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RESUMEN

Annona purpurea es una especie de la familia Annonaceae que biosintetiza mas de 50
alcaloides. Algunos alcaloides realizan funciones de defensa y pueden agruparse desde una
perspectiva ecoldgica como metabolitos constitutivos e inducidos. Estos Ultimos se expresan
en respuesta a cambios en las condiciones abidticas o bioticas que desencadenan estrés en
una planta. Sin embargo, se han realizado pocos estudios sistematicos sobre los perfiles de
metabolitos constitutivos y sus respuestas al estrés biotico. En esta tesis se analizd la
respuesta de plantulas de A. purpurea a la infeccion con tres hongos fitopatdgenos:
Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia lunata y Rhizopus stolonifer. Para este estudio,
se analizaron los alcaloides de extractos metandlicos de hojas, tallos y raices de plantulas
testigo e inoculadas por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas. Con
la finalidad de conocer la riqueza y abundancia de los alcaloides entre los tratamientos y entre
los 6rganos, se utilizaron los indices ecoldgicos de Margalef, Shannon y Simpson. También
se realiz6 un Anélisis de Componentes Principales (PCA), PERMANOVA y PERMANOVA
pareada. En este documento se encuentra informacion sobre: 1) Obtencion de plantulas, 1)
Perfiles de alcaloides, Ill) Alcaloides inducidos por Colletotrichum gloeosporioides
(Alkaloidal variation in seedlings of Annona purpurea Moc. & Sesse ex Dunal infected with
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. and Sacc., 1V) Alcaloides inducidos por
Curvularia lunata, V) Alcaloides inducidos por Rhizopus stolonifer y V1) Especificidad de
la respuesta a la infeccion fangica. Los indices de diversidad permitieron observar las
diferencias entre los tratamientos y las especies. Se encontraron respuestas inducidas con
todos los hongos, siendo A. purpurea mas sensible a R. stolonifer. En todos los casos la mayor
diversidad de alcaloides se encontrd en las raices.

Palabras claves: Alcaloides, metabolitos secundarios inducidos, Annona purpurea,

Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia lunata, Rhizopus stolonifer.



ABSTRACT

Annona purpurea is a species of the Annonaceae family that biosynthesizes more than 50
alkaloids. Some alkaloids perform defense functions and can be grouped from an ecological
perspective as constitutive and induced metabolites. The latter are expressed in response to
changes in abiotic or biotic conditions that trigger stress in a plant. However, few systematic
studies have been conducted on constitutive metabolite profiles and their responses to biotic
stress. In this thesis, the response of A. purpurea seedlings to infection with three fungal
phytopathogens was analyzed: Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia lunata and
Rhizopus stolonifer. For this study, the alkaloids of methanolic extracts of leaves, stems and
roots of control and inoculated seedlings were analyzed by Gas Chromatography coupled to
Mass Spectrometry. To know the richness and abundance of alkaloids between treatments
and between organs, the ecological indices Margalef, Shannon and Simpson were used.
Principal Component Analysis (PCA), PERMANOVA and paired PERMANOVA were also
performed. This dissertation contains the following information: I) Obtaining seedlings, I1)
Alkaloid profiles, I11) Alkaloids induced by Colletotrichum gloeosporioides (Alkaloidal
variation in seedlings of Annona purpurea Moc. & Sesse ex Dunal infected with
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc., IV) Alkaloids induced by Curvularia
lunata, V) Alkaloids induced by Rhizopus stolonifer and V1) Specificity of the response to
fungal infection. The diversity indices allowed us to observe the differences between the
treatments and the species. Induced responses were found with all fungi, with A. purpurea
being more sensitive to R. stolonifer. In all cases the greatest diversity of alkaloids was found

in the roots.

Keywords: Alkaloids, induced secondary metabolites, Annona purpurea, Colletotrichum

gloeosporioides, Curvularia lunata, Rhizopus stolonifer.



l. INTRODUCCION

La familia Annonaceae es una integrante de las Angiospermas antiguas, de distribucion
pantropical. La familia se subdivide en cuatro subfamilias: Ambavioideae, Anaxagoreideae,
Annonoideae y Malmeoideae. Se encuentra constituida por 128 géneros y 2,106 especies
(Chatrou et al. 2012). Los cuatro géneros mas estudiados de esta familia, debido a su
importancia econdmica, por su calidad fruticola y potencial farmacéutico, son Annona,
Rollinia, Uvaria y Asimina (Vidal-Hernandez et al. 2014).

Una caracteristica importante de la familia Annonaceae es la presencia de numerosos
Metabolitos Secundarios (MS) que le confieren propiedades farmacoldgicas, como las
citotoxicas (Sonnet y Jacobson, 1971; Chavez y Mata, 1998, 1999; Chang et al. 1998, 1998b;
Schlie-Guzman et al. 2009; Hernandez-Fuentes et al. 2019; Neske et al. 2020), insecticidas,
antimicrobianas y antifungicas (De-Q-Paulo et al. 1992; Cepleanu et al. 1993; Cavé et al.
1997), dopaminérgicas (Rejon-Orantes et al. 2011) y antimalaricas (Cortes et al. 2014), entre
otras. El género Annona es rico en MS que se encuentran en raices, tallos, hojas y semillas.
Entre los MS mas abundantes estan las “acetogeninas de anonaceas” (ACG), los alcaloides,
los terpenos y los flavonoides.

Una de las especies de interés de esta familia desde el punto de vista quimico es
Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal, ya que presenta acetogeninas, como la
escuamocina, aislada de semillas con actividades citotoxicas e insecticidas (Chavez & Mata,
1998) y alcaloides bencilisoquinolinicos, como la reticulina aislada de tallos y raices (Chang
et al. 2000; De-la-Cruz-Chacén et al. 2019), o indo6licos como la annomontina de tallos y
raices (Rejon-Orantes et al. 2011; De-la-Cruz-Chacon et al. 2019). De este ultimo alcaloide
han sido evaluadas sus propiedades ansioliticas (Rejon-Orantes et al. 2011) y antifungicas
(De-la-Cruz-Chacon et al. 2019). Hasta el momento se conocen 49 alcaloides de A. purpurea
(Sonnet y Jacobson, 1971; Chang et al. 1998; Chang et al. 1998b; Chang et al. 2000; Rejon-
Orantes et al. 2011; De-la-Cruz-Chacon et al. 2019; Diaz-Godinez et al. 2020).

La distribucion espacial y temporal de los MS, puede estar relacionada con el
desarrollo fenoldgico y/o con la interaccion con el ambiente (Castro et al. 2013; De-la-Cruz-
Chacon et al. 2019). Los alcaloides, al igual que otros MS, pueden clasificarse como
Constitutivos (MSC) o Inducidos (MSI) (Bennett y Wallsgrove, 1994; Bostock et al., 2001;
Anaya, 2004). Los primeros se refieren a su presencia per se, ya sea que puedan actuar o no



como defensas, que se biosintetizan normalmente sin que su presencia se deba a estimulos
bidticos o abidticos. Los MSI son los que se producen o incrementan después de algun tipo
de cambio ambiental (por ejemplo, estrés bidtico o abidtico) (Freeman y Beattie, 2008;
Granados-Sanchéz et al. 2008, Montes-Belmont, 2009; Laredo-Alcala et al. 2017). Por lo
que, la induccion de los metabolitos secundarios por estrés puede dar origen a nuevos
metabolitos o el incremento en la abundancia de los ya existentes, en su caso, metabolitos
constitutivos.

La induccion de defensas quimicas en las plantas provocadas por el ataque de
fitopatdgenos esta documentada en varias especies (Riley Saldafia et al. 2022; Toledo-
Gonzélez et al. 2023; Zeiss et al. 2019; Hu et al. 2018). En Annona muricata Riley-Saldafia
(2019) demostré la induccion de los alcaloides anonaina, reticulina, nornuciferina,
asimilobina y coreximina por los hongos fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides y
Rhizophus stolonifer en etapas del desarrollo temprano.

En Annona purpurea se ha reportado la presencia de alcaloides derivados a partir de
tres precursores: 1) triptdfano (Indol, 2-metilamino-3 fenil), 2) tirosina (90% de su perfil de
metabolitos) y 3) de la union del indol con 2-aminopirimidina (anomontina) (De la Cruz-
Chacon et al. 2019). Por otra parte, es escaso el conocimiento sobre el mecanismo quimico
de defensa constitutivo de las plantas o si éste se puede inducir o modular bajo el estrés
provocado por el ataque de hongos fitopatégenos en etapas del desarrollo temprano. Ademas,
las respuestas de esta planta a la interaccion con fitopatégenos pueden ser metabolicamente
variable y asociarse preferentemente a alguna ruta biosintética. Es decir, la respuesta puede
ser diferencialmente selectiva, tal como se observa en la induccién de alcaloides con C.
gloeosporioides y R. stolonifer en A. muricata (Riley-Saldafia, 2019). Para A. purpurea no
estd documentada esta interaccion. Por ello, se cuestion6 ¢Cémo responde el metabolismo
alcaloidal de Annona purpurea ante el estrés producido por diferentes hongos
fitopatdgenos? Para responder y considerar que las plantas responden al estrés biotico
alterando su metabolismo secundario se plantearon las siguientes hipoétesis: 1) La infeccion
de plantulas de Annona purpurea con los hongos Colletotrichum gloeosporioides,
Curvularia lunata y Rhizopus stolonifer induce cambios en el perfil de alcaloides; 2) La

modulacion del perfil de alcaloides es sensible a la especie de hongo fitopatégeno y 3) Las



hojas y las raices son los érganos con mayor diversidad de alcaloides, debido a la importancia
que tienen estas estructuras para la supervivencia de la planta.

Este estudio documenta que la infeccion de plantulas de Annona purpurea con los
hongos Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia lunata y Rhizopus stolonifer produjo
cambios en el perfil constitutivo de alcaloides, sin induccion de nuevos alcaloides, los cuales
pueden indicar diferencias entre las especies de fitopatdgenos, posiblemente al grado de
virulencia de cada una, siendo R. stolonifer el que produjo mayores cambios en el perfil
alcaloidal. Las raices fueron los 6rganos con mayor riqueza y diversidad de alcaloides,

seguidas de las hojas.



1. ANTECEDENTES

Ante el ataque de hongos fitopatdgenos, las plantas inducen mecanismos de defensa
quimicos, que detienen, aminoran o contrarrestan la infeccién (Madriz, 2002). Los
mecanismos de defensa se clasifican como de resistencia constitutiva o inducida (Freeman
& Beattie, 2008; Granados-Sanchez et al. 2008, Montes-Belmont, 2009; Laredo-Alcal et al.
2017).

2.1. Metabolitos constitutivos

Los compuestos constitutivos, fitoanticipinas o inhibitinas son preformados en plantas antes
del ataque de un patégeno o una infeccion; es decir, se forman en plantas sanas (Tiku, 2020),
incluso pueden estar como precursores inactivos, en forma de glucésidos, almacenados en
tejidos sanos y se activan solo en respuesta al dafio tisular. Aun asi, se consideran metabolitos
constitutivos (Morrissey y Osbourn, 1999; Tiku, 2020).

Los alcaloides presentes en las plantas son uno de los metabolitos secundarios
importantes que desempefian un papel crucial en la defensa (Jogaiah et al. 2019). Los
alcaloides de bencilisoquinolina y pirrolizidina son un enorme grupo producidos en grandes
cantidades en plantas como en otros seres vivos. Su estructura quimica se deriva de diversos
precursores como aminoacidos (triptéfano, lisina, tirosina, acidos antranilicos y acido
nicotinico). Pocos grupos alcaloides también se derivan de la reaccién de aminacion de
policétidos, shikimatos e isoprenoides. Los alcaloides bencilisoquinolina, queleritrina,y
sanguinarina son importantes por sus propiedades antibacterianas y antifungicas. Ademas,
estos tres alcaloides tienen naturaleza constitutiva y, por lo tanto, se consideran
fitoanticipinas (Tiku, 2020).

2.2 Metabolitos inducidos

Los compuestos inducidos, también llamados fitoalexinas, son los metabolitos secundarios
que se biosintetizan de novo o cuando se incrementa la abundancia de los preexistentes,
activandose como respuesta al ataque de patdgenos. Para ello, la planta debe Ilevar a cabo un
reconocimiento especifico del patdgeno, basado en los sistemas gen por gen (Madriz, 2002).
Los sistemas gen—gen explican que por cada gen de resistencia en el hospedero existe un gen

de virulencia en el patogeno (Glazebrook, 2005; Montes-Belmont, 2009). Después del



reconocimiento especifico se produce una reaccién hipersensible, la cual consiste en la
acumulacion de compuestos dafiinos, que simultaneamente matan al patdégeno y a las células
hospedantes (Goémez y Reis, 2011; Thakur y Sohal, 2013). En esta respuesta pueden
intervenir las especies reactivas de oxigeno (ERO) formando una “explosion oxidativa”,
donde participan el superéxido (O>), el radical hidroxilo (OH) y el peréxido de hidrogeno
(H202). Esta “explosion” tiene una funcion tdxica sobre los patdégenos o sobre las células
donde se producen (Benezer-Benezer et al., 2008). Dicho de otra manera, la identificacion
del patdgeno generalmente ocurre cuando el producto del gen de avirulencia (Avr), secretado
por el patdgeno, interactla directa o indirectamente con el producto del gen de resistencia
vegetal (R). Cuando ambos genes estan presentes (Avr-R), se produce el reconocimiento que
conducirdn a una resistencia activa de la planta y avirulencia del patdgeno. Por el contrario,
si alguno de los dos genes se encuentra ausente, no hay reconocimiento y el resultado sera
una reaccion incompatible y desarrollo de la enfermedad (Madriz, 2002; Thakur y Sohal,
2013). La presencia de fitoalexinas se ha documentado en algunas especies. En Medicago
truncatula, se han estudiado los cambios en el perfil de acumulacion de flavonoides en las
hojas durante la infeccion con el hongo patégeno Phoma medicaginis, identificando cuatro
nuevos glucosidos de flavona acilados y un aumento en la concentracion de medicarpina
cinco dias después de la infeccion (Jasinski et al. 2009). De igual manera, en el altramuz de
hoja estrecha (Lupinus angustifolius) se estudid la respuesta metabdlica diferencial en las
hojas a la infeccion por Colletotrichum lupini (Muth et al. 2009), donde se detectaron niveles
mas altos de isoflavonas preniladas, especialmente las fitoalexinas luteona (7000 %) y
wighteona, y sus diversos glicoconjugados. Asimismo, en Annona muricata se estudio la
respuesta a dos hongos fitopatdgenos: Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus stolonifer,
encontrando que C. gloeosporioides provocd aumentos variables en la produccién de
anonaina, reticulina y nornuciferina (10-1200%); mientras que R. stolonifer s6lo estimuld el
aumento de nornuciferina y anonaina (10%) en los tallos y hojas (Riley-Saldafa et al. 2022).
Finalmente, en Annona purpurea la infeccion con el hongo Colletotrichum gloeosporioides
modificd el perfil constitutivo de los alcaloides al inducir un aumento de lirinidina (61%) y
papaverina (403%) en las raices y de N, N-dimetil, 2-(metilamino)3-fenilindol (143%) en las
hojas (Toledo-Gonzélez et al. 2023).



2.3 Biosintesis de alcaloides, las rutas en las Anonaceas

La biosintesis de metabolitos secundarios particulares o de grupos metabdlicos completos
esta frecuentemente restringida taxonomicamente (Wink, 2004). Por esta razon, ciertas clases
de metabolitos secundarios se han utilizado como caracteres distintivos para la investigacion
bioguimica de familias de plantas especificas. Por ejemplo, alcaloides de quinolizidina en
Fabaceae (Wink, 1994); alcaloides de tropano y esteroides en Solanaceae (Itkin et al. 2011);
alcaloides iridoides en Lamiaceae (vonPoser et al. 1995); y “acetogeninas de anonaceas” en
Annonaceae. La gran variedad de metabolitos secundarios es consecuencia de la
biodiversidad y répida evolucién de vias metabolicas especializadas (Moghe y Last, 2015).
Los estudios realizados durante las ultimas dos décadas revelaron que diversas vias
metabolicas especializadas han resultado de la incorporacién de enzimas metabdlicas
primarias (Moghe y Last, 2015); por lo que una misma enzima puede catalizar multiples
reacciones y biosintetizar multiples productos (Weng et al. 2012). EI complejo enzimético
del citocromo P450 involucra una amplia familia de genes con una diversidad de funciones
en la planta, ya que participan en diversos procesos metabolicos (Gonzéalez-Mendoza, 2007;
Li et al. 2016). Este citocromo P450s y las UDP- glicosiltransferasas en genomas vegetales
pueden producir modificaciones estructurales y quimicas casi sin limites (Li et al. 2016).
Dentro de las ventajas evolutivas que presentan los metabolitos secundarios, se sabe que
pueden ayudar en las fluctuaciones provocadas por cambios abiéticos y bidticos que
experimentan las plantas (Li et al. 2016).

Las vias biosintéticas fundamentales de los metabolitos se conservan en la mayoria
de las plantas (Jan et al. 2021). Frecuentemente se producen en concentraciones bajas y
pueden estar restringidos a una especie vegetal o distribuidos en grupos taxonémicos mas
amplios o especificos (Gani et al. 2021). Teniendo en cuenta sus funciones ecoldgicas y
valores econdmicos, los especialistas en plantas llevan mucho tiempo interesados en explicar
las rutas biosintéticas en cuanto a las enzimas, los genes estructurales y los reguladores
asociados a ellos (Gani et al. 2021). La maquinaria biosintética de los metabolitos a menudo
estd compartimentada dentro de la célula o en diferentes células, lo que implica la
participacion del trafico inter o intracelular (Vermaet al. 2012; Yuy De Luca 2013). Es decir,
los metabolitos pueden producirse en 6rganos-especificos y almacenarse en otros diferentes

de donde son biosintetizados (Sepulveda-Jimenez et al. 2003). Por ejemplo, Brechi-Franco



et al. (2016) encontraron que la localizacion in situ de alcaloides y acetogeninas de Annona
macroprophyllata Donn. Sm. durante la germinacion de las semillas ocurre en las células
conocidas como idioblastos, donde se almacenan tanto acetogeninas, como alcaloides.

Los alcaloides son compuestos nitrogenados que generalmente se biosintetizan a
partir de aminodcidos, tales como triptdfano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina;
solos o combinados con terpenoides (Facchini, 2001). También pueden derivar de purinas y
del acetato de los policétidos (Facchini, 2001). Los alcaloides, segun el aminoacido
precursor, se pueden dividir en los siguientes grupos: alcaloides isoquinolinicos, alcaloides
quinolizidinicos, alcaloides pirrolizidinicos, alcaloides tropanicos y alcaloides indolicos
(Facchini, 2001).

En plantas de la familia Annonaceae se ha documentado la presencia de alcaloides
bencilisoquinolinicos e indolicos, cuyas rutas no estan del todo dilucidadas, por ello se
describiran estas rutas hasta el alcaloide precursor de la diversificacion.

La biosintesis de alcaloides isoquinolinicos (IQA) (Figura 1) se produce mediante la
descarboxilacion de tirosina o DOPA para producir dopamina, que junto con el 4-
hidroxifenilacetaldehido, un aldehido derivado de la tirosina, se convierte en reticulina, un
precursor importante de varios alcaloides bencilisoquinolinicos (Diamond y Desgagné-
Penix, 2016). Se ha documentado que en Dactylicapnos scandens, la biosintesis comienza
con la conversion de L-tirosina en dopamina y 4- hidroxifenilacetaldehido, que luego se
condensan en (S)-norcoclaurina por (S)-norcoclaurina sintasa (NCS) 5-7 metiltransferasas
[(S)-norcoclaurina  6-O-metiltransferasa  (60MT),  (S)-coclaurina-N-metiltransferasa
(CNMT) vy (S)-3'-hidroxi-N-metilcoclaurina-4’-O-metiltransferasa (4'OMT)] y una
hidroxilasa [(S)-N-metilcoclaurina 3'-hidroxilasa (NMCH)] participan en la catalizacion de
la conversidén de (S)-norcoclaurina a (S)-reticulina, que ha sido considerada como un
intermediario comdn de muchos IQA. En la diversificacion de IQA, muchos pasos involucran
una reaccion de oxidacién, catalizada por el citocromo P450s, y una O-metilacion catalizada
por la familia OMT, que participa en la sintesis de productos intermedios (S)-reticulina, y
transformaciones posteriores de multiples pasos para formar diferentes productos finales. El
P450 juega un papel clave en las reacciones oxidativas, incluida la formacién de puentes
metilendioxi, el acoplamiento de fenol C - C intramolecular y las reacciones de acoplamiento

de fenol C — O intermolecular 15-17. ElI gen CYP719B1, que codifica para la salutaridina



sintasa en Papaver somniferum, cataliza la reaccion de acoplamiento de fenol C-C en la
biosintesis de morfina (De-la-Cruz-Chacon et al. (2012); He et al. 2017). Aunque la
biosintesis de IQA como la morfina, sanguinarina y berberina ha sido bien estudiada, la
biosintesis de otros IQA, como isocoridina y sinomenina, aun no se conoce completamente
(He et al. 2017).

La complejidad y compartimentalizacion de las rutas de los alcaloides 1QA se sefiala
en la Figura 1, cuyo plano bioquimico fue construido por De-la-Cruz et al. (2012) se
fundamenta en estudios de biosintesis en plantas y/o cultivos celulares de Argemone
mexicana, Berberis stolonifera, B. beaniana, B. canadiensis, Coptis japonica, Corydalis
vaginans, Eschscholzia californica, Papaver somniferum, P. bracteatum, Thalictrum flavum,

T. Tuberosum, T. Bulgaricum, Tinospora caffra, T. Cordifolia y Sanguinaria canadiense.
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Figura 1. Modelo esquematico de la sintesis y trafico celular de alcaloides en plantas. TYDC
= Tirosina Dopa descarboxilasa; MFO = Monofenol oxidasa; AO = Aminooxidasa; NCS =
Norcoclaurina sintasa; 60MT = (S)-norcoclaurina-6-O-metiltransferasa; CNMT= (S)-
coclaurina-N-metiltransferasa; Cyp80B3= (S)-N-metilcoclaurina-3"-hidroxilasa; 4 OMT=
(S)-3"-hidroxi-N-metilcoclaurina-4"-O-metiltranferasa; BBE = berberina sintasa; SOMT =
(S)-scoulerina-9-O-metiltransferasa; Cyp719A1 = (S)-canadina sintasa; STOX = (S)-
tetrahydroxyprotoberberina oxidasa; CFS = cheilantifolina sintasa, Cyp719A2 = Stilopina
sintasa; TNMT = Tetrahidroprotoberberina sintasa; MSH = N-metilstilopina 14-hidroxilasa;
P6H = protopina 6-hidroxilasa; DBOX= dihidrobenzofenantridina oxidasa; DRS = 1,2-
dehidroreticulina sintasa; DRR; 1,2-dehidroreticulina reductasa; STS = Salutaridina sintasa;
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SalR = Salutaridina reductasa; SalAT = Salutaridinol 7-O-acetlltransferasa; COR =
codeinona reductasa. RE = Reticulo endoplasmico; VSA = Vesicula biosintetizadora de
alcaloides. Imagen obtenida de De-la-Cruz-Chacon et al. (2012).

La biosintesis de alcaloides indolicos es sumamente compleja y todavia no se
conocen todas las enzimas involucradas, ni los mecanismos que regulan su biosintesis. Uno
de los estudios mas completos, por su importancia medicinal, es el correspondiente a la
biosintesis del alcaloide bisindolico vinblastina en Catharanthus roseus (Figura 2) (El-Sayed
y Verpoorte, 2007). Las enzimas triptéfano descarboxilasa (TDC) y estrictosidina sintasa
(STR) se localizan en las células epidérmicas de tallos, hojas y botones florales; asi como en
el protodermo y células corticales que rodean el meristemo apical de la punta de las raices.
Por su parte, las enzimas desacetoxivindolina-4-hidroxilasa (D4H) y acetilvindolina 4-O-
acetiltransferasa (DAT) estan restringidas a células especializadas, conocidas como
laticiferas e idioblastos de hojas, tallos y botones florales (Trejo-Tapia y Rodriguez-Monroy,
2007).

Plastido

Triptofano «.«-.... Shikimato

Tri p(alm ina
4! R

Triptamina Secologanina

Triptofano

.. Deacetoxivin

Tabersoning =« ~dolina
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Vacuola |DAT
\. J Citosol

Figura 2. Compartimentalizacion celular de la ruta de biosintesis de la vinblastina en
Catharanthus roseus. TDC: triptofano descarboxilasa, STR: estrictosidina sintasa, D4HH
deacetoxi-vindolina-4-dioxigenasa, DAT: 4-O-deacetilvindolina-4-O-acetiltransferasa.
Imagen de Trejo-Tapia y Rodriguez-Monroy (2007).

La biosintesis de los alcaloides monoterpen-inddlicos (AMI) se ha documentado en
C. roseus. Es extremadamente compleja y requiere de la conjuncién de dos vias metabdlicas:

la via inddlica y la via terpénica (Meijer et al. 1993, 1993b; De-Luca, 1993). La enzima L-
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aminoacido-aromatico carboxiliasa (EC 4.1.1.28) 1 (nombre comun = triptéfano
descarboxilasa) cataliza la conversion de L-triptofano a L-triptamina, el derivado indélico de
los AMIs, y de esta manera deriva triptofano hacia el metabolismo secundario. La triptamina
y la secologanina, el precursor monoterpén-glucoiridoide, son condensados para formar
estrictosidina, un glucoalcaloide precursor de todos los alcaloides aislados de C. roseus
(Loyola-Vargas et al. 2004). La enzima que cataliza la condensacion de la triptamina y de la
secologanina es la 3-a(S)-estrictosidina triptaminaliasa (EC 4.3.3.2) (nc = estrictosidina
sintasa). Los precursores inmediatos de los AMIs, triptamina y secologanina, requieren a su
vez precursores provenientes del metabolismo primario (Loyola-Vargas et al. 2004).

Los alcaloides de A. purpurea derivan de dos rutas: la isoquinolinica, en donde se
encuentran los bencilisoquinolinicos (ABI), y la inddlica. De 23 alcaloides identificados en
esta especie solo uno es indolico y los demas corresponden a los ABI, lo que sefiala la mayor
expresion de esta ruta. La L-tirosina es precursor de los ABI, su biosintesis puede agruparse
en tres intervalos a) la produccion del precursor central de todos los ABI, la S-norcoclaurina,
desde dos moléculas de L-tirosina, b) la transformacion de S-norcoclaurina a S-reticulina, el
intermediario principal de diversificacion de la ruta y c) las rutas de diversificacion que dan

origen a los 13 diferentes tipos de ABI (De-la-Cruz- Chacon et al. 2012).
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I11.  ESPECIES ESTUDIADAS

3.1 Annona purpurea

Ubicacién taxonémica
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliidae
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Género: Annona
Especie: Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal

Descripcion botanica.

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 12-30 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 por el envés. Flores extraaxilares, solitarias, subsésiles; sépalos triangular-ovados,
acuminados, 1-2 cm de largo, pétalos exteriores valvados, gruesos y rigidos, 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, 10-12 cm de didmetro 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).
Distribucion

Su distribucion es tropical, comprendiendo los paises de Belice, Colombia, Costa Rica,
Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Panamay Venezuela (Tropicos, 2020).
En México se encuentra en los estados de Chiapas, Colima, Jalisco, Michoacan, Oaxaca,

Puebla, Quintana Roo, Tabasco, Yucatan y Veracruz (Tropicos, 2020).
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Generalidades.

Es una especie nativa de Mesoamérica, se encuentra silvestre o cultivada en huertos
familiares, de frutos comestibles, potencial farmacologico (Herndndez et al. 2014) y
propiedades medicinales de extractos crudos (Luna-Cézares y Gonzalez-Esquinca, 2015).
Las semillas son numerosas, de 2.8 a 3.0 de longitud por 1.4 a 1.8 cm de grosor (Zamora et
al. 2000). Presentan latencia (Gomez-Castafieda et al. 2003; Ferreira, 2011), tienen
embriones rudimentarios, laminares; la mayoria de la semilla esta ocupada por el endospermo
y el embrion corresponde aproximadamente a un 1% del volumen de la unidad de
propagacion sexual (Nikolaeva, 1977). Los embriones estan diferenciados en radicula y
cotiledones y simplemente necesitan tiempo para crecer y germinar (Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006). La latencia es caracteristica de diversos géneros y especies de la
familia Annonaceae, donde se ha reportado la presencia de latencia morfologica y
morfofisiologica (Baskin y Baskin, 2001). Es comUnmente conocida como sincuya,
chincuya, sencuya, sincuyo, cabeza de muerto, soncoya, suncuyo, matacuy (Orellana et al.
2014). En Yucatan se reporta con los nombres mayas “Pox”, “Chacoop” y “Polbox”
(Orellana et al. 2014; Stanley y Steyermark, 1946; Morton, 1987). Sinonimias: Annona
involucrata Baill, A. manirote Kunth y A. prestoei Hemsi (Tropicos, 2020).

La especie habita en bosques y matorrales himedos o secos, a menudo en crecimiento
secundario (Standley y Steryermark, 1946; Chizmar et al. 2009). Desde los 0 hasta los 1200
msnm; muy rara en altitudes superiores (Standley y Steyermark, 1946; Orellana y Martinez,
2002; Chizmar et al. 2009).

Desde el punto de vista quimico, Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal, tiene una
gran diversidad de metabolitos secundarios, dentro de los cuales se encuentran fenoles,
terpenos, compuestos nitrogenados y acetogeninas de anonaceas. Este trabajo documenta
unicamente lo referido a sus alcaloides. Hasta el momento se han aislado 49 alcaloides

(Cuadro 1) de A. purpurea, registrandose mas los alcaloides isoquinolinicos.
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Cuadro 1. Alcaloides reportados en Annona purpurea.

Tipo Compuesto Estructuras Ref.
H T R
6a, 7-deshidroaporfinas  7-hidroxi-dehidroglaucina X X - 2,3,7
Dehidrolirinidina X - - 2,3
Aporfina sensu stricto N-formil-purpureina X - - 2,3
(+)-predicentrina X - - 2,3
7-formil-dehidrotalicsimidina X X - 2,3, 7
Apoglaziovina X - 4
Aporfinas Glaucina X X X 2,7
Isocoridina - X X 4,7
Lirinidina X X - 2,4,7
Norglaucina - X - 4
Norpurpureina X X - z 56
Nortalbaicalina - X - 4
Talbaicalidina X - 2,3,7
Talicsimidina X X - 234
6,7,8
Benzilisoquinolina Reticulina - X X 4,7
Fenantreno Talicpureina X - - 2,3
Isoquinolina Talifolina - X X 4,7
Lactamica Escuamolona - X - 4
Norpallidina - X - 4
Morfinandienonas O-Metilflavinantina - X - 4
Pallidina - X - 4
Liriodenina - X x 4,7
Lisicamina X X - 4
Oxoaporfinas Oxoglaucina X X - 4
Oxopurpureina X X - z ol
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Tipo Compuesto Estructuras Ref.

H T R
Proaporfina Estefarina - X - 1,4
Glaziovina X - - 2,3,8
7-deshidroaporfina 3-hidroxi-glaucina X - - 8
7-hidroxi-dehidrotalicsimidina X - - 2,3
Annomontina - X X 57
Anonaina - X X 7
Cassamedina - - - -
Indolico Indol, 2-metilamino-3 fenil X - X 7
Isoquinolina, 6,7,8-trimetoxi - - X 7
Magnoflorina X X - 7
N-Methyllaurotetanina - - X 7
Nuciferina - - X 7
O-Dimetilpurpureina - - - 1
O-Metilcasifilina - - - -
O-Nornuciferina X - - 2
Papaverina - X X 7
Promucosina - X - 4
Puterina - - X 7
Romucosina F - X - 4
Romucosina G - X - 4
Thalimicrinona - - X 7
Talicmina - - - 1
Tetrahidroisoquinolina - X X 7
Xylopina - - X 7

1)Sonnet y Jacobson, 1971; 2) Chang et al. 1998; 3)Chang et al. 1998b; 4)Chang et al. 2000;
5)Rejon-Orantes et al. 2011; 6)Sanchez et al. 2018; 7)De-la-Cruz-Chacén et al. 2019; 8)Diaz-
Godinez et al. 2020. H= hojas, T = Tallos y R= Raices.

17



3.2 Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
Ubicacion taxonomica (estado asexual)
Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Glomerellales
Familia: Glomerellaceae
Género: Colletotrichum

Especie: Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc.

En cuanto a su ubicacion taxonémica de acuerdo a su estado sexual la especie es Glomerella

cingulata (Stoneman) Spaulding & v. Schrenk y el género Glomerella.

Caracteristicas generales

Presentan conidios ovoides de 13.56-14.24 x 4-4.02 um y sus colonias muestran crecimiento
micelial en forma radial, con margen entero u ondulado, generalmente de color blanco con
masas conidiales de color anaranjado en el centro de la colonia (Rojo-Béaez et al. 2017). Es
frecuente que las caracteristicas no sean confiables porque Colletotrichum spp.

frecuentemente produce conidios secundarios de diferentes formas y tamarios (Figura 3).

Figura 3. Colletotrichum gloeosporioides, fotografia del crecimiento en las cajas Petri con
PDA (Ay B) vy los conidios observados en el microscopio optico 400X (C). Fotografias de
Toledo-Gonzéalez K. A.
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La temperatura dptima para el crecimiento de este patdgeno es 25-28 °C y pH 5.8—
6.5. Suele estar inactivo en la estacion seca, pero en condiciones favorables causa antracnosis
en un gran numero de cultivos (Sharma y Kulshrestha, 2015).

En el proceso de colonizacion de la planta, se presenta la fase hemibiotrofica, donde
las fases biotroficas y necrotréficas ocurren secuencialmente (Sharma y Kulshrestha, 2015):
1) la fase biotrofica, donde el patégeno obtiene los alimentos de las células vivas de la planta
hospedera y 2) la fase necrotrofica, donde obtiene sus alimentos de las células muertas del

hospedero que han sufrido el ataque del patdgeno (Bailey et al. 1992 en Cobo, 2017).

Forma de propagacion y de infeccion en la planta

C. gloeosporioides causa la enfermedad de la antracnosis en una variedad de cultivos en todo
el mundo. Es una enfermedad del follaje, tallos y frutos que causa pérdidas antes y despues
de la cosecha en diversas especies de interés comercial (mango, papaya, guayaba, chirimoya,
granada y otros cultivos de frutas subtropicales). Se ha reportado que C. gloeosporioides
infecta A. muricata y A. cherimola (Rojo-Baez et al. 2017). La antracnosis es favorecida por
condiciones humedas y célidas y se propaga por semillas infectadas, salpicaduras de lluvia'y
vientos humedos. Dentro de los sintomas estan la caida y la pudricion de la fruta (Sharma'y
Kulshrestha, 2015).

Las especies de Colletotrichum utilizan dos estrategias principales de infeccién:
colonizacion hemibiotréfica intracelular o colonizacion intramural subticular. El estado
inicial de infeccion es muy similar en ambas: el conidio se adhiere, germina sobre la
superficie de la planta, produce el tubo germinativo y luego forma el apresorio melanizado
con el cual penetra directamente la cuticula; sin embargo, el proceso de colonizacion es
diferente en ambas estrategias (Perfect et al. 1999 en Rojo-Béez et al. 2017; Figura 4).
Durante la colonizacion hemibiotréfica intracelular, al penetrar las células epidérmicas del
hospedante, las hifas aumentan de tamafio, formando vesiculas de infeccién y una hifa
primaria amplia, alrededor de la cual se invagina la membrana plasmatica. La vesicula de
infeccion y la hifa primaria estan rodeadas por una matriz en la interfase, por lo que el
protoplasto del hospedante se mantiene vivo durante esta etapa de la interaccion;
posteriormente, la hifa primaria coloniza progresivamente nuevas células epidérmicas y

mesofilas, a partir de las hifas primarias se forman hifas necrotréficas secundarias delgadas,
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las cuales se expanden rapidamente y degradan las paredes celulares mediante enzimas, lo
que ocasiona lesiones necrdticas (Perfect et al. 1999 en Rojo-Béez et al. 2017).
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Figura 4. Ciclo de vida de Colletotrichum gloeosporioides. Imagen de Rojo-Baez et al. 2017

En contraste, durante la estrategia de infeccion intramural subcuticular, despueés de la
penetracion, el patogeno se desarrolla debajo de la cuticula formando una red de hifas
intramurales. Durante las etapas posteriores de infeccion, las hifas inter e intracelulares
penetran células epidérmicas y mesofilas, lo que puede ocasionar la muerte del hospedante
(Perfect et al. 1999 en Rojo-Baez et al. 2017).

Mecanismos de toxicidad una vez dentro de la planta

Durante la colonizacién en el tejido del hospedero, C. gloeosporioides crea un entorno
alcalinizante. El factor de transcripcion pacC, es un regulador de genes con control de pH 'y
es esencial para una colonizacion exitosa. PacC regula 478 genes positivamente y 483
negativamente. En conjunto, éstos comprenden el 5% del genoma fangico e incluye genes
con funciones como transportadores, antioxidantes y enzimas que degradan la pared celular
del hospedero (Alkan et al., 2013). Algunos de estos genes son: Pel-B, CgRacl, CgOPT1,
GDH2, GS1, GLT y MEP (Nesher et al. 2011; Sharma y Kulshrestha, 2015). Algunas
proteinas son Bcl-2, Bax y bcl-2 antiapoptotica (Nesher et al. 2011; Sharma y Kulshrestha,
2015).

Los siguientes son ejemplos de algunas de las funciones de estos genes. El gen Pel-B
codifica la pectato liasa, la cual degrada la pared celular vegetal y su expresion puede verse
facilmente en la fase necrotréfica de la infeccion (Sharma y Kulshrestha, 2015). Por su parte,
el gen CgRacl es un importante regulador del desarrollo asimétrico de C. gloeosporioides y
codifica la proteina CgRacl, que participa en la regulacion de la morfogénesis, la division
nuclear y la germinacion patdgena. La proteina CgRacl es abundante en conidios y las puntas

de las hifas (Nesher et al. 2011). El gen CgOPT1 es necesario para la virulencia total y su
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expresion puede potenciarse mediante la adicién de IAA (auxina) (Sharma y Kulshrestha,
2015).
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3.3 Curvularia lunata (Wakker) Boedijn
Ubicacion taxonomica (estado asexual)
Filo: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Género: Curvularia

Especie: Curvularia lunata (Wakker) Boedijn

En cuanto a su ubicacion taxondémica de acuerdo a su estado sexual la especie es

Cochliobolus lunatus R.R.Nelson & F.A.Haasis y el género Curvularia Boedijn.

Caracteristicas generales

La mayoria de conidios tienen forma de media luna, con cuatro células separadas por tres
septos. Las dos células medias agrandadas y las dos de los extremos mas pequefias. (Hou et
al. 2013). Puede existir variacion morfoldgica de los conidios con relaciéon al nimero de

septos y tamario de los conidios (Rocha et al. 2018; Figura 5).

Figura 5. Curvularia lunata, fotografias del crecimiento del micelio en las cajas Petri con
PDA (Ay B). Conidio observado en el microscopio éptico 400x (C). Fotografias de Toledo-
Gonzélez K. A.

Los rangos 6ptimos de temperatura y pH para el crecimiento micelial, esporulacién y
germinacién conidial del patégeno oscila entre 25-30 °C y el pH entre 5-9, respectivamente
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(Sang et al. 2008). La humedad relativa oscila entre 81%-98 % (Sang et al. 2008). Son
hongos necrotroficos, que obtiene sus alimentos de las células muertas del hospedero que
han sufrido el ataque de este patdgeno (Bailey et al. 1992 en Cobo, 2017).

Forma de propagacion y de infeccion en la planta

La principal forma de propagacion es la asexual a través de los conidios. Para que ocurra la
infeccion, la superficie de las plantas debe tener cierta humedad, especialmente en climas
calidos y humedos. Posteriormente, el hongo produce una toxina de tipo furanoide que
conduce a las lesiones en las hojas (Pechanova y Pechan, 2015). Las estructuras ramificadas
del patégeno (llamadas haustorios), anclan el hongo en el sustrato, liberando enzimas
digestivas y absorbiendo nutrientes para el hongo. Cuando las condiciones son favorables,
los conidioforos liberan al aire circundante numerosos conidios, que pueden alcanzar nuevas
plantas hospederas.

Este hongo es causante de la enfermedad de la mancha foliar o tizon. Curvularia
lunata infecta principalmente las hojas, vainas y cascaras de las plantas de maiz. Las primeras
manchas amarillas empapadas de agua progresan a formas redondas, fusiformes u ovaladas
en las etapas posteriores de la infeccion. Durante el proceso de infeccion, los conidios de este
patégeno llegan a la planta hospedera y se adhieren a la superficie de la hoja. Al recibir los
estimulos apropiados durante el reconocimiento inicial de la superficie del hospedero, se
transmiten las sefiales para la extension del tubo germinal y la produccion de estructuras de
infeccion, que luego germinan para producir hifas. El hongo también secreta enzimas liticas,
que ayudan a penetrar en la pared celular de la planta. El tubo también puede diferenciarse
en un apresorio después de recibir sefiales fisicas o quimicas apropiadas de las superficies de
las hojas de las plantas, como la hidrofobicidad, la topografia o la dureza de la superficie, y
luego utiliza fuerza de turgencia, combinada con enzimas liticas, para penetrar en la planta
hospedera (Liu et al. 2016).

Mecanismos de toxicidad una vez dentro de la planta
El gen Clg2p interviene en la formacién de apresorios y morfologia conidial (Liu et al. 2016).
El gen PKAr participa en funciones de crecimiento, virulencia y formacion de melanina, entre

otras (Liu et al. 2013). Las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK), conocidas
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por su papel en la transduccion de mensajes intracelulares, estdn implicadas en la regulacion
de una serie de funciones en el hongo, que van desde el desarrollo de crecimiento de hifas,
formacion de apresorios, maduracion, crecimiento invasivo y conidiacion (Liu et al. 2016).
Todas las proteinas antes mencionadas participan en la patogenicidad. Ademas, una de las
toxinas identificadas que provoca los sintomas de mancha foliar se conoce como 5-

(hidroximetil) furan-2-carboxilato de metilo (Liu et al. 2009).
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3.4 Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill.
Ubicacion taxonomica (estado asexual)
Filo: Mucoromycota
Clase: Mucoromycetes
Orden: Mucorales
Familia: Rhizopodaceae
Género: Rhizopus

Especie: Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill.

Caracteristicas generales

Esta especie se caracteriza por la formacién de micelio aéreo carente de septos y la
produccién de esporangioforos (1-3 mm de largo y hasta 20-25 um de diametro) que
presentan en sus puntas esporangios esféricos donde se forman miles de esporangiosporas
(Figura 6). Los esporangioforos nacen de unas estructuras llamadas estolones, de los cuales,
también crecen los rizoides que se desarrollan en todas direcciones (De la Garza, 1996;
Martinez-Hernandez, 2017). Las dimensiones de las esporangiosporas pueden alcanzar hasta
13 um de longitud y 100 a 275 um de didmetro. Las esporangiosporas pueden presentar
formas globosas, elipsoidales y angulares con superficies lisas o estrias distintivas (Bautista-
Barios et al. 2014; Hernandez-Lauzardo et al. 2006). Las esporangiosporas de R. stolonifer
pueden sobrevivir largos periodos sin agua y soportar temperaturas elevadas, germinando
sobre tejidos vegetales dafiados y generando rapidamente la degradacion de los tejidos y la
pudricion de los frutos (Veldazquez-del Valle et al. 2008; Figura 6).
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Figura 6. Rhizopus stolonifer. A) Crecimiento de R. stolonifer en cascara de aguacate, B)
Micelio aéreo y esporangios vistos en el microscopio estereoscopio (20x) , C) Esporangios y
esporangidforos en el estereoscopio en 32x, D) y E) Esporangi6foros, esporangios, columela
y esporangiosporas tefiidas con azul de algodon (10 y 400x), F) Estolones y rizoides (400x),
G) y H) Rizoides (400 y 10x). Fotografias de Toledo-Gonzalez K. A.

Clasificacion del patégeno dependiendo de su nutricion
Son hongos saprobios con habilidades de necrotroficos oportunistas. Estos pueden infectar
facilmente la fruta madura, lo que conduce a un rapido establecimiento de sintomas de

enfermedad. Sin embargo, estos patdgenos generalmente no infectan la fruta inmadura y
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pueden permanecer inactivos hasta que las condiciones del hospedero estimulen una

infeccion exitosa (Petrasch et al. 2018).

Ciclo de vida

Rhizopus stolonifer presenta tanto reproduccion sexual como asexual. En la reproduccion
sexual, se forman cigosporas dentro de cigosporangios esféricos con pared gruesa,
ornamentada y melanizada, que los hace altamente resistentes a las dificultades ambientales.
Las cigosporas estan sostenidas por dos células suspensoras, que se desarrollan a partir de
los restos de los gametangios. La reproduccién sexual comienza cuando dos gametangios
haploides de tipos de apareamiento opuestos que se tocan y fusionan, atraidos por la
produccién de prohormonas. Como resultado de la plasmogamia, los nucleos de ambos
padres se fusionan para producir un estado diploide que rapidamente pasa por meiosis,
recuperando nucleos haploides y recombinantes. EIl cigosporangio puede permanecer
inactivo durante varios meses antes de germinar y producir un esporangio, que ayuda a la
dispersion de esporangiosporas con nucleos recombinantes (Moore et al. 2020).

En la reproduccion asexual, las hifas especiales no méviles Ilamadas esporangioforos
producen esporangios que se forman en posicion vertical. Los esporangios en las puntas de
las hifas verticales se desarrollan como porciones negras bulbosas. Las estructuras
ramificadas, llamadas rizoides, anclan el hongo en el sustrato, liberando enzimas digestivas
y absorbiendo nutrientes para el hongo. Cuando las condiciones son buenas, los esporangios,
que contienen numerosas esporangiosporas haploides que se producen a través de la mitosis,
liberan las esporangiosporas a la atmdésfera circundante. Estas esporangiosporas luego
pueden aterrizar en una superficie hiumeda y el ciclo de vida se repite (Estrada y Ramirez,
2019).

Forma de propagacion y de infeccién en la planta

Este hongo causa la enfermedad conocida como podredumbre suave, moho negro y
podredumbre por Rhizopus (Bautista-Bafios et al. 2014). Es un patégeno poscosecha
importante que provoca un considerable deterioro de una gran variedad de frutas y verduras.
Se adquiere durante los primeros pasos de la cadena de poscosecha; durante la cosecha y

manipulacion en la planta de empaque, aungque también pueden infectarse antes de la cosecha
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(Bautista-Bafios et al. 2014). Se sabe que el in6culo de R. stolonifer puede estar presente en
los érganos de las plantas, como hojas y frutos, pero existen pocos estudios al respecto. Los
géneros de plantas susceptibles a este hongo incluyen Allium, Annona, Brassica, Cucumis,
Cucurbita, Fragaria, Lycopersicum, Phaseolus, Pisum y Solanum, entre otros (Bautista-
Barios et al. 2014). Rhizopus stolonifer puede sobrevivir durante meses en los suelos, sus
esporangiosporas se diseminan en el aire, y al encontrar las condiciones favorables germinan
y se desarrollan (Veldzquez-del Valle et al. 2008). También se ha dado dispersion de
esporagiosporas por el agua de lluvia y por insectos (Rondon y Rondon, 2009). Los frutos
maduros y dafiados son mas susceptibles a la infeccion; asimismo, presenta una alta
correlacion entre el nimero de esporangiosporas y la incidencia de la enfermedad
(Velazquez-del Valle et al. 2008).

Generalmente la infeccion por R. stolonifer en frutos y vegetales ocurre
primordialmente durante la fase postcosecha, dado que en esa fase los productos sufren
lesiones que permiten la entrada del hongo (Bautista-Bafios et al. 2014; Velazquez-del Valle
et al. 2008). Es importante que las heridas sean recientes para que las esporas germinen. Una
vez germinadas las esporas, se producen hifas, éstas secretan enzimas pectinoliticas que
degradan y disuelven las sustancias pécticas de la lamina media en las células vegetales,
dando lugar a la perdida de cohesion entre ellas y provocando que las rodee una sustancia
liquida, lo que da como resultado la pudricion blanda. Posteriormente, el hongo secreta
enzimas celuloliticas que provocan la completa desintegracion de las células de los tejidos

vegetales (Bautista-Barios et al. 2014).

Mecanismos de toxicidad una vez dentro de la planta

La infeccion por R. stolonifer esta estrechamente relacionada con actividades enzimaticas
que juegan un papel importante en la colonizacién de frutos. La poligalacturonasa (PG; EC
3.2.1.15, CAS 9032-75-1) se considera la hidrolasa primaria involucrada en el proceso de
ablandamiento de tomates, melones en malla y datiles durante la infeccion (Al-Hindi et al.
2011). Adicionalmente, se han detectado otras enzimas en la degradacion de la pared en
datiles infectados, como xilanasa, celulasa y amilasa (Al-Hindi et al. 2011). Este hongo ha

sido muy utilizado en el campo de la microbiologia industrial. Se ha utilizado en la
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produccion de muchas enzimas hidroliticas y extracelulares entre las que se encuentra la a-

amilasa (Atolagbe et al. 2016).
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IV. HIPOTESISY OBJETIVOS

4.1 Hipotesis

Considerando que las plantas responden al estrés bidtico alterando su metabolismo

secundario, se plantearon las siguientes hipotesis:

1) La infeccion de plantulas de Annona purpurea con los hongos Colletotrichum
gloeosporioides, Curvularia lunata y Rhizopus stolonifer inducird cambios en el
perfil de alcaloides de hojas, tallos y raices de plantulas.

2) La modulacién del perfil de alcaloides sera sensible al grado de virulencia de cada
especie de hongo.

3) Lashojasy las raices seran los 6rganos con mayor diversidad de alcaloides, debido a
la importancia que tienen éstas estructuras para la planta en su funcion fotosintética

y en la absorcion de agua y nutrientes, respectivamente.

4.2 Objetivo general

Evaluar la respuesta de alcaloides inducida ante el estrés por hongos patdégenos durante el

desarrollo temprano de Annona purpurea.

4.3 Objetivos particulares

En raices, tallos y hojas de plantulas de Annona purpurea:

1. Caracterizar el perfil constitutivo de alcaloides.

2. Caracterizar los perfiles de alcaloides inducidos por Colletotrichum gloeosporioides,
Curvularia lunata y Rhizopus stolonifer.

3. Determinar si el perfil de alcaloides inducidos es sensible a las diferentes especies de

hongos fitopatdgenos y esta en proporcion directa al riesgo del érgano infectado.
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V. METODOS GENERALES

5.1 Obtencion de plantulas

La obtencion de semillas se realiz6 durante cuatro afios consecutivos 2018-2021. Se
compraron frutos de A. purpurea en dos mercados conocidos de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas,
“5 de mayo” y “Los Ancianos”. La procedencia de los frutos fue la localidad de San Lucas,
municipio de Acala, Chiapas. El procesamiento de los frutos, manejo de las semillas y
obtencion de las plantulas se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de Fisiologia y
Quimica Vegetal del Instituto de Ciencias Biologicas de la Universidad de Ciencias y Artes
de Chiapas (UNICACH).
Procesamiento de los frutos. Se trabajaron un total de 100 frutos, la separacion y limpieza
de las semillas fue manual; debido a que la pulpa es muy fibrosa, fue retirada por completo
con cuidado con una tela y después limpiada con agua y secada a sombra. El tiempo
aproximado de limpieza de cada fruto fue de tres a cuatro horas dependiendo de la cantidad
de semillas del fruto. Una vez limpias, las semillas fueron colocadas en charolas de plastico
durante tres dias para su secado a la sombra. Se contabiliz6 el nimero de semillas por fruto
y se almacenaron en bolsas de papel estraza a temperatura ambiente (Figura 7).
Desinfeccion de las semillas. Las semillas se desinfectaron por inmersion en una solucion
de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1 % por 5 minutos. Posteriormente, se enjuagaron 3 veces
con agua destilada estéril.
Prueba de germinacion. Debido a que se reporta un bajo porcentaje de germinacién por la
latencia en las semillas (19-29 %; Gomez-Castafieda et al. 2003), las semillas desinfectadas
y secas se colocaron en un vaso de precipitados de 4 L por 96 horas para la imbibicién con 2
litros de &cido giberélico (AGs) a una concentracion de 500 mg/L!. Adicionalmente, se
acondicion6 una bomba de agua para facilitar la oxigenacion, buena circulacién y
homogeneidad de la solucion.

Para germinar las semillas se utilizo la técnica “entre papel” (FAO y Africa Seeds,
2019), la cual consiste en colocar las semillas entre papel y formar un rollo. Se utiliz6 un
atomizador para humedecer uno de los papeles de papel estraza, después se colocaron 25
semillas separadas entre si, se coloca otro papel encima y se humedece. Posteriormente, se

dobl6 1 cm de los lados izquierdo e inferior, enrollando de izquierda a derecha y se colocaron
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cuatro de estos rollos entre dos botes de plastico de 1 L con agua destilada que fue esterilizada
con luz ultravioleta (UV) por 30 minutos. Se cambid el papel tres veces por semana y se
elimino el exceso de agua para evitar la proliferacion de hongos. Se contabilizaron las
semillas germinadas.

Trasplante. Las semillas germinadas que tenian las primeras hojas embrionarias y una
radicula de 5 cm fueron trasplantadas a recipientes de 1 L con suelo estéril y se regaron con
agua estéril. Las condiciones en las que se mantuvieron las plantulas fueron 25 + 1 °C,
humedad relativa de entre 6575 % y fotoperiodo con 12h de luz y 12h de oscuridad, a una
intensidad de 500 uM-m2-sl, Las plantulas se mantuvieron bajo las mismas condiciones
durante cuatro meses hasta que presentaron seis hojas.

Para trasplantar las semillas se utilizd suelo estéril de Tuxtla Gutiérrez similar al
encontrado en la localidad San Lucas, sitio donde se encuentran las plantas madre. El suelo
fue tamizado y colocado en cajas de tetra pack para esterilizarse en autoclave por un periodo
de 15 minutos y 15 libras de presion. Para cada disefio experimental se colocaron 150
recipientes de un litro con orificios en la parte inferior y 800 g de sustrato. Por altimo, antes
de trasplantar se humedecio el sustrato con agua destilada estéril y una vez sembradas todas
las plantulas se regaron. El riego fue realizado dos veces por semana, al momento de
trasplantar se adicionaron a cada recipiente 250 mL de agua destilada estéril y semanalmente

se administraron 100 mL de ésta por planta.
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Figura 7. Procesamiento de las semillas de Annona purpurea, A) frutos; B) pulpa y
recipientes de 1 litro; C) semillas con pulpa; D) semillas limpias; E) almacenamiento de
semillas en bolsas de papel estraza.

5.2 Induccién fangica

Siembra y resiembra de hongos. Se realizaron resiembras constantes para mantener en
buenas condiciones las cepas de C. gloeosporioides, C. lunata y R. stolonifer. El medio que
se utilizé fue agar dextrosa y papa (PDA).

Obtencion de solucidn conidial 1 x 10° conidios/esporangiosporas. Las cepas fueron
sembradas en cajas Petri de 90 x 15 mm con medio agar dextrosa y papa BD BIOXON. Una
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vez que el crecimiento micelial del hongo ocup6 el 90% de la caja Petri, se procedi6 a la
obtencidn de la solucion de esporas. Para ello, se vertié agua destilada estéril (2 mL) por cada
caja Petri y se removieron las esporas del micelio con un asa bacterioldgica para obtener 20
mL de solucion de esporas. La solucion fue diluida con agua destilada estéril hasta obtener
250 mL. Para determinar la concentracion correcta se utilizd la cdmara de Neubauer para la
contabilizacion de esporas y el espectrofotometro a 650 nm. La solucion fue utilizada una
vez se obtuvo la concentracion 1x10° conidios (C. gloeosporoides y C. lunata) o
esporangiosporas (R. stolonifer) (Modificado de Hanson (2010)).

Infeccidon de plantulas. Una vez que se tuvieron plantulas con seis hojas y la solucion de
esporas del hongo respectivo, se utilizaron plantulas sin inocular (T1) y plantas inoculadas
(T2). Se asperjaron 5 mL de agua destilada estéril a cada plantula de T1 y 5 mL de solucion
de esporas a las T2. Los tratamientos fueron colocados en las mismas condiciones: cadmara
de humedad, bolsa de plastico de 30 x 40 cm y regadas con 50 mL de agua destilada estéril
dos veces por semana. Una vez que se presentaron los sintomas de infeccion se realizaron
cuadros de 2 x 2 cm de hojas de ambos tratamientos para confirmar la presencia del hongo
fitopatdgeno (HF). Los cuadros cortados se colocaron en una camara de humedad y una bolsa
de plastico con aire por un periodo de 48 horas. La finalidad de la camara de humedad fue
brindar las condiciones éptimas al hongo para su desarrollo y, transcurridas 48 horas, los
cuadros se sembraron en cajas Petri con agar dextrosa y papa (PDA). Una vez verificada la
presencia del HF inoculado se procedio a la cosecha del material vegetal.

La inoculacién de las plantulas con hongos fue inducida en las estructuras vegetales
donde la sintomatologia de infeccién por el hongo es mas evidente. Para C. gloeosporioides
y C. lunata se inocul6 en hojas y tallos. Para el caso de R. stolonifer se infectaron las raices.
Para ello, se removio un poco de sustrato de la superficie alrededor del tallo para colocar los

5 mL de solucion de esporangiosporas a cada plantula (Modificado de Hanson, 2010).

5.3 Perfil de alcaloides

Cosecha de material vegetal. La cosecha de hojas, tallos y raices se realiz6 en la cdmara
bioclimatica, cuando las plantulas inoculadas presentaron sintomas de infeccion. Esta se
realizé tanto para plantulas testigo como inducidas. Donde se encontraban las condiciones de
12h de luz y 12h de oscuridad (intensidad de 500 pM-m2-s?), temperatura (25 = 1 °C) y
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humedad (65-75 %). La cosecha fue colocada en bolsas de papel estraza para que se secara
y se pesara seca. Con la finalidad de tener la cantidad requerida segun el disefio experimental,
se realizaron mezclas compuestas (MC); por ejemplo, en cada una bolsa se agregaron hojas
de cuatro plantulas. Se obtuvo el peso seco de cada MC. Se hicieron siete repeticiones de
cada estructura vegetal (tallos, raices y hojas). Todas las MC se trituraron por separado hasta
obtener un polvo fino.

Obtencidn de extractos. Cada muestra se desengraso tres veces con 10 mL de hexano en
bafio Maria a 55 °C durante 8 h, utilizando 0.5 g de cada muestra en tubos de ensayo de 30
mL. El material vegetal desengrasado se extrajo con metanol (MeOH) usando la misma
técnica. Los extractos se filtraron con papel filtro Whatman #1 y se concentraron en un
rotaevaporador 2000 a 150 rpm, a 55 °C. Cuando el solvente se evaporé totalmente, el
extracto se peso en una balanza analitica.

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC/MS). Los extractos
metandlicos de raices, tallos y hojas se analizaron en un Cromatégrafo de Gases acoplado a
Espectrometria de Masas (GC-MS; Perkin-Elmer Mass Spectrometer Clarus SQ 8T-Gas
Chromatograph Clarus 680), usando una solucion de 20 pg de extracto en 1 mL de MeOH.
En el caso de las hojas, la clorofila se elimind previamente filtrando dos veces el peso de la
muestra con carbon activado y diluyendo con MeOH (20 pL-mL). La calibracién del GC-
MS fue realizada bajo las condiciones establecidas por De-la-Cruz-Chacon et al. (2019), que
consistieron en analizar 1 mL de la muestra en MeOH, segun las siguientes condiciones: tasa
de separacion 1:30; columna capilar Perkin-Elmer Elite (32 mm, 0.32 mm, 0.25 mm) como
fase estacionaria; Helio (He) 1.2 mL-min‘t, como fase mavil; rampeo de temperatura 150 °C,
1 min (tasa de 10 °C-min’*, hasta los 280 °C, 16 min; temperatura del inyector, 300 °C. Se
consideraron MS a 70 eV con 2.89 escaneos y detector de fragmentos de 50~ 500 Da;
temperatura de fuente de 250 °C, temperatura cuadruple 100 °C.

Identificacion de alcaloides. A partir de los cromatogramas obtenidos del GC/MS, fue
posible analizar y cuantificar compuestos trazas en mezclas complejas con un alto grado de
efectividad. Se identificaron y cuantificaron los compuestos encontrados mediante el
software TurboMass (Perkin Elmer, Version 6.1.0) y la biblioteca NIST MASS (National
Institute of Standards and Technology), reportando aquellos compuestos cuya coincidencia-

confiabilidad fuese > 75% vy, en los casos en los que no se alcanzd este nivel, se compararon
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los patrones de fragmentacion y tiempos de retencion con lo reportado en la bibliografia
especializada sobre MS reportados para A. purpurea, como Hernandez-Morales (2017) y De-
la-Cruz-Chacon et al. (2019), asi como con informacion de PubChem. En los casos en los
que no fue posible alcanzar la determinacién del compuesto, se asigné un numero
consecutivo por medio del TurboMass y la biblioteca NIST MASS. La cuantificacion se
realiz6 por medio del método de integracion de areas de los picos con el software del equipo.
La abundancia o cantidad relativa de cada alcaloide se determind mediante la siguiente
formula:

(Area del compuesto obtenido en el CG-MS x volumen del extracto) / peso del material
vegetal utilizado para obtener el extracto metandlico.

Término operacional constitutivo e inducido. Se consideraron metabolitos secundarios
constitutivos a los que se encontraron presentes en el estado fenoldgico de plantulas y que se
conservan en adultos. Para el caso de los metabolitos secundarios inducidos, se considero
cuando se presentd un incremento en la abundancia de determinado alcaloide, comparando
la abundancia entre el tratamiento testigo y el tratamiento inoculado, siempre y cuando la

diferencia entre ellos fuera significativa (P <0.5).

5.4 Andlisis estadisticos

Para conocer las diferencias en el perfil de alcaloides provocados por los HF se utilizaron los
valores de riqueza (nimero de alcaloides) y abundancia (concentracion relativa). Para
calcular los indices de quimiodiversidad mediante las formulas de indices de diversidad
ecoldgica de Margalef, Shannon-Wiener y Simpson. Con el fin de explorar las relaciones
quimicas de los 6rganos de las plantulas infectadas y del control se realiz6 un Analisis de
Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés). Para asegurar una distribucion
normal de los datos, éstos fueron transformados a logaritmo natural (In), In (x+1). La matriz
de similitud entre tratamientos y oOrganos se obtuvo con el indice de Bray-Curtis. Las
diferencias significativas entre los grupos formados por los 6rganos entre los tratamientos se
obtuvieron mediante una PERMANOVA pareada. Para probar las diferencias de los 6rganos
de plantulas control (PC) e infectadas (PI) en la abundancia de cada alcaloide, se realizaron
pruebas de Kruskall-Wallis. Todos los anélisis fueron realizados en el programa estadistico

Past Version 4.10 (Natural History Museum, University of Oslo, Oslo, Norway).
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VI. RESULTADOS
6 .1 Perfil de alcaloides en plantulas de Annona purpurea

Se detectaron 21 alcaloides de distribucion variable (Cuadro 2) en las plantulas sanas. La
mayor riqueza de alcaloides se encontrd en las raices (20 compuestos), seguida de tallos (16)
y hojas (13). Los 6rganos mostraron diferencias en diversidad con los tres indices calculados
(Cuadro 3). Los indices muestran que las raices poseen la quimiodiversidad mas alta y que
las hojas son menos diversas. Doce alcaloides son comunes a los tres tejidos, tres a raices y
tallos, uno a tallos y hojas; y cinco alcaloides son exclusivos de las raices. El indice de
Simpson muestra que en las raices hay alcaloides que dominan el perfil por su alta abundancia

(talicsimidina, 7-hidroxidehidrotalicsimidina y 7-hidroxidehidroglaucina).
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Cuadro 2. Riqueza de Alcaloides en raices, tallos y hojas de plantulas sanas de Annona purpurea.

CAS TR Alcaloide Estructura Fragmentacion en GC MS Distribucion Referencia
(min) MS m/z
) 9.67 2 fenil-3,4,5,6 211(M*, 16.55), 210(100), 209(7.91), R T H 1
' tetrametilpiridina = N 167(11.10), 92(12.32), 91(12.05) Y
“ |
900262- 12.71 Indol, 2-(Metilamino)- Q O 223(M+, 13.43), 222(100), R T H 8
27-7 ' 3-fenilindol y [ 206(15.89),161(12.40), 207(12.38), v
N—H
L)
o1 . 297(M+, 88.26), 268(100), 254(67.69),
2810-21-1 13.21 Estefarina 206(62.11) R, T,H 1,7
485-19-8  13.46 Reticulina 193(M+, 14.46), 192(100), 177(25.40), R, T,H 1,7,8

149(23.98)
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CAS TR Alcaloide Estructura Fragmentacion en GC MS Distribucion Referencia
(min) MS m/z
' . 355(M+, 76.33), 354(100), 281(87.77),
475-81-0 14.26 Glaucina 340(64.05), 324(42.28) R, T,H 1,3,4,57,8
19775-47- o 385(M+, 97.12), 384(100), 354(67.77),
4 14.56 Talicsimidina 370(66.24), 342(20.44) R, T,H 1,3,5 8
i o 371(M+, 99.40),370(100), 356(68.32),
15.01 Talbaicalidina 340(35.27), 354(31.08) R, T,H 1,2,5,8
2141-09-5 16.1 Magnoflorina 342 (M+, 1), 58(100), 207(98.02), R, T,H 1,8

73(48.97), 281(42.39), 341(7.43)
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TR

Estructura

Referencia

CAS (min) Alcaloide Fragmentacion en GC MS Distribucion MS m/z
O/
)
] 7-Hidroxi- 5 O 354(M+, 23.49), 353(100), 338(99.80),
1795 denidroglaucina - O‘ 280(58.41), 339(22.53), 281(21.17) R,T,H 18
9 N
o !
H
] 7-Hidroxi- 399(M+, 1), 383(100), 368(77.31),
1854 Gehidrotalicsimidina 192(48.17), 384(22.98), 369(18.78) R,T,H 18
] - 351(M+, 41.17), 336(100), 176(51.96),
20.94 Melosmidina 337(41.17), 293(16.26) R, T,H 1,2
32845-27- . 381(M+, 50.57), 366(100),
5 2114 Oxopurpureina 308(35.07),191(33.80),367(21.49) RT.H 16,8
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CAS TR Alcaloide Estructura Fragmentacion en GC MS Distribucion Referencia
(min) MS m/z
54383-28- s 281(M+, 54.34), 280(100), 266(55.95),
7 10.92 Lirinidina 265(37.31), 250(55.36) R, T 1,378
a ] . 279(M+, 48.46), 278(100), 236(42.76),
2030-53-7 11.87 (+)-Roemerina 178(34.32), 125(17.98) R T 1,2,3,4,7
o o 237(M+, 14.49), 236(100), 220(12.90),
91-21-4 12.22  Tetrahidroisoquinolina QQRH 206(10.25) R, T 1,2,7,8
) . 311(M+, 100), 282(92.25), 310(67.78),
12.26 Pronuciferina 268(65.40) T,H 1,7
o 219(M*
54879-45- g 45 6.7.8-Trimethoxi- P oW 100),161(24.84),257(23.71),191(22.03),2 R 1,7,8
7 isoquinolina
07(20.27)
\“O P
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TR Estructura Referencia

CAS (min) Alcaloide Fragmentacion en GC MS Distribucion MS m/z
I
0
21796-15- - 207(M*, 24.48), 196(76.26), 164(24.11),
6 8.13 Talifolina 136 (100) R 1,7,8
80151-82- : . 295(M+, 66.78), 294(100), 280(63.39),
5 11.17 Nor-estefalagina 264(46.49), 221(40.13) R 4,7
. . 1,2,4,5,6,7,
2169-44-0 1291  N-Metil-laurotetanina 341(M+, 11.16), 340(100) R 3
$
X
o} AN
58-74-2 13.41 Papaverina | 339(M+, 54.58), 338(100), 324(89.89), R 17,8

O 308(26.24), 325(18.55)
O/

R, raices; T, tallos; H, hojas; CAS, nimero registrado para los compuestos quimicos segun la Sociedad Quimica Americana; TR, tiempo
de retencion. Referencias: 1) NIST, 2021; 2-6) Guinadeaeu et al. 1975 (1, II, 111, 1V, V); 7) PubChem; 8) De-la-Cruz-Chacon et al. 2019.
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Cuadro 3. Comparacion entre los indices de diversidad para alcaloides totales detectados en
raices, tallos y hojas sanas de plantulas de Annona purpurea.

indice Raices Tallos Hojas Valor de
p
Margalef 6.86 £ 0.21 (A) 5.46 £ 0.92 (B) 4.13+0.36 (C) <0.05
Shannon- 2.177 £0.08 (A) 1.82 £ 0.09 (B) 1.57+£0.13 (C) <0.05
Wiener
Simpson 0.86 £ 0.01 (A) 0.78 £ 0.01 (B) 0.73+£0.03 (C) <0.05

A, By C representan diferencias estadisticamente significativas entre los drganos de las
plantulas.

Para determinarsi los alcaloides detectados son constitutivos, se compararon los 21
alcaloides encontrados en plantulas con los 23 de los ejemplares adultos reportados por De
la Cruz Chacon et al. 2019, de ellos 15 fueron considerados constitutivos dado que estan
presentes en ambas etapas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Presencia 6rgano-especifica de alcaloides constitutivos en raices, tallos y hojas en
dos etapas de desarrollo de Annona purpurea.

Alcaloides Plantulas Adultos
R T H R T H
Indol, 2-(Metilamino)-
3-fenilindol X X X X X -
Reticulina X X X X - -
Glaucina X X X - - x
Talicsimidina X X X - X X
Talbaicalidina X X X - - x
Magnoflorina X X X - X X
7-Hidroxi-
dehidroglaucina X X X - X X
7-Hidroxi-
dehidrotalicsimidina X X X - X X
Oxopurpureina X X X - X X
Lirinidina X X - x X
Tetrahidroisoquinolina X X - X X X
6,7,8-Trimethoxi-
isoquinolina X - - x - -
N-Metil-laurotetanina X - - x - -
Talifolina X - - X X -
Papaverina X - - X X -

R, raices; T, tallos; H, hojas. Referencias de los alcaloides en individuos adultos (De-la-Cruz-
Chacon et al. 2019). “x” presencia del alcaloide y “-“ausencia.
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La mayor riqueza de alcaloides constitutivos en plantulas se encontré también en las
raices (15 compuestos), seguida de los tallos (11) y hojas (9). Los indices de diversidad

también mostraron diferencias significativas entre los 6rganos (Cuadro 5).

Cuadro 5. indices de diversidad de alcaloides constitutivos en raices, tallos y hojas de
plantulas sanas de Annona purpurea.

indice Raices Tallos Hojas Valor de p

Margalef 1.4186 + 0.0783 1.0217 £ 0.0906 0.7552 +0.1180  8.356E-10
(A) (B) ©)

Shannon- 1.9870 £ 0.0538 1.6378 + 0.0597 1.3741 £0.0802  4.771E-12
Wiener (A) (B) ©)

Simpson 0.8364 + 0.0090 0.7540 + 0.0190 0.6954 £ 0.0206  3.572E-11
(A) (B) (€

A, By C representan diferencias estadisticamente significativas entre los érganos de las
plantulas.

Con la finalidad de analizar la induccion de alcaloides en respuesta a la infeccion con
C. gloeosporioides, C. lunata y R. stolonifer, se compararon con tres tratamientos testigos,
un tratamiento testigo para cada hongo. En el Cuadro 6 se representan los alcaloides de raices,

tallos y hojas.

Cuadro 6. Presencia de alcaloides en las raices, tallos y hojas de plantulas de Annona
purpurea testigo con los diferentes experimentos.

Hongos fitopatdgenos

Alcaloides Colletotrichum Curvularia Rhizopus
gloeosporioides lunata stolonifer
Indol, Zfémleitr:(lje:)rrlno) 3 R, T, H R, T, H R T H
Reticulina R, T,H R, T,H R, T,H
Glaucina R, T,H R, T,H R, T,H
Talicsimidina R, T,H R, T,H R, T,H
Talbaicalidina R, T,H T, H T,H
Magnoflorina R, T,H R, T,H R, T,H
7-Hidroxi-dehidroglaucina R, T,H R, T,H R, T,H
dehicrotatioamiding R.T.H RT.H RT.H
Oxopurpureina R, T,H R,T,H R, T
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Hongos fitopatdgenos

Alcaloides Colletotrichum Curvularia Rhizopus
gloeosporioides lunata stolonifer
Tetrahidroisoquinolina R, T R, T R, T,H

Lirinidina R, T - R
N-Metil-laurotetanina R - -
Papaverina R R R
Ot . R -
Talifolina R - -

R =raices, T = tallos, H = hojas.

La mayor riqueza de alcaloides se encontro casi siempre en las raices (1.4186 +
0.0783), independientemente del HF con el que fueron inoculadas, seguida de tallos y hojas.
Se detectaron diferencias intraespecificas, que fueron la ausencia de lirinidina, en los testigos
de C. lunata, de N-Metil-laurotetanina en testigos de C. lunata y R. stolonifer y de 6,7,8-
Trimethoxi-isoquinolina en los testigos de R stolonifer, alcaloides que se esperaban encontrar

en las raices.
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6.2 Alcaloides inducidos por Colletotrichum gloeosporioides en plantulas de Annona
purpurea

Con este fitopatdgeno se indujeron tres alcaloides lirinidina y papaverina en raices y Indol, 2-
(Metilamino)-3-fenilindol en hojas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Alcaloides inducidos por Colletotrichum gloeosporioides en plantulas de Annona
purpurea.

Alcaloides Porcentaje de induccion

Raices Tallos Hojas

Indol, 2-(Metilamino)-3-
fenilindol

Reticulina - - -
Glaucina* - - -
Talicsimidina - - -
Talbaicalidina 13.88 - -
Magnoflorina - 68.11 73.36
7-Hidroxi-dehidroglaucina - - -
7-Hidroxi-
dehidrotalicsimidina
Oxopurpureina* - - -
Lirinidina 61.14* - -
Tetrahidroisoquinolina - 21.14 -
N-Metil-laurotetanina - - -
Papaverina 403.48* - -
6,7,8-Trimethoxi-
isoquinolina
Talifolina - - -

- 33.81 142.94*

* Diferencias significativas.

Los resultados obtenidos de acuerdo a los indices de diversidad no mostraron
diferencias entre el tratamiento control e inducido en los tres 6rganos. El indice de Margalef
presentd una riqueza baja. En cuanto a la diversidad con el indice de Shannon-Wiener una
diversidad baja. El indice de Simpson mostro la probabilidad que un alcaloide se encuentre

en raices fue mayor (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Indices de diversidad de alcaloides inducidos en plantulas de Annona purpurea
infectadas con Colletotrichum gloeosporioides.

indice Raices Raices Valor Tallos Tallos Valor Hojas Hojas Valor
| deP | de P | de P
Margalef 14186+ 13613+ 03067 1.0217+ 1.0699+ 0.1231 0.7552+ 0.7511+ 0.4431
0.0783 0.0546 0.0906 0.0159 0.1180 0.0435
(A) (A) (A) (A) (A) (A)
Shannon- 19870+ 19174+  0.6093 1.6379+ 16251+ 0.8983 1.3741+ 14131+ 0.3067
Wiener 0.0538 0.2934 0.0597 0.1014 0.0802 0.0374
(A) (A) (A) (A (A) (A)
Simpson 0.8364+ 0.7967+ 0.8983  0.7540+ 0.7480+ 0.7981 0.6954+ 0.7050+ 0.2502
0.0090 0.1178 0.0190 0.0338 0.0206 0.0084
(A) (A) (A) (A) (A) (A)

Los indices de diversidad fueron comparados por separado con Mann-Whitney entre cada
organo testigo e inoculado. A 'y B representan diferencias estadisticamente significativas
entre los 6rganos en cada indice (valor de P <0.05).

En el PCA se observa agrupaciones, se separaron los tres 6rganos, aunque sean
tratamientos inoculados y el grupo control. Las raices estuvieron representadas por los tres
alcaloides exclusivos; en los tallos predominaron las abundancias de algunos alcaloides,
como la glaucina, y en las hojas estuvieron representados por la oxopurpureina (Figura 8). El
PERMANOVA permiti6 observar las diferencias entre érganos y tratamientos (P < 0.05), y
con el PERMANOVA pareado se encontraron diferencias especificas de 6rgano en los tallos
y hojas independientemente de la infeccion; ademas, en las raices hubo diferencias en la
quimiodiversidad de las plantulas causadas por la infeccion (P < 0.05) (Cuadro 9).

Destacan los incrementos en tres alcaloides constitutivos: lirinidina (61%) y
papaverina (403%) en las raices y 2-(metilamino)-3-fenilindol (143%) en las hojas. No se

detectaron nuevos alcaloides en ningdn 6rgano.
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-3.00 -2.25 -1.50

PC2 (19.80 %)

PC1 (58.10 %)

Figura 8. Andlisis de Componentes Principales de los alcaloides presentes en los érganos de
plantulas no inoculadas e infectadas con Colletotrichum gloeosporioides. Las flechas son los
vectores que indica la correlacion entre los alcaloides con los 6rganos en los dos tratamientos.
THI (Tetrahidroisoquinolina); Metil (indol, 2-(Metilamino)-3-fenilindol); Pap (papaverina);
Ret (reticulina); Glau (glaucina); Talic (talicsimidina); Talb (talbaicalidina); Mag
(magnoflorina); HDG (7-hidroxi-dehidroglaucina); HDT (7-hidroxi-dehidro-talicsimidina);
Oxop (oxopurpureina). Plantulas testigo: RCg (Raices), TCg (Tallos) y HCg (Hojas).
Plantulas inoculadas: RICg (Raices), TICg (Tallos) y HICg (Hojas).

Cuadro 9. Valores de similitud entre los grupos obtenidos en el PERMANOVA pareado.
Grupos Raices PC Raices PI Tallos PC Tallos PI Hojas PC
Raices PI 0.0260 *
TallosPC  0.0009 ***  0.0004 ***
Tallos Pl 0.0002 ***  0.0005 *** 0.2354
Hojas PC 0.0009 ***  0.0007 ***  0.0007 ***  0.0006 ***
Hojas PI 0.0003 ***  0.0008 ***  0.0009 ***  0.0005 *** 0.2541
PC = Plantulas control; Pl = Plantulas infectadas. * P = 0.01; ** P = 0.001; *** P = 0.0001
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6.3. Alcaloides inducidos por Curvularia lunata en plantulas de Annona purpurea

Solamente dos alcaloides respondieron a la induccién por C. lunata la glaucina en raices y la

oxopurpureina en tallos y hojas (Cuadro 10).

Cuadro 10. Alcaloides inducidos por Curvularia lunata en plantulas de Annona purpurea.

Alcaloides Porcentaje de induccion
Raices Tallos Hojas
Indol, Zfér]/ille;tr:(lja:)rlnlno) 3 i i 99.95
Reticulina 64.42 - -
Glaucina* 44.66* - 8.26
Talicsimidina 42.4 - 175
Talbaicalidina - 96.08 81.11
Magnoflorina 35.05 - 31.79
7-Hidroxi-dehidroglaucina 19.13 - 27.56
dehicratatioamidina ] ' 25.85
Oxopurpureina* - 31.21* 46.94*
Tetrahidroisoquinolina 0.56 - -
Lirinidina - - -
N-Metil-laurotetanina - - -
Papaverina - - -
6,7,8-Trimethoxi- i ) )
isoquinolina
Talifolina - - -

* Diferencias significativas.

Los indices de diversidad no presentaron diferencias entre los tratamientos control e
inoculados, con excepcion del indice de Simpson en hojas. El indice de Margalef presentd
una riqueza baja. El indice de Shannon-Wiener, muestra una diversidad baja, es decir la
abundancia de los alcaloides en los 6rganos es diferente. El indice de Simpson mostré la

probabilidad de que un alcaloide se encuentre en raices fue mayor (Cuadro 11).
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Cuadro 11. indices de diversidad de alcaloides inducidos en plantulas de Annona purpurea
infectadas con Curvularia lunata.

indice Raices Raices Valor Tallos Tallos Valor Hojas Hojas Valor
| deP | de P | de P
Margalef 11801+ 12769+ 05229 09514+ 0.8213+ 0.0967 09012+ 0.8839+ 0.3711
0.2162 0.1290 0.1405 0.0951 0.0678 0.0731
(A) (A) (A) (A) (A) (A)
Shannon-  1.7831+ 1.8884+ 04433 15716+ 15839+ 0.7983 14089+ 1427+ 0.1395
Wiener 0.2299 0.0468 0.0355 0.0759 0.0177 0.0422
(A) (A) (A) (A (A) (A)
Simpson 0.7972+ 08252+ 03067 0.7536+ 0.7561+ 0.8983 0.6965+ 0.7045+  0.0409
0.0607 0.0078 0.0137 0.0193 0.0044  0.01117
(A) (A) (A) (A) (A) (B)

Los indices de diversidad fueron comparados por separado con Mann-Whitney entre cada
organo testigo e inoculado. A 'y B representan diferencias estadisticamente significativas
entre los 6rganos en cada indice (valor de P <0.05).

El andlisis de componentes principales (PCA) nos muestra la respuesta de las
plantulas a la infeccion (Figura 9), donde el 75.29 % de la varianza es explicada por los dos
primeros componentes principales. Se observa que hay algunos alcaloides se relacionan con
determinados 6rganos en los dos tratamientos. EI PC1 separa a los tres 6rganos y distingue
entre Organos, pero no entre testigo e inoculado en cada 6rgano y el PC2 separa por su
quimiodiversidad a raices y hojas de tallos (Figura 9). EI PERMANOVA Yy el PERMANOVA
pareado permitio ver las diferencias entre 6rganos y tratamientos, siendo diferentes entre

Organos, pero no entre tratamientos (Cuadro 12).
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Figura 9. Andlisis de Componentes Principales de los alcaloides presentes en los érganos de
plantulas no inoculadas e infectadas con Curvularia lunata. Las flechas son los vectores que
indican la correlacion entre los alcaloides con los érganos en los dos tratamientos. THI
(Tetrahidroisoquinolina); Metil (indol, 2-(Metilamino)-3-fenilindol); Pap (papaverina); Ret
(reticulina); Glau (glaucina); Talic (talicsimidina); Talb (talbaicalidina); Mag
(magnoflorina); HDG (7-hidroxi-dehidroglaucina); HDT (7-hidroxi-dehidro-talicsimidina);
Oxop (oxopurpureina). Plantulas testigo: RCI (Raices), TCI (Tallos) y HCI (Hojas). Plantulas
inoculadas: RICI (Raices), TICI (Tallos) y HICI (Hojas).

Cuadro 12. Valores de similitud entre los grupos obtenidos en el PERMANOVA pareado.

Grupos Raices PC Raices PI Tallos PC Tallos PI Hojas PC
Raices Pl 0.6042
Tallos PC 0.0009 ***  0.0008 ***

Tallos PI 0.0001***  0.0007 *** 0.1069

Hojas PC 0.0001 ***  0.0008 ***  0.0009 ***  0.0006 ***

Hojas PI 0.0002 ***  0.0008 ***  0.0007 *** 0.001 ** 0.4248

PC = Plantulas control; Pl = Plantulas infectadas. * P = 0.01; ** P = 0.001; *** P = 0.0001

Las plantulas infectadas mostraron diferencias en la abundancia de alcaloides entre
los 6rganos (Cuadro 10). Destaca el incremento de glaucina en raices y oxopurpureina en
tallos y hojas.

Se produjo induccién de glaucina y oxopurpureina, aunque no se encontrd ningln

alcaloide nuevo.
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6.4. Alcaloides inducidos por Rhizopus stolonifer en plantulas de Annona purpurea

Se indujeron seis alcaloides en respuesta a la infeccidn por R. stolonifer. En raices reticulina,
glaucina, talicsimidina; en tallos glaucina, talicsimidina y magnoflorina; en hojas

talicsimidina, magnoflorina 7-hidroxi-dehidro-talicsimidina y oxopurpureina (Cuadro 13)

Cuadro 13. Alcaloides inducidos por Rhizopus stolonifer en plantulas de Annona purpurea

Alcaloides Porcentaje de induccion (%)
Raices Tallos Hojas
Indol, Zfémlei';:(lja:)rrmo) 3 279 i i
Papaverina 46.22 - -
Reticulina* 116.45* 131.26 -
Glaucina* 75.74* 91.10* -
Talicsimidina* 33.20* 82.91* 23.03*
Talbaicalidina - 176.58 -
Magnoflorina* - 52.06* 53.93*
7-Hidroxi-dehidroglaucina 23.26 12.96 4.74
dehidrotahesimiding* ' 782 45.50%
Oxopurpureina* - 21.19 69.86*
Tetrahidroisoquinolina 5.12 - -
Lirinidina - - -
N-Metil-laurotetanina - - -
Papaverina - - -
6,7,8-Trimethoxi- ) ) )
isoquinolina
Talifolina - - -

* Diferencias significativas.

En el perfil de alcaloides de plantulas infectadas con Rhizopus stolonifer los indices
de Margaleff y Simpson muestran solo diferencias en los tratamientos control e inducido en
las raices. El indice de Margalef presentd una riqueza baja. En cuanto a la diversidad, con el
indice de Shannon-Wiener una diversidad baja, es decir la abundancia entre las especies es
diferente. El indice de Simpson mostro la probabilidad de que un alcaloide se encuentre en

raices fue mayor (Cuadro 14).
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Cuadro 14. indices de diversidad de alcaloides inducidos en plantulas de Annona purpurea
infectadas con Rhizopus stolonifer.

indice Raices Raices Valor Tallos Tallos Valor Hojas Hojas Valor
| deP | deP | deP
Margalef ~ 1.0395+ 0.9845+ 0.0409 0.8642+ 0.8563+ 0.7015 0.8765+ 0.7734+ 0.0967
0.0767 0.0876 0.1408 (A)  0.1001 0.1081 0.0998
(A (A) (A (A (A
Shannon-  1.7677+  1.7159+ 0.0736  1.4156 14239+ 0.8477 12409+ 12206+ 0.4433
Wiener 0.0679 0.0391 0.0874 (A)  0.0620 0.0511 0.0320
(A (A) (A (A (A
Simpson 0.8020+ 0.7889+ 0.0409 0.6938+ 0.7102+ 0.2502 0.6412+ 0.6427+ 0.8983
0.0124 0.0667 0.0332 (A)  0.0238 0.0150 0.0104
(A) (B) (A) (A) (A)

Los indices de diversidad fueron comparados por separado con Mann-Whitney entre cada
organo testigo e inoculado. A 'y B representan diferencias estadisticamente significativas
entre los 6rganos en cada indice (valor de P <0.05).

La respuesta de las plantulas en la produccion de alcaloides constitutivos a la

infeccion se representa en el PCA, que muestra que el 79.2 % de la varianza se explica por

los dos primeros componentes principales, lo que indica que algunos alcaloides se relacionan

con determinados 6rganos. EI PC1 separa a los tres 6rganos, pero no entre testigos y plantas

inoculadas, con excepcidn de las hojas. EI PC2 separa por su quimiodiversidad a raices de
hojas y tallos (Figura 10). EI PERMANOVA y el PERMANOVA pareada permitio ver las

diferencias entre drganos y tratamientos, se encontrd diferencias entre 6rganos (P < 0.05),

pero no entre tratamientos con excepcion de las hojas (Cuadro 15).
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Figura 10. Andlisis de Componentes Principales de los alcaloides presentes en los 6rganos
de plantulas no inoculadas e infectadas con Rhizopus stolonifer. Las flechas son los vectores
que indica la correlacion entre los alcaloides con los érganos en los dos tratamientos. THI
(tetrahidroisoquinolina); Metil (indol, 2-(Metilamino)-3-fenilindol); Pap (papaverina); Ret
(reticulina); Glau (glaucina); Talic (talicsimidina); Talb (talbaicalidina); Mag
(magnoflorina); HDG (7-hidroxi-dehidroglaucina); HDT (7-hidroxi-dehidro-talicsimidina);
Oxop (oxopurpureina). Plantulas testigo: RRs (Raices), TRs (Tallos) y HRs (Hojas).
Plantulas inoculadas: RIRs (Raices), TIRs (Tallos) y HIRs (Hojas).

Cuadro 15. Valores de similitud entre los grupos obtenidos en el PERMANOVA pareado.
Grupos Raices PC Raices PI Tallos PC Tallos Pl Hojas PC

Raices PI 0.3979

Tallos PC 0.0007 ***  0.0005 ***

Tallos Pl 0.0009 ***  0.0006 *** 0.1154

Hojas PC 0.0009 ***  0.0009 ***  0.0004 ***  0.0007 ***

Hojas PI 0.0003 ***  0.0005 ***  0.0008 ***  0.0009 *** 0.0392*
PC = Plantulas control; Pl = Plantulas infectadas. * P = 0.01; ** P = 0.001; *** P = 0.0001.

Las plantulas inoculadas mostraron cambios en la abundancia de alcaloides entre los
organos (Cuadro 14). Destaca el incremento de seis alcaloides, talicsimidina en toda la
plantula, glaucina en raices y tallos, magnoflorina en tallos y hojas, 7-hidroxi-
dehidrotalicsimidina y oxopurpureina en las hojas y reticulina en las raices. No se

encontraron alcaloides diferentes debido a la infeccion en ningun érgano.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Annona purpurea is a species of the Annonaceae family that more than 50 alkaloids. Some alkaloids carry out
Phytoalexin defense functions and can be grouped from an ecological perspective as constitutive and induced metabolites.
Annonaceae The latter are expressed in response to changes in abiotic or biotic conditions that trigger stress in a plant.
PD]getzl::tOgens However, there are few systematic studies of constitutive metabolite profiles and their responses to biotic stress,

despite the relevance of this concept. This work analyzed the differences in constitutive and induced alkaloids in
A. purpurea seedlings infected with the phytopathogen Colletotrichum gloeosporioides. For this study, methanolic
extracts of seedling leaves, stems, and roots inoculated with the fungus and not inoculated with the fungus were
obtained and analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The richness and abundance of
alkaloids between the treatments and between organs were represented using the Margalef, Shannon, and
Simpson ecological indices and the analysis of principal components, PERMANOVA, and paired PERMANOVA.
Twenty-one alkaloids were detected from two biosynthetic pathways distributed in the seedling organs, and 15 of
these alkaloids were considered constitutive because they are also found in adults. Most of the constitutive al-
kaloids in the seedlings were observed in the roots (15 compounds), followed by the stems (11 chemicals) and
leaves (9 chemicals). The diversity indices also showed differences between the organs. Infection with the fungus
modified the constitutive profile of the alkaloids by inducing an increase in lirinidine (61%) and papaverine
(403%) in the roots and N,N-dimethyl, 2-(methylamino) 3-phenylindole (143%) in the leaves. Due to the
infection, no new alkaloids were detected in any organ.

Secondary metabolites

1. Introduction (Chavez and Mata, 1998) properties. However, the spatiotemporal dy-

namics of these compounds against phytopathogenic infection are

Interactions among plants, herbivores, and pathogens have been
affected the evolution of chemical defense systems that counteract the
adverse biotic conditions of their environment (Mediavilla et al., 2022).
Chemical defense, attributed to a greater extent to secondary metabo-
lites, includes the biosynthesis of alkaloids as forms of deterrence and
defense against herbivores or pathogens (Bostock et al., 2001; Anaya
et al., 2006; Freeman and Beattie, 2008).

Plants of the Annonaceae family are characterized by the presence of
secondary metabolites with biological activity that include cytotoxic
(Vikas et al., 2019), antimicrobial (Rahman et al., 2005), and antifungal

* Corresponding author.
E-mail address: aesquinca@unicach.mx (A.R. Gonzélez-Esquinca).

https://doi.org/10.1016/j.bse.2023.104611

unknown.

Annona purpurea is an arboreal fruit species that is valued in Mexico
and Central America for its medicinal properties (Luna-Cazares and
Gonzalez-Esquinca, 2015). Forty-nine alkaloids have been identified
from adult trees (Sonnet and Jacobson, 1971; Chang et al., 1998; Chang
et al. 1998b; Chang et al. 2000; Rejon-Orantes et al.,, 2011;
De-la-Cruz-Chacén et al., 2019; Diaz-Godinez et al., 2020). Some of
these alkaloids are also found in young plants of Annona lutescens
(Castro-Moreno et al., 2013), A. macroprophyllata (De-la-Cruz-Chacon
and Gonzalez-Esquinca, 2012) and Annona muricata (Riley-Saldana
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et al., 2017), so the presence of alkaloids or other secondary metabolites
during the various stages of early development allows the study of
characteristics described in adult plants, such as responses induced by
biotic or abiotic factors, and can lead to the discovery of new metabolites
with biological potential.

There are few studies that document the biotic induction of alkaloids
in the Annonaceae family when infected with phytopathogens.
Riley-Saldana (2019) showed the organ-specific induction in A. muricata
seedlings infected by the phytopathogenic fungi Colletotrichum gloeo-
sporioides and Rhizopus stolonifer. Infection with C. gloeosporioides
increased the concentration of the alkaloids asimilobine (in roots, 8%;
stems, 10%), anonaine (roots, 10%; leaves, 8%), nornuciferine (stems,
1200%), and reticuline (stems and leaves, 10%), while infection with
R. stolonifer only increased the production of nornuciferine (stems,
10%). This alteration in alkaloid metabolism in A. muricata implies
plant-microorganism interactions and the possibility that they could be
expressed in other species, such as A. purpurea. Therefore, this research
had as objectives to determine the composition of alkaloids in
A. purpurea seedlings, which ones and how many are constitutive
(common with adult specimens) and if there is induction by infection of
C. gloeosporioides.

Thus, in this study, it was hypothesized that the secondary meta-
bolism of A. purpurea could induce the expression of organ-specific al-
kaloids when infected with the phytopathogenic fungus
C. gloeosporioides.

2. Materials and methods
2.1. Obtaining seedlings

Annona purpurea seeds were obtained from fruits collected in the
municipality of San Lucas, Chiapas, Mexico. The seedlings were ob-
tained from the germination of seeds under conditions of 25 £+ 1 °C,
relative humidity of between 65 and 75%, and a photoperiod with 12 h
of light and 12 h of darkness at an intensity of 500 pMm 2.s~!. The
seedlings were maintained under the same conditions for four months
until they presented six leaves.

A total of 56 seedlings with six leaves that developed under the
controlled conditions; half of the seedlings were infected with conidia of
C. gloeosporioides to form the infected group, and the remainder
constituted the control group. For each group, seven replicates were
conducted with the roots, stems, and leaves of 4 individuals.

2.2. Obtaining conidia

C. gloeosporioides was seeded on dextrose and potato agar (PDA).
Once the mycelial growth of the fungus covered 90% of the agar, the
conidia were removed from the mycelium with a bacteriological loop,
and with the help of a micropipette, the conidia suspension was
extracted. This solution was diluted with sterile distilled water until a
volume of 250 mL was obtained. The conidia were adjusted to 1 x 10°
conidia.mL ™! using a Neubauer chamber and a spectrophotometer at a
wavelength of 650 nm.

2.3. Infecting seedlings

Seedlings were inoculated with C. gloeosporioides by spraying 5 mL of
the conidia solution on the leaves and stems. Control seedlings were
sprayed with the same volume of sterile water. They were covered with
sealed plastic bags that were 30 x 40 cm to provide a humidity chamber
around the organs to favor infection.

2.4. Collecting plant material

The inoculated plants showed symptoms of infection at 10 days, and
the symptoms were compared with the morphological manifestations
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reported by Judrez-Becerra et al. (2010), Rivero et al. (2012), Rodri-
guez-Lopez et al. (2013) and Cambero-Ayon et al. (2019); then, we
proceeded to harvest the roots, stems, and leaves of the control and
inoculated seedlings. The tissues were ground into a fine powder.

2.5. Obtaining extracts

Each sample was degreased with 10 mL of hexane in a water bath at
55 °C for 8 h 3 times using 0.5 g of each sample in 30 mL test tubes. The
degreased plant material was extracted with methanol (MeOH) using
the modified technique (De-la-Cruz-Chacon et al., 2019). The extracts
were filtered with Whatman #1 filter paper and concentrated in a 2000
rotary evaporator at 150 rpm at 55 °C. When the solvent was completely
evaporated, the extract was weighed on an analytical balance.

2.6. Gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS)

The methanolic extracts of the roots, stems, and leaves were
analyzed through gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
(PerkinElmer Mass Spectrometer Clarus SQ 8T - Gas Chromatograph
Clarus 680) using a solution of 20 mg of extract in 1 mL of MeOH. For the
leaves, chlorophyll was removed by filtering twice the weight of the
sample with activated carbon and diluting with MeOH. The GC-MS
calibration was performed under the conditions established by
De-la-Cruz-Chacon et al. (2019), which consisted of analyzing 1 mL of
the sample in MeOH; a separation rate of 1:30; a PerkinElmer Elite
capillary column (32 mm, 0.32 mm, 0.25 mm) as the stationary phase;
helium (He) at 1.2 L .min"! was the carrier gas; temperature increasing
from 150 °C, 1 min (rate of 10 °C min ", up to 280 °C, 16 min; injector
temperature, 300 °C). The MS was at 70 eV with 2.89 scans, and a
fragment detector of 50 500 Da was considered; the source temperature
was 250 °C, with a quadruple temperature of 100 °C. The relative
abundance was determined by the following formula:

(Area of the compound obtained in the GC-MS x volume of the
extract)/weight of the plant material used to obtain the methanolic
extracts.

To establish whether an alkaloid was constitutive, the alkaloids
found in the seedlings were compared with those found in the adult
specimens reported by De-la-Cruz-Chacon et al. (2019). Those that
occurred at the vegetative and reproductive stages of the plant were
considered constitutive alkaloids because the method used for the
chemical analysis was the same as that used in this work.

2.7. Statistical analysis

To determine the difference in richness (number of alkaloids) and
abundance (relative concentration) of the alkaloids between treatments,
the Margalef, Shannon-Wiener, and Simpson indices were used. To
analyze the abundance between the organs and the two treatments,
principal component analysis (PCA) was performed. To ensure a normal
distribution of the data, these were transformed to natural logarithm
(1n), In (x + 1). The similarity matrix was obtained with the Bray—Curtis
index. The difference between the groups formed by the organs in the
two treatments was obtained using a paired PERMANOVA, and for the
differences in the abundance of each alkaloid in the control (PC) and
infected (PI) seedlings, ANOVA tests were performed. All analyses were
performed in the statistical program Past Version 4.10 (Natural History
Museum, University of Oslo, Oslo, Norway).

3. Results
3.1. Annona purpurea alkaloids
Twenty-one alkaloids were detected in the A. purpurea seedlings

(Table 1). The greatest richness of alkaloids was found in the roots (20
compounds), followed by the stems (16) and leaves (13). The organs
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Table 1
Alkaloid richness in Annona purpurea seedlings.
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CAS RT Alkaloid Structure Fragmentation in GC MS Distribution ~ Reference MS
(min) m/z
- 9.67 2-phenyl-3,4,5,6- 211(M™, 16.55), 210(100), 209(7.91), 167(11.10), 92 R,S,L 1
tetramethylpyridine (12.32), 91(12.05)
Z N
“ If
900262- 12.71 Indole, 2-(Methylamino)-3- 223(M+, 13.43), 222(100), 206(15.89),161(12.40), R, S, L 8
27-7 phenyl 207(12.38),
2810-21-1 13.21 Stepharine 297(M+, 88.26), 268(100), 254(67.69), 296(62.11) R,S, L 1,7
485-19-8 13.46 Reticuline 193(M+, 14.46), 192(100), 177(25.40), 149(23.98) R, S, L 1,7,8
475-81-0 14.26 Glaucine 355(M+, 76.33), 354(100), 281(87.77), 340(64.05), R,S,L 1,3,4,5,7,8
324(42.28)
19775-47- 14.56 Thalicsimidine 385(M+, 97.12), 384(100), 354(67.77), 370(66.24), R, S, L 1,3,5,8
4 342(20.44)
- 15.01 Thalbaicalidine 371(M+, 99.40),370(100), 356(68.32), 340(35.27), R,S,L 1,2,5,8
354(31.08)
2141-09-5 16.1 Magnoflorine -~ 342 (M+, 1), 58(100), 207(98.02), 73(48.97), 281 R, S, L 1,8
o (42.39), 341(7.43)
S L)
O N BN
N
H /N
- 17.95 7-Hydroxy-dehydroglaucine o 354(M+, 23.49), 353(100), 338(99.80), 280(58.41), R,S, L 1,8
J 339(22.53), 281(21.17)
oA
T . '\“
o
- 18.54 7-Hydroxy- 399(M+, 1), 383(100), 368(77.31), 192(48.17),384 R, S,L 1,8
dehydrothalicsimidine (22.98), 369(18.78)
- 20.94 Melosmidine 351(M+, 41.17), 336(100), 176(51.96), 337(41.17), R,S,L 1,2

293(16.26)
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Table 1 (continued)
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CAS RT Alkaloid Structure Fragmentation in GC MS Distribution ~ Reference MS
(min) m/z
32845-27- 21.14 Oxopurpureine o 381(M+, 50.57), 366(100), 308(35.07),191 R,S,L 1,6,8
5 | | | (33.80),367(21.49)
O -0
P
O NI NN
o
54383-28- 10.92 Lirinidine H o~ 281(M+, 54.34), 280(100), 266(55.95), 265(37.31), R,S 1,3,7,8
7 $ 250(55.36)
N
2030-53-7 11.87 (+)-Roemerine 279(M+, 48.46), 278(100), 236(42.76), 178(34.32), R, S 1,2,3,4,7
125(17.98)
91-21-4 12.22 Tetrahydroisoquinoline X 237(M+, 14.49), 236(100), 220(12.90), 206(10.25) R,S 1,2,7,8
F N
- 12.26 Pronuciferine /\ 311(M+, 100), 282(92.25), 310(67.78), 268(65.40) S,L 1,7
(Wi
—0
[ ]
0
54879-45- 6.38 Isoquinoline, 6,7,8-trimetoxy ~0 219(M™, 100),161(24.84),257(23.71),191 R 1,7,8
7 (22.03),207(20.27)
21796-15- 8.13 Thalifoline 207(M", 24.48), 196(76.26), 164(24.11), 136 (100) R 1,7,8
6
80151-82- 11.17 Nor-stephalagine 295(M+, 66.78), 294(100), 280(63.39), 264(46.49), R 4,7
2 221(40.13)
2169-44-0 12.91 N-methyllaurotetanine 341(M+, 11.16), 340(100) R 1,2,4,5,6,7,
8
58-74-2 13.41 Papaverine 339(M+, 54.58), 338(100), 324(89.89), 308(26.24), R 1,7,8

325(18.55)

R, roots; S, stems; L, leaves; CAS, registered number for chemical compounds according to the American Chemical Society; RT, retention time. References: 1) National
Institute of Standards and Technology, 2021; 2-6) Guinaudeau et al., 1975, 1979, 1983, 1988, 1994; 7) PubChem; 8) De-la-Cruz-Chacén et al., 2019.

showed differences in diversity based on the three indices calculated
(Table 2), specifically indicating that the roots had the highest chemo-
diversity and that the leaves were less diverse. Twelve alkaloids were
common among the three tissues, three were common between the roots
and stems, and one was common between the stems and leaves; there
were five alkaloids detected only in the roots. The Simpson index
showed that in the roots, there were alkaloids that dominated the profile
due to their abundance (thalicsimidine, 7-hydroxy-dehydrothalicsimi-
dine, and 7-hydroxy-dehydroglaucine, supplementary material).

To establish whether an alkaloid was constitutive, the 21 alkaloids

found in the seedlings were compared with the 23 alkaloids found in the
adult specimens in De-la-Cruz-Chacon et al. (2019), and of these 21, 15
were considered constitutive since they were present in both stages
(Table 3).

The greatest richness of constitutive alkaloids in the seedlings was
observed in the roots (15 compounds), followed by in the stems (11
compounds) and leaves (9 compounds). The diversity indices also
showed differences between the organs (Table 4).
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Table 2
Diversity indices for the alkaloids detected in the Annona purpurea seedlings.
Index Roots Stems Leaves P
-value
Margalef 6.86 + 0.21 (A) 5.46 £+ 0.92 4.13 £ 0.36 <0.05
(B) ©
Shannon- 2.177 + 0.08 1.82 + 0.09 1.57 £ 0.13 <0.05
Wiener A) (B) ©
Simpson 0.86 + 0.01 (A) 0.78 £ 0.01 0.73 £ 0.03 <0.05
(B) ©

Results are presented as means value + standard deviation. The values were
statistically tested using ANOVA. Means followed by the different letter (A, B
and C) differ by the Tukey’s pairwise test at 95% reliability. For Margalef (F =
38.62; X2 = 13.03); Shannon-Wiener (F = 64.47; X2 = 0.66) and Simpson (F =
69.75; X* = 0.03).

3.2. Response of Annona purpurea seedlings to infection with
Colletotrichum gloeosporioides

The distribution of alkaloids in the seedlings inoculated with
C. gloeosporioides was conserved, with the exception of the alkaloid 2
phenyl-3,4,5,6 tetramethylpyridine, which was not found in the leaves,
and N-methylaurotetanine, which was not detected in the roots
(Table 5).

Differences were found in the diversity of the constitutive alkaloids
in the infected seedlings. The Margalef index indicated differences be-
tween the three organs, while the Shannon-Wiener index showed that
the roots were different and the stems and leaves were similar (low di-
versity). The Simpson index did not indicate differences (Table 6).

The PCA separated the three organs but did not distinguish between
the inoculated treatments and the control group. The roots were rep-
resented by the three exclusive alkaloids; in the stems, the abundances of
some alkaloids, such as glaucine, predominated, and in the leaves, they
were represented by oxopurpureine (Fig. 1). The PERMANOVA allowed
us to observe the differences between organs and treatments (P < 0.05),
and with the paired PERMANOVA, organ-specific differences were
found in the stems and leaves regardless of the infection; in addition, in
the roots, there were differences in the chemodiversity of the seedlings
caused by the infection (P < 0.05) (Table 7).

The increases in three constitutive alkaloids stand out: lirinidine
(61%) and papaverine (403%) in the roots and 2-(methylamino)-3-
phenylindole (143%) in the leaves. Due to the infection, no new alka-
loids were detected in any organ (SM 1).

Table 3
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Table 4
Diversity indices of constitutive alkaloids in the Annona purpurea seedlings.
Index Roots Stems Leaves P
-value
Margalef 4.99 +0.12 4.09 = 0.20 3.48 £ 0.32 <0.05
(A) (B) ©
Shannon- 1.99 + 0.05 1.64 + 0.06 1.37 £ 0.08 <0.05
Wiener (A) (B) (]
Simpson 0.84 £ 0.01 0.75 £ 0.01 0.69 + 0.02 <0.05
) (B) ©

Results are presented as means value + standard deviation. The values were
statistically tested using ANOVA. Means followed by the different letter (A, B
and C) differ by the Tukey’s pairwise test at 95% reliability. For Margalef (F =
77.69; X*> = 4.07); Shannon-Wiener (F = 154; X*> = 0.66) and Simpson (F =
121.3; X* = 0.03).

Table 5
Distribution of alkaloids in the Annona purpurea seedlings not inoculated and
inoculated with Colletotrichum gloeosporioides.

Alkaloids Seedlings not Seedlings
inoculated inoculated

* Indol, 2-(Methylamino)-3-phenyl R,S, L R,S, L

Stepharine R,S, L R,S, L

* Reticuline R,S, L R,S, L

* Glaucine R,S, L R,S, L

* Thalicsimidine R,S, L R,S, L

* Thalbaicalidine R,S, L R,S, L

* Magnoflorine R,S, L R,S, L

* 7-Hydroxydehydroglaucine R,S, L R,S, L

* 7-Hydroxydehydrothalicsimidine R,S, L R,S, L

Melosmidine R,S, L R,S, L

* Oxopurpureine R,S, L R,S, L

2 phenyl-3,4,5,6 R,S, L R, S
tetramethylpiridine

* Lirinidine R, S R, S

(+)-Roemerine R,S R, S

* Tetrahydroisoquinoline R, S R, S

* Isoquinoline, 6,7,8-trimetoxy R R

* Thalifoline R R

Norstephalagine R R

* Papaverine R R

* N-Methyllaurotetanine R -

Pronuciferine S,L S,L

Roots (R), stems (S), and leaves (L). Constitutive alkaloids = “*”.

Organ-specific presence of constitutive alkaloids in two developmental stages of Annona purpurea.

Alkaloids Seedlings

Stems

=
(=]
=]
o
7

Adult trees

Leaves Roots Stems Leaves

Indol, 2-(Methylamino)-3-phenyl
Reticuline

Glaucine

Thalicsimidine

Thalbaicalidine

Magnoflorine
7-Hydroxydehydroglaucine
7-Hydroxydehydrothalicsimidine
Oxopurpureine

Lirinidine
Tetrahydroisoquinoline
Isoquinoline, 6,7,8-trimetoxy
N-Methyllaurotetanine
Thalifoline

Papaverine

X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X

X X -

X
|
|

X X X X X X X X X
|
|

[
X X !
b X X X X X X X X X

References for the alkaloids in the adult individuals (De-la-Cruz-Chacon et al., 2019).
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Table 6
Indices of induced alkaloid diversity in the Annona purpurea seedlings inoculated
with Colletotrichum gloeosporioides.

Index Roots Stems Leaves p

-value

Margalef 4.85 £ 0.12 4.17 £ 0.01 3.44 £0.13 <0.05
(A) (B) ©

Shannon- 1.92 + 0.29 1.62 £ 0.10 1.41 £ 0.04 <0.05
Wiener (A) ®) (B)

Simpson 0.80 £ 0.12 0.75 + 0.03 0.70 = 0.01 >0.05
A A @A)

Results are presented as means value + standard deviation. The values were
statistically tested using ANOVA. Means followed by the different letter (A, B
and C) differ by the Tukey’s pairwise test at 95% reliability. For Margalef (F =
320; X2 = 3.48); Shannon-Wiener (F = 13.77; X2 = 0.0.45) and Simpson (F =
2.93; X2 = 0.01).

3.00

PC2 (19.800 %)

300 225 150 075y

# Uninoculated roots
% Inoculated roots
Uninoculated stems
® Inoculated stems
Uninoculated leaves
@ Inoculated leaves

PC1 (58.10 %)

Fig. 1. Principal component analysis of the alkaloids present in the organs of
uninoculated and inoculated seedlings. The arrows are the vectors that indicate
the correlation between the alkaloids and the organs in the two treatments. TTI
(Isoquinoline, 6,7,8-trimetoxy); Talif (Thalifoline); Lirin (Lirinidine); THI
(Tetrahydroisoquinoline); Methyl (Indol, 2-(methylamino)-3-phenyl); Nmethyl
(N-methyllaurotetanine); Pap (Papaverine); Ret (Reticuline); Glau (Glaucine);
Talic (Thalicsimidine); Talb (Thalbaicalidine); Mag (Magnoflorine); HDG (7-

hydroxy-dehydroglaucine); HDT (7-Hydroxy-dehydrothalicsimidine); Oxop
(Oxopurpureine).
Table 7
Similarity values between the groups obtained in the paired PERMANOVA.
Groups Roots PC Roots PI Stems PC Stems PI Leaves PC
Roots PI 0.0260 *
Stems PC 0.0009 *** 0.0004 ***
Stems PI 0.0002 *** 0.0005 *** 0.2354
Leaves PC 0.0009 0.0006 ***
Leaves PI 0.0003 0.0005 *** 0.2541
PC = Control seedlings; PI = infected seedlings. *P = 0.01; P = 0.0001.

4. Discussion

4.1. Differences in constitutive alkaloids between organs of Annona
purpurea seedlings

In the adult plants, 23 alkaloids were recorded (De-la-Cruz-Chacon
et al., 2019), while in the seedlings, 21 were detected; of these 21, 15
were constitutive, and six were exclusive to these stages of development
(Table 1). While the alkaloids anonaine, nuciferine, annomontine,
xylopine, puterine, thalimicrinone, isocorydine, and liriodenine were
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not found in seedlings, it is likely that their biosynthesis in A. purpurea
occurs at more advanced stages of development. The 15 constitutive
alkaloids are biosynthesized during the first phases of development, in
which the expression of two biosynthetic pathways can also be verified,
that of the benzylisoquinolines whose precursor is tyrosine (Funayama
and Cordell, 2015) and to a lesser extent that of the B-carboline derived
from tryptamine (Nikam et al., 2013), pathways that are expressed
simultaneously from the beginning of the vegetative state. The presence
of common alkaloids and other different alkaloids with variable distri-
butions in seedlings results in this stage of development having char-
acteristics present in adult stages, such as specific tissue distribution,
spatiotemporal regulation, and alkaloid biosynthesis regulation
(De-la-Cruz-Chacon and Gonzalez-Esquinca, 2012).

In the seedlings, 9 of the 15 alkaloids were distributed, but this
distribution changed in the adult specimens. This can be associated with
exposure to variable environmental conditions, such as the anno-
montine and oxopurpureine content in the organs of wild A. purpurea
trees (De-la-Cruz-Chacon et al., 2019) or to liriodenine content in organs
of Annona lutescens (Castro-Moreno et al., 2013). On the other hand, the
presence of alkaloids in all the organs of seedlings that were grown
under controlled light conditions could be associated with a genetically
programmed high level of constitutive defense, since defenses are
assigned and distributed in direct proportion to risk of the tissue of being
attacked, and the value of that tissue in terms of fitness loss (Stamp,
2003). It is known the antifungal properties of oxopurpureine against
Curvularia lunata, Fusarium oxysporum f. sp. lycopercsici, Colletotrichum
gloeosporioides (Sonnet and Jacobson, 1971; Chang et al., 1998; Chang
et al., 1998b; De-la-Cruz-Chacon et al., 2019); reticuline against Tri-
chophyton rubrum (De-Q-Paulo et al., 1992), thalifoline against Fusarium
oxysporum f. sp. lycopercsici (Patino and Cuca, 2011) and magnoflorine
against Trichophyton rubrum and T. mentagrofito (Luo et al., 2020). In the
seedlings, the constituent alkaloids were distributed in the three organs.
Organ-specific distribution strategies have been documented in indole
alkaloids in seedlings of Catharanthus roseus (L.), where most of the
genes that control the biosynthesis of this type of alkaloid are expressed
in all tissues from the development of seedlings. On the other hand, the
genes involved in the last stages of the biosynthesis of the alkaloid
vindoline are only expressed in the aerial parts of the plant (De Luca
et al., 1986). In addition, possibly due to the compartmentalization of
enzymes, mobilization and accumulation in different organs can be an
important strategy for the plant. Additionally, the family of genes
involved in the biosynthesis of benzylisoquinoline alkaloids has
organ-specific expression regulated by development; for example, the
enzyme tyrosine decarboxylase (TYDC), which participates at the
beginning of the pathway, is associated with the vascular tissues of stems
and mature roots, although it can also be expressed in the cortical and
epidermal tissues of Papaver somniferum leaves and young plant buds
(Facchini and de Luca, 1995). Other enzymes, such as norcoclaurine
synthase (NCS), salutaridine synthase (SalSyn), and salutaridine
reductase (SalR), are involved in more advanced steps in the biosyn-
thesis of morphine and are more abundant in roots and shoots than in
the remainder of the plant (Gerady and Zenk, 1993; Unterlinner et al.,
1999; Huang and Kutchan, 2000).

4.2. Differences in induced alkaloids between organs of Annona purpurea
seedlings infected with Colletotrichum gloeosporioides

Secondary metabolism responds to interactions with phytopatho-
genic fungi, activating defense mechanisms, either by increasing some of
the existing metabolites (phytoanticipins or constitutive metabolites) or
by biosynthesizing others (phytoalexins or induced metabolites)
(Freeman and Beattie, 2008).

The alkaloid profile of A. purpurea is minimally modified by infection
with C. gloeosporioides. The only difference between healthy and infected
seedlings is the absence of N-methylaurethatenine in the latter (Table 5).
The greater richness and diversity of alkaloids in response to infection
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with C. gloeosporioides was similar to that reported in healthy seedlings
(Table 6). Frequently, in Annonaceae and A. purpurea, the most alkaloids
is found in the roots (Castro-Moreno et al., 2013; Riley-Saldana et al.,
2017; De-la-Cruz-Chacon et al., 2019), as reported here in A. purpurea
seedlings and in A. muricata by Riley-Saldana et al. (2017), as well as in
adults of A. purpurea by Rejon-Orantes et al. (2011) and
De-la-Cruz-Chacon et al. (2019). To date, they had been considered
storage or sink organs of alkaloids (Bais et al., 2001).

With C. gloeosporioides infection, three alkaloids can be considered
phytoalexins by increasing their abundance; in the roots and leaves, only
three constitutive alkaloids increased. These findings coincide with the
increase in asimilobine (roots, 8%; stems, 10%), anonaine (roots, 10%;
leaves, 8%), nornuciferine (stems, 1200%), and reticuline (stems and
leaves, 10%) caused by C. gloeosporioides in A. muricata (Riley-Saldana,
2019). In A. purpurea seedlings, the interaction with C. gloeosporioides
affects the abundance of some alkaloids by decreasing or increasing
their concentration. Apparently, this phytopathogen induces a dynamic
cycle of turnover in alkaloid metabolic pathways, in which one alkaloid
decreases and another increases. For example, the possible turnover of
aporphines of similar structures, such as glaucine vs. thalbaicalidine,
differs by hydroxylation or 7-hydroxydehydroglaucine vs. 7-hydroxyde-
hydrothalicsimidine by methoxylation or even repression of N-meth-
yl-laurotetanine. However, the biosynthetic pathways that produce
these compounds are not known.

In the three organs of the control and infected seedlings, reticuline
was found, a molecule diverse benzylisoquinoline alkaloid pathways
(Beaudoin and Facchini, 2014), with a greater abundance in the roots.
Its presence could indicate that perhaps some alkaloids are bio-
synthesized in this organ, and thus, it presents a greater diversity. This
precursor alkaloid decreased with fungal induction, coinciding with the
increase in alkaloids derived from it, such as papaverine (403%) and
lirinidine (61%), in the roots (Supplementary material).

Although the leaves and stems were the sites infected with
C. gloeosporioides, the seedlings responded with an induction of one
alkaloid in the leaves and two in the roots, suggesting the possibility of a
systemic response. The changes in the alkaloid profile in the infected
seedlings of A. purpurea suggest a defense mechanism against this
pathogen since the biological activities of the two induced alkaloids,
lirinidine and papaverine, are known (Zhu et al., 2014; Kim et al., 2014;
Yano et al., 2020; Zhou and Zhu, 2019; Jafaar et al., 2021). The latter
has been tested for antibacterial activity in vitro against Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (180 pg mL™Y) and Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 (90 pg mL_l) (Jafaar et al., 2021). Therefore, their early presence
as constitutive alkaloids that can be induced with C. gloeosporioides
suggests that they participate in the defense mechanisms of the plant in
its natural environment.

5. Conclusions

The richness and diversity of alkaloids in A. purpurea seedlings
originate from two metabolic pathways that are conserved as constitu-
tive alkaloids in adult specimens. The greatest diversity of alkaloids is in
the roots; nine alkaloids are distributed throughout the seedling, and six
are exclusive to the roots. The constitutive operational term allowed us
to determine the dynamics and significance of constant alkaloid
biosynthesis before biotic induction. Infection with C. gloeosporioides
does not cause changes in most of these alkaloids, although it produces
an increase in three of them, and this result enabled us to assume that
they participate in the defense mechanism against this phytopathogen.
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VII. DISCUSION

Delimitacion de los términos constitutivo e inducido en Annona purpurea

Los metabolitos secundarios, como sefialan Hower y Schaler (2008) son rasgos que pueden
expresarse constitutivamente como una resistencia preformada o pueden ser inducidos
después del ataque de insectos herbivoros, de manera que estos términos se asocian a la teoria
de la defensa (Kaplan et al. 2008), incluso en estas interacciones planta-herbivoro la frontera
entre defensas constitutivas e inducidas son nebulosas, aun faltan por investigar y
comprender (Dicke et al. 1999 en Bruinsma y Dicke, 2008), es decir generalmente se
expresan de manera constitutiva en un cierto nivel que, bajo la presion de los herbivoros,
puede aumentarse mediante sintesis inducida o producir “nuevas” moléculas. En tanto que la
defensa frente a patogenos, los reportes (Jasinski et al. 2009) sefialan la induccion de la
biosintesis de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana (fitoalexinas). En este trabajo
se asociaron los términos de la defensa de la herbivoria a la defensa frente a patdgenos,
analizando tanto las moléculas preformadas (constitutivas) como aquellas que incrementaron
su abundancia (inducidas) como respuesta a la infeccidn fangica.

También es necesario comentar que los perfiles quimicos por lo general estan
asociados a las etapas fenoldgicas de las plantas (Riley-Saldafia et al. 2017 y Toledo-
Gonzalez et al. 2023), cuando estos se conservan desde etapas de desarrollo temprano hasta
la etapa reproductiva se puede especular que estas son moléculas constitutivas de su
metabolismo secundario y que éstos podrian responder al atague no s6lo de herbivoros sino
también de organismos patogenos (Riley-Saldafia et al. 2022 y Toledo-Gonzélez et al. 2023).
Aungue son escasos los reportes de metabolitos secundarios comparativos entre arboles y
plantulas (Riley-Saldafa et al. 2017 y Toledo-Gonzalez et al. 2023), en el presente estudio
se contrasto el perfil alcaloidal de arboles y plantulas de Annona purpurea, para caracterizar
a los alcaloides constitutivos y posteriormente conocer la respuesta de induccién por los

hongos fitopatogenos.

Variacién 6rgano-especifica
Los alcaloides, al igual que muchos otros tipos de metabolitos, pueden distribuirse en
toda la planta, como la glaucina en plantas adultas de A. purpurea (De-la-Cruz-Chacon et al.

2019), la reticulina en A. muricata (Riley-Saldafia et al. 2017), la liriodenina en A. lutescens
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(Castro-Moreno et al. 2013). Es posible también que estén restringidos a algun érgano, como
la papaverina (De-la-Cruz-Chacon et al. 2019; Toledo-Gonzélez et al. 2023) y la puterina en
las raices de A. purpurea (De-la-Cruz-Chacon et al. 2019). En este trabajo, de 23 alcaloides,
reportados en arboles de A. purpurea (De-la-Cruz-Chacoén et al. 2019), 15 se encontraron en
plantulas (Cuadro 4); de los cuales nueve se encuentran distribuidos en toda la plantula: indol,
2-(Metilamino)-3-fenilindol, reticulina, glaucina, talicsimidina, talbaicalidina, magnoflorina,
7-hidroxidehidroglaucina, 7-hidroxidehidrotalicsimidina y Oxopurpureina (Cuadro 4). En
tanto que los alcaloides N- metil-lauratetanina, lirinidina, 6,7,8-trimetoxi- isoquinolina y
talifolina no fueron perceptibles en todas las plantulas testigo (Cuadro 6). Sin embargo, la
papaverina solo estuvo en las raices.

Llama la atencion que en las plantulas de A. purpurea la mayoria de los alcaloides se
distribuyen en toda la planta, mientras que en el caso de los arboles de esta especie,
unicamente un alcaloide (tetraisoquinolina) tiene una distribucion generalizada (De-la-Cruz-
Chacén et al. 2019) esto podria deberse a que las plantulas son méas vulnerables a la herbivoria
0 al establecimiento de microorganismos y necesitan una mayor defensa. Estos datos
coinciden con lo esperado por la teoria de la defensa de la herbivoria en donde la planta
destinara parte de sus recursos a la proteccion de 6rganos importantes o vulnerables (Kaplan
et al. 2008).

Por otro lado, la produccion de alcaloides en todos los tejidos de la planta en
condiciones controladas de luz, temperatura y humedad y sin la presencia de herbivoros o
patégenos refuerza la inferencia de que se trata de alcaloides constitutivos, y realza su
importancia en el desarrollo de las plantulas en condiciones naturales. Uno de los pocos
ejemplos de distribucion generalizada estd documentado en los alcaloides quinolizidinicos
de especies del género Lupinus, los cuales se encuentran en proporciones distintas en toda la
planta, con mayor abundancia en los dérganos con funciones mas relevantes para la
sobrevivencia y reproduccion, tales como las flores y las semillas (Cely-Veloza et al. 2023).
En nuestro caso, el hecho de que muchos de los alcaloides se presenten en toda la plantula
puede constituir una estrategia de defensa de A. purpurea en este estado de desarrollo
temprano, y/o también que estas moléculas se encuentren en transito desde sus sitios de

biosintesis hacia 6rganos sumidero como las raices. (Bais et al. 2001). La papaverina N-
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metil-laurotetanina y la 6,7,8-trimethoxi-isoquinolina estan solamente en las raices,
presentando una distribucién 6rgano-especifica.

La importancia de la distribucion de alcaloides entre los drganos esta sustentada en
trabajos de la familia Annonaceae. De-la-Cruz-Chacon y Gonzalez-Esquinca (2012)
reportaron en Annona diversifolia la variacion del alcaloide liriodenina asociada con el grado
de desarrollo y diferenciacion de tejidos. Este alcaloide fue detectado en el endospermo
durante la imbibicion de las semillas, mas tarde en la radicula y en el hipocotilo, alcanzando
su méaxima concentracion en plantulas de seis hojas. Ademas, este estudio permitio inferir y
probar que el alcaloide liriodenina forma parte de la defensa antifungica contra los hongos
R. stolonifer y Aspergillus glaucus L. aislados de las mismas semillas y que desaparecen
justo con la presencia e incremento de liriodenina, cuando emerge la radicula (De-la-Cruz-
Chacon et al. 2011). Por su parte, Riley-Saldafa et al. (2017) determinaron que la biosintesis
de alcaloides y acetogeninas se produce simultdneamente durante las etapas iniciales de
desarrollo en A. muricata, detectaron cuatro acetogeninas mono tetrahidrofurano (THF) en
las primeras etapas: cis-uvarimicina IV, mosinona, muricina B y cis-anononacin-10-ona. Las
primeras dos acetogeninas aparecen en las raices cuando el crecimiento aun depende del
material de reserva (reportadas también en raices de individuos adultos); mientras que las
demas solo estan presentes cuando la planta es fotosintéticamente activa (reportadas también
en hojas y semillas de individuos adultos). La presencia de estas acetogeninas en la fase
fotosintética de la planta indica que cumplen una funcién importante, aunque no siempre
conocida, en esta etapa de desarrollo. Por ejemplo, las acetogeninas laherradurina y
rolliniastatin-2, presentes en plantulas de A. muricata cumplen una funcién larvicida in vitro
(GonzalezColoma et al. 2002). De manera similiar, los alcaloides que se detectaron en las
etapas de desarrollo temprano de A. muricata (reticulina, coreximina, anonaina, asimilobina
y nornuciferina) se comparten con las plantas adultas (Riley-Saldafia et al. 2017) y muestran
una distribucién espacio-temporal y érgano-especifica. Por ejemplo, la reticulina se ha
detectado cuando la radicula emerge; lo que indica una biosintesis temprana que depende del
material de reserva del endospermo. Este compuesto es el precursor para la diversificacion
de otros alcaloides isoquinolinicos, entre ellos los bencilisoquinolinicos (De-la-Cruz-Chacén
et al. 2012).
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La distribucion espacio-temporal y 6rgano-especifica de metabolitos secundarios se
ha reportado en otras familias. Por ejemplo, la biosintesis de cafeina exclusivamente en las
hojas de Camellia sinensis (Theaceae; Wang et al. 2016) y Nicotiana tabacum cv Xanthi
(Solanaceae; Uefuji et al. 2005). Tambiéen existen ejemplos de metabolitos que se inducen
por estimulos ambientales, como el incremento en la concentracion de cafeina en las hojas
de Coffea arabica (Rutaceae) por la infeccion de la roya Hemileia vastatrix (Lujan-Hidalgo,
2020). Al parecer, las plantas destinan mayor proteccion a los tejidos de méas valia para la

sobrevivencia, como las raices y las hojas (Kaplan et al. 2008).

66



Respuesta a la infeccion

O Colletotrichum gloeosporioides
A Curvularia lunata
& Rhizopus stolonifer

Especies fitopatogenas ‘\

Alcaloides

Lirinidina

Indol, 2-(Metilamino)-3-fenilindol
O Papaverina

Reticulina

Glaucina
B Talicsimidina

Magnoflorina

7-Hidroxi-dehidrotalicsimidina '
B Oxopurpurein: ~
opurpureina / _/ [ D
©

NMNISfA .

»

Figura 11. Esquema que sefiala la induccidn alcaloidal en raices, tallos y hojas de Annona

purpurea por tres hongos fitopatdgenos.

La base fisioldgica y bioquimica de la resistencia de plantas al ataque de patdgenos,
hongos y bacterias, se encuentra relacionada con la biosintesis de metabolitos secundarios
implicados en los procesos infecciosos (Garcia-Mateos & Pérez-Leal, 2003). Estan
documentados los cambios anatémicos y fisioldgicos de plantas producidos por la infeccién
fangica (Riley-Saldafa et al. 2017, 2019; Murria et al. 2022; Toledo-Gonzalez et al. 2023).
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En este trabajo se documentan los cambios en el perfil de alcaloides ocurridos en plantulas
de A. purpurea y al aparecer sintomas visibles de infeccion fungica con C. gloeosporioides,
C. lunata y R. stolonifer. Este tipo de modulacion alcaloidal también se ha observado en A.
muricata (Riley-Saldafia et al. 2019).

Al infectar a plantulas sanas de A. purpurea con tres diferentes tipos de hongos, se
pudo observar que la distribucion de alcaloides se mantiene igual que en las plantas sanas
(Articulo: Table 5; Pagina 58); pero no hay induccién de nuevos alcaloides y la modulacion
del perfil de alcaloides, suplementada en la abundancia, varia en funcion de la especie de
hongo inoculado y que las respuestas 0 modulaciones alcaloidales significativas pueden ser
locales, estar ausentes o ser de tipo generalizado (Figura 11). Riley-Saldafia et al. (2022)
sefialan que la infeccion de plantulas de Annona muricata por fitopatégenos indujo cambio
en el perfil alcaloidal hasta de 1200% asociado a la especie fungica. En tanto que Toledo-
Gonzélez et al. (2023) mostraron que la interaccion de plantulas de Annona purpurea con C.
gloeosporioides modifico el perfil constitutivo de los alcaloides incrementando en
papaverina 403% en las raices, y en contraparte, provoco la disminucion del alcaloide
oxopurpureina. Al comparar la induccion alcaloidal producida por cada una de las especies,
se pueden ver diferentes modulaciones a) individuales que solo son inducidas por un
fitopatdgeno en especifico como liridinina, papaverina e indol, 2- (Metilamino)-3-fenilindol
(C. gloeosporioides), magnoflorina, 7-hidroxi-dehidro-talicsimidina, talicsimidina vy
reticulina (R. stolonifer) (Figura 11) y b) compartidas que son inducidos por dos hongos como
glaucinay oxoporpureina. (C. lunata y R. stolonifer). Por otra parte, talicsimidina fue el tnico
alcaloide que se indujo en toda la plantula por R. stolonifer. Esto significaria que la
maquinaria biosintética esta regulada por el tipo de hongo, pero que hay partes de esas rutas
de alcaloides bencilioquinolinicos que se expresan de forma sistematica. Ademas, la ruta de
biosintesis de alcaloides inddlicos posiblemente fue “reprimida” o “silenciada” con C.
lunata, ¢Qué es lo que estd desencadenado estas respuestas particulares? Esta respuesta
posiblemente sea parte de la defensa quimica de A. purpurea ante sus enemigos naturales, en
este caso a hongos fitopatdgenos.

Mas aun, la repuesta observada no estaria asociada al tipo de nutricion, como si, al

grado de virulencia del fitopatogéno, ya que C. gloesporioides es un hongo hemibiotrofo,
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mientras que R. stolonifer y C. lunata son necrétrofos y su respuesta fue distinta en cada
caso.

El posible papel de defensa quimica de los alcaloides identificados, estan
fundamentados en la actividad antifungica de algunos de ellos, cinco de los nueve alcaloides
de A. purpurea que presentaron un incremento en su abundancia ante la infeccion de hongos
fitopatogenos tienen actividad biolégica y han sido reportados, en algunos casos, en otras
especies. MCE (2024) menciona que la lirinidina ((+)-lirinidina) tiene actividades
antioxidantes y anticancerigenas, particularmente exhibe una actividad de poder reductor
férrico medio y una actividad eliminadora de radicales menor in vitro; pero no se ha
documentado alguna actividad antifungica. Sin embargo, en este trabajo se observé que la
lirinidina esta solo presente en tallos y raices ante la infeccion de C. gloeosporioides.

De-la-Cruz-Chacén et al. (2019) probaron que la annomontina y la oxopurpureina,
obtenidas de raices de adultos de A. purpurea, poseen un potencial antifingico contra C.
lunata, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y C. gloeosporioides. En este trabajo la
oxopurpureina aumentd su abundancia en tallos y hojas infectados con C. lunata y en hojas
infectadas con R. stolonifer.

Por su parte, Morteza-Semnani et al. (2003) realizaron un experimento para conocer
la actividad antifngica con extractos metandlicos y alcaloides de partes aéreas de Glaucium
oxylobum, donde identificaron cuatro alcaloides (dicentrina, glaucina, protopina y alfa-
alocriptopina) como los compuestos responsables de la actividad antifingica de esta planta.
Glaucina sobre tres hongos: Microsporum gypseum, Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes. En nuestro trabajo con plantulas de A. purpurea la modulacién de la
glaucina fue evidente en el tratamiento con C. lunata (en raices) y con R. stolonifer (en raices
y tallos).

Adicionalmente, Luo et al. (2021) reportaron que la magnoflorina tuvo actividad
fungicida contra los hongos Trichophyton rubrum y T. mentagrophyte. La magnoflorina
inhibid la germinacién de los conidios y el crecimiento de las hifas; cambié la morfologia
del micelio, y ocasiond la contraccion citoplasmatica en T. rubrum. La magnoflorina no tuvo
ningun efecto significativo sobre la integridad de la pared celular. Sin embargo, la
magnoflorina destruyd la membrana celular fingica de T. rubrum al aumentar la pérdida de

acido nucleico, reducir las actividades del escualeno epoxidasa y la enzima CYP51 vy
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disminuir el contenido de ergosterol en las hifas. Por lo que, lo anterior permite considerar a
la magnoflorina como agente antifingico contra T. rubrum, en el caso de A. purpurea se
indujo en tallos y hojas con R. stolonifer.

Riley-Saldafia et al. (2022) documentaron alcaloides bencilisoquinolinicos de Annona
muricata para explorar si estan involucrados en la defensa contra fitopatoégenos, observaron
que C. gloeosporioides provoco aumentos variables en la produccion de anonaina, reticulina
y nornuciferina (10-1200%), mientras que R. stolonifer sélo estimulé el aumento de
nornuciferina y anonaina (10%) en los tallos y hojas. La respuesta del alcaloide reticulina
con R. stolonifer en raices de A. purpurea tal vez corresponda a la defensa antifungica al ser
susceptible a C. gloeosporioides y R. stolonifer.

La induccion alcaloidal de plantulas de A. purpurea fue diferente con cada uno de los
hongos fitopatdgenos, destacando la induccion de los alcaloides con R. stolonifer, que

también han sido documentados con potencial antifungico.

70



VIIl. CONCLUSION

La riqueza y diversidad de alcaloides en plantulas de A. purpurea proviene de dos rutas
metabolicas, bencilisoquinolinicas e indolicas, que también se expresan en ejemplares
adultos. A diferencia de los arboles adultos en las plantulas de A. purpurea, la mayoria de los
alcaloides se distribuyen en toda la plantula con una distribucion espacio-temporal y 6rgano-
especifica que se conserva aun después de la infeccion.

La infeccion de las plantulas con estos hongos no induce la biosintesis de nuevos
alcaloides, solo cambios considerables en la abundancia de algunos y esta respuesta parece
depender del grado de virulencia de la especie de hongo. Las respuestas 0 modulaciones del
perfil alcaloidal pueden ser locales, estar ausentes o ser de tipo generalizado y los cambios
en la modulacion del perfil alcaloidal pueden ser individuales o compartidos. Estos datos

confirman las hipotesis planteadas en el presente trabajo.
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