base truncada,
carnososy rugosos, densamente pubescentes hacia el dpice con tricomas largos y erectos,
superficie adaxial pubescente; pétalos 6; pétalos externos rosado o0scuros, conspicuos,
oblongo-laceolados, ligeramente triquetos,14 a 34 mm de largo, 6 a 9 mm de ancho, apice
agudo a redondeado, base truncada, coéncava en el interior, carnosos, densamente
pubescentes hacia la base, esparcidamente hacia el apice; pétalos internos rudimentarios,
oscuros, ovados, 2 mm de largo; estambres 3 a 3.5 mm de largo, flamentos 0.8 a 1 mm de
largo, ligeramente aplanados, conectivo prolongandose en el &pice, capitado, ligeramente
aplanado, corto pubescente; tecas 1 a 1.3 mm de largo; carpelos fusionados en la base,
elipsoidales a botuliformes. Frutos globosos a ampliamente ovoides, 36 a 52 mm de largo, 24
mm de ancho, glabrescentes, superficie ligeramente rugosa, apice de los carpelos libres,
formando protuberancias subcoénicas redondeadas adpresos (Martinez Velarde, 2015)

(figural).



Figura 1. Aspectos morfologicos de Annona macroprophyllata. Imagen tomada de
(Tovilla-Sanchez,2019)

2.1.2 Descripcién fenoldgica.

Annona macroprophyllata es una especie subcaducifolia con una etapa de
crecimiento activo y otra etapade letargo. El letargo se establece gradualmente
conforme disminuyen la humedaddel suelo y la temperatura ambiental; los &rboles de
esta especie, no se defolian completamente, quedando algunas hojas activas
(Sanchez-Otero et al., 2015). La foliacién esta fenolégicamente relacionada con la
estacionde lluvias (Gonzalez-Esquinca et al., 2016) y esta controlada por la fluctuacion
de temperatura y la disponibilidad del agua, con un mayor crecimiento en la
temporada de lluvias (mayo-septiembre). Mientras que la; época de menor activdad
vegetativa se relaciona con la disminucién de temperatura y humedad del suelo
(Sanchez-Otero et al., 2006; Sanchez-Otero et al.,, 2015; Gonzéalez-Esquinca et
al.,2016). Al principio de la temporada de seca, en la selvas bajas caudocifolias de
Chiapas, sucede la senescencia de este arbol que se caracteriza por la pérdida de
turgencia de la hoja, una clorosis gradual hasta el momento de la caida,y el comienzo
de la latencia en los brotes de las hojas. Los arboles pierden mas del 50% de hojas
durante febrero, y a principios de marzo, sélo conservan el 10% de sus hojas
senescentes, finalmente, durante las ultimas semanas de marzo y abril, los arboles
se guedan sin hojas. Las hojas y las floresse desarrollan simultdaneamente durante la

nueva temporada de lluvias (Gonzalez-Esquinca et al.,2016).



2.1.3 Distribucion

A. macropropphyllata se ha reportado en México en los estados de Chiapas,
Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Michoacan, Morelos, Quintana Roo, Querétaro,
Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (figura 2)(De la Cruz Chacon et al.,2016). En
Chiapas, de acuerdo con registros del herbario de “Eizi Matuda” del Instituto de
Ciencias Biologicas y el herbario del Instituto de Historia Natural y Ecologia (CHIP),
se ha encontrado en los municipios de San Lucas, San Fernando, Chiapa de Corzo,
Tuxtla Gutiérrez (Copoya), Villa Corzo, Jiquipilas,Villa Flores, Acapetahua, Tuxtla

Chico, Tapachula y Chiacoasén (Tovilla-Sanchez, 2019).

Created wieh mapchartnet

Figura 2.Distribuciéon de Annona macroprophyllata en
México



2.2 Alcaloides
Los alcaloides son metabolitos secundarios considerados por su estructura y origen

biosintético como compuestos nitrogenados, al que pertenecen también los glicésidos
cianogénicos, aminoacidos no proteicos, glucosinolatos y betalainas (Gonzélez-
Esquinca et al., 2016).

Se definen tradicionalmente como moléculas organicas alcalinas con por lo
menos un atomo de nitrégeno, son muy comunes en las plantas y se presentan como
sales de los acidos organicos: acido acético, acido oxalico y acido tartarico, en la savia
celular de las plantas (Fester, 2010).

Estas moléculas estan entre los mayores grupos de metabolitossecundarios,
son diversos en términos de estructura y vias biosintéticas, incluyendo mas de 20, 000
moléculas (Yang y Stockigt 2010; Matsuura y Fett-Neto, 2015). La mayoria se derivan
de los aminoacidos comunes: fenilalanina/tirosina, triptéfano, ornitina, lisina, histidina
o acido antranilico, sin embargo, existen alcaloides que no se derivan de aminoacidos,
por lo que adquieren el nitrdgeno por transminaciones de nucleo derivados de
terpenoides, esteroides o del acido shikimico.

La distribucién de alcaloides es restringida, solo en el 20-30% de las plantas se
ha reportado su presencia, con mayor frecuencia en plantas dicotiledéneas y
relativamente en unas pocas monocotiledéneas y gimnospermas (Fester 2010,
Mithofer y Boland, 2012; Wink, 2016;).

Fueron descubiertos por primera vez con el aislamiento de la nacortina del
opio en 1803 por Dersone (Fester, 2010). Se encuentran entre las drogas mas
importantes (Matsuura y Fett-Neto, 2015). De hecho, el aislamiento del alcaloide
morfina por Friedrich Wilhelm Serturner en 1806 se considera el inicio "formal” del
estudio del metabolismo secundario de las plantas (Hartmann, 2007). Son importantes
en la agricultura ya que son usados por su actividad insecticida, fungicidas y
fitotoxicas. (Wink, 2010).



2.2.1 Alcaloides de la familia Annonaceae

Las anonaceas producen alcaloides de estructura bencilisoquinolinica e inddlica
provienentes de los aminoacidos tirosina y triptofano respectivamente (Gonzalez-
Esquinca et al., 2014).

Los estudios que se han realizado para la familia Annonaceae han sido
sitematizados por Leboeuf (1982) Saito (1995) y Lucio y cols (2015), reportando 934
alcaloides estudiados en 254 plantas. Los precursores para la biosintesis de
alcaloides de esta familia se pueden dividir en dos: 1) L-tirosina y L-fenilananina para
los alcaloides (bencilisoquinolinicos ABI) y 2) el triptéfano para los alcaloides

indolicos (Lucio et al., 2015).

Alcaloides bencilisoquinolinicos (ABI)
Son los alcaloides mas diversos y numerosos de la familia Annonaceae,
biogeneticamente estan emparentados con la morfina de la papaveraceas (De la
Cruz-Chacon y Gonzales-Esquinca, 2015). Este grupo de alcaloides se caracterizapor

la presencia de un anillo isoquinolico y otro bencilico (Gonzalez- Esquinca, 2005).

Los ABI comprenden a las aporfinas, oxoaporfinas, porteberberinas, fenatrenos
y bis-bencilisoquinolicos. (Leboeuf et al., 1982; De-la-Cruz-Chacén y Gonzalez-
Esquinca, 2015). Gonzalez-Esquinca (2005) menciona que la divesidad estructural de
las aporfinas incluyen a: aporfinas sensu stricto, aporfinas 4,7-oxosustituidas, 7,7-
dimetilaporfinas, 7-hidroxi-7metilaporfinas, dehidroaporfinas, aporfinas 4-oxo
sustituidas y 4,5-dioxoaporfinas.

Se han reportado mas recientemente a las azafluorenonas como ABI limitados
a la familaAnnonaceae, la cuales se supone podria orginarse a partir de oxoaporfinas
(De-la-Cruz-Chacén y Gonzalez-Esquinca, 2015 ).

Las isoquinolinas, aporfinas sensu strictu, benciltetrahidroisoquinolinas,
bisbenziltetrahidroisoquinolinas, fenantrenos y oxoaporfinas son las mas abundantes
en la familia Annonaceae (Cuadro 1 y Figura 3), destacando particularmente al
alcaloide anonaina (aporfina) reportada en 57 especies de 26 géneros (Lucio et al.,
2015).



Cuadro 1. Alcaloides mas abundantes en la famila Annonaceae de acuerdo a (Lucio et al.,
2015)

Tipo de alcaloide Alcaloides Alcaloide Géneros en los que se
totales representativo han aislado
Isoquinolinas 18 Corydaldina Annona,
IAporfinas sensu strictu 180 I/Anonaina Cardiopetalum,
Benciltetrahidroisoquinolinas 26 Reticulina, anomuricina  Cleistopholis,Crematosperma
yanomurina Guatteria, Isolona, Monodora,

. . . . " Phaeanthus, Polyalthia,

Bis-Benziltetrahidroisoquinolinas 24 Flebicina )
Pseudoxandra, Uvaria y
Tetrahidroprotoberinas 30 Schefferina y aequalina.  [Xylopia
Fenantrenos 19 IArgentenina,
|Aterosperminina

Oxoaporfinas 68 Liriodenina
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Figura 3. Tipos de alcaloides bencilisoquinolinicos




2.2.2 Alcaloides derivados de triptofano (inddlicos)

Estos alcaloides incluyen a los inddlicos simples, inddlicos-sesquiterpenos y los
caulindoles; han sido encontradas en los géneros Annonidium, Asteranthe,
Greenwayodendron, Hexalobus, Isolona, Monodora, Polyalthia y Uvaria (De- laCruz-
Chacon y Gonzélez Esquinca, 2015). Entre los inddlicos simples se encuentra el 3,6
Bis( v, y -dimetil)-indol (figura 4), considerado el principal alcaloide en la corteza de
Uvarian elliotiana. Para los inddlicos- sesquiterpenos se presentan alcaloides
producidos por el género Polyalthia como: polialteno; polialtenol; isopoliatenol,
neopoliatenol, poliveolina, poliavolensina, poliavolensinol y poliavolensinona (Lucio et
al., 2015).

La sampangina y la 3-metaxisampagina (figura 4) se consideran como los
primeros reportes de la concurrencia de los alcaloides de tipo coprina en una especie
de Duguetia (Lucio et al., 2015).

144 R = OMe
187TR=H

7 e s La sampangina (187) y 3-
| 3,6 Bis(y,y-dimetil)-indol ] | Polialteno | metaxisampangina (144).
(inddlico simple) (Inddlicos-sesquiterpenos) Alcaloides tipo coprina

Figura 4. Alcaloides derivados de triptéfano (inddlicos)

2.2.3 Actividad bioldgica de los alcaloides de la familia Annonaceae
Los alcaloides son reservorios de nitrdgeno y pueden actuar como sustancias
alelopaticas o como disuasorios alimentarios, ademas de tener actividad fisiologica
marcada en animales (Gonzalez-Esquinca, 2005). Varios alcaloides de las anonaceas
poseen actividades insecticidas, anticancerigenas Yy antibacterianas (De la Cruz
Chacon et al., 2020).
Particularmente se ha observado la actividad inhibitoria en células cancerosas
de pulmén, higado y mama (Wu et al., 1990; Chang et al., 2004; Hsieh et al., 2005).

Esta actividad se debe a que algunos alcaloides inhiben la accion de la enzima
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topoisomerasa IlI, que esta implicada en la replicacion del ADN (Li et al., 2009).
Particularmente, el alcaloide liriodenina presenta actividad sobre la linea cancerosa
MCF-7 con mayor potencia que el farmaco anticancerigeno comercial doxorubicina; lo
interesante es que a concentraciones de 1 mg. mL?, el alcaloide presenta una
adecuada especificidad hacia las células cancerigenas sin comprometer
excesivamente a las normales, por lo que es un candidato importante para el desarrollo
de nuevos farmacos (Schlie-Guzman et al., 2016)

En relacién a su actividad sobre fitopatdégenos, se ha documentado que cerca
de 23 alcaloides de la familia llegan inhibir a 13 hongos (Aspergillus, Botryodiplodia,
Cladosporium, Fusarium, Helminthosporium, Mucor, Rhizopus); esta potente actividad
inhibitoria in vitro se exhibe a concentraciones menores a 1 ug-mL?, como la
demostrada por el 3- dimetilalilindol, 3-metoxisampangina, 6-metoxicleistofolina y la
cleistofolina (Chong, 2020).

Los alcaloides antifingicos de anonaceas mas comunes son la liriodenina
(oxoaporfina) presente en 50 géneros y mas de 200 especies. Liriodenina es capaz
de inhibir a 24 fitopatdgenos de los cuales son, 20 hongos, 2 bacterias y 2 protistas
(De la Cruz Chacén y Gonzélez Esquinca, 2015).

Se sabe poco sobre las partes de la planta en la que se biosintetiza este
alcaloide, aunque se cree que su biosintesis comienza durante las primeras etapas
de desarrollo en el endospermo y las radiculas de las semillas (De la Cruz Chacén y
Gonzélez Esquinca, 2012 ; Gonzéalez Esquinca, 2005; De la Cruz Chacon y Gonzalez
Esquinca, 2015). Es probable que la liriodenina sea un mecanismo de defensa
temprana en Annona macroprophyllata y en otras especies; debido a que, esta
involucrada en respuestas de planta contra fitopatbgenos, ademas, es uno de los

alcaloides més abundante en las anonaceas (De la Cruz Chacon et, al. 2011).
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2.3 Hongos Fitopatdgenos de estudio.
Los hongos seleccionados para determinar la potencia antifiUngica de los extractos
alcaloidales de Annona macroprohyllta pertenecen al phyllum Ascomycota pero a

diferentes familias (cuadro 2). Todos son considerados fitopatégenos, varios de ellos

de cultivos comerciales.

Cuadro 2. Clasificacion taxondmica de los hongos fitopatégenos de estudio (MycoBank,

2021).
Filo Ascomycota Ascomycota Azcomycota Ascomycota
Subfilo pezizomycotina Pezizomycotina Pezizomycota Pezizomycotina
Clase sordariomycetes Dothideomycetes Sordariomycetes Eurotiomycetes
Subclase Hypocreomycetidae  Pleosporomycetidae Hypocreomycetidae Eurotiomycetidae
Orden Hypocreales Pleosporales Glomerellales Eurotiales
Familia Nectriaceae Pleosporaceae Glomerellaceae Aspergillaceae
Género Fusarium Curvularia Colletotrichum Aspergillus
Especie Fusarium Curvularia Colletotrichum Aspergillus
oxysporum Schitdl. lunata (Wakker) gloeosporioides glaucus (L.) Link.
Boedijn (Penz.) Penz. & Sacc.

2.3.1 Fusarium oxysporum

El género Fusarium contiene especies con distribucion mundial, catalogados desde
hace mucho tiempo como importantes fitopatbgenos vegetales. La especie mas
comun, F. oxysporum, causa la enfermedad de la marchitez vascular en una amplia
variedad de cultivos de importancia econdmica (Roncero et al., 2003). La infeccién de
este hongo se da a través de las raices de las plantas (Tjamos y Beckam,1989; Li et
al., 2017). F. oxysporum es una especie anamorfica que incluye cepas patdgenas y
no patogenas, la fase asexual es la estructura dominante de la poblacién de F.

oxysporum (Gordén y Matyn 1997).
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El proceso de infeccion por Fusarium oxysporum se puede dividir en: 1)
reconocimiento de la raiz, 2) fijacion y colonizacién de la superficie de la raiz, 3)
penetracion y colonizacién de la corteza de la raiz y proliferacién de hifas dentro de los
vasos del xilema. Los sintomas de infeccion inicialmente se manifiestan con un
aclaramiento de las venas y epinastia foliar, seguidos de atrofia, coloracién amarillenta
de las hojas inferiores, marchitez progresiva, defoliacion y, finalmente, muerte de la
planta. El tejido vascular se vuelve marrén, lo que es claramente visible en las
secciones transversales del tallo. Algunas formas especiales no son principalmente
patdgenos vasculares, pero causan pudricion de la raiz (figura 5), y del pie o del bulbo
(Di piero et al., 2003; Michielse y Rep, 2009).

Snyder & Hanse, (1940) mencionan que al estudiar y describir esta especie de
hongo, es necesario que sus formas se distingue de otras, ya que cada una de ellas
se limita a ciertas plantas y cada una puede diseminarse independientemente de las
de las otras; por lo que, de acuerdo a los aspectos de sus cultivos, la morfologia y la
fisiologia, clasificaron a esta especie en 25 formas especiales, por ejemplo: Fusarium
oxysporum f.sp. melonis, hongo del melon (Cucumis melo L.); Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici, hongo del jitomate (Solanum lycopersicum) y Fusarium oxysporum f.
sp. Nicotianae, hongo del tabaco (Nicotiana tabacum).

Cuando se cultiva, Fusarium oxysporum produce inicialmente un micelio
incoloro o amarillo palido que se vuelve rosa o purpura con el tiempo (Di piero et al.,
2003). Existen distintos medios que permiten que Fusarium oxysporum crezca, entre
ellos, agar papa dextrosa (PDA) (figura 5), agar Sabouraud, agar Clavel (CLA), agar
de Spezieller Nahrstof-farmer (SNA) y agar avena. Los agares PDA y Sabouraud
permiten observar el didmetro de la colonia, morfologia y pigmento (café, rojo, violeta,
naranja, gris, blanco) difusible al medio, mientras que; el agar CLA, permite observar
el desarrollo de cadenas de microconidios y morfologia en detalle de macroconidios
(Tapa 'y Amaro, 2014).
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Figura 5. morfologia de colonia de estructura asexual de Fusarium oxisporum schtdl en
medio PDA. Obtenido de Pinus spp. con sintomas de pudricion de raiz. imagen obtenida
de (Robles-Yerena et. al, 2016)

2.3.2 Curvularia lunata (Wakker) Boedijn

Curvularia lunata es un hongo fitopatdgeno, una de las especies causantes de la
mancha foliar en plantas monocotiledoneas (Pitt y Hocking, 2012; Zhang, 2019),
principalmente el maiz (Zea mays), que se ha convertido en una seria amenaza para
la produccion de este cultivo (Zhang, 2019; Gao et al., 2019); ademas se ha presentado
infecciones en arroz (Oryza sativa) (Estrada y Sandoval, 2004), jitomate (Solanum
lycopersicum) (AbdElfatah,2021), jengibre (Zingiber officinale) (Sinha et al., 1987),
cebada (Hordeum vulgare) (Kumar y Sing, 2002) y pitaya roja (Hylocereus undatus)
(Martul et al., 2009). Recientemente se reportd el primer informe de Curvularia lunata
como responsable de la podredumbre pos-cosecha del platano (Khan y Javaid, 2020).

Este hongo causa dafios en hojas, tallos, flores y semillas, que abarcan desde
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pequefias manchas hasta lesiones de mayor tamafio (Khanzada et al., 1991; Jin, 1991;
Andnimo, 1999 citado en DGSV-CNRF, 2020). También se ha reportado infeccion en
humanos por este hongo, presentando inicialmente abscesos profundos en tejidos
blandos seguido de Ulceras en ojos y piernas (Wind y Polack 1970; Rohwedder et. al,
1979).

Curvularia lunata crece en medio agar PDA y agar harina maiz, desarrolla
colonias de coloracién café oscuro a negro con bordes hialinos (Mew y Misra, 1994;
(DGSV-CNREF, 2020) (Figura 6). Al aislar los microorganismos de la planta enferma en
un medio de cultivo, se puede identificar esta especie por sus caracteristicas

morfoldgicas micro- o macroscopicamente (Khan y Javaid, 2020)

Figura 6. Morfologia de curvularia lunata. a) Colonia en agar harina maiz . Imagen 15
tomada de (DGSV-CNRF, 2020).



2.3.3 Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.

Los hongos fitopatogenos del género Colletotrichum causan pudriciones en las frutas
de la pre y/o pos cosecha (llamada como antracnosis) (figura 7), es considerado uno
de los fitopatdgenos mas importantes, debido a que, infecta aproximadamente a 1000
especies de plantas (Pauling et al., 2010; Weir at, al. 2012).

El nombre Colletotrichum gloeosporioides fue propuesto por primera vez por
Penzing (1882), basado en Vermicularia gloeosporioides, cuyo espécimen tipo fue
recolectado especies de Citrus en ltalia (Weir et al., 2012). Este fitopatdgeno incluye
al C. gloeosporoides como anamorfo imperfecto (estado asexual) mientras que, a
Glomerella cingulata como un teleomorfo (sexual perfecto). El estado teleomorfo es
conocido por su capacidad de causar enfermedades graves (Ayay kumar, 2014;
Cannon et al.,, 2012). Durante el proceso de infeccion C. gloeosporioides forma
estructuras especializadas como conidios, acervos, setas y apresorios que varian
dependiendo interaccion huésped-patdgeno (Canon et al., 2012).

Este fitopatégeno presenta un modo de infeccion hemibiotrofico en el que
ambas fases, biotrofica y necrotréfica, ocurren secuencialmente. Los sintomas
iniciales de la antracnosis causada por C. gloeosporioides se describen como manchas
redondas a ovaladas, empapadas de agua y hundidas, que se desarrollan a medida
gue la enfermedad progresa y finalmente conducen a la necrosis del tejido o a la
muerte (Ayay kumar , 2014). Este patdgeno es inactivo en la estacion seca y cambia
a estados activos cuando se encuentra en condiciones ambientales favorables
(Sharma y Kulshrestha, 2015).

Colletotrichum gloeosporioides crece y esporula en diferentes medios de
cultivo: agar papa dextrosa, agar frijol lima, agar extracto de malta y agar harina de
avena (figura 7 y figura 8). de forma Optima a una temperatura de 25-28 °C y pH de
5.8-6.5 (Sharma y Kulshrestha, 2015)
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Este fitopatdgeno infecta a la toronja (Citrus aurantium) (Cruz-Lagunas et al.,
2020), guanabana (Annona muricata) (Alvarez et al., 2004), litchi (Litchi chinensis)
(Martinez-Bolafios, 2015), aguacate (Roiguez et al.,, 2020), guayaba (Psidium
guajava)(Amusa et. al, 2015), pitahaya (Hylocereus undatus) (Ma et. al, 2014) y a la
papaya (Carica papaya)(Landero-Valenzuela, 2016).

Figura 7. (a)Sintomas de anctrocis en el fruto de papaya; b)
Colletotrichum gloeosporoides en medio PDA, c)Espora de
colletotrichum gloeosporiodes (c). Imagen tomada de
(Landero- Valenzuela ,2016).

Figura 8. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de C.
gloeosporioides. Imagen tomada de (Velazquez-Silva et al., 2018).
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2.3.4 Aspergillus glaucus. (L.) Link

Los fitopatdogenos del Aspergillus son hongos filamentos saprofitos, desempefian
papeles importantes en la degradacion de materia organica. Habitan naturalmente en
el suelo y habitualmente su reproduccion es por medio de conidios cuya germinacion

da origen a las hifas (Padrén et al., 2013).

Aspergillus glaucus puede crecer en granos de baja humedad y es uno de los
principales hongos responsables de pérdidas agricolas, ademéas son causantes de la
enfermedad conocida como mildiu. Se pueden utilizar como hongo de alerta temprana
para el almacenamiento de granos (Zhai,2015; Fleurat, 2017; Yuan et. al, 2020;). Una
de las propiedades que caracteriza a las especies de Aspergillus es su capacidad para

producir micotoxinas, en este caso, aflatoxinas (Padron et al., 2013).

Los medios de cultivo recomendados como estandar para Aspergillus incluyen
agar autolizado de levadura Czapek (CYA) y agar extracto de malta (MEA, Oxoid).
Para la observacion mas amplia de caracteres, es util utilizar medios adicionales como:
agar de Czapek (CZ), 20% de sacarosa CYA (CY20S), 20% de sacarosa MEA
(MEA20S), extracto de levadura y agar de sacarosa (YES), dicloran 18% de glicerol.
agar (DG18), agar avena (OA) y agar creatina sacarosa (CREA) (Samson, 2014). Para
Aspegillus glaucus se ha reportado creciendo en medio PDA (Yuan et al., 2020)(figura
9).
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SO
Figura 9. Morfologia de Aspergillus glaucus (MycoBank, 2021) y colonia de Apergillus glaucus
en medio PDA
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[II.  ANTECEDENTES

3.1 Actividad antifungica de Anonaceas

Existen estudios que documentan la actividad de por lo menos 25 especies de
anonaceas, De la Cruz Chacon y Gonzalez Esquinca (2015) en una revision
mencionan que el género mas estudiado es Annona con siete especies y que la
actividad ha sido determinada en 39 especies de hongos fitopatégenos, sobresaliendo
en numero los géneros Fusarium, Aspergillus Colletorichum. Los estudios recopilados
incluyeron reportes de la evaluacion con moléculas, extractos organicos y acuosos de
diferentes partes vegetales.

Particularmente hay varios trabajos que documentan la actividad antifingica de
extractos alcaloidales de especies del género Annona contra fitopatdégenos de interés
agricola como: Aspergillus glaucus, Colletotrichum gloeosporioides, Moniliopthora
roreri, Rhizopus stolonifer, Curvularia lunata, Aspergillus niger y Fusarium oxysporum
(De-la-Cruz-Chacén et al., 2011; De-la-Cruz-Chacon et al., 2013; De-la-Cruz-Chacén
y Gonzalez-Esquinca, 2015; De-la-Cruz-Chacoén et al., 2019; Chong, 2019)

Por ejemplo, De-la-Cruz-Chacén et al., (2019) reportaron actividad antifingica
de los extractos alcaloidales de Sapranthus microcarpus contra los fitopatdgenos,
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Curvularia lunata. Estos extractos llegaron a
inhibir por completo a F. oxisporum f. sp lycopersici, fitopatégeno del jitomate (Solanum
lycopersicum).

Chong (2020) encontré que en las raices, tallos y hojas de Sapranthus
campechianus (Annonaceae) también hay alcaloides que inhiben el crecimiento de
hongos. Las raices tuvieron mas compuestos e inhibieron con mas potencia. De los
tres hongos estudiados (Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia lunata y Fusarium
oxysporum), F. oxysporum fue el mas afectado. Hay tres moléculas candidatas para
seguir estudiando. Una de ellas fue capaz de inhibir a los hongos en condiciones de
laboratorio e in planta de jitomate. Las concentraciones utilizadas para las pruebas in

vitro fueron de 250 pug-mL?*y 500 pug-mL1.
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3.2 Estudios sobre la influencia del ambiente en la produccion de
alcaloides
Castro-Moreno et al., (2013) determinaron la influencia de los cambios estacionales en

la acumulacion del alcaloide liriodenina, observaron la variacion mensual del contenido
de liriodenina en raices, tallos y hojas de arboles maduros y jévenes. El analisis de
arboles jévenes y maduros mostré un aumento significativo en la concentracién del
alcaloide en las raices durante la estacion seca, que coincidié con la senescencia de
las hojas. También se produjo una disminucién significativa al comienzo de la
temporada de lluvias (el periodo de crecimiento de las hojas).

De-la-Cruz-Chacon etal.,, (2019) aportaron datos sobre la variacion del
contenido y numero de alcaloides de Annona purpurea durante un ciclo anual y su
potencial inhibitorio contra tres hongos fitopatdégenos (C. lunata, C. gloeosporioides y
F. oxysporum f. sp lycopersici). Este estudio indicé que el contenido de alcaloides fue
mayor en plena estacion de seca. También se produjeron altos rendimientos durante
la floracion. El efecto inhibitorio mas fuerte se obtuvo de los extractos de la raiz durante
el ultimo mes de la estacion seca.

Chong (2020) indicé que Sapranthus campechianus produce sus alcaloides
antifungicos de forma diferente durante el afio, sefialando en qué momento se produce
una mayor cantidad de extractos alcaloidales, o en qué periodo hay mayor nimero de

moléculas o una produccion mas alta de alcaloides particulares.

3.3 Estudios antifungicos de Annona macroprophyllata.

De-la-Cruz-Chacon et al., (2011) investigaron el papel del alcaloide liriodenina en la
defensa antimicrobiana durante las primeras etapas de desarrollo de Annona
macroprophyllata. Los hongos Rhizopus stolonifer y Aspergillus glaucus responsables
del deterioro de las semillas fueron aislados durante la imbibicion, y su sensibilidad al
alcaloide aislado y a extractos alcaloidales se determin6d mediante ensayos de difusion,
macrodilucion e inhibicion metabdlica. Los extractos de alcaloides fueron obtenidos a
partir de embriones, radiculas y raices de semillas germinadas o plantulas . La

presencia de liriodenina en los extractos se cuantificO mediante cromatografia liquida
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de alto rendimiento. La liriodenina y los extractos alcaloides inhibieron ambos hongos
y hubo una relacién positiva entre la actividad de los extractos y la cantidad de
liriodenina contenida en ellos.

De-la-Cruz-Chacoén et al., (2013) evaluaron la actividad inhibitoria de cuatro
especies de Anonaceas: Annona diversifolia, A. lutescens, Sapranthus campechianus
y S. microcarpus contra los hongos Aspergillus glaucus, Colletotrichum
gloeosporioides y Rhizopus stolonifer. Los extractos hexanicos y metandlicos de tallos
y hojas se evaluaron in vitro a 250 y 500 ug-mL?* mediante el método de inhibicién del
crecimiento micelial. Los resultados sefialan que los extractos metanolicos del tallo de
A. diversifolia y A. lutescens fueron los mas activos, inhibiendo a A. glaucus y R.

stolonifer.
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IV. OBJETIVOS E HIPOTESIS

4.1 Objetivo general

Determinar si la potencia y espectro de actividad antifingica de los extractos

alcaloidales de Annona macropohyllata varia en un ciclo estacional

4.2 Objetivos particulares
e Evaluar la actividad de extractos alcaloidales contra los hongos fitopatégenos:
Aspergillus glaucus, Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia lunata y
Fusarium oxysporum
e Determinar si la estacionalidad afecta la potencia y el espectro de la actividad
antifangica de los extractos alcaloides de hojas, tallos y raices
e Relacionar el perfil quimico de los extractos alcaloidales con su actividad

antifangica.

4.3 Hipotesis

Los cambios estacionales del Bosque Seco Tropical afectara la biosintesis de
alcaloides de Annona macroprophyllata, por lo que sus extractos alcaloidales tendran
un perfil cuantita- y cualitativo diferente y por ende una actividad antifangica diferente

en espectro y potencia.
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V. ZONA DE RECOLECTA

Los extractos alcaloidales fueron obtenidos de un estudio de mayor aliento
denominado “Importancia de las estaciones y de la fenologia en la produccién de
alcaloides. El caso Anonas. Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia-Secretaria de
Educaciéon Publica. CONACYT-Ciencia Basica” y del cual esta tesis forma parte. Por
lo que, aun cuando todo el procedimiento para su obtencién no forma parte del método,
se describe las condiciones en las que las muestras vegetales fueron obtenidas para

contextualizar su origen.

La zona de estudio se ubica en la localidad de Julian Grajales en el municipio
de Chiapa de Corzo, Chiapas, ubicado a su vez en la region fisiografica de la Depresion
Central de Chiapas. Esta regiéon ocupa aproximadamente el 12% del territorio
chiapaneco, se ubica al centro del estado. Es una extensa zona semi plana bordeada
por la Sierra Madre de Chiapas, la Altiplanicie Central y las Montafias del Norte
(Mulleried,1957). En el municipio de Chiapa de corzo predomina la Bosque Seco

Tropical y generalmente el uso del suelo es agropecuario (INEGI 2014).

El clima de la region es calido y subhimedo con lluvias de verano (AW1) y dos
estaciones que se caracterizan por ser una estacion de sequia (octubre-mayo) y una
estacion lluviosa (junio-octubre) (Garcia 1988). Los datos del clima durante treinta
afios (1980-2010) indican que durante el afio la temperatura media anual es de 23° C,
en diciembre se presentan las temperaturas bajas con 20°C y en mayo las mas
calientes con 26°C méaximo; las precipitaciones con un promedio anual de 407 mm 'y
la precipitacion es casi nula en enero (52 mm) (CONAGUA, 2014, Cuadro 3.).

Para la recolecta de material vegetal se localizaron 10 &rboles adultos en la
localidad de Julian Grajales a lo largo de la carretera 157 estatal, todos los ejemplares
formaban parte de huertos de terrenos baldios (Figura 10). La zona de recolecta esta
comprendida entre 16°28° 793" "W 92°57° 767 "N y los 16°28° 766" "W y 92°57°594""N.
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Figura 10. Delimitacion geogréfica de la zona de recolecta.

Cuadro 3 Temporada de lluvia y seca de Annona macroprophyllta en la selva baja caducifolia
del sitio de estudio (De la Cruz Chacoén et al., 2019).

Estacionalidad Temporada de seca Temporada de llwia

tiempo de colleccion Novimbre Diciembre ~ Enero  Febrero  Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto  Septiembre  Octubre
Precipitacion mensual (mm) 95 18 0.1 0 02 45 914 13 716 165 265 412
Precipitacion maxima (mm) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
precipitacion minima 18 17 0.1 0 02 39 434 517 204 404 106 1.7
temperatura media (°C) 08 2 24 13 218 26 26 218 13 2.6 13 269
Temperatura maxima (°C) 56 B 256 .1 308 37 315 269 263 265 63 8.1
temperatura minima (°C) 181 196 181 203 188 15 199 05 038 J5] 07 3.2
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VI. METODOS

El estudio fitoquimico de Annona macroprophyllata consisti6 en dos actividades
generales 1) La determinacién de la actividad antifangica in vitro de extractos
alcaloidales de raices, tallos y hojas 2) El analisis del perfil de riqueza y abundancia

de alcaloides de los extractos por cromatografia (Figura 11).

Extractos alcaloidales de hojas, tallos y raices
recolectados bimensualmente durante un ciclo anual

v .

Determinacion del Perfil quimico de los | | Andlisis del rendimiento entre tejidos y | | Evaluacién de la actividad antifangica in
extractos alcaloidales entre los periodos de recolecta de los | |vitro de los extractos alcaloidales mediante
mediante cromatografia extractos alcaloidales el método de agar no envenedado

Determinar las relaciones de la actividad antifingica con
el periodo de recolecta y el perfil quimico

Figura 11. Organizacion general de las actividades experimentales

6.1 Extractos alcaloidales de Annona macroprophyllata

Los extractos se obtuvieron del Laboratorio de fisiologia y quimica vegetal del Instituto
de Ciencias Bioldgicas de la UNICACH previamente extraidos del Proyecto CONACYT
antes mencionado. Estos comprenden de extractos de recolectas bimestrales de un
ciclo anual en la localidad de Julian Grajales municipio de Chiapa de Corzo, Chiapas

de hojas, tallos y raices de diez arboles adultos de Annona macroprophyllata.
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6.2 Perfil de riqueza y abundancia de alcaloides de extractos

alcaloidales

El analisis del perfil quimico de los alcaloides se realizé por cromatografia en capa fina
en placas de silica gel GF50de 5x7cm (grosor de capa de 200 um con particulas de 5
um) con indicador de fluorescencia; se utilizd6 como fase moévil una mezcla de
cloroformo: metanol, 9:1. Se aplicaron 15 pL de cada extracto disueltos a 10mg-mL-L.
Se utilizo el reactivo de Draguendorff como revelador especifico para alcaloides
(Svendsen y Verpoorte, 1983), manchas de colores rojas, naranjas, marrones o
pardas-rojizas se consideraron positivos a la presencia de alcaloides (Chong, 2020).
Los extractos de los de los diez arboles fueron reunidos para el andlisis cromatografico

y comparacion de las seis recolectas.

El nimero de compuestos en los extractos se asocié al nimero de manchas
positivas al reactivo de Draguendorff. Para situar cada mancha se calcul6 la distancia
recorrida por cada compuesto o factor de retencion (fR o Rf en inglés) con respecto a
la distancia recorrida por la fase movil (7 cm), esta es una constante de particion
cromatografica que permite comparar en igualdad de condiciones el niamero de
compuestos en cada extracto. Se utilizo al alcaloide liriodenina como compuesto de

referencia, dada su frecuencia en los extractos de anonaceas.

distancia del compuesto

distancia de la fase movil

6.3 Evaluacién de la actividad antifungica de los extractos

alcaloidales

La actividad antifangica de los extractos alcaloidales se evaluaron contra los hongos
Aspergillus glaucus, Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillum niger, Curvularia
lunata y Fusarium oxysporum mediante el método de inhibicidon micelial en agar papa

dextrosa papa (PDA por sus siglas en ingles) a una Gnica concentracién de 250 ug.mL"
1
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Los extractos disolvieron con MeOH sin sobrepasar el 2.5% de volumen del
agar. Para ello se mezclo el PDA con el extracto alcaloidal y después de 48 horas de
esterilidad, se colocaron discos del micelio de cada hongo en el centro de las cajas
Petri con agar. Se registrd la actividad antifingica cada 24 horas hasta que el medio
testigo cubrio la superficie. Todas las evaluaciones se realizaron por quintuplicado

utilizando un testigo negativo de PDA con MeOH.

La actividad antifungica se calculé mediante la formula Pandey et al., (1982)

Dc— Dt
gJ x100
Dc

Donde: Dc = diametro del crecimiento en el medio sin extracto y Dt=diametro del crecimiento en el medio con extracto o fungicida

F/O de inhibicion =

estandar.

6.4 ldentificacion de alcaloides en los extractos
Para la identificacion de las moléculas en los extractos alcaloidales se analizaron las
muestras de cada arbol (n=10) de acuerdo a las condiciones citadas por Chong (2020).
Para ello alicuotas de 1 pL de los extractos disueltos en metanol a 5 mg.mL™ (split a
1:20) fueron analizados en un cromatografo Claurus 600 acoplado a un espectro de
masas SQ 650 (Perkin EImer®). La columna capilar Elite-1 de Perkin ElImer® (32 m x
0.32 mm y 0.25 mm de grosor de pelicula) fue empleada como fase estacionaria. Se
utilizé Helio como gas acarreador a un flujo de 1.2 mL-mint. Las condiciones de la
temperatura de la columna consistieron inicialmente de 150 °C por 1 min, con un
incremento de 10°C min! hasta 280 °C y mantenida a esa temperatura por 16 min. La
temperatura del inyector fue de 300 °C. La fragmentacion de masas se recolecté a 70
ev con 2.89 scans-st y los fragmentos fueron detectados de 50 a 500 Da, la
temperatura de la fuente de iones y la del cuadrupolo fue de 270 °C.

La identidad de los compuestos se confirmd por la concordancia de los
espectros de masas con los de la base de datos del NIST (Nacional Institute of

Standards and Technology) y con referencias bibliograficas.
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Para conocer la diferencia en la riqueza (nUmero de alcaloides) y abundancia
(proporcidn relativa concentration), una vez realizado el perfil cromatogréafico, se
calcularon y adecuaron los indices de Margalef, Shannon—Wiener y Simpson. (Rocha-
Ramirez, 2013; Veladzquez-Velazquez et al., 2008). Las adecuaciones consistieron en
considerar a los compuestos como especies y el area de cada pico cromatografico en
el cromatograma como la abundancia de las moléculas. Estos indices se calcularon

mediante el programa estadistico PAST (Hammer et al., 2001).

6.5 Andlisis Estadisticos
Para el analisis de los rendimientos de extractos alcaloidales, se realizaron

comparaciones entre las seis recolectas bimensuales (n=10), que permitié conocer el
tejido con mayor rendimiento. Del mismo modo para determinar la potencia de un
extracto particular, inicialmente se comparo su potencia sobre los cuatro fitopatbgenos
y posteriormente cuando el rendimiento lo permitié se realizaron comparaciones entre
los tres tejidos (n=5).

También se realizé un analisis de regresion lineal entre el indice de Margaleff y
la potencia antifungica para determinar si ante un mayor quimiodiversidad existe una
mayor potencia antifungica.

Todas las evaluaciones se analizaron estadisticamente mediante andlisis no
paramétricos de Kruskal-walis y comparaciones mdultiples al 95 % de confiabilidad,

realizados mediante el programa estadistico PAST (Hammer et al., 2001)
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VIl. RESULTADOS

7.1 Produccion de extractos alcaloidales de Annona
macroprophyllata durante un ciclo estacional.

Como se mencioné anteriormente, los extractos evaluados bidlogicamente
procedieron de un proyecto mas general. El analisis estadistico de los rendimientos de
extraccion durante el ciclo de recolectas bimensuales permite indicar que la cantidad
de alcaloides es diferente entre los tejidos de A. macroprophyllata y en el tiempo
(Cuadro 4), las raices de forma general tienen mayor volumen de alcaloides (394-761
ug.gt MV), entre 1-2 veces mas que los tallos (147-397 ug.g?) y hasta quince veces
mas que las hojas (20-110 ug.g'). En junio no hubo hojas suficientes en los arboles
para realizar la obtencion de extractos alcaloidales (Cuadro 4).

Hay momentos que en los tejidos acumulan mas alcaloides, para las raices y
tallos es un periodo que abarco de febrero a abril. Para las hojas, octubre representa
el momento con mayor numero de alcaloides, aunque con cantidades minimas.

Agrupando los meses de lluvia (junio-agosto-octubre) y los de estiaje
(diciembre-febrero-abril), en promedio hay mayor cantidad de alcaloides en el periodo
de estiaje que en el de lluvias en las raices (648 vs 441 pg.gt; t=3.6567, p=0.0021) y
en los tallos (299 vs 187 ug.g?;t=2.6912, p=0.0161), algo que no sucede en las hojas
(p>0.05).

Cuadro 4. Rendimiento de extractos alcaloidales de Annona macroprophyllata.
Rendimiento de extractos alcaloidales (ug.g* MV)*

Tejido ; _ . Analisis
Febrero Abril Junio Agosto Octubre Diciembre . io
. 40.1+13.0 20.3+15.1 0.0** 199+ 94 109.5zx60.1 50.8+9.8 P=0.01
Hoja Chbc Cbc cd Bc Ba Ch X*=9.8
319.5+535 396.7+84.1 179.3+451 185.7+61.1 146.7+60.8 238.2+46.4 p=0.08
Tallo X2 =9.63
Ba Ba Bc Bc Bbc Bab =2
Rai 689.4 +799 760.6+949 518.4+996 410.6+796 394.1+96.8 493.1+56.5 P=0.0069
aiz -
Aa Aa Aab Ab Ab Aab X=15.93

Andlisis
estadistico
*Rendimiento expresado en microgramos por gramo de material vegetal. Las letras en minlsculas representa diferencias entre
los meses en un tejido (filas) y las mayusculas coparaciones diferencias entre los tejidos en un mes (mayusculas), mediante una
separacion de Mann-Whitney al 95% despues del andlisis de Kruskal Wallis que se indica en el cuadro.
** Material vegetal insuficiente para extraer alcaloides

P=0.007; X>= 9.8 P=0.0001; X?>=17.57 P=0.001;X?=8.01 P=0.006; X*=7.4 P=0.012; X*=7.31 P=0.008; X?=9.6
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7.2 Actividad antifungica de A. macroprophyllata

Actividad antifingica de extractos alcaloidales de raices.

Los extractos alcaloidales de raices tuvieron la capacidad de inhibir a Fusarium
oxysporum, Curvularia lunata, Colletotricum gloesporoides y Aspergillus glaucus con
potencia variable (figura 12 y 13). Los fitopatdgenos mas sensibles a las moléculas de
las raices fueron F. oxysporum y C. lunata con inhibiciones de hasta 92.6% y 92.7%
respectivamente. En tanto que C. gloeosporoides y A. glaucus presentaron mas

resistencia, con tan solo el 40 y 55% de inhibicién (figura 13).

Diciembre

C. lunata

A. glaucus

Figura 12. Actividad antifungica de extractos alcaloidales de raices de Annona
macroprophyllata.

La potencia antifiungica de los extractos mostraron fluctuaciones temporales con
coincidencias y diferencias entre los fitopatdgenos, para F. oxyosporum el extracto de
octubre fue el mas potente (92.6%), mientras que la menor actividad la demostré el
extracto de abril (52.6% de inhibicién). Para C. lunata varios extractos mostaron
potencias cercanas al 90% de inhibicion, entre ellos el de octubre fue el mas potente
(92.7%) y el de abril fue el menos potente (68.1%). Para C. gloeosporoides

consecuentemente, el extracto de abril también fue el menos potente (9.7%), mientras
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Porcentaje de inhibicién micelial

Porcentae de inhibicidn micelial

gue, los otros cinco extractos tuvieron potencias moderadas (30-38.7%). Por lo
contrario, para Aspergillus glaucus los extractos de febrero (40%) y junio (43%)
provocaron las menores inhibiciones y los de abril, agosto y diciembre (50.1-54.3%)

las inhibiciones mas potentes (Figuras 12 y 13).

Es decir, mientras que, el extracto de octubre es relevante para inhibir a tres de
los cuatros fitopatdgenos, el de abril lo es para inhibir a A. glaucus pero con poca

actividad para los otros hongos.
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Figura 13. Actividad antifagica de extractos alcaloidales de raices de Annona
macropropyllata sobre A) Fusarium oxyosporum, B) Curvularia lunata, C) Colletorichum
gloeosporoides D) Aspergillus glaucus. Se indica el valor promedio de cinco repeticiones
mas el error estandar y con letras la separacion de promedios mediante la prueba de Mann-
Whinthey con p<0.05.
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Actividad antifungica de extractos de tallos
Los extractos alcaloidales de tallos inhibieron a Fusarium oxysporum, Curvularia lunata
y Colletotrichum gloesporioides pero con potencia variable (Figuras 14 y 15). F.
oxysporum, C. lunata fueron los méas sensibles a los alcaloides presentando
inhibiciones de hasta 81 y 87% respectivamente, en tanto que, C. gloesporoides fue el
mas resistente (40% de inhibicion micelial).

La sensibilidad que presentaron los fitopatégenos dependié del tiempo de
recolecta de los extractos; F. oxysporum fue mas susceptible al extracto de diciembre
con inhibicion de 80.6% y mas resistente al de febrero (6.7%) y con sensibilidad media
(23-49.6 %) a los extractos de abril, junio, agosto y octubre. C. lunata fue mas sensible
a los extractos de junio y agosto (86-87% de inhibicion), seguido de los de abril y
diciembre (83-84%), ante los extractos de febrero y agosto presenté mas resistencia 'y
su crecimiento micelial solo fue inhbido en una proporcién de 20 a 7%. Para C.
gloeosporoides el extracto de octubre (16.3%) tuvo baja potencia y el de diciembre fue
el mas activo (37%) (Figuras 14 y 15).

De ello se deduce que el extracto de diciembre es el mas relevante al mostrar
buena potencia inhibitoria contra los hongos y el de febrero es de poco interés
antifangico dada su baja potencia contra los tres fitopatdogenos.

Aspergillus glaucus no fue evaluado porque la cantidad de extractos no fueron
suficientes para ello. EI mismo motivo imposibilité una evaluacion sistematica de los

extractos de las hojas.

Abril

Figura 14. Actividad antifungica de extractos alcaloidales de tallos de Annona
macroprophyllata.
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Figura 15. Actividad antifugica de extractos alcaloidales de tallos de Annona macropropyllata
sobre A) Fusarium oxyosporum, B) Curvularia lunata, C) Colletorichum gloeosporoides. Se
indica el valor promedio de cinco repeticiones mas el error estadndar y con letras la separacién

de promedios. Mediante la prueba de Mann-Whinthey con p<0.05.

Asociaciones estacionales de la actividad antifangica
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Para determinar si la estacionalidad influye en la actividad antifingica se reunieron la
actividad de los extractos recolectados en los meses de lluvia (junio-agosto-octubre) y
los de estiaje (diciembre-febrero-abril) y se compararon como dos grupos generales.

Se detectaron efectos de la estacionalidad en la actividad de los extractos de
las raices sobre F. oxyosporum y C. lunata, en ambos fitopatdégenos los extractos de
la temporada de lluvias son fueron mas potentes que los de la temporada de estiaje.
Sobre C. lunata la diferencia es ligera pero significativa (6%) y sobre F. oxysporum el
margen (13%) es mas amplio (Cuadro 5).

Para los extractos alcaloidales de tallos, la actividad fueron los de la temporada

de sequia son mas potentes que los de lluvia con diferencia de 8%.

Cuadro 5. Actividad antifagica de extractos alcaloides de Annona macroprophyllata agrupados
por estacionalidad.

Actividad antifungica de extractos alcaloidales

Colletorichum

: Curvularia lunata Fusarium oxyosporum
gloeosporoides

Aspergillus glaucus

Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia
Raices 4798 £7.67 4579+526 28.1+13.7 349+63 823+111 89.3+x40 67.7+x119 80.6+9.8
A A A B A B A
t= 0.908; p=0.372 t= 1.742; p=0.092 t= 2.320; p=0.0278 t= 3.233; p=0.0031
Tallos 27.8+109 19.8+39 5765+37.3 779+136 406+8.1 36439
A A A A A A
t= 2.6444; p=0.0145 t= 1.9717; p=0.0586 t= 0.4715; p=0.6409

35



7.3 Andlisis de composicidén quimica de los extractos alcaloidales de
Annona macroprophyllata. (propuesta de esta seccion como la
segunda7.2)

Andlisis por cromatografia de capa fina (CCF)

Los extractos alcaloidales de raices, tallos y hojas de Annona macroprophyllata
mostraron reaccion positiva al reactivo Draguendorff en CCF, originando manchas de
color rojo o marrén con tonos claros u oscuros que fueron consideradas como
alcaloides (figura 16), con ello se evidenciaron alcaloides diferentes y comunes entre
los extractos y entre los tejidos.

En los extractos de raices se detectaron hasta seis manchas coloridas
(alcaloides) con reaccion positiva (Rf: 0.72, 0.32, 0.30, 0.12, 0.1 y 0), en el extracto de
diciembre se detectaron hasta cinco posibles alcaloides, solo el segundo de menor
polaridad no se detecto (Rf: 0.1), en tanto que en los otros extractos no estuvo presente
el compuesto con Rf 0.32. Se puede sefalar entonces que hay cuatro alcaloides
comunes a los extractos (Rf: 0.72, 0.30, 0.12 y 0) y un alcaloide exclusivo a las raices
(Rf: 0.32). Las manchas comunes se observaron con areas diferentes, que indicarian
proporciones variables entre los extractos (Fig. 16).

En los extractos de tallo se detectaron cinco manchas de alcaloides entre todas
las recolectas (Rf: 0, 0.09, 0.25, 0.4, 0.75), solo el extracto de diciembre las presento
todas. De manera particular, el alcaloide con Rf 0.75 es el compuesto con presencia
mas extendida, se detecté en abril, junio, agosto y diciembre, aunque con éarea
diferente. Los compuestos con Rf 0.4 y 0.21 coinciden con el anterior en agosto y
diciembre. Mientras que, el alcaloide con Rf 0.09 es exclusivo del extracto de
diciembre.

En hojas se detectd el menor nimero de manchas positivas a alcaloides, solo
tres reacciones de menor intensidad (Rf: 0.71, 0.12 y 0), todas particulares a un solo
extracto.

Pareciera que hay algunas manchas que son comunes entre los extractos de
todos los tejidos, el mas evidente de ellos es un alcaloide cercano a la referencia
utilizada, la liriodenina, un alcaloide de mediana polaridad que presenta un Rf de 0.7

en las condiciones de elucion cromatografica de este estudio.
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Rf: contante de participacién (raices)
Febrero Abril Junio Agosto | octubre | diciembre | lirodenina
- 056 | 054 0.53 0.53 0.54 055 |IECSEE
‘g - -
£ - - - - - 0.09 -
5 0.03 2 s s <
0 0 0 0 0 0 -
§ 3 4 4 4 3 2 4
= Area de compuesto alacaloidal
=§ Febrero Abril Junio Agosto | octubre | diciembre | lirodenina
2 0.178 0.169 0.194 0.157 0.173 0.126 0.175
S 0.131 0.047 0.112 0.141 - 0.119 -
- - - - - 0.116 -
0.024 0.21 0.024 - - -
0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.1 0

Rf: contante de participacion (Tallos)
Febrero Abril Junio Agosto | octubre | diciembre | lirodenina
3 0 0.74 0.75 0.70 - 0.71 0.71
: : : - |moaonn| - jwosonn| -
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Figura 16. Analisis cromatografico de los extractos alcaloidales de Annona macroprophyllata
recolectados durante un ciclo anual.

Las placas cromatograficas muestran manchas rojas o de color marrén, que son el resultado de la interaccién positiva de
alcaloides al reactivo de Draguendorff. Las constantes de particion (Rf) representan la posicién de una mancha-compuesto sobre
la placa de silicagel con respecto a la longitud de la cromatografia. En los cuadros se exponen las constantes de particiéon y el
area de los compuestos en cm?. Los colores indican similitud de compuestos en al menos dos meses.
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Identificacion de alcaloides por cromatografia de gases-masas de los extractos

alcaloides de las raices que mostraron la mayor potencia.

Los extractos alcaloidales de raices de Annona macroprophyllata mostraron la mayor
potencia antifingica y los maximos rendimientos, por ello fueron seleccionados para
un andlisis de composicion quimica mediante cromatografia de gases acoplado a
fraccionamiento de masas (GC-MS).

El analisis por GC-MS permitié identificar 13 picos que corresponden a
compuestos que se mantuvieron constantes en todas las repeticiones de los extractos,
no necesariamente en todos los tejidos. Siete de ellos no fueron identificados hasta
molécula individual dado que la probabilidad de coincidencia en la base de datos de la
biblioteca NIST® del cromatdgrafo era menor a 95% o eran inconsistentes, todos ellos
presentaron considerable abundancia en ciertos meses (Cuadro 6 y 7 y figura 18).

Los seis alcaloides identificados se enlistan en el (Cuadro 6) y se ordenaron por
su tiempo de retencion, por el nUmero de registro ante el Chemical Abstracts Service
(CAS), su nombre comun aceptado por la Union Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC, siglas en ingles) y su patrén fragmentacion en masas obtenidos y
comprados ante el Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST, siglas en
ingles).

La intermitencia de moléculas particulares en un ciclo anual mostré la diferencia
guimica que existe entre los extractos de cada mes, evidenciado anteriormente de
forma sencilla en las cromatografias de capa fina (Cuadro 7).

Los extractos con mas alcaloides fueron los de abril y octubre.
Consecuentemente junio fue el extracto de menor niumero de alcaloides registrados.
Algunos alcaloides tienen areas de abundacias cromatograficas temporales muy
pronunciados. Anonaina es un alcaloide presente en todo el afio. La papaverina fue el
Unico alcaloide para el extracto de octubre, asimilobina para los de abril y de octubre
a diciembre, roemerina estuvo presente de abril a agosto, lirinidina de febrero a abiril,

y reticulina de octubre a diciembre (Cuadro 7).
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La abundancia relativa de los cromatogramas sefiala que los dos alcaloides méas
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Cuadro 6. GC/MS identificacion de alcaloides de raices de Annona macroprophyllata

CAS TR:min  Nombre GC/MS fragmentacion rel;gfe?]iia
7.13 73(100), 60(85.60), 55(80.23) NIST(15)
10.91 280(100) 281(69)266(55)250(40) NIST(15)
6871-21-2 11.07 Asimilobina  266(100), 267(64.44), 252(22.58) NIST(15)
54383-28-7 11.37 Lirinidina 280(100),281(61.05), 266(20.679),250(19.88) NIST(15)
548-08-3 11.92 Roemerina  278(100), 279(59.91), 236(44.81), 178(24.99 NIST(15)
1862-41-5 12.06 Anonaina 264(100), 265(50.01), 206(21.94) NIST(15)
12.76 192(100), 177(35.21), 193(17.96) NIST(15)
13.26 192(100), 297(48.78), 268(32.82) NIST(15)
485-19-8 13.61 Reticulina 192(100), 177(35.88), 192(7.97) NIST(15)
13.76 293(100),292(56.02), 251(62.63) NIST(15)
14.26 Papaverina  338(100), 339( 85.91)324( 49.70), 308(47.75), NIST(15)
14.31 263(100), 102(41.61), 204(25.47) NIST(15)
15.25 277(100), 276(26.85), 278(19.37) NIST(15)
*Alcaloides no identificados. NIST: National Institute of Standards and Technology.
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Figura 18. Estructuras organicas de alcaloides de Annona macroprophyllata.

A) Anonaina, B) Reticulina, C) Asimilobina, D) Papaverina, E) Roemerina,

F) Lirinidina.
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Cuadro 7. Presencia y ausencia de alcaloides durante un ciclo anual de raices de Annona
macroprophyllata

TR:min Nombre Febrero  Abril Junio Agosto Octubre  Diciembre
7.13 0 0 0 0 1406540672 0
10.91 0 0 0 0 299381408 0
11.07 Asimilobina 0 1093850240 0 0 467150112 624302016
11.37 Lirinidina 464457344 583953920 0 0 0 0
11.92 Roemerina 0 2270922496 659741824 2293506048 0 0
12.06 Anonaina 8827704320 17393563648 2393506048 4475499520 463782880 1631313024
12.76 0 0 0 0 4675086848 0
13.26 0 3444397824 0 0 733774784 0
13.61 Reticulina 0 0 0 0 3350027776 6332769792
13.76 0 0 0 459142300 0 0
14.26 Papaverina 0 0 0 0 1999044608 O
14.31 4523552256 7527332864 0 2258416806 O 990330240
15.25 0 2270922496 0 0 0 0

Se indica la ausencia y presencia de alcaloides para cada, asi como la abundancia relativa de cada molécula.

Quimiodiversidad de alcaloides en raices.

Los indices de diversidad o de Simpson, Shannon y Margalef adaptados para sefialar
la quimidoiversidad, resumen la riqueza y abundancia de alcaloides a un namero en
cada recolecta durante el afo. Los extractos de octubre presentaron la
guimiodiversidad de alcaloides mas alta con los tres indices calculados (Cuadro 8).
Los valores de la diversidad p mediante el indice de Whittaker permitieron
identificar que extractos mostraron mayor parecido quimico a partir de valores de
disimilitud, los extractos mas parecidos en su diversidad quimica fueron los de agosto-
junio (0.3333), agosto-febrero (0.4287) y febrero-diciembre (0.4287), y los menos

parecidos son los de junio-abril (0.7778) y los de junio-diciembre (0.6667) (cuadro 9).
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Cuadro 8 .Indices de diversidad o de alcaloides durante un ciclo anual

g:sgils dgg Febrero Abril Junio Agosto  Octubre Diciembre
Simpson_1-D 0.4837 0.6801 0.3399 0.6607 0.777 0.5195
Shannon_H 0.7665 1.444 0.5235 1.187 1.715 0.9892
Margalef 0.2766 0.7364 0.1749 0.4378 0.9727 0.4371

Se indican los indices de diversidad Simpson (Valores cerca de 1 mayor diversidad, Valores mas cerca a cero menos diversos),
Shannon (valores superiores a 3 diversidad alta, valores entre 2 y 3 diversidad en equilibrio, menores de 2 poca diversidad),
MARGALEF (valores inferiores a 2 zonas de baja diversidad, valores superiores a 5 son indicativos de alta diversidad)

Cuadro 9. Indice de diversidad 3 Whittaker de alcaloides durante un ciclo anual.

Febrero  Abril Junio Agosto Octubre Diciembre
Febrero 0 0.6 0.6 0.42857 0.45455  0.42857
Abril 0.6 0 0.77778 0.63636 0.6 0.63636
Junio 0.6 0.77778 0 0.33333 0.8 0.66667
Agosto 0.42857 0.63636 0.33333 0 0.5 0.5
Octubre 0.45455 0.6 0.8 0.5 0 0.5
Diciembre 0.42857 0.63636 0.66667 0.5 0.5 0

Se indica los valores de diversidad beta, valores cercanos a 0, indican mayor simulad de diversidad entre meses.

Finalmente, se determinaron la relacién entre la quimiodivesidad y la actividad
antifangica que presentaron los extractos alcaloidales de las raices, mediante analisis
de regresion bivariada utilizando los indices de diversidad de Margalef de los extractos
de cada mes y el porcentaje de inhibicion para cada hongo (F. oxysporum, C.
gloeoesporoides, C. lunta y A. glaucus). Para todos los fitopatégenos se encontraron
regresiones lineales negativas, ello indica que el potencial antifingico de los extractos
alcaloides de las raices de Annona macroprophylita no dependen de la diversidad de

alcaloides (Figura 19).
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VIll.  DISCUSION

8.1 Rendimiento de extractos de alcaloides
En las anonaceas es frecuente encontrar que las cortezas de las raices sean los tejidos

donde mayor cantidad de alcaloides se detectan (De-la-Cruz-Chacon et al; 2019;
Chong, 2020; Ovile et al., 2021). En este estudio se determin6 que las cortezas de las
raices de Annona macroprophyllata tambien fueron los tejidos con mayor proporcion
de alcaloides, acumulando hasta 0.761 mg de alcaloides por gramo de tejido, muy
semejante al rendimiento de las raices de plantulas de la misma especie (0.778.mg
por gramo de raices) o casi dos veces menos que las raices de arboles adultos (1.7
mg por gramo), aunque no del mismo sitio de recolecta (De-la-Cruz-chacon y
Gonzalez-Esquinca, 2012), un factor relevante a considerar, ello indicaria que la
especie muestra una variabilidad en la produccién de estos metabolitos secundarios
nitrogenados.

En otras anonaceas como en Annona purpurea y Sapranthus campechianus se
detectaron cantidades cercanas a las producidas por A. macroprophyllata (de 0.859
hasta 1.1 mg de alcaloides por gramo) en un seguimiento anual parecido al de este
estudio (De-la-Cruz-Chacon, 2019, Chong, 2020). La abundancia de alcaloides en las
cortezas de las raices conduce a hipotetizar que estos tejidos son posiblemente sitios
de almacenamiento de nitrdgeno en forma de moléculas secundarias especializadas,
0 que las anonaceas defienden quimicamente estos tejidos con moléculas
nitrogenadas bioactivas, dado que se sabe que algunos alcaloides estan involucrados
en la inhibicion de hongos fitopatégenos (De-la-Cruz-Chacon y Gonzalez-Esquinca,
2016).

Por su parte, los extractos de las cortezas de tallos y hojas tuvieron una menor
cantidad de alcaloides (0.396 y 0.091 mg g respectivamente). Esto evidenciaria que
los tallos, pero principalmente las hojas, son tejidos de bajo almacenamiento alcaloidal
en la planta. Otra especie del mismo género, A. purpurea, también produce en raices
proporciones de hasta 2 y 1.5 veces mas altos que en hojas y tallos (De-la-Cruz-
Chacédn et al, 2019). Es probable que los bajos rendimientos de alcaloides de hojas en
esta y otras anonaceas este relacionado a una estrategia fenoldgica y metabdlica de

la planta, varias anonaceas incluyendo A. macroprophyllata son caducifolios, en
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particular, los arboles de A. macroprophyllata son caducifolios durante la temporada
de estiaje de la selva baja caducifolia donde habitan, perdiendo todas sus hojas al final
de ese periodo (Gonzéalez-Esquinca et al., 2016), por lo que producir metabolitos tan
elaborados en tejidos transitorios no seria “Optimo” metabolicamente (Sweetlove y
Fernie, 2013).

La variacion en la produccion de alcaloides en anonaceas puede ser atribuidas
a factores abiéticos (Sousa et al., 2019; Hondrio et al., 2021; Corréa et al., 2022).
Annona lutescens, A. purpurea y Annona crassiflora aumentaron el contenido de
alcaloides en raices ante el estrés hidrico estacional o modulado (Castro-Moreno et
al., 2013; De-la-Cruz et al, 2019; Hondrio et al., 2021) y disminuyeron la cantidad de
alcaloides ante el estrés por inundacién (Honodrio et al., 2021). En tanto que A.
macroprophyllata y Annona sylvatica incrementaron la produccion de alcaloides en
cultivos hidroponicos (Orozco-catillo et al., 2016) en respuesta a condiciones precisas
de nitrégeno (30 mM de NOs*y NH4* respectivamente) (Orozco-Castillo et al., 2016;
Corréa et al., 2022).

8.2 Actividad antifungica de extractos alcaloidales.
Los extractos de las anonaceas presentan actividades anticancerigenas,

antibacterianas y antifungicas (Lucio et al., 2015; Moghadamtousi et al 2015; De-la-
Cruz-Chacon et al., 2020). Entre las actividades menos reportadas se encuentran las
antifangicas sobre fitopatdogenos, las que hay sobresalen en numero sobre los
fitopatogenos del género Fusarium, Aspergillus y Colletotrichum (De-la-Cruz-Chacon
y Gonzalez-Esquinca, 2015). Los estudios de la actividad sobre fitopatbgenos de
extractos alcaloidales o de alcaloides de anonaceas es aun incipiente e incluyen a la
especie de estudio, a Annona purpurea, Annona muricata, Sapranthus microcarpus y
Sapranthus campechianus (De-la-Cruz-Chacén et al., 2011; De la Cruz Chacoén et al.,
2019; Chong, 2019, Riley-Saldafa et al., 2022).

La actividad antifingica de los extractos alcaloidales a 250 ug.mL™* de A.
macroprophyllata en este estudio fue detectada durante todo el afio con potencia

variable. Los extractos mas potentes fueron los de las raices sobre Curvularia lunata
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(92.7%, IAC 370) y Fusarium oxysporum (92.6%, IAC 370), en tanto que Colletotrichum
gloeosporioides fue mas resistente (38.7%, IAC 155).

Los indices de actividad antifungica comparada (IAC =[% de inhibicion/ug.mL"
1) colocarian a A. macroprophyllata como una de las anonaceas con extractos
alcaloidales méas potentes (Anexol), por ejemplo, superior a A. purpurea cuyos
extractos alcaloidales a la misma concentracion (250 ug mL) inhibieron a F.
oxysporum (57%, IAC 229), y C. lunata (61% IAC245) (De-la-cruz-Chacon et al., 2019);
y a Sapranthus microcarpus cuyo extractos inhibieron a F. oxysporum (90%, IAC 180),
C. gloeosporioides (60%, IAC146) y Curvularia lunata (76 %) IAC 152) con
concentraciones (500 mg.mL™) dos veces mayor (De-la-Cruz-Chacén et al., 2019) y
mas altos aun que Sapranthus campechianus sobre F. oxysporum (67%, IAC 134) y
C. lunata (63%, IAC 126) (Chong,2020).

Los extractos alcaloidales de tallos A. macroprophyllata fueron menos potentes
gue las raices, con actividad sobre Curvularia lunata (87%, IAC 348), Fusarium
oxysporum (80.6%, IAC 322) y Colletotrichum gloeosporioides (37%, IAC148), pero
mas potentes que los alcaloides de raices, tallos y hojas de A.purpurea (De-la-Cruz-
Chacén et al., 2019), S. microcarpus (De-la-Cruz-Chacon et al.,2019) y S.
campechianus (Chong, 2020).

Otros tipos de extractos no alcaloidales o no exclusivos de alcaloides de
anonaceas han sido evaluados contra los hongos estudiados, destacan los extractos
metandlicos, hexanicos y cloroformicos (Anexo 1), estos extractos tuvieron actividades
(IAC) menores a los alcaloidales de este estudio, a excepcion del extracto cloroformico
de A.muricata hasta hoy extracto es el mas potente reportado de las anonaceas esta
familia con un IAC de 2350 contra C. gloesporoides a 10 ug.mL* (Jhonny et al., 2005).

En particular, es la primera vez que se reporta la actividad de extractos
alcaloidales de anonaceas sobre Aspergillus glaucus de 54 % (IAC de 217), un moho
que causa el deterioro de varias semillas (podredumbre), inhibiendo su germinacion y
generando moléculas (aflatoxinas) que suelen ser muy toxicas para el humano durante
la infestacion (Sinavimo, 2022). Existen reportes sobre la actividad de extractos

metanodlicos y hexanicos de S. campechianus, S.microcarpus, A. lutescens y A.
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macroprophyllata (IAC de 26 a 160) a 500 mg. mL-t; demostrando que la actividad aqui
determinada es mas alta con una concentracion menor.

Debido a la actividad que desarrollaron los extractos alcaloidales contra hongos
fitopatégenos, se puede considerar a los alcaloides como el grupo de metabolitos
secundarios mas activos de las anonaceas para inhibir fitopatdgenos (jhonny et al.,
2005; Abdel-Ghany et al., 2015;De-la-Cruz-Chacon et al., 2019; De-la-Cruz-Chacon et
al., 2019; De-la-Cruz-Chacon et al., 2020; Chong, 2020; Pripdeevech y Chukeatirote,
2011; De-la-Cruz-Chacon et al., 2013; Dang et al., 2011; Srivasrava y Yadav, 2008;
Bussaman et al., 2012; Lalitha et al., 2011 ).

8.3 Relevancia de la quimiodiversidad de los extractos alcaloidales
de las raices de A. macroprophyllata
En las anonaceas se han aislado cerca de 950 alcaloides, la mas reciente revision

reporta cerca de 254 plantas estudiadas (Lucio et al., 2015), entre los que destacan
los bencilisoquinolinicos (ABI) por su abundancia. En este trabajo el perfil quimico de
la raices de A. macroprophyllata durante todo el afio consistié de 13 alcaloides, seis
de ellos fueron identificado hasta molécula, todos son ABI, dos ABI simples (reticulina
y papaverina) y cuatro aporfinas (asimilobina, lirinidina, romerina, y anonaina) (Cuadro
6), varias de ellas han reportado en otras especies del género Annona, Anomianthus
y Artabotrys, quiza la anonaina es el alcaloide de las anonaceas mas frecuentemente
encontrado (Li et al, 2013), se ha reportado en 57 especies de 26 géneros, en tanto
gue de los ABI simples, la reticulina es la molécula mas frecuente (Lucio et al., 2015);
contrario a ellos la papaverina, es un alcaloide raro en las anonaceas reportado
solamente en raices y tallos de A. purpurea (De-la-Cruz-Chacoén et al., 2019).

Para A. macroprophyllata existe reportes de alcaloides identificados (liriodenina,
aterospermidina y lisicamina) en raices, tallos y hojas, ninguno de ellos fueron
detectados en este estudio; aunque no queda claro el hecho de la ausencia de la
liriodenina, dado que es un alcaloide constantemente reportado en la especie y en la
CCF es clara su presencia. Algunos quimicos reconocidos en el aislamiento de
alcaloides sefialan que hay una interconversién entre anonaina y liriodenina bajo
ciertas condiciones de luz y disolventes como el metanol (Diego Cortés, comunicacion

personal), lo que pudiera explicar la ausencia de liriodeninay la presencia de anonaina,
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dado que los extractos para el analisis cromatografico fueron disueltos en metanol.
También existe la posibilidad de que esté en concentraciones muy altas y el
espectrometro de masas se sature de las sefiales elctronicas y omita su presencia
para dar paso a la deteccion de los otros alcaloides (Wei et al., 2020), la resolucion de
ello, es algo fuera del alcance biolégico de este trabajo.

Lucio et al.,, 2015 mencionan que de los 934 alcaloides de anonaceas
reportados, alrededor de 100 alcaloides han sido evaluados biologicamente, 23 de
ellos contra fitopatdgenos (De-la-Cruz-Chacon y Gonzalez-Esquinca, 2015). Algunos
alcaloides identificados en este trabajo tiene antecedentes para inhibir hongos y
bacterias, la anonaina y reticulina ha presentado fuertes actividades contra
Trichophyton rubrum y Microsporum gypseum a 500 ug-mL (Paulo, et al., 1992), y
contra Candida albicans y C. parapsilosis, ambas con MIC de 100 ug.mL* (Costa et
al., 2013). La papaverina se ha sefialado con actividades antivirales contra la influenza
y paramixovirus (Aggarwal ,2020), sin embargo, salvo la liriodenina no detectada pero
presente en la especie, ningun alcaloide identificado en este trabajo se ha reportado

con actividad contra fitopatdogenos.

La variacion en el perfil quimico de los extractos alcaloidales de las raices de A.
macroprophyllata puede ser explicado por los factores biéticos y abioticos que ocurren
durante el afio en el sitio de estudio de especies que pertenece a la Selva Baja
Caducifolia, por ejemplo se ha visto que el estrés hidrico en la temporada de sequia
parece ser el factor que induce una mayor numero de alcaloides o una cantidad mas
alta de alguno de ellos (Castro-Moreno,2013; Gonzalez-Esquinca et al., 2016; De-la-
Cruz-Chacon et al., 2019). Ello significa que la regulacion para la biosintesis de cada
alcaloide es particular, por ejemplo, la anonaina es un alcaloide que se presento
durante todo el afio, pero con abundancias distintas mientras que papaverina solo fue
detectada una vez; algo similar se reportd en las raices de A. purpurea con
annomontina y reticulina, la primera estuvo presente durante todo el afio y la segunda

solo en dos momentos (De-la-Cruz-Chacén et al., 2019).
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IX. CONCLUSIONES

Annona macroprophyllata presenta actividad antifangica y produce alcaloides durante

todo el afio con variabilidad en su potencia inhibitoria.

e Las raices de forma general tienen mayor volumen de alcaloides, entre uno y
dos veces mas que los tallos y hasta quince veces mas que las hojas con mayor

cantidad de alcaloides en el periodo de estiaje que en el de lluvias.

e Los extractos alcaloidales de raices son los tejidos mas potentes contra los
cuatro hongos probados; los hongos méas sensibles son F. oxysporum y C.
lunata mientras que C. gloeosporioides y A. glaucus los mas resistentes. El
extracto de octubre es relevante para inhbir a tres de los cuatros fitopatégenos,

el de abril lo es para inhibir a A. glaucus.

e Este es el primer reporte de inhibicion de extractos de alcaloides de anonaceas

sobre Aspergullus glaucus.

e Los extractos de tallos de diciembre mostraron buena potencia inhibitoria
contra F. oxysporum, C. lunata y C. gloeosporioides, el extracto de febrero fue

el mas bajo potencial antifangico.

e Los extractos de raices de temporada de lluvias son mas potentes que los de

la temporada de estiaje para F. oxysporum y C. lunata.

e Los extractos con mas alcaloides fueron los de abril y octubre; y los de junio

el de menor numero de alcaloides.

e En los extractos de raices, anonaina es un alcaloide constante en el afio,
papaverina es un alcaloide esporadico, asimilobina, romeriana, lirinidina y

reticulina son alcaloides de presencia intermitente
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Los alcaloides predominantes de los extractos de raices fueron anonaina de

febrero a agosto y reticulina de octubre a diciembre.

La potencia antifiungica de los extractos alcaloides de las raices de Annona
macroprophylita no dependen de la diversidad de alcaloides, si no de alguna
molécula en particular, se puede inferir a la anonaina como molécula
responsable y su variacion en abundancia pudiera explicar la variacion en la

potencia antifunfica de los extractos.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda proseguir con los estudios de actividad antifangica con los
extractos de las raices en los meses de mayor actividad y con los fitopatdgemos
mas sensible para evaluar si la actividad in vitro también sucede en modelos in

Vivo.

Realizar trabajos de aislamiento para determinar que moléculas son las

responsables de tal actividad.

Dilucidar el perfil quimico de los extractos de tallos para conocer si hay
moléculas comunes entre raices Yy tallos, lo que permitiria usar tallos para el

aislamiento de moléculas antifungicas.

Realizar estudios con Annona macroprophyllata en otros sitios para determinar
si el habitat afecta la produccion de alcaloides y por ende su potencia

antifangica.

Resolver la situaciéon del porque no fue detectada la liriodenina.
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Anexo 1. Indice de actividad antifingica comparada en la familia

Annonaceae

XIl.

ANEXOS

IAC Especie Familia Tejido Extracto Fi % de inhibici Referencia | concentracion
2350 A. murica Annonaceae Hoja CHCL3 C.gloesporoides 24 1 0.01
486 D. chinensis Annonaceae Tallo CH2CI3 C.lunata 97 2 0.2
370 A. macroprophyllata |Annonaceae Raiz Alcaloide C.lunata 92.7 0.25
370 A.macroprophyllata |Annonaceae Raiz Alcaloidal F.oxysporum 92.6 0.25
348 A. macroprophyllata |Annonaceae Tallo Alcaloide C.lunata 87 0.25
322 A.macroprophyllata |Annonaceae Tallo Alcaloide F.oxysporum 80.6 0.25
254 A.purpurea Annonaceae Raiz Alcaloide |C.gloeosporioides 63.5 3 0.25
245 A.purpurea Annonaceae Raiz Alcaloide C.lunata 61.3 3 0.25
229 A.purpurea Annonaceae Raiz Alcaloide F.oxysporum 57.4 3 0.25
217 A. macroprophyllata |Annonaceae Raiz Alcaloide A.glaucus 543 0.25
188 S.microcarpus Annonaceae Raiz alcaloide A.glaucus 47 4 0.25
180 S.microcarpus Annonaceae Raiz alcaloides | F.oxysporum 90 4 0.5
174.8 A.purpurea Annonaceae Tallo Alcaloide C.lunata 43.7 3 0.25
174 A.purpurea Annonaceae Hoja Alcaloide C.lunata 43.5 3 0.25
160 A.macroprophyllata |Annonaceae Tallo MeOH A.glaucus 80 5 0.5
156 A.lutescens Annonaceae Tallo MeOH A.glaucus 78 5 0.5
154.8 A.macroprophyllata |Annonaceae Raiz Alcaloides |C.gloeosporioides 38.7 0.25
152 S.microcarpus Annonaceae Raiz Alcaloide C.lunata 76 4 0.5
148 A.purpurea Annonaceae Hoja Alcaloide [C.gloeosporioides 37 3 0.25
148 A. macroprophyllata [Annonaceae Tallo Alcaloides |C.gloeosporioides 37 0.25
146 S. microcarpus Annonaceae Raiz Alcaloides |C.gloeosporioides 73 4 0.5
144 S.campechianus Annonaceae Tallo alcaloides | F. oxysporum 72 6 0.5
134 S.campechianus  |Annonaceae Raiz alcaloides F.oxysporum 67 6 0.5
130.4 A.purpurea Annonaceae Tallo Alcaloide [C.gloeosporioides 32.6 3 0.25
126 S. campechianus  |Annonaceae Tallo Alcaloide C.lunata 63 6 0.5
126 S.campechianus  |Annonaceae Raiz Alcaloide C.lunata 63 6 0.5
120 A. macroprophyllata |Annonaceae Tallo MeOH  |C.gloeosporioides 60 5 0.5
120 S.campechianus  |Annonaceae Hoja MeOH A.glaucus 60 5 0.5
120 S.campechianus  |Annonaceae Tallo MeOH A.glaucus 60 5 0.5
110 S. campechianus  |Annonaceae Hoja MeOH  |C.gloeosporioides 55 5 0.5
100 A.macroprophyllata |Annonaceae Hoja MeOH A.glaucus 50 5 0.5
100 S.campechianus  |Annonaceae Tallo Hex A.glaucus 50 5 0.5
99.2 A.purpurea Annonaceae Hoja Alcaloide F.oxysporum 24.8 3 0.25
92 S.microcarpus Annonaceae Hoja alcaloide A.glaucus 46 4 0.5
90 S. campechianus  |Annonaceae Tallo MeOH |C.gloeosporioides 45 5 0.5
86 S.microcarpus Annonaceae Tallo alcaloide A.glaucus 43 4 0.5
80 S.campechianus  |Annonaceae Hoja Hex IC.gloeosporioides 40 5 0.5
80 A.lutescens Annonaceae Hoja MeOH A.glaucus 40 5 0.5
76 S.microcarpus Annonaceae Raiz MeOH A.glaucus 38 5 0.5
71.2 A.purpurea Annonaceae Tallo Alcaloide F.oxysporum 17.8 3 0.25
70 A.lutescens Annonaceae Tallo MeOH |C.gloeosporioides 35 5 0.5
66 S. campechianus  |Annonaceae Hoja Alcaloides |C.gloeosporioides 33 6 0.5
60 S.microcarpus Annonaceae Tallo Hex A.glaucus 30 4 0.5
50 A.lutescens Annonaceae Hoja MeoH [C.gloeosporioides 25 5 0.5
40 A.lutescens Annonaceae Hoja Hex IC.gloeosporioides 20 5 0.5
40 A.lutescens Annonaceae Tallo Hex IC.gloeosporioides 20 5 0.5
40 S.campechianus  |Annonaceae Tallo Hex IC.gloeosporioides 20 5 0.5
40 S.microcarpus Annonaceae Raiz Hex A.glaucus 10 4 0.25
38 M .fructicosum Annonaceae Flores A. esencial [C.gloeosporioides 38 7 1
36 S.microcarpus Annonaceae Hoja MeOH A.glaucus 18 4 0.5
30 nnona macroprophyllaj Annonaceae Tallo Hex IC.gloeosporioides 15 5 0.5
28 S.microcarpus Annonaceae Hoja Hex A.glaucus 14 4 0.5
26 S.microcarpus Annonaceae Tallo MeOH A.glaucus 13 4 0.5
24 A. macroprophyllata | Annonaceae hoja MeoH  |C.gloeosporioides| 12 5 0.5
2.5 A.macroprophyllata |Annonaceae Hoja Hexdnicos | F.oxysporum 50 8 20
1 A.squamosa Annonaceae Hoja MeOH F.oxysporum 56 9 50
0.8 P. suberosa Annonaceae Hoja Etandlico F.oxysporum 42 10 50
0.7 A.squamosa Annonaceae Hoja CHCI3  [C.gloeosporioides 35 11 5000
0.2 P. longifolia Annonaceae Hoja H20 IC.gloeosporioides 85 12 500

Referencias: 1) Jhonny et al.,2005; 2) Abdel Ghany et al., 2015;3) De-la-Cruz-Chacoén et al.,2019;4) De-la-Cruz-Chacén et al.,2019; 5) De-la-Cruz-Chacon et
al.,2020;6) Chong,2020;7) Pripdeevech y Chukeatirote,2010;8) De-la-Cruz-Chacon et al.,2013;9)Dang et al.,2011;10)Srivasrava y Yadav,2008; 11) Bussaman
etal.,2012;12)Lalitha et al.,2011.
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Anexo 2. Cartel cientifico del Xll congreso nacional de micologia

Capacidad antifungica de Annona

macroprophyllata sobre hongos fitopatégenos de
relevancia agronémica.
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las antifingicas '#?. Se ha documentado que
cerca de 23 alcaloides de Anonaceas llegan

inhibir a 13 hongos de los géneros
Aspergillus, Botryodiplodia, Cladosporium,
Fusarium, Helminthosporium, Mucor y
Rhizopus. ¢

OBJETIVO

Determinar la potencia actividad antifiingica
de los extractos alcaloidales de Annona
macrorprophyllata durante una etapa anual.
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antifingica in vitro de extractos alcaloideas
de raices y tallos y 2) El analisis del perfil de

riqueza y abundancia de alcaloides de
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CONCLUSIONES

® 00009
Anona macroprophylita produce alcaloides durante todo el afo
en raices.

Los extractos alcaloidales de raices estan dentro de los mas

potentes contra A. glaucus, F. oxysporu, C. gloeosporoides y C.
lunata de familia annonaceae.

La diversidad de alcaloides no es proporcional a % de inhibicién
micelial, por lo que algin alcaloide puede ser el responsable de
la gran potencia antifungica que esta planta presenta.
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