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Introduccion

afamilia de las anonaceas pertenece al grupo de plantas mas pri-
mitivas de todas las angiospermas; todas ellas de origen tropi-
al y subtropical, cuya distribucion abarca ambos hemisferios.
La diversidad mundial de la familia se calcula en 135 géneros y 2,500
especies, solo en América tropical existen 40 géneros y 900 especies,
en México 14 géneros y 62 especies. Entre las especies cultivadas por
sus frutos comestibles se encuentran la guanabana (A. muricata), la
chirimoya (A. cherimola), el saramuyo (A. reticulata) y otras mas de
importancia local. De especies como el Ilang Tlang (Cananga odorata)
se obtienen aceites comestibles, jabones y aceites aromaticos que se
utilizan en la perfumeria europea. También se han usado como con-
dimentos. En los altimos anos se ha destacado su potencial biotec-
nologico dado que poseen compuestos con actividad antitumoral,
antihelmintica, antimalaria, antiprotozoaria, insecticida, antimicro-
biana, antiftingica e inmunodepresiva, asociadas a compuestos de in-
terés entre los que destacan los alcaloides benzilisoquinolinicos y las
acetogeninas. En estas areas se encuentran grupos de investigacion
espanoles, franceses, americanos, japoneses, brasilenos, argentinos,
colombianos y mexicanos, por mencionar algunos.

Son 17 paises los que destacan como productores de especies fru-
ticolas, encontrandose entre ellos México, Brasil y Chile, asi como
Espana, Portugal y Nambour en Australia y cuyos principales mer-
cados de consumo son Argentina, Estados Unidos de Norteaméri-
ca, Francia, Alemania y Japon. La principal fruta comercializada es
la guanabana, por ejemplo, en México se cultivan aproximadamente
7,290 hectareas de guanabana distribuidas en los estados de Naya-
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rit, Colima, Sinaloa, Campeche, Chiapas, Tabasco, Yucatan, Puebla,
Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Veracruz; los frutos son una
importante fuente de divisas ya que 32,000 toneladas anuales son ex-
portadas a Estados Unidos de América.
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Presentacion

ste volumen, compilado por el Cuerpo Académico Recursos Fi-

togenéticos y Sustentabilidad en Chiapas de la Facultad de Cien-

cias Biologicas de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas
ha logrado reunir una serie de trabajos de investigacion dedicados al
estudio de las anonaceas.

Compendia aportaciones que son motivo y objeto de estudio de in-
vestigadores y estudiantes de diferentes paises, instituciones y univer-
sidades que analizan desde varias disciplinas entre ellos, los aspectos
relacionados con la cosecha, conservacion, taxonomia, bioquimica, fi-
siologia, genética y farmacologia de las anonaceas.

Esta publicacion esta organizada por varios capitulos, primero
aquel que agrupa varios géneros de la familia y los siguientes ordenados
por especie siguiendo un orden alfabético.
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Panorama de las anonas cultivadas en Brasil:
saramuyo, guanabana y atemoya

Lemos, Eurico Eduardo Pinto de
Universidade Federal de Alagoas, Centro de Ciéncias Agrarias, Av. Lourival Mota, s/n,
Tabuleiro, Maceio, AL. CEP 57080-900. eurico@ceca.ufal.br.

Resumen

1 escenario de la produccion de frutas brasilenas ha cambiado

significativamente en las tres tltimas décadas. La mejora en la

calidad y el aumento en volumen son reflejos de un esfuerzo
conjunto de instituciones publicas y privadas en la busqueda de nue-
vas tecnologias de produccion de frutas para el mercado interno y
para la exportacion. Ademas de las frutas tradicionales, otras menos
conocidas como el saramuyo (Annona squamosa), la guanabana (A. mu-
ricata) y la atemoya (A. squamosa x A. cherimola) han incrementado su
cultivo y se han desarrollado sistemas de produccion adecuados para
diversas regiones del pais. En la actualidad cerca de 15 mil hectareas
son cultivadas con estas tres anonas en Brasil, la mayoria son cultivos
hasta de 5 hectareas y con bajo nivel tecnologico. En el futuro mu-
chos productores adoptaran las tecnologias propuestas por la inves-
tigacion cientifica y empezaran una nueva historia para las anonas en
Brasil. El objetivo de este trabajo es presentar un panorama actual de
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la situacion de tres anonas cultivadas en el pais: saramuyo, guanabana
y atemoya.

Palabras clave: Annona squamosa, Annona muricata, graviola, pinha
Introduccion

Al trazar el panorama de las anonas cultivadas en Brasil tenemos que
hacer una pequena revision historica de como estas sorprendentes fru-
tas empezaran su camino en el pais. El saramuyo (Annona squamosa) tie-
ne la historia mas interesante pues ha llegado a Brasil por las manos del
distinguido Conde de Miranda, quien en 1626 trajo de Centroamérica
algunas semillas y las introdujo en el estado de Bahia (Popenoe, 1974).
As, se cree que los saramuyos brasilefios se originan de ahi y conse-
cuentemente conservan una baja variabilidad genética en relacion a su
centro de origen en Centroamérica y el Caribe.

La guanabana (A. muricata) ha trillado un camino distinto pues es
considerada una especie nativa de la region amazonica de la que for-
man parte Brasil, Colombia, Venezuela, Pert y las Guayanas. Aprecia-
da por los nativos y colonizadores, desde muy temprano sus arboles
podian ser encontrados en huertos domésticos y sus semillas fueron
supuestamente dispersadas a otras regiones del mundo, no obstan-
te su cultivo comercial empez6 en Brasil solamente a partir de 1980
(Pinto et al., 2005).

La atemoya es una fruta mucho mas reciente ya que es un hibrido
producido artificialmente por el cruzamiento entre el saramuyo (A.
squamosa) y el chirimoyo (A. cherimola) en varias partes del mundo. Fue
introducida en Brasil en las décadas de 1950 y 1960 en el estado de Sao
Paulo de donde se disperso a otras regiones (Bonaventure, 1999).

Aunque tengan origenes distintos, las tres anonas han sido explora-
das cada vez mas por un amplio namero de productores interesados por
alternativas mas rentables que las especies de frutas tradicionales. En
este momento toda la produccion brasileiia de anonas esta enfocada al
consumo interno de frutas frescas (saramuyo y atemoya) y procesadas
(guanabana). Para obtener la cualidad de exportador de anonas frescas
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es necesario ampliar la produccion e investigar los aspectos tecnologi-
cos para que las frutas lleguen frescas y sabrosas a los consumidores.
Para la guanabana parece ser mas simple una vez que el procesamiento
industrial de la pulpa puede garantizar la cualidad de los productos por
mas tiempo. La baja oferta de la produccion brasileiia atin es un gran
problema para la exportacion.

El objetivo de este trabajo es presentar un panorama actual de la
situacion de tres anonas cultivadas en el pais: saramuyo, guanabana y
atemoya.

Método

Este trabajo es el resultado de un levantamiento personal realizado en-
tre los afos 2007 y 2010 en diversas zonas de produccion de anonaceas
en Brasil y en una consulta bibliografica sobre las técnicas utilizadas en
el pais para producir el saramuyo, la guanabana y la atemoya.

En las visitas a los estados productores de las anonas (Alagoas,
Bahia, Ceara, Pernambuco, Parana, Minas Gerais y Sio Paulo) fueron
establecidos contactos con técnicos regionales de la extension rural,
investigadores, productores y comerciantes para obtenerse datos refe-
rentes a las areas estimadas de produccion, manejo, productividad y
comercializacion de las anonas. Los datos fueron confrontados con los
disponibles en el Instituto Brasileno de Geografia y Estadistica (IBGE,
2005) y se establecieron aproximaciones basadas en las opiniones de
los productores y autoridades gubernamentales.

Resultados y discusion
Las principales zonas de produccion de anonas (saramuyo, guanabana
y atemoya) en Brasil estan senaladas en la figura 1. Los resultados re-

ferentes a cada una de las especies son presentados a continuacion en
tres estudios de casos.
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Figura 1. Principales zonas de produccion del saramuyo, guandbana y atemoya en
Brasil. Saramuyo (O), guanabana (), atemoya (A). Siglas de estados productores:
Alagoas (AL), Bahia (BA), Ceara (CE), Minas Gerais (MG), Para (PA), Parana (PR),
Pernambuco (PE), Sao Paulo (SP)

El caso del saramuyo (Annona squamosa)

El saramuyo esta diseminado principalmente por los estados de Bahia,
Pernambuco, Alagoas, Ceara, Sao Paulo y Minas Gerais que son hoy
los principales productores de esta fruta en Brasil con cerca de 10 mil
hectareas cultivadas y una produccion total estimada desde 20 hasta
40 mil toneladas por ano (IBGE, 2005).

La productividad media de los pomares (huertos frutales) es desde 2
hasta 4 ton/ha/ao la que se considera muy baja. La mayoria de los pro-
ductores cultiva el saramuyo en pequenas areas, entre 1y 5 hectareas y
pocos hacen uso de las nuevas tecnologias, lo que podria aumentar la
productividad y la ganancia. La baja calidad de los frutos es otro pro-
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blema por la falta del uso de tecnologias como poda, riego, fertilizacion,
polinizacion manual y cosecha adecuada (Oliveira, 2005). Las obser-
vaciones muestran que el uso de estas tecnologias pueden producir en
promedio 12 kilos de fruta por planta y cuando usan una alta densidad
de plantio (2 x 4 metros) pueden obtener hasta 15 ton/ha/afno de frutas
de optima calidad (media de 300 gramos) para los mercados. Frutas
con esta calidad son bien aceptadas en los mejores mercados brasilefos
con precio medio desde 2 hasta 3 US dolares por kilo.

La region semiarida del Nordeste es la principal area de produccion
del saramuyo en Brasil con 709% del total, destacandose el estado de Ba-
hia en las zonas de Presidente Prudente y Juazeiro, el estado de Alagoas
en la zona de Palmeira dos Indios, el estado de Sao Paulo en la zona de
Jales, el estado de Pernambuco en la zona de Petrolina y en el norte del
estado de Minas Gerais. En su gran mayoria, son areas de clima tropical
semidrido y de altitudes inferiores a mil metros (Nietsche et al., 2008).

La variedad criolla tipica de cascara verde clara es la tnica cultivada
comercialmente y se mantiene desde su introduccion en Brasil. En la
actualidad, nuevas variedades de diferentes colores y textura de casca-
ra estan surgiendo en los programas de mejoramiento de las anonaceas
en las instituciones de investigacion como la Universidad Federal de
Alagoas y Embrapa Semi-arido. Tipos sin cera, de color verde escuro,
amarillo, rojo o violeta, de cascara tuberculada, lisa o puntuda son al-
gunas variaciones obtenidas entre los accesos de saramuyo. A partir de
estos genotipos pueden ser creadas nuevas variedades y contribuir para
el crecimiento de los mercados en Brasil y en el mundo.

La propagacion del saramuyo ha sido principalmente por via seminal
por la facilidad del método, precocidad y la aparente homogeneidad de
las plantas, otros métodos vegetativos como el injerto, el enraizamiento
de estacas y el cultivo de tejidos han sido propuestos para el clonaje de
las nuevas variedades y mantenimiento de sus caracteres genéticos.

Un interesante sistema de propagacion del saramuyo por injertia
precoz fue propuesto por Lemos et al. (2010) que establecieron el méto-
do de injerto por hendidura de topo como lo mas eficaz en portainjertos
a partir de 3 meses de edad (cuadro 1).
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Cuadro 1. Porcentaje del pegamiento de los injertos en funcién de 1a edad del portain-
jerto y del tipo de injerto en saramuyo (Annona squamosa 1..)

Tipo de injertia
poEr‘ll;:idn?;Ito Yema en escudo Hendidura de topo H‘:::::Im

3 meses 26,67 cC 96.67 aA 60,0 bB

5 meses 50,0 bcB 7333 aA 800 aA

7 meses 90,0 aA 90,0 aA 8333 aA

9 meses 73.33 abA 86.67 aA 86,67 aA
Medias 60 b 86a 77a

CV% 24,31 1998 19,97

Medias en la columna segindas de misma letra mimiscula y en la linea por letra mayuiscula no difieren entre
si por el test de Tukey hasta 5% de probabilidad (Lemos et al., 2010)

Estudios no publicados atin y llevados a cabo por nosotros en 2010
en la Universidad Federal de Alagoas establecen a la estaquia como una
posibilidad eficiente y de bajo costo para el clonaje del saramuyo. Se de-
mostré que las auxinas utilizadas en el experimento no interfirieron en
el proceso de enraizamiento de las estacas y que ramas jovenes y vigoro-
sas pueden enraizar en porcentajes de hasta 70% en cerca de 60 dias en
cdmara con nebulizacién intermitente. L as drboles originados por este
meétodo tienen produccion temprana y satisfactoria.

La micropropagacion del saramuyo fue intentada por diversos au-
tores con relativo éxito, mas hasta el momento no hay un protocolo
estdndar para su uso comercial (Lemos y Blake, 1996).

El saramuyo y las otras anonas cultivadas producen centenas de flo-
res dicogdmicas, o sea sus flores bisexuales tiene receptivos los 6rganos
masculinos y femeninos en tiempos diferentes para evitar la autopoli-
nizacion. En cada estacion de crecimiento nuevas flores se producen en
las ramas nuevas, pero por falta de polinizacién natural ellas caen y no
forman frutos o, cuando son polinizadas por insectos, producen frutos
mal formados, siendo necesaria la polinizaciéon manual. En Brasil los
polinizadores naturales son los escarabajos Carpophilus hemipterus, Car-
pophilus sp. y Haptoncus ochraceus de la familia Nitidulidade que en la ma-
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yoria de los casos no son suficientes para garantizar un namero grande
de flores polinizadas y frutos bien formados (Kiill y Costa, 2003).

La tecnologia de la polinizacion manual es hoy una practica bien
establecida y necesaria en Brasil, mas su uso esta condicionado a la edu-
cacion y el conocimiento de los pequerios productores. Esta practica
eleva significativamente la productividad de las plantas y la calidad
de los frutos y por consiguiente los precios obtenidos en los mercados
(Oliveira et al., 2005).

En la polinizacién manual, las flores hembras son cosechadas el dia
anterior a la polinizacion. Los estambres liberan el polen que es utili-
zado puro o en mezcla con hasta 50% almidon de maiz sobre los es-
tigmas fértiles de las flores hembras del dia siguiente. La transferencia
del polen se hace con pinceles o insufladores manuales y en general se
polinizan desde 80 hasta 100 flores en un periodo desde 20 hasta 45
dias teniendo en mente dejar cerca de 40 a 60 frutos bien formados por
arbol para la produccion de 12 a 15 kilos de frutos.

La poda de formacion y mantenimiento del saramuyo es necesaria
para mantener a los arboles hasta 2.5 metros de altura, lo que facilita el
control de plagas y la cosecha. Es fundamental la poda de fructificacion
que garantizara floraciones uniformes y productivas. En cultivos con
riego se puede dar un estrés hidrico a las plantas antes de podar las
ramas de la estacion anterior y remover las hojas restantes. Enseguida
se vuelve al riego para inducir el surgimiento de nuevos brotes, ramas
y flores. Cerca de 60 dias después de la poda de fructificacion las flores
estan maduras para la polinizacion.

El riego del saramuyo es fundamental para la obtencion de frutos
fuera de época, cuando hay mejores precios en el mercado. El método
mas utilizado en Brasil es la microaspersion que se considera mas ba-
rata y mas eficiente que otros métodos probados. Los productores de
Alagoas y Bahia consideran necesaria una lamina de agua diaria desde
40 hasta 60 litros/arbol durante el ciclo para responder a la necesidad
productiva de las plantas.

En cultivos bien conducidos, la cosecha empieza entre los 90 y 130
dias después de la polinizacion, dependiendo de la temperatura am-
biental. El periodo de fructificacion tiende a ser menor en el verano
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cuando las temperaturas son mas elevadas y mayor en el invierno cuan-
do las temperaturas son mas bajas.

La cascara de los frutos esta cubierta de cera y es muy sensible a gol-
pes, arafiazos y contusiones necesitando de una cosecha cuidadosa con
tijeras de podar y un manejo esmerado. Pequenos dafos a la cascara la
tornan ennegrecida y aceleran la maduracion de los frutos. Las tempe-
raturas elevadas (> 25°C) en ambientes cerrados son también factores
que aceleran la maduracion. Por otro lado, el enfriamiento y la conser-
vacion de las frutas en ambientes con temperatura bajas (desde 8 hasta
15°C) y elevada humedad relativa (> 90%) aumenta de dos a tres veces
el periodo util de mercadeo de los frutos que puede llegar a 21 dias sin
perder la calidad (Torres, 2008). El acondicionamiento de las frutas en
red de espuma de polietileno y transporte en cajas de carton con cama-
da tnica con capacidad para cerca de 3 kilos es un 6ptimo diferencial
para determinar la calidad y obtener mejores precios.

Muchas plagas atacan la planta y frutos del saramuyo. En Brasil las
principales son los barrenadores de los frutos (Cerconota annonella) y semi-
llas (Bephrateloides pomorum). La proteccion de los frutos y semillas limita
la produccion en algunas regiones, aunque el empleo de insecticidas y
bolsas de papel sobre los frutitos disminuyen las pérdidas. Otros méto-
dos de control biol6gico como el uso de trampas luminosas y trampas con
hembras virgenes de los insectos han sido usados pero sin éxito practico.

Fuera de la fertilizacion del saramuyo, que atin no es comprendida
en su totalidad, y del control de plagas, las otras tecnologias para su
produccion estan basadas en resultados de investigaciones cientificas
y pueden ser utilizadas para multiplicar la produccion brasilena del sa-
ramuyo.

El caso de la guandbana (Annona muricata)

En Brasil existen cerca de 4,000 hectareas cultivadas con guanabana,
principalmente en las regiones Nordeste y Norte con cerca de 90% del
total. La mayoria de los cultivos son de muy baja productividad (4 ton/
ha/ano) por falta del uso de tecnologias con variedades superiores, pro-
pagacion asexuada, poda, riego, fertilizacion y polinizacion manual.
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Por ser una especie amazonica, la guanabana ha sido cultivada en
clima hamedo con pluviosidad anual superior a 1,200 mm/ano. El cul-
tivo en estas condiciones propicia el ataque de plagas en las plantas y
frutos. La zona semiarida con pluviosidades inferiores a 800 mm/ano,
es muy propicia para el cultivo de saramuyo y la atemoya, no ha sido la
mas indicada para la guanabana. En el estado de Alagoas, zonas inter-
medias con precipitaciones anuales entre 800 y 1,200 mm/ano son las
que presentan mejores resultados.

Algunos tipos distintos de guanabana como: criolla, morada, lisa, blan-
ca, FAOy otras selecciones son conocidas entre los técnicos y producto-
res, mas solamente los dos primeros tipos son efectivamente cultivados.
En el afio 2000 fue presentada por la Sociedad Brasileira de Fruticultura
la primera variedad comercial brasilefia de guanabana denominada “Gi-
gante das Alagoas” originada de una seleccion masiva de plantas de tipo
Morada en el estado de Alagoas (Lemos, 2000). Esta variedad produce
frutos de peso medio superior a 5 kg y muy frecuentemente son obser-
vados frutos con mas de 10 kg siendo recomendada para la industria de
pulpa congelada. Son plantas muy productivas que pueden producir in-
dividualmente mas de 100 kg de frutos/ano o 28 ton/ha/ano en densida-
des desde 285 hasta 400 plantas/ha (desde 5 x 7 m hasta 5 x 5 m).

La guanabana es habitualmente propagada por via seminal, mas
la practica de injertia es cada vez mas popular entre los productores
por conferir precocidad y el mantenimiento de los caracteres genéti-
cos de las plantas seleccionadas. Las técnicas de injertia precoz y en-
raizamiento de estacas han sido desarrolladas para la guanabana con
éxito y deben tornarse mas comunes en el futuro (Kitamura y Lemos,
2004). La micropropagacion, técnicamente establecida por Lemos y
Baker (1998), no presenta atn ventajas comerciales con relacion a otros
métodos de clonaje que justifiquen su uso.

Igualmente, siendo cultivada en areas de mayor humedad, la gua-
nabana requiere riego complementario especialmente en los meses de
sequia cuando las plantas necesitan de mas agua para el florecimiento
y crecimiento de los frutos. En los cultivos comerciales mas desarrolla-
dos, se han hecho riegos por microaspersion abajo del dosel de los ar-
boles con laminas de agua variando desde 40 hasta 80 litros/arbol/dia.
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Lapoda de manutencion de altura de las plantas hasta 2.5 metros es
fundamental para que otras practicas culturales como la polinizacion
manual, control de plagas y enfermedades y cosecha adecuada puedan
ser realizadas. La poda de formacion de las plantas para mantener la
copa baja y abierta debe ser iniciada aun cuando las plantas son pe-
quenias. En esta especie no se sigue la poda de fructificacion coman al
saramuyo y atemoya. Las hojas de la guanabana son siempre verdes y
perennes y las plantas producen yemas florales multiples en almoha-
dillas lenosas viejas o yemas florales simples en ramas terminales de la
estacion, por eso no se recomienda la poda de fructificacion.

La guanabana, asi como las otras anonas cultivadas poseen flores
dicogamicas, es decir, flores hermafroditas que tienen las partes feme-
ninas y masculinas con maduracion desencontrada. La polinizacion na-
tural es hecha principalmente por escarabajos del género Cyclocephala
que llevan granos de polen de flores en fase masculina a flores en fase
femenina. Pero, la mayoria de los cultivos necesitan de polinizacion
manual para producir adecuadamente.

Para promover la polinizacion manual se cosechan flores en la fase
hembra el dia anterior al dia que se quiera polinizar. Las flores hembras
cosechadas, maduran sus estambres desde 12 hasta 24 horas, aproxi-
madamente, y el polen que queda disponible puede ser puesto en reci-
pientes y transferido con pincel o insufladores a los carpelos de nuevas
flores hembras de dia. Esa practica se hace por la manana del dia si-
guiente a la cosecha de las flores. Una flor puede producir bastante po-
len para polinizar cerca de diez flores hembras, el polen se mezcla con
40% de almidon de maiz.

Muchas plagas atacan la planta y frutos de la guanabana. En Brasil
las principales son los barrenadores de los frutos (Cerconota annonella),
semillas (Bephrateloides pomorum) y tallo (Cratosomus bombina). La protec-
cion de los frutos y semillas se realiza con bolsas plasticas perforadas y
colocadas sobre los frutillos.

Los principales mercados para la guanabana en Brasil son las indus-
trias procesadoras de la pulpa. El equilibrio existente entre el azticar y
la acidez de la pulpa le confieren caracteristicas adecuadas para el uso
en diversos productos industriales como jugos, néctares, helados y pa-
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letas, yogures, bebidas de leche, entre otros. Los productores venden la
pasta (pulpa + semillas) congelada de guanabana en un precio cercano
a 1.75 US dolares/kilo para las industrias procesadoras. Las industrias
procesan la pasta y venden la pulpa pura congelada en saquillos de 100
gramos al precio de 10 US dolares/kilo.

La fruta fresca tiene un mercado limitado en volumen por las difi-
cultades de transporte, manejo y conservacion en la postcosecha, mas
se pueden conseguir precios atin mejores para los productores (2 US
dolares/kilo). Solamente frutos con hasta 2 kilos y bien formados po-
seen condiciones de entrar en este mercado. Selecciones de genotipos
de guanabana con frutos menores y mas dulces para el mercado de fru-
tas frescas estan en curso en instituciones de investigacion brasilenas.

Los mayores problemas del cultivo de la guanabana en Brasil son:
ajustes en la fertilizacion de las plantas, el control mas eficiente de los
insectos plagas y la seleccion de variedades mas dulces y mas resisten-
tes postcosecha para el mercado in natura.

El caso de la atemoya (Annona cherimola x Annona squamosa)

Las principales variedades de atemoya producidas en Brasil son Gef-
ner, Pink’s Mammoth, African Pride y Thompson. La variedad Gefner
es la mas cultivada con cerca de 1,000 hectareas probablemente por
producir frutos grandes y soportar bien las temperaturas mas elevadas
del clima tropical brasileno. Ademas, todas las variedades de atemoya
tienen amplitud térmica mayor que el saramuyo y pueden también ser
producidas en zonas de altitudes superiores a mil metros (Nietsche et
al., 2008).

La produccion de atemoya en Brasil esta casi siempre asociada a la
del saramuyo. El comportamiento fisiologico de ambas especies es se-
mejante en el sentido de que pierden sus hojas para generar nuevas ye-
mas vegetativas y flores. Ademas, para producir atemoya con éxito, los
productores muchas veces polinizan sus flores con polen del saramuyo
creyendo obtener mejor amarre de los frutillos.

La productividad de atemoya Gefner de algunos huertos brasilefios
en Bahia es estimada en cerca de 12 hasta 15 ton/ha/ano. Estos valores
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son mas grandes que el promedio de los obtenidos con otras anonas
porque los arboles son clones de variedades definidas que fueron pro-
pagadas por métodos vegetativos y la mayoria de los productores uti-
lizan las mejores técnicas de produccion como fertilizacion, riego por
microaspersion, poda y polinizacion manual.

Los estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia, Pernambuco y Ala-
goas son las principales areas de produccion de atemoya en Brasil. Las
temperaturas en Sao Paulo y Minas Gerais son mas amenas (10-32°C)
lo que admite el cultivo de variedades de atemoya que se producen me-
jor a temperatura mas baja como la African Pride y Pink’s Mammoth.
Mientras que en la zona semiarida de los estados de Bahia, Pernambuco
y Alagoas, donde la temperatura varia entre 18° y 35°C, se produce la
variedad Gefner (Nietsche et al., 2008).

La densidad de plantio adoptada para la atemoya ha variado bastan-
te. Se pueden encontrar cultivos comerciales con cerca de 285 arboles/
hectarea en Sao Paulo y cultivos muy densos con 1,250 arboles/hectarea
en la zona semiarida de Bahia.

Naturalmente muy vigorosa, la atemoya debe ser conducida con
poda de formacion y fructificacion como el saramuyo. Mayores densi-
dades de plantio exigen podas mas bajas de las plantas, que se efectuan
después de la cosecha y antes de un nuevo ciclo de produccion como en
el saramuyo.

El mercado brasileno para la atemoya esta atn poco desarrollado. La
oferta de la fruta es baja y los precios son atrayentes a los productores
(media> 3,00 US dolares/kilo), pero la demanda también es baja porque
no se conoce muy bien. La produccion de atemoya es destinada basi-
camente para el mercado de frutas frescas siendo necesario producir
frutas bien formadas, sin dafos y con un peso entre 350 y 800 gramos.

La popularizacion de la atemoya en el mercado brasileiio dependera
del aumento de la oferta y realizacion de campanas de degustacion con
el pablico consumidor potencial. La posibilidad de utilizar la pulpa de
la atemoya para la industria de jugos, helados, yogures entre otros pro-
ductos puede ser un atractivo extra para ampliar su cultivo en Brasil y
de esta manera darle uso a las frutas de menor valor.
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Conclusion

Los avances en el cultivo del saramuyo, guanabana y atemoya son vi-
sibles en Brasil y sefialan un escenario optimista. La produccion de las
anonas en Brasil tiende a crecer ocupando su propio nicho en la medida
que las nuevas tecnologias van siendo desarrolladas y adoptadas por los
productores. También el esfuerzo de divulgacion de las nuevas tecnolo-
gias deben ser tan urgentes asi como los esfuerzos para desarrollarlas.
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a Farmacoquimica Natural estudia los principios activos obte-
nidos a partir de materias primas de origen natural, ya sean ve-
etales, animales o microorganismos. Estos principios activos

son moléculas, también denominadas metabolitos secundarios activos
(MSA), que la naturaleza biosintetiza y que pueden llegar a utilizarse
directamente como farmacos, o constituir la fuente de inspiracion en
la preparacion de nuevos medicamentos de sintesis (Cortes, 2007). La
Farmacoquimica Natural aborda por tanto el estudio de estos MSA
desde diferentes puntos de vista: 1) origen biologico (vegetal, animal y
microorganismo); 2) origen biogenético; 3) propiedades fisicoquimicas
(solubilidad, polaridad, métodos de extraccion y purificacion); 4) deter-
minacion estructural (Resonancia Magnética Nuclear, Espectrometria
de Masas y Rayos X); 5) propiedades farmacologicas (actividad, meca-
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nismo de accion, REA); y 6) aplicaciones terapéuticas (enfermedades
para las cuales estos compuestos podran ser utilizados) (Cortes, 2007).

Un ejemplo representativo de farmaco de origen natural lo constitu-
ye la penicilina G. Este MSA se aisla del hongo Penicillium chysogenum y
se biosintetiza a partir de la condensacion de aminoacidos. Su estruc-
tura, presenta un grupo acido carboxilico que permite la extraccion
de la penicilina G en forma de sal, y se caracteriza por poseer como
farmacoforo un anillo B-lactama, ademas de contar con agrupamien-
tos fundamentales como son el anillo tiazolidina y un enlace amidico.
Su capacidad de inhibir la sintesis de la pared bacteriana, permiten su
uso como antibiotico en diversas enfermedades infecciosas, tales como
ciertas amigdalitis, meningitis o enfermedades venéreas.

Otro ejemplo de farmaco de origen natural seria la morfina, obtenida
de las capsulas de adormidera (Papaver somniferum). Su alta afinidad por
los receptores opioides dota a esta molécula de una potente actividad
analgésica. Ambos MSA y sus analogos estructurales, son algunos de
los muchos ejemplos de farmacos de origen natural ampliamente utili-
zados hoy dia en terapéutica (figura 1).

Figura 1. Penicilina G y Morfina

Estos productos naturales o MSA, y muchos otros, ocupan un pa-
pel fundamental en la industria farmacéutica, ya que en la actualidad
la mitad de los medicamentos prescritos tienen un origen natural, di-
rectamente o mediante transformaciones quimicas (Silverman, 2004).
Concretamente, en el area del cancer y enfermedades infecciosas se
encuentran mas del 60% y 75%, respectivamente, de farmacos de ori-
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gen natural. Hoy en dia, se esta dando especial relevancia a los mi-
croorganismos de origen marino, éstos ocupan una parte extensa de
la naturaleza todavia por explorar (> 70% de la superficie del planeta)
dotada de gran biodiversidad. Aunque pocos metabolitos procedentes
del mar se encuentran actualmente en el mercado o en ensayos clini-
cos, los organismos marinos representan la principal fuente de nuevos
productos bioactivos con potencial farmacéutico, y con una diversidad
inusual en sus estructuras quimicas. La investigacion de metabolitos
de origen marino se inicio6 en la década de 1950 por Werner Bergman
y John Faulkner, y alcanzo mayor interés en las tltimas décadas. Cabe
destacar de los estudios realizados por el Instituto Nacional del Can-
cer (EU), que alrededor de un 1.8% de los extractos de especies ma-
rinas presentan algtn tipo de actividad antitumoral, mientras que en
organismos terrestres solo un 0.4% de los extractos presentan activi-
dad. En el mar habitan numerosos organismos invertebrados de cuer-
po blando y/o sésiles capaces de sintetizar u obtener (a partir de otros
microorganismos) metabolitos secundarios toxicos para defenderse de
los depredadores. Hasta el momento, se han encontrado mas de 15,000
productos naturales de origen marino, incluyendo numerosos com-
puestos con potencial farmacéutico. Algunos de estos compuestos ya se
encuentran en el mercado, por ejemplo: el potente analgésico del SNC
Prialt® (ziconotida, un derivado sintético del péptido ®-conotoxina
aislado del molusco Conus magus) y el agente antineoplasico Yonde-
lis® (trabectedina o ET-743, una ecteinascidina aislada de un tunicado
caribeno, Ecteinascidia turbinata); otros compuestos antineoplasicos se
encuentran en fase clinica, por ejemplo dentro del grupo de los ciclo-
depsipéptidos destacan: Aplidin® (obtenido inicialmente mediante se-
misintesis a partir de didemnina A, un metabolito aislado a partir del
tunicado Aplidium albicans), Kahalalida F (aislado de un molusco marino
sin caparazon Elysia rufescens y del alga Bryopsis pennata que forma parte
de la dieta del molusco) (figura 2) y las dolastatinas (pentapéptidos li-
neales que se obtienen del molusco Dolabella auricularia); en el grupo de
los alcaloides tipo pirroloquinolina encontramos las isobatzellinas A-D
(aislados de esponjas pertenecientes a distintos géneros, destacando
Zyzzya 'y Batzella sp.).
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Figura 2. Kahalalida F

Algunos metabolitos de origen marino con propiedades antitumo-
rales, son ademas inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial
(CRM), y por tanto de la sintesis de ATP, pudiendo ser éste un posible
mecanismo de su accion citotoxica. Un ejemplo son los diterpenos ais-
lados de la esponja Dysidea sp., puupehenona y haterumadienona, que
mostraron unas CL. de 1.28 uM y 4.71 uM, respectivamente (figura 3)
(Ciavatta et al., 2007).

Figura 3. Puupehenona y Heterumadienona
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El Complejo I de la CRM es el mayor y mas complejo de los sistemas
enzimaticos implicados en los procesos bioenergéticos de la membrana
mitocondrial interna. Su funcion es la oxidacion del NADH formado
en la matriz mitocondrial por las vias catabolicas oxidativas, canali-
zando los equivalentes de reduccion hacia el espacio intermembranal.
Los electrones siguen su via hacia la reduccion del oxigeno molecular a
través de los complejos 11T y TV, incrementando asi el gradiente de pro-
tones en el espacio intermembrana. Finalmente, el gradiente electro-
quimico generado es utilizado para la generacion de ATP por la ATPasa
mitocondrial, proceso conocido como fosforilacion oxidativa.

En el presente trabajo, abordamos la obtencion y el estudio de di-
versos tipos de MSA aislados en especies de la familia Annonaceae. Las
plantas pertenecientes a esta familia se caracterizan por su gran con-
tenido en diferentes esqueletos quimicos con multiples propiedades
farmacologicas. Los MSA descritos seran aquellos de caracter “neutro”
como las acetogeninas, estiril-lactonas, benzopiranos prenilados, y al-
gunas isoquinoleinas (amidicas); asi como los MSA de caracter “ionico”
de los que forman parte las azafluorenonas y aquellas isoquinoleinas
que contienen un nitrogeno secundario o terciario, capaz de protonarse
en condiciones acidas.
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1. Acetogeninas

Las plantas pertenecientes a la familia Annonaceae son conocidas des-
de hace tiempo tanto por su interés economico (proporcionan frutos
comestibles y aceites esenciales) como por su utilizacion en medicina
tradicional y popular (pesticidas y antiparasitarias). Los MSA en gran
parte responsables de estas propiedades, son las acetogeninas (ACG),
moléculas presentes exclusivamente en especies de la familia Annona-
ceae y que se caracterizan tanto por su original estructura quimica, como
por las actividades biologicas y farmacologicas que son capaces de desa-
rrollar. Entre ellas destacan las propiedades citotoxicas, antitumorales,
antiparasitarias e insecticidas (Londerhausen et al., 1991). La actividad
citotoxica de las ACG se debe fundamentalmente a la inhibicion selec-
tiva, de rango nanomolar, que ejercen sobre el Complejo I de la CRM
(Bermejo et al., 2005). Estructuralmente se caracterizan por presentar
una cadena de 32 o 34 atomos de C con varias funciones oxigenadas y
una y-lactona terminal. Su origen biogenético es similar al de los acidos
grasos. En los altimos afios, se ha llevado a cabo una serie de estudios
que han permitido postular la forma en que las ACG interaccionan con
el Complejo L. Para conocer mejor que parte de la molécula interacciona
con dicho complejo, la estructura de las ACG se ha dividido en cuatro
zonas: a) dominio lactonico terminal, b) dominio espaciador (cadena
hidrocarbonada entre la lactona y los anillos THF), ¢) dominio polio-
xigenado (sistema THF), y d) dominio hidrofobico terminal (figura 4).

Figura 4. Estructura de scuamocina
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Nuestro grupo de investigacion ha centrado su interés en el aisla-
miento, evaluacion de las propiedades biologicas y transformacion qui-
mica de las ACG aisladas en diversas especies tropicales de la familia
Annonaceae. Algunos de los datos recientes sobre REA de las ACG,
corresponden al efecto producido por la sustitucion de la y-lactona ter-
minal en scuamocina (una potente ACG bis-THF, con una CL  de 0.9
nM) (Duval et al., 2006), asi como la influencia de la acetilacion de los
hidroxilos presentes en el dominio polioxigenado de guanaconetinas
(un grupo homogéneo de ACG bis-THF aisladas en semillas de Annona
spraguei) (Chahboune et al., 2006; Barrachina et al., 2007). Los resultados
obtenidos, apoyaron laidea de laimportancia del dominio lactonico ter-
minal para la actividad inhibidora del Complejo I, ya que su sustitucion
por otros grupos, dando lugar a derivados y-cetoamidas y y-cetoacidos,
disminuye drasticamente esta actividad; si bien la y-lactona puede ser
sustituida por algtn bioisostero sin que la actividad se vea notoriamen-
te afectada. En cuanto al dominio polioxigenado, los datos obtenidos
en las ACG guanaconetinas nos muestran que los grupos acetilo, espe-
cialmente en las monoacetiladas, modulan la actividad tanto frente a
lineas celulares tumorales como en la inhibicion de los complejos de la
CRM, destacando la actividad en ensayos in vitro de guanaconetina-3,
con una CI,, de 2.4 nM y 17 uM para el Complejo I de la CRM y frente
alalinea celular tumoral HepG2, respectivamente (figura 5).

Figura 5. Estructura de guanaconetina-3

2. Estiril-lactonas

Por otra parte, en el curso de nuestra investigacion sobre MSA cito-
toxicos presentes en especies de la familia Annonaceae, aislamos com-
puestos con esqueleto estiril-lactonas, descritos en la literatura por su
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actividad citotoxica y antitumoral frente a varias lineas celulares tumo-
rales humanas. Estos compuestos se caracterizan por poseer un esque-
leto basico de 13 atomos de carbono con una estructura formada por un
grupo estiril o pseudoestiril unido a un anillo y- o §-lactona. Biogenéti-
camente tienen un origen mixto: derivan de la via del acido shikimico y
del acetil-CoA, para dar lugar a una molécula de acido cinamico (C-C,)
y dos unidades de acetato/malonato (C,), respectivamente. Las estiril-
lactonas se distribuyen especialmente en especies del género Goniotha-
lamus, ampliamente utilizadas en medicina popular. Recientemente, se
han aislado nuevas estiril-lactonas citotoxicas, las crassalactonas A-D,
a partir de un extracto de hojas y ramas de Polyalthia crassa. En los en-
sayos in vitro, en lineas celulares tumorales humanas realizados sobre
estos compuestos, destaco la actividad antitumoral de crassalactona B,
que fue capaz de inhibir el crecimiento de la linea celular T de leucemia
(Jurkat) con una CI,, de 0.45 uM (Popsavin et al., 2010).

En nuestro grupo, aislamos en el extracto metanolico de las corte-
zas del tronco de Goniothalamus arvensis, (+)-altholactona, como producto
mayoritario, ademas de las furanopironas (+)-isoaltholactona, (+)-O-
acetilaltholactona y (-)-etharvensin, asi como otras estiril-lactonas con
diferentes esqueletos (figura 6) (Bermejo et al., 1995; Bermejo et al., 1997;
Bermejo et al., 1998; Bermejo et al., 1999). Altholactona, 5-acetoxigonio-
thalamina 6xido y O-acetilaltholactona, fueron evaluados a nivel de su
capacidad para inhibir la CRM en mitocondrias de corazon de ternera.
Los resultados mostraron que estas estiril-lactonas naturales eran po-
tentes inhibidores de la cadena transportadora de electrones (Peris et al.,
2000).

Figura 6. Furanopironas de Goniothalamus arvensis

44



Anondceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Debido al interés biologico de las estiril-lactonas y con la finalidad de
establecer criterios de REA, se sintetizaron una serie de nuevos andlogos
de altholactona (derivados 1-9), asi como del producto natural gonio-
thalesdiol (derivados 10-11) (figura 7). Estudios in vitro de la actividad
citotoxica de las estiril-lactonas naturales y sintéticas, frente a lineas
celulares tumorales de leucemia I-1210, mostraron que altholactona y
algunos de sus derivados (compuestos 4-6), eran capaces de inhibir la
proliferacion celular, actuando a nivel de la fase G,+M del ciclo celular
(estudios realizados en colaboracion con la empresa farmacéutica La-
boratoires Servier) (Bermejo et al., 1999). Ademads, todos los derivados
mostraron capacidad para inhibir el Complejo I de la CRM, destacando
O-acetilaltholactona con una CIL de 4.7 uM (Peris et al., 2002).
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Figura 7. Estiril-lactonas semisintéticas (1-11)
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3. Benzopiranos prenilados

Los benzopiranos prenilados, son otro grupo de MSA presentes en es-
pecies de la familia anondcea, concretamente en las del género Polyalthia.
Estos compuestos bioactivos pueden encontrarse ademds en plantas su-
periores de otras familias y en numerosos organismos marinos (corales,
esponjas marinas, tunicados, etcétera). Biogenéticamente, son meta-
bolitos secundarios de origen mixto, ya que proceden del dcido shiki-
mico y del acetil-CoA. El género Polyalthia incluye mds de 150 especies
siendo todas ellas tipicas de zonas tropicales de Africa, Asia y Oceania.
Nuestro estudio se llevo a cabo sobre el extracto metanolico de la cor-
teza del tronco de dos especies: P. cerasoides y P. sclerophylla. En dichas
especies se aislaron nuevos benzopiranos prenilados: polycerasoidina,
polycerasoidol, (6E, 10E)-isopolycerasoidol, polycerasoidina metil éster
y polyalthidina (figura 8) (Gonzdlez et al., 1995; Gonzilez et al., 1996).
Debido a la similitud estructural de los benzopiranos prenilados con el
ubicromanol (derivado de la coenzima Q, complejo de la CRM) se rea-
lizaron sobre polycerasoidina, polycerasoidol y polyalthidina ensayos
de actividad inhibidora del Complejo I de la CRM, pudiendo concluir
que polyalthidina era el inhibidor mds potente de los tres benzopiranos
ensayados, conuna CL_ de 4.4 uM frente a 11 uM y 37 uM para policera-
soidina y polycerasoidol, respectivamente (Zafra-Polo et al., 1996). Esta
actividad mmhibidora de la cadena transportadora de electrones de los
benzopiranos prenilados, podria explicar las propiedades citotéxicas y
antitumorales que presentan estas especies vegetales.

CH CH
b 0.CHs CH, COOH 3 0.§Hs
3 i
RO H,CO COOH
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Figura 8. Benzopiranos prenilados de especies de Polyalthia
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4. Isoquinoleinas

Los alcaloides isoquinoleinicos abarcan un amplio grupo de estructu-
ras incluidas las benciltetrahidroisoquinoleinas (BTHIQ), aporfinas
(AP) y protoberberinas (PB), que pueden encontrarse en especies de
un gran namero de familias botanicas dentro del orden de las Magno-
liales, entre las que se encuentra la familia de las anonaceas. Biogené-
ticamente, al igual que otros esqueletos isoquinoleinicos, las AP y PB
se forman a partir de los alcaloides BTHIQ que a su vez proceden de
la tirosina, junto con los correspondientes productos de descarboxi-
lacion. La dopamina (obtenida a partir de la tirosina) se condensa con
el p-hidroxifenilacetaldehido para dar lugar a la primera BTHIQ, nor-
coclaurina. Estos metabolitos destacan por presentar afinidad por los
receptores de la dopamina, que son receptores de membrana acoplados
a una proteina G, la aplicacion de métodos de clonacion usando técni-
cas de biologia molecular ha permitido clasificarlos en dos subfamilias,
D/-like (D, y D,) y D,-like (D,, D,y D,), con secuencias de aminoacidos
y propiedades farmacologicas comunes. Los receptores D -like poseen
alta afinidad por ligandos benzacepinicos, SCH 23390 y SKF 83566 (fi-
gura 9) y una moderada afinidad por agonistas clasicos de dopamina
(apomorfina) y por agonistas selectivos como SKF 38393.

Figura 9. Ligandos especificos de receptores D,
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Los receptores D,-like se localizan tanto a nivel presindptico (au-
torreceptores, regulan la liberacion de dopamina) como postsindptico.
Las butiferonas (haloperidol) y las benzamidas sustituidas (sulpirida
y racloprida, antagonistas D,) (figura 10), poseen alta afinidad por di-
chos receptores, al igual que las fenotiazinas y los tioxantenos. Dado
que los receptores D, y D, se expresan fundamentalmente en las regio-
nes corticales y limbicas, implicadas en el control del conocimiento y
de las emociones, son el objetivo del estudio de una nueva generacion
de farmacos que permitan paliar algunos trastornos neurologicos y psi-
quidtricos con baja incidencia de efectos colaterales extrapiramidales.
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Figura 10. Antagonistas de receptores D,

Farmacolégicamente, los antagonistas dopaminérgicos son agentes
que pueden ser utilizados en el tratamiento clinico de la esquizofrenia,
mania, delirios y la enfermedad de Huntington, mientras que los agonis-
tas dopaminérgicos se utilizan en desérdenes neuroendocrinos y en la
enfermedad de Parkinson. Muchos de los inhibidores del transportador
de dopamina inactivan el proceso de recaptacion, actuando como anti-
depresivos puesto que aumentan la concentracién de dopamina en la
hendidura sindptica y por tanto activan la neurotransmision dopaminér-
gica. Actualmente, los inhibidores del transportador de dopamina han
sido prescritos para el tratamiento del déficit de atencion en los casos de
hiperactividad (ADHD) y propuestos como farmacos potenciales en los
tratamientos de adicion a la cocaina. Entre ellos destacan compuestos
naturales y sintéticos, con esqueletos variados como tropdnicos (tipo co-
caina), nicleos isoquinoleinicos (tipo nomifensina), estructuras tricicli-
cas (tipo amineptina) o estructuras aril-piperacinicas (tipo GBR-12783).
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Los estudios de afinidad por los receptores D -like y D_-like se llevan a
cabo mediante ensayos invitro utilizando técnicas de fijacion con radioli-
gandos especificos, denominadas técnicas de binding, en cuerpo estriado
de rata. Son experimentos de competicion donde se evaltia la capacidad
de los compuestos ensayados para desplazar los radioligandos *H-SCH
23390 (ligando selectivo de receptores D -like) y *H-racloprida (ligando
selectivo de receptores D.-like) de sus lugares de uni6n al receptor. En el
caso de la recaptacion de dopamina, los estudios in vitro de inhibicion se
realizan en los sinaptosomas de cuerpo estriado de rata, utilizando *H-
dopamina como sustrato de los transportadores dopaminérgicos.

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion, de-
terminaron la importancia de algunos grupos funcionales en el esque-
leto de las isoquinoleinas para mejorar su afinidad por los receptores
dopaminérgicos.

4.1. Bencilisoquinoleinas

Se han llevado a cabo numerosos estudios de REA sobre BTHIQ, lo que
ha permitido conocer algunas caracteristicas estructurales que modu-
lan la afinidad de dichas moléculas por los receptores dopaminérgicos:
a) la presencia de un atomo de cloro en posicion 7 y de un hidroxilo
en posicion 6, b) la configuracion (S) del centro estereogénico, y ¢) la
naturaleza del sustituyente en posicion 1; habiendo podido determi-
narse, en las series 1-butil-, I-fenil- y 1-bencil-THIQ, que la afinidad por
los receptores D, es mayor cuando en posicion 1 existe un sustituyente
butil o bencil, mientras que la afinidad por D,aumenta cuando en dicha
posicion el sustituyente es un fenil, probablemente debido a la flexibi-
lidad del grupo butil o bencil para adoptar una configuracion espacial
determinada que favorezca la uniéna D,

Ademas, una de las moléculas sintetizadas de tipo 1-butil-BTHIQ y
con OH en C-6 y Cl en C-7, mostr6 una elevada afinidad y selectividad
por los receptores D, (CI,, 66 nM), asi como una actividad antidepresi-
va, deducida mediante ensayos de comportamiento realizados en expe-
rimentos in vivo con ratones (figura 11) (Cabedo et al., 2001; El Aouad et
al., 2009; Berenguer et al., 2009).
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Figura 11. Isoquinoleinas 1-sustituidas dopaminérgicas

Por otra parte y dentro de este tipo de estructuras, sintetizamos
una serie de 1-benzoil-3,4-dihidroisoquinoleinas (1-benzoil-DHIQ),
mediante oxidacion controlada del carbono bencilico de la imina pre-
cursora (resultados patentados con Laboratoires Servier) (Andreu et
al., 2002; Bermejo et al., 2002). Estos derivados a-cetoimina (con nitro-
geno no alcalino y por tanto sin capacidad para fijarse a los receptores
dopaminérgicos), fueron capaces de inhibir el crecimiento de lineas ce-
lulares tumorales de leucemia (L1210) e interferir en la fase G, del ciclo
celular (figura12).

Figura 12. Benzoildihidroisoquinoleinas citotoxicas

4.2. Apotfinas

La aporfinas (AP) han mostrado interesantes propiedades farmacologi-
cas: antitumoral, anticonvulsivante, antipaladica y antibacteriana, en-

50



Anondceas. Plantas antiguas, estudios recientes

tre otras. Una de las mds utilizadas en terapéutica es la (R)-apomorfina,
se trata de una AP semisintética, agonista de los receptores dopaminér-
gicos y utilizada clinicamente en la enfermedad de Parkinson. Algu-
nas de las caracteristicas quimicas fundamentales de las AP, necesarias
para aumentar la afinidad por estos receptores son: a) la presencia de
un grupo OH en posicion 11, b) la configuracion (R) en posicion 6a, c) el
tamano del sustituyente sobre el 4tomo de nitrégeno, y d) la presencia
de hal6genos en posicion 3 (figura 13) (Cabedo et al., 2009). A nivel de
la recaptacion de dopamina, se considera importante la presencia de
un grupo metilendioxi sobre el motivo B-feniletilamina de las AP, como
en el caso de anonaina. Esta AP se ha encontrado frecuentemente en
especies de anondceas, habiendo sido aislada por nosotros en Xylopia
papuana (Protais et al., 1995).

~._-NCH3
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HO.
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HO %
Apomorfina Annonaina

Figura 13. Aporfinas dopaminérgicas

4.3. Protoberberinas

Dentro de los alcaloides protoberberinicos (PB), la berberina ha sido
uno de los compuestos mds estudiados por sus propiedades bacterici-
da, fungicida y antitumoral. A partir de especies del género Guatteria: G.
ouregou y G. schomburgkiana, aislamos PB con alta afinidad por los recep-
tores dopaminérgicos D,: (R)-corypalmine, (R)-tetrahydropalmatine,
(R)-10-demetildiscretine y principalmente (R)-coreximine (Cortes et
al., 1993). Las caracteristicas mds importantes en su estructura son: a)
la posicion de los grupos metoxi e hidroxi (metay para respectivamente,
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al motivo B-feniletilamina), y b) la configuracion (R) en posicion 13a.
Recientemente, otros grupos se han interesado en la obtencion de este
tipo de isoquinoleinas, con objeto de avanzar en la terapia del Parkin-
son y del Alzheimer. Asi, las PB monooxigenadas en posicion meta al
motivo B-feniletilamina, parecen mostrar elevada afinidad por los re-
ceptores dopaminérgicos (figura 14) (Schulze et al., 2009).

Figura 14. Protoberberinas naturales y sintéticas

5. Azafluorenonas

Las azafluorenonas, son un grupo de alcaloides que se han aislado tini-
camente en especies de la familia Annonaceae. Macondina, darienina
y ursulina, fueron algunas de las azafluorenonas que encontramos en
las cortezas del tronco de Oxandra major (Arango et al., 1987). Reciente-
mente se han aislado la 5,8-dihidroxi-6-metoxi-oniquina y la 5-hidroxi-
6-metoxi-oniquina (esta tltima isomero de macondina), a partir de
Mitrephora diversifolia (figura 15) (Mueller et al., 2009). Estas moléculas
presentaron propiedades antimalaricas, sin ser toxicas frente a células
embrionarias de rindn, con un actividad frente a P. falciparum de rango
micromolar (Mueller et al., 2009). Ademas, algunos de estos compues-
tos mostraron actividad antibacteriana, siendo capaces de danar la es-
tructura del ADN (Kraus et al., 2010).
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Figura 15. Azafluorenonas naturales

6. B-Carbolinas-pirimidinas: “annomontina”

Las anondceas por tanto pueden considerarse una familia de gran diver-
sidad y riqueza en MSA, muchos de los cuales presentan propiedades
farmacologicas de gran interés como ha podido observarse. Finalmen-
te, cabe destacar, como fruto de las investigaciones realizadas entre las
Universidades de Ciencias y Artes de Chiapas en Méxicoy de Valencia
en Espana, el aislamiento (a partir de las raices de Annona purpurea), de-
terminacion estructural y actividad ansiolitica de “annomontina”, una
molécula con esqueleto B-carbolina-pirimidina, muy poco frecuente en
anondceas, sin duda con interesantes perspectivas de futuro desarrollo
farmacolégico (figura 16) (Rejon-Orantes et al., 2011).
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Figura 16. Determinacion estructural por RMN de annomontina
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Introducciéon

xisten documentos, como el Codigo de Hammurabi, que atestiguan
que la humanidad, desde su inicio, ha utilizado diferentes espe-
cies vegetales tanto para fines alimenticios como para la procu-
racion de la salud. Como era de esperarse, el desarrollo de una farma-
copea basada en plantas medicinales estuvo sujeto a las condiciones
especificas de los lugares de asentamiento de las diversas culturas. De
esta forma, se desarrollaron por ejemplo, las farmacopeas herbolarias
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de las antiguas culturas de China e India. Muchos de estos conocimien-
tos, generados y perfeccionados a través del tiempo, son aplicados hoy
en dia (Weckerle et al., 2009).

En México, se cuenta con documentos como el Cadice Florentino y el
Codice de la Cruz Badiano que ilustran la riqueza de las especies vegetales
utilizadas principalmente por la cultura nahuatl. Sin embargo, la prin-
cipal via de conservacion de la utilidad de las plantas medicinales, por
la sociedad mexicana, ha sido oral. Existen varias recopilaciones que
rescatan esta informacion (Argueta et al., 1994; Osuna et al., 2005).

En algunas de estas fuentes se mencionan varias especies del géne-
ro Annona que se han utilizado, con fines medicinales, desde tiempos
prehispanicos. Por ejemplo, se indica que la cascara de A. cherimola, en
cocimiento, se utilizaba para tratar la pulmonia; sin embargo, se advier-
te que las semillas son venenosas. También se menciona la A. glabra por
sus propiedades expectorantes y como remedio en las primeras fases de
la tuberculosis (Martinez, 1969). Igualmente se menciona la A. squamo-
sa, A.-muricata y la A. lutescens como plantas medicinales (Andrade-Cetto
y Heinrich, 2005).

La tradicion etnobotanica aunada al hecho que las especies del géne-
ro Annona se caracterizan por sintetizar acetogeninas, derivados lipidi-
cos (policétidos) con propiedades citotoxicas a células cancerosas asi
como alcaloides, principalmente de tipo benzilisoquinolinicos, con ac-
tividades en el Sistema Nervioso Central (SNC), hacen de estas especies
objetos iniciales de estudio para la obtencion de posibles farmacos.

En México se cuenta con un total de 22 especies de Annona distri-
buidas en Chiapas, Guerrero, Yucatan, Michoacan y Morelos. Cabe
senalar que en Chiapas se cuenta con 12 especies, ubicandolo como el
estado con mayor riqueza de abundancia y diversidad en especies de
éste género (MEXU, 1991).

A pesar de que en la medicina tradicional se utiliza la A. lutescens
como remedio para varios padecimientos, hasta el momento no se co-
noce la evaluacion de sus posibles propiedades sobre el SNC. En este
trabajo presentamos los resultados de la evaluacion de las propiedades
ansioliticas e hipnoticas de un extracto de hexano de A. lutescens, los
cuales se comparan con los publicados para los extractos de hexano de
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Annona cherimola (chirimoya) (Lopez-Rubalcava et al., 2000) y Rollinia
mucosa (biribia) (Estrada-Reyes et al., 2010).

Método
Annona lutescens

Las hojas secas y molidas (250 g) de A. lutescens fueron extraidas de for-
ma sucesiva con n-hexano y metanol y los disolventes fueron elimina-
dos por destilacion a presion reducida, obteniéndose 18.7 g de extracto
de hexano (EHAL) y 10 g de extracto de metanol.

El extracto de hexano fue dividido en dos partes. Una de ellas (8.7
g) se utiliz6 para la realizacion de las pruebas de actividad, mientras
que el resto (10 g) en el estudio fitoquimico. El EHAL fue separado por
medio de una cromatografia en columna al vacio con gel de silice (60G
Merck, proporcion 35:1), utilizando como eluyentes, hexano, mezclas
de hexano-acetato de etilo (AcOEt) de polaridad creciente, acetato de
etilo y acetona. Se reunieron aquellas fracciones que presentaron el
mismo perfil en cromatografia de capa fina. De las fracciones eluidas
con hexano, se obtuvieron por precipitacion 12 mg de un sélido amorfo
blanco con punto de fusion de 80-82°C, cuyas caracteristicas fisicas y
espectroscopicas correspondieron a la 16-hentriacontanona 6 palmito-
na (Komae etal., 1971). A partir de las aguas madres de las fracciones 1-6,
se obtuvieron 10 g de un aceite rojo, el cual mostré un perfil complejo
en cromatografia en capa fina. El analisis de este aceite se realizo por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Los resul-
tados se muestran en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Analisis de GC-MS del aceite proveniente de las fracciones 1-6

Tiempo de & Tiempo de 8
e Compuesto % area ke e Compuesto % area
5.53 24ujano 2115 14.36 3-cucubeno 0.59
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De las fracciones eluidas con hexano-AcOEt (9:1), se aislaron 25 mg
de un solido blanco amorfo, identificado como 1-hentricontanol, por
comparacion de sus datos espectroscopicos (CAS 26444-39-3); mien-
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tras que, de las fracciones eluidas con 20% de AcOEt en hexano se ob-
tuvieron 55 mg de B-sitosterol, el cual fue identificado por comparacion
de sus propiedades fisicas y espectroscopicas con aquellos informados
en la literatura.

Evaluacién Farmacolégica
Animales y farmacos

Se utilizaron ratones adultos (6-8 semanas) machos de la cepa Swiss
Webster de 20-30g de peso. Se alojaron en cajas de polipropileno de 44
x 21 x 21 cm, en grupos de ocho, bajo ciclo invertido de luz-oscuridad
(12 h/12 h) de manera artificial en un cuarto con temperatura controla-
da. Todos los animales tuvieron libre acceso a agua y alimento (purina)
durante el experimento. Tanto los farmacos como el EHAL se prepara-
ron antes de cada experimento y fueron administrados via intraperito-
neal, en una relacion de volumen de 10 mL por kilogramo de peso.

El manejo de animales se realiz6 conforme a la norma para el manejo
y cuidado de animales (NIH pub.85-23,1985) y la Norma Oficial Mexi-
cana (NOM-062-Z00-1999). Ademas, se conto con la aprobacion del
comité de ética del INPRFM.

Los grupos control recibieron el mismo tratamiento, excepto que no
se les administro EHAL sino que se les administro el vehiculo (Tween
80 al 1% en solucion salina), tanto para pentilentetrazol (PTZ) como
para pentobarbital sodico (PB), mientras que para el diazepam se utili-
z6 polipropilenglicol (Pg) al 1% en solucion salina como vehiculo. Los
controles positivos recibieron, para la evaluacion de crisis convulsiva
una dosis de 90 mg /kg de PTZ mientras que para la evaluacion de la
actividad hipnotica 30 o 42 mg/kg de PB. En ambas evaluaciones se
utilizaron 0.5 0 1.0 mg/kg de diazepam.

Todos los experimentos se realizaron con una latencia de adminis-
tracion de 60 min, excepto para el diazepam, el cual se realiz6 con una
latencia de 30 min. Los animales fueron utilizados una sola vez.
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Estadistica

Todos los experimentos se realizaron con poblaciones desde 8 hasta 10
ratones, por duplicado y los resultados se expresan como la media + el
error estandar medio. En el caso de la prueba de ansiedad y PB, se rea-
liz6 la comparacion estadistica entre los grupos controles y los grupos
experimentales, mediante el analisis de varianza de Krusskal-Wallis
(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001), seguido de la prueba de Mann-Whit-
ney. La comparacion estadistica entre el porcentaje de muerte inducido
por PTZ y los grupos control se realizo mediante la prueba de Fisher.
Todos los analisis estadisticos y graficos se realizaron en el programa
Sigmastat 2.0 y Sigmaplot 2.0, respectivamente.

Resultados
Evaluacion de la actividad ansiolitica de EHAL

La evaluacion de la actividad ansiolitica se realizo en el modelo de la
conducta exploratoria ante un ambiente aversivo. Los animales fueron
administrados via intraperitoneal, con diferentes dosis del extracto 60
min antes de iniciar la prueba. El modelo consistio en una camara de
acrilicode 44 x 21 x 21 cm. Un tercio de la camara se encontraba comple-
tamente obscura, mientras que los otros dos tercios fueron iluminados
con una lampara de luz fluorescente. Las dos zonas estaban divididas
por una pared de madera con una abertura de 13 x 15 cm, para permitir
el libre paso del sujeto experimental. La prueba dur6 10 min y al inicio
de la misma se coloco al sujeto experimental en la zona iluminada y se
registro el nimero de transiciones que realizo de un compartimiento a
otro y se registro el nimero de transiciones realizadas por cada animal
(Estrada-Reyes et al., 2010). Los resultados se muestran en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Efecto ansiolitico del extracto de hexano de hojas de A. lutescens en 1a prueba

de conducta exploratoria

Tratamiento Dosis (mg/kg) i.p. Media de nimero de transiciones

Control 0.0 17.33 £1.915

Diazepam 0.5 24.333 + 1.464**
1.0 34.750 £ 3.797%**

A. lutescens 0.0 17.867 £1.195

6.25 17.800 £ 5.200

12.5 23.750+2.403

25.0 18.000 + 2.535

50.0 19.250+ 1.461

75.0 22,250+ 2.576

100.0 21.250+3.442

Evaluacion de los efectos de EHAL sobre la actividad locomotriz

La evaluacion de la actividad locomotriz se realiz6 en una caja de 43 x
36 x 19 cm, dividida en seis cuadrantes simétricos, colocada sobre una
placa sensitiva (48 x 40 cm; Stoelting Co., Chicago, USA) conectada

a un contador (Stoelting Co., Chicago, USA). El sujeto experimental

se coloco en la caja y el nimero de cruces que realiz6 el animal fue re-
gistrado durante un periodo de 10 min. Este registro se realizé 60 min
después de la administracién de los extractos o 30 min después de la
administracién de diazepam. Después de cada prueba la caja se limpi6
cuidadosamente. Los resultados se expresan como cuentas/10 minutos
(Estrada-Reyes etal., 2010). Los resultados se muestran en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Efecto del extracto de hexano de las hojas de A. lutescens sobre la actividad
locomotriz

Tratamiento Dosis (mg/kg), i.p. Actividad motriz (cuentas/10 min)

Control 0.0 82.00£9.422

Diazepam 0.5 103.00 £13.260
1.0 741251+ 6.489
A. lutescens 0.0 82.66 +9.459
6.25 73.00 £8.405
125 90.37+14.014
25 72.875+9.078
50 80.00 £5.516
75 74.25+ 6.241*

100 60.25 +5.338%*

Evaluacion de los efectos sedantes de EHAL en la prueba de au-
mento en el tiempo de suefio inducido por pentobarbital sédico

En un primer experimento los animales fueron administrados con
EHAL a diferentes dosis y 60 min después se les administr6 una dosis
de 30 mg/kg de pentobarbital sodico (PB). Inmediatamente fueron co-
locados de forma individual en una caja de acrilico de 30 x 21 x 21 cm
que contenian una cama de aserrin fino y fueron observados cuidado-
samente hasta su recuperacion total.

Los controles fueron administrados con el vehiculo y después de 60
min fueron tratados con 30 mg/kg de PB. Los controles positivos reci-
bieron dosis de 0.5 y 1.0 mg/kg de diazepam y 30 min después fueron
tratados con una dosis de 30 mg/kg pentobarbital sédico. Se realiz6
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un segundo experimento con una dosis de 42 mg/kg de pentobarbital
s6dico, siguiendo exactamente el mismo procedimiento descrito para
la dosis de 30 mg/kg. En ambos experimentos se registro la latencia de
sedacion (min), definida como el tiempo que transcurre entre la admi-
nistracion de PB y la pérdida de la coordinacién motriz; y el tiempo de
suefio (min), como el tiempo que transcurre entre la pérdida del reflejo
de enderezamiento y su recuperacion. Los resultados se muestran en
los cuadros 4 y 5.

Cuadro 4. Actividad del extracto de hexano de las hojas de A. lutescens en el efecto
hipnético inducido por PB 42 mg/kg

Tratamiento D°Si:g(;“ 4 Latencia de sedacion Tiempo de suefo
PB 42 1.160 + 0.0860 17.866 + 2.002
Diazepam 1.0 0.975+0.136 52.04 +£4.003%**
Annona lutescens 25 1.76 £ 0.140 10926+ 1.749
50 1.50+0.150 19.73+2.20
100 1.391+0.154 23.99+3.209*
310 1.25+0.083 77.73 £5.1996**

Cuadro 5. Actividad del extracto de hexano de las hojas de A. lutescens sobre el efecto

hipnético inducido por 30 mg/kg de PB

Tratamiento | Dosis (mg/kg) Latencia de sedacion Tiempo de sueho
PB 30.0 27791+0.22 0.0
Diazepam 1.0 1.75+0.089 9.06 + 1.095*
A. lutescens 100 1.333 +0.333 —
310 20010253 -—
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Efecto de EHAL sobre la actividad epiléptica inducida por pen-
tilentetrazol (PTZ)

Los animales fueron administrados via intraperitoneal, con EHAI a di-
ferentes dosis y 60 min después se les administrd, por la misma via, 90
mg/kg de PTZ. Inmediatamente después, los animales se colocaron de
manera individual dentro de una caja de acrilico de 44 x 22 x 21 cm,
sobre cama de aserrin fino y se observaron hasta su total recuperacién o
muerte. Se registro la latencia de crisis (como el tiempo que transcurre
entre la administracién del PTZ y la aparicion de la primera crisis), la
latencia de crisis clénicas-ténicas generalizadas (como el tiempo que
transcurre entre la administracion de PTZ y la aparicion de crisis se-
veras, en las cuales se pueden observar clonias y extension tanto de las
patas delanteras como traseras). Ambas conductas fueron registradas
en minutos. También, se registré el porcentaje de muerte. [os animales
control fueron tratados de la misma forma, s6lo que en lugar de PTZ
fueron administrados con el vehiculo (1% de Tween en solucién sali-
na), los controles positivos fueron administrados con diazepam a la do-
sis de 1.0 mg/kg, 30 min antes de la administracion del PTZ.

Cuadro 6. Actividad del extracto de hexano de A. lutescens sobre el efecto epiléptico
inducido por 90 mg/kg de PTZ

Latencia de peinds
Tratamiento Dosis (mg/kg) T % crisis tonicas Mortalidad (%)
crisis (min) g
(min)
Control 0.0 0.799 + 0.0963 1.73510.478 87.50
Diazepam 1.0 0.975+0.136 ns ns
A. lutescens 25 0.657 £0.077 4.417 +0.684* 100
50 1.2595 + 0.464 5.178 £ 0.694* 7272
100 0.831+0.136 4,56 +0.700* 100

Los resultados son expresados como la media + el error estdandar me-
dio. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas entre los grupos
tratados y el grupo control tratado con solucién salina, con la ayuda de
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un analisis de varianza de Krusskal-Wallis una sola via, seguida por la
prueba de Mann-Whitney sum p* <0.05, el porcentaje de muerte fue
analizado estadisticamente mediante la prueba de Fisher.

A. cherimola y R. mucosa

Los resultados de los analisis quimicos y evaluacion farmacologica de A.
cherimola (Lopez-Rubalcava et al., 2006) y R. mucosa han sido previamen-
te publicados (Estrada-Reyes et al., 2010).

Discusién

Como parte de nuestra buisqueda sistematica de metabolitos secunda-
rios de origen vegetal con actividades sobre el sistema nervioso central
hemos publicado los efectos de los extractos de hexano de la Annona
cherimola (EHAC) y Rollinia mucosa (EHRM) ambas especies pertene-
cientes a la familia Annonacea.

Nuestros resultados muestran que ambos extractos producen efec-
tos ansioliticos similares a los producidos por el diazepam, un ansioli-
tico clasico. Adicionalmente, estos resultados sugieren que los efectos
producidos por los extractos pueden ser mediados por el complejo re-
ceptor acido y-aminobutirico-benzodiazepinas (GABA/BDZ). Sin em-
bargo, otros mecanismos pueden estar mediando los efectos depresivos
(Lopez-Rubalcava et al., 2006; Estrada-Reyes et al., 2010).

Por el contrario, los resultados en este trabajo muestran que el ex-
tracto de hexano de Annona lutescens no mostro propiedades ansioliticas
aninguna de las dosis evaluadas. Es posible que la diferencia de activi-
dad de los extractos se deba a la diferencia en su composicion quimica.
En el cuadro 7 se muestran los principales componentes de los diferen-
tes extractos asi como la actividad mostrada.
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Cuadro 7. Principales componentes aislados de los extractos de hexano de A. cherimo-
la, A. lutescens y R. mucosa, asi como la actividad mostrada

Extracto de hexano | Palmitona Otros MS Actividad
A. cherimola 33% B-sitosterol Ansiolitica, no sedante
R. mucosa 10% Lignanos Ansiolitica y sedante
A. lutescens 01% B-sitosterol Mo ansiolitica, no sedante

De acuerdo con nuestros resultados tal parece que la concentracion
de la palmitona, una cetona alifdtica de amplia distribucion es espe-
cies del género Annona, estd relacionada con la propiedad ansiolitica
mostrada por los extractos. Asi, por ejemplo, el extracto de A. cherimola,
que presento6 la mayor concentracion de palmitona mostré una mayor
actividad ansiolitica, mientras que el extracto de A. lutescens con una
concentracion de 0.1 % fue inactivo.

Esta propuesta se ve apoyada por el hecho que se han publicado va-
rios articulos acerca de las propiedades sobre el SNC de la palmitona.
Asi, se ha publicado que esta cetona previene el dafio neuronal causado
por el pentilentetrazol en la regién CA3 del hipocampo de ratas pre-
puberes (Cano-Furopa et al., 2010), también se ha informado del efecto
de administraciones repetidas de la palmitona en la amigdala de la rata
(Gonzidlez-Trujano et al., 2009) y los efectos anticonvulsivos de esta ce-
tona en la actividad convulsivante inducida por penicilina (Gonzdlez-
Trujano et al., 2006).

Aunque la presencia de palmitona en los extractos de A. cherimola
y R mucosa puede explicar las actividad ansiolitica mostradas por am-
bos extractos, existen algunas diferencias, por ejemplo las dosis activas
fueron menores en el extracto de R mucosa que las mostradas por el ex-
tracto de A. cherimola. Esta diferencia, posiblemente se deba a la presen-
cia de lignanos en el extracto de R mucosa (Estrada-Reyes et al., 2002),
hipétesis apoyada por el hecho que a partir del extracto con actividad
sedante de Valeriana oficinalis se han aislado varios lignanos (Schuma-
cheretal., 2002).
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Conclusion

Los extractos de hexano de Annona cherimola y Rollinia mucosa mostraron
actividad ansiolitica; sin embargo, el extracto de A. lutescens fue inactivo.
Los resultados obtenidos sugieren que una mayor concentracion en los
extractos activos de la cetona lineal palmitona es la responsable de la
actividad ansiolitica.
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Resumen

| presente trabajo se desarrollo durante los anos 2009-10 y

consistio en una amplia revision bibliografica de trabajos

cientificos sobre taxonomia y botanica de las Annonaceae.
Posteriormente se revisaron las especies existentes en las colectas
herborizadas de la REMIB. Se hicieron recorridos de campo para ha-
cer algunas colectas de especies de Annonaceae y visitas a campos
experimentales con colecciones de especies en diferentes partes de
la Republica Mexicana. De acuerdo a la base de datos de la REMIB
esta revision nos indica la presencia de 14 géneros y 62 especies de
Annonaceae registradas en México. La lista supera con un género y
con 23 especies mas que las que han sido aceptadas por el Sistema
Integrado de Informacion Taxonomica-México (SIIT*™)-CONABIO
(1996) que solo reconoce y ha verificado 13 géneros y 37 especies. Es
necesario entonces corroborar estas listas mediante exploraciones y
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estudios taxonomicos en México para precisar el nimero de géneros
y especies para fines de uso y conservacion.

Palabras clave: taxonomia, diversidad, Annonaceae, México
Introduccion

Atin no existe acuerdo sobre el ntimero de géneros y especies de la fami-
lia Annonaceae. Bailley (1949) afirmo que la familia Annonaceae tiene
46 géneros y entre 500 y 600 especies, en tanto que Fries (1959), senala
que esta familia contiene 119 géneros y cerca de 2000 especies. Por su
parte Popenoe (1974) describio a la familia Annonaceae desde 40 hasta
50 géneros y mas de 500 especies, muchas de ellas como arbustos y pe-
quenos arboles. La APG (1998) consigna que las anonaceas (Annona-
ceae) son una familia de Angiospermas del Orden Magnoliales. Consta
de 130 géneros con unas 2,300 especies que se distribuyen por los tropi-
cos del Nuevo y Viejo Mundo, hasta el norte de Australia y las islas del
Pacifico. Forman parte del Complejo Ranaleano lo que las hace tener
una historia evolutiva muy antigua.

Por su parte Chatrou (1999), senala que tanto evolutiva, ecologi-
ca como econdmicamente Annonaceae es una familia importante. En
namero de especies, Annonaceae es la mas sobresaliente dentro del
orden Magnoliales, las cuales se cuentan entre las angiospermas mas
primitivas. Generalmente estan distribuidas en las areas tropicales de
América, Africa y Asia. La familia alberga cerca de 2,500 especies en
140 géneros. Africa es el continente que contiene el nimero mas bajo
de especies, aproximadamente 450. Cerca de 900 se encuentran en
los Neotropicos, casi 1,200 en las areas tropicales de Asia y Austra-
lia. Agrega el autor que de todos los géneros solamente cuatro, que
son: Annond, Rollinia, Uvaria 'y Asimina producen frutos comestibles. La
familia se concentra en los tropicos, con pocas especies que se en-
cuentran en las regiones templadas. Alrededor de 900 especies son
Neotropicales, 450 son Afrotropicales, y las otras especies de la re-
gion Indomalaya. Sin embargo la gran familia Annonaceae esta sujeta
a una investigacion sistematica por un grupo de cientificos, quienes
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estan colaborando a la revision especializada de la familia. Osche et
al. (1974) indica que un namero limitado de especies produce frutos
comestibles en estado silvestre y algunos han sido domesticados. La
mayoria de las especies se encuentran en los tropicos y solo pocos
géneros se encuentran en zonas templadas y subtropicales.

En México tampoco existe claridad sobre el ntmero de géneros y
especies y son cinco las especies mas conocidas y con mayor uso en Mé-
xico: Annona cherimola, A. diversifolia, A. squamosa, A. reticulata y A. muricata.

El objetivo de la presente investigacion es presentar la lista de géne-
ros y especies de Annonaceae presentes en México para fines de uso y
conservacion.

Método

El presente trabajo se desarrollo durante los afos 2009-10. Se realizo
una amplia revision bibliografica de trabajos cientificos sobre taxo-
nomia y botanica de las Annonaceae. Posteriormente se revisaron las
especies existentes en las colectas herborizadas de la Red Mundial de
Informacion sobre Biodiversidad (REMIB). Se hicieron recorridos de
campo para hacer algunas colectas de especies de Annonaceae y visi-
tas a campos experimentales con colecciones de especies en diferentes
partes de la Republica Mexicana.

Resultados y discusion
Taxonomia

Segtn el Sistema de Informacion Taxonomica Integrada (SIIT*mx) en
inglés, Integrated Taxonomic Information System (ITIS)-Comision
Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONA-
BIO,1996), la clasificacion taxonomica de las Annonaceae es la siguiente:

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
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Subclase: Magnoliidae
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae

Géneros y especies en México

De acuerdo a ITIS-CONABIO se han aceptado para México 13 géneros y
37 especies de la familia Annonacea (cuadro 1). De los géneros anteriores,
todos se encuentran con estatus de verificado, salvo Duguetia que se en-
cuentra sin verificar o con estatus dudoso. Asimismo, todas las especies
se encuentran verificadas, salvo Annona hexapetala, Rollinia mucosa, Rollinia
orthopetala que también se encuentran sin verificar o dudosos. Ia especie
Oxandramaya Mir. es reportada por Martinez (1979) en Chiapas.

Cuadro 1. Géneros y especies de Annoanceae aceptados en México por ITIS-CONA-

BIO

Género

Especies

1. Anaxagorea A St -Hil.

1. A acuminata (Dunal)

2.Annona L.

2_A. cherimola Miller

3. A diversifolia Saff.

4 A glabra L

5. A. hexapetala Linnaeus

6. A. montana Macfad.

7. A. muricata L

8. A. purpurea Mocifio & Sesse ex Dunal
9. A reticulata L

10. A. senegalensis Pers.

11. A squamosa L.

3. Artabotrys R. Br.

12_A. hexapetalus (L. f.) Bhandar
13. A. odoratissima R. Brown

4_Asimina Adans.

14. Asimina x nashii Kral

15. Asimina angustifolia Raf.

16. Asimina incana (Bartr.) Exell

17. Asimina obovata (Willd.) Nash

18. Asimina parviflora (Michx.) Dunal

19. Asimina pygmea (Bartr.) Dunal

20._ Asimina reticulata Shuttlw. ex Chapman
21 Asimina tetramera Small

22_ Asimina triloba (L.) Dunal
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5. Cananga (DC.) Hook F. & T.

23 Ca dorata (Lam.) Hook. F & T_Th
Thomson nanga odorata (Lam.) Hool omson

24. Deeringothamnus pulchellus Small

6. Deeringoth Small
RGBS T 95_Deeringothamnus rugelii (B.L. Robins.) Small

7. Duguetia Saint-hilaire, 1824 26. Duguetia tobagensis (Urban) Fries

27. Guatteria blainii (Griseb.) Urban

¥ tteria Ruiz & Pavo
8. katiria Pz - Pavo 28. Guatteria caribaea Urban

9. Monodora Dunal 29. Monodora myristica (Gaertner) Dunal

30. Oxandra lanceolata (Sw.) Baill.
31. Oxandra laurifolia (Sw.) A. Rich.

10. Oxandra A. Rich.

32. Rollinia muscosa (Jacguin) Baillon
11 Rollinia St. Hil. 33. Rollinia orthopetala
34. Rollinia pulchrinervis A. DC.

12_Stelechocarpus (Blume) Hook.

—— 35. Stelechocarpus burahol (Blume) Hook. f. & Thomson

36. Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich.

13. Xylopia L.
ylopia 37 Xylopia frutescens Aublet

De acuerdo con la bases de datos de la Red Mundial de Informacion
sobre Biodiversidad (REMIB) con informaci6n de las colecciones de los
herbarios se definieron 14 géneros y 62 especies distribuidas en varios
estados de la Republica Mexicana (cuadro 2).
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Cuadro 2. Familia Annonaceae, géneros y especies en México, segiin herbarios de RE-
MIB (CONABIO)

Género Especies Distribucion (entidades federativas)
1. Anaxagorea 1. A. guatemalensis Ver, Oax.
2_A. globifiora Ver., Hgo., Chis., Tamps., Gto.
3. A. testudinea Chis.
4_A. cherimola Ver, Mich., Chis., Oax., Mor., Pue., Qro., Jal., Gto., Méx.
5. A. longiflora Jal., Ver.
6. A. macrophyilata Ver., Camp.
7. A. primigenia Camp., Q. Roo., Yuc.
8. A. reliculata Yuc., Jal., Mich., Pue., Q. Roo, Nay., Tab.
2. Annona 9_A. glabra Ver, Q. Roo, Yuc., Camp., Tab., Jal., Oax., Nay., Gro.
10. A. purpurea Ver, Mich., Chis,, Yuc., Jal.
11. A. diversifolia Mich., Gro., Yuc., Ver., Méx.
12 A lutescens Pue.
13. A. longipes Vver.
14. A.scleroderma Chis.
15. A. muricata Ver., Chis., Tab., Yuc., Col., Gro., Q. Roo, Nay., Mich.
16. A squamosa Yuc., Mich., Q. Roo, Camp., Ver,, Oax,, Jal., Nay.
17. D. truncifiora Jal.
18. D. lanceolata Chis.
19. D. truncifiora Ver., Oax._, Chis.
20. D. trunciflora var. glabra Ver.
3. Desmopsis 21 D. galeottiana Ver, Jal., Gro., Chis.
22. D. uxpanapensis Chis., Ver.
23. D. mexicana Mich. (Aquila, Coalcoman)
24. D. schippii Tab.
25. D. bibracteata Ver.
26. C. hintonii Mich. (Aquila)
27. C. mayanum Chis.
4. Cymbopetaium 28. C. galeottiana Ver, Jal, Chis.
29. C. pendulifiorum Ver., Chis.
30. C. baillonii Ver.
5. Guamia 31 G. mexicana Ver.
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32.G. anomala R.F Fr. Chis., Ver.
33. G. amplifolia Chis., Ver_, Tab., Jal.
34. G. depressa Ver., Chis.
35. G. dolichopoda Ver.
36. G. bibracteata Ver.
6. Guatteria
37. G. diospyroide Ver., Oax.
38. G. grandifiora Chis.
39. G. oliviformis Chis.
40. G. galeottiana Ver., Oax.
41 Guatteria sp. Ver.
42 M. depressa Chis., Ver., Camp., Mich_, Tab., Oax_, Q. Roo, Yuc.
7. Malmea
43. M. gaumeri Ver., Chis.
44._0. lanceolata Mich., Gro., Jal., Q. Roo
45 0. lanceolata spp. ma- Gro. (José Azueta)
8. Oxandra
crocarpa
46. O. laurifolia Nulo
47. T. hahniana Ver.
9. Tridimeris 48. T hdlensis Ver.
49. T. uxpanapensis Oax.
50. R. jimenezii Ver., Chis.
10. Rollinia 51 R. mucosa Ver.
52_ R. rensoniana Ver., Oax.
53. 5. humilis ver.
54. S. campechianus Yug., Camp., Q. Roo
11 Sapranthus 55_ 5. foetidus Jal.
56. 5. microcarpus Ver., Chis_, Jal., Dax.
57. Sapranthus sp. Nay., Oax.
58. X sericophyila Ver.
12 Xylopia W
59. X frutescens Tab., Chis_, Ver, Oax.
60. M. depressa ve
I
13. Mosannona 61 M . depressa spp.
i Bk ver, Q. Roo
depressa
14. Stenannona 62_ 5. humilis Tab., Ver.
Fuente: CONABIO-REMIB.

Esta revision arroja 14 géneros y 62 especies registradas en México
de acuerdo a la base de datos de la REMIB en registros de herbarios en
México y algunos en Estados Unidos. La lista supera en un género y
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con 23 especies mas que las que han sido aceptadas por ITIIS-CONA-
BIO. Es necesario entonces corroborar estas listas mediante explora-
ciones y estudios taxonomicos con el fin de aclarar la existencia real del
namero de géneros y especies de la familia Annonaceae en México ya
que la diferencia es notoria. Es importante también, desde el punto de
vista botanico y taxonomico, tener esta relacion de géneros y especies
en México ya que generalmente se tiene mayor conocimiento en las es-
pecies del género Annonay dentro de este las especies de mayor impor-
tancia econdmica, pero se desconoce la existencia real de las especies
de la familia Annonaceae en México.

Morfologia de Annonaceae

Segun la descripcion de la APG (1998), son arboles, arbustos o rara-
mente subarbustos o trepadoras, a veces con xilopodio, aromaticos,
con indumento de pelos simples, estrellados o escamosos.

Hojas simples, enteras, alternas, disticas, rara vez espirales, con ner-
viacion craspedodroma a broquidodroma, sin estipulas. Estomas para-
citicos. Idioblastos presentes, oleosos 0 mucilaginosos. Astrosclereidas
y osteosclereidas presentes.

Tallos con leno caracteristico que presenta bandas tangenciales
concéntricas continuas de parénquima, y vasos pequefios, radios ho-
mogéneos a débilmente heterogéneos, uniseriados 0 mas frecuente-
mente multiseriados.

Plantas dioicas, raramente monoicas (algunas especies de Uvariop-
sis) 0 androdioicas (en Pseuduvaria, Greenwayodendron y Diclinanona).

Flores solitarias, pareadas o en fasciculos, terminales, axilares o
supra-axilares, apareciendo sobre troncos o ramas, raramente en ser-
pollos subterraneos, perfectas o unisexuales, actinomorfas, hipoginas,
frecuentemente con una tinica bractea adaxial. Receptaculo plano, he-
misférico o conico. Sépalos (2-) 3(-4), en un verticilo, valvados o im-
bricados, libres o soldados al menos en la base, persistentes o caducos.
Pétalos (0-) 3-6 (-12), usualmente en 2 verticilos de (2-)3 (-4) o en
un verticilo, valvados o imbricados, libres o soldados en la base, usual-
mente alternisépalos, carnosos o coriaceos, raramente membranosos.
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Estambres numerosos y espiralados, o bien 3-15 y verticilados; esta-
minodios presentes a veces; filamentos cortos y libres, rara vez largos
y monadelfos, anteras lineares, con dehiscencia extrorsa o raramente
latrorsa, a veces transversalmente septadas, conectivo usualmente con
una prolongacion truncada, conica o piramidal. Carpelos numerosos
a1, apocarpicos a sincarpicos o paracarpicos, estilos libres o soldados,
usualmente cortos, cilindricos, estigmas capitados, oblongos o en he-
rradura; 6vulos numerosos a 1 por carpelo, anatropos, placentacion ba-
sal 0o marginal en la sutura ventral en 1-2 filas.

Fruto simple, cada elemento carnoso o lefioso, dehiscente o indehis-
cente, sésil o estipitado, o bien compuesto (sincarpo) con numerosos
carpelos uniseminados, o bien unilocular y pluriseminado. Existe una
enorme variedad de formas y tipos.

Semillas usualmente grandes y con arilo, con un surco periférico en
los frutos en foliculo dehiscente, endospermo abundante, ruminado,
duro, oleoso, embrion pequenio, recto.

Polen muy delicado, navicular a triangular, globoso o disciforme,
monoaperturado distalmente o inaperturado, frecuentemente en dia-
das, triadas o tétradas, exina granular o columelar, a veces una capa
basal lamelada, superficie reticulada a atectada.

Numero cromosomico: x=7, 8, 9; 2n=16, 24, 32, 48, 64; existe poliploi-
dia en varios géneros (APG, 1998).

Usos actuales

De las plantaciones comerciales el objetivo de la explotacion de las ano-
nas es la obtencion de frutos. Los rendimientos son muy variables, pues
éstos dependen de la especie, la edad de la plantacion, el sistema de ma-
nejo y las condiciones naturales donde se encuentran. Un aspecto im-
portante de mencionar es la necesidad de las polinizaciones artificiales
de las anonas, principalmente para el chirimoyo que se requiere para el
amarre y el desarrollo del fruto, sin esta practica se tiene muy poco éxito
en la produccion, pues se obtiene un porcentaje muy bajo en el amarre de
frutos por arbol y éstos son muy asimétricos que no se aceptan en los es-
tandares de calidad. Si bien la practica de la polinizacion manual aumen-
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talos costos de produccion, sin embargo, se justifica para el chirimoyo en
huertos comerciales. Es muy probable que ésta practica pueda mejorar el
rendimiento y la calidad en todas las especies de Annona. Los frutos se uti-
lizan principalmente para consumo en fresco. También se puede separar
la pulpa y congelarla o en fresco para elaborar helados, paletas, licores,
mermeladas o jugos. Particularmente la guanabana tiene este tipo de uso.
Los frutos de las anonas son altamente fragiles y se requiere de cuidados
extremos desde la cosecha y el manejo postcosecha, pues el manejo in-
adecuado afecta y reduce la calidad del producto.

Este es otro problema de las anonas para transportarlas a grandes
distancias, ya que hay que colocar protecciones especiales para evitar el
deterioro de la calidad del producto. Algunos frutos como los del sara-
muyo son altamente perecederos, mas que los de otras especies, ya que
en dos dias puede alcanzar su madurez de consumo, en cambio el de chi-
rimoyo y guanabana requieren de entre 4-7 dias para llegar a la madurez
de consumo, dependiendo del estado de madurez y la temperatura de
almacenamiento. Cada especie, por tanto, requiere del disefio de manejo
en postcosecha. Un potencial para el aprovechamiento de las frutas de
anonas es la extraccion de la pulpa para congelarla y aumentar su tiem-
po de conservacion y uso por varios meses. Mucha fruta que no retine
las caracteristicas externas o esta dafnada, puede ser utilizada para la
extraccion y comercializacion de la pulpa. El caso de la guanabana es un
ejemplo de ello.

Capacidad de regeneracion natural

En general las especies de la familia Annonaceae tienen la capacidad de
regenerarse en forma natural cuando se encuentran en habitat apropia-
dos. Los agricultores pueden contribuir a la dispersion de las plantas
a través del consumo de la pulpa y la germinacion en traspatio de las
semillas. Los animales silvestres también participan en la propagacion
de las plantas de algunas especies al consumir los frutos y dispersar las
semillas. La produccion de frutos depende de lo que ya se senialo: las
condiciones ambientales como la humedad y la temperatura, asi como
la presencia de agentes polinizadores como algunos insectos.
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La adaptacion es un elemento muy importante para que las anonas
produzcan frutos en forma natural, aunque, generalmente la produc-
cion de frutos no de alto rendimiento debido a los problemas de di-
cogamia protoginica y la polinizacién natural, debido a lo cual se han
disenado las técnicas de polinizacion artificial. En las visitas de diag-
nostico se encontraron muchas plantas de chirimoyo en la region del
Bajio, sin embargo en muy pocos arboles se encontraron algunos frutos.
Esto muestra que la adaptacion no es la mas adecuada para el chirimo-
yo en esa region, lo que puede ser debido a las dificultades naturales
de polinizacion. En las recientes visitas a los declives de la Sierra Ma-
dre Oriental en comunidades del municipio de Acaxochitlan, Hgo., en
los limites con Veracruz se encontraron arboles de chirimoyo con muy
buena produccion de frutos en condiciones naturales, lo que puede de-
berse a la elevada humedad ambiental y las temperaturas mas benignas
en época de floracion, asi como probablemente a la presencia de agen-
tes polinizadores.

Particularmente para el caso del chirimoyo he observado que la raiz
tiene una elevada capacidad de regenerar nuevos brotes atin cuando se
corten muchas veces, esta capacidad se mantiene. Debido a esta carac-
teristica el arbol del chirimoyo se utiliza para la extraccion de lena de
los troncos y se deja el tocon con la finalidad de que vuelva a regenerar-
se el arbol al cabo de unos dos anos.

Conclusion

En México existen 14 géneros y 62 especies de Annonaceae segiin los
herbarios y colectas realizadas en el presente trabajo.
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Resumen

e ha reconocido alto valor taxonomico en los caracteres del polen
en la familia Annonaceae, ya que contribuye al reconocimiento de
grupos mayores. El analisis del polen en la familia Annonaceae, no
puede realizarse usando la metodologia tradicional, ya que esta técnica
lo dana, debido a que presentan una exina delgada y fragil. Para lograr
el analisis de esas estructuras se menciona el uso de banos de hexano.
La metodologia propuesta consiste en los siguientes pasos: las anteras
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de ejemplares herborizados se hidratan (en bafio Maria), se maceran
levemente, se centrifugan, se elimina el agua y se colocan en alcohol
absoluto, sometidas de nuevo a centrifugacion, y se elimina el alcohol
anadiéndose hexano, en el cual se dejan por 10 minutos. Posterior a la
centrifugacion, se elimina el hexano y se agrega alcohol absoluto y gli-
cerina en proporcion 1:1. Las series de centrifugacion fueron de 4,000
rpm por 10 min. Con esta técnica se logro la observacion de granos de
polen en microscopio de luz, reconociéndose, polen solitarios y agrupa-
dos en tétradas, alos cuales pudimos realizarles observaciones de forma
y tamano, asi como de la ornamentacion. Asimismo, se realizaron ob-
servaciones con el MEB, debido a que el valor taxonomico de los granos
de polen a niveles especificos puede ser alto, por lo que lograr la obser-
vacion de granos donde se puedan observar detalles en ornamentacion
es de gran importancia, esto es posible lograr siguiendo la metodologia
propuesta. Proponemos se pruebe su utilidad en otros miembros de las
Magnoliales. La descripcion de los granos de polen de las especies de
Tabasco brinda evidencias que pueden contribuir al esclarecimiento de
problemas taxonomico del grupo.

Palabras clave: Annonaceae, polen, hexano
Introduccion

La palinologia es la ciencia que estudia el palinomorfos contempo-
raneo o fosilizado, esto incluye el estudio de polen, esporas, orbicu-
los, dinoflagelados y cualquier estructura resistente a acidos (Bryant,
1990). Es una ciencia interdiciplinaria y retine conocimientos de las
ciencias de la tierra (geologia) y de la biologia, especificamente de la
botanica. El nombre de palinologia fue propuesto por Hyde y Wi-
lliams a mediados del siglo XX, quienes la definieron como la ciencia
que se ocupa del estudio del polen y de las esporas. La podemos divi-
dir de acuerdo al objeto y estructura de lo que se estudia en Melisopa-
linologia, se encarga del reconocimiento y clasificacion de los granos
de polen en mieles; la Actuopalinologia utiliza la morfologia y aber-
turas del grano de polen para taxonomia vegetal, la Aeropalinologia,
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estudio del polen, esporas y otras particulas vivas presentes en el aire
(Sanchez-Reyes, 1996).

El término polen procede del latin pollen-inis, que significa “polvo
muy fino” o “flor de harina” y se utiliz6 por Linneo por primera vez e
incorporo al castellano por Cavanilles (Trigo et al., 2008). Los granos de
polen son particulas fecundantes con potencialidad masculina (proce-
dentes de los sacos polinicos en plantas con semilla), necesarios para la
reproduccion de las plantas superiores, ya que su mision es la de fecun-
dar los 6vulos para dar lugar a la formacion de semillas y asegurar, asi, la
continuidad de la especie, ya que que ejercen la funcion transportadora
del gametofito masculino a partir de la parte masculina a la femenina de
la flor (Trigoet al,, 2008; REMA, 2010).

Los estudios de palinologia en Annonaceae son pocos por lo que
existe un vacio en este conocimiento, por lo que estudios descriptivos
de los granos de polen son de un alto valor para diferentes aspectos
del estudio de las Annonaceae: sistematica, taxonomia, biologia repro-
ductiva, y en campos como la alergologia, paleofitologia, entre otras.
Aunque existen varios trabajos palinologicos de la familia Annonaceae
(Hesse et al., 1985; Su y Saunders, 2003; Chaowasco et al., 2008; Cou-
vreur et al, 2008) en los que se mencionan que los granos de polen en
esta familia son fragiles y no soportan la acetolisis tradicional y aunque
se mencionan algunos datos de como lograr hacer observaciones con
el MEB, no establecen una metodologia clara. En el presente trabajo
planteamos una metodologia para lograr las observaciones con micros-
copio 6ptico y con el MEB, rescatando lo realizado por los trabajos an-
teriormente mencionados. Para probar la utilidad de nuestro método
utilizamos las 18 especies de Annonaceae reportadas para el estado de
Tabasco (Salvador-Esparza, 2005).

Método

Se obtuvieron muestras de los herbarios UJAT, MEXU y XAL de colec-
tas de anonaceas del estado de Tabasco, de las que se tomaron anteras
maduras, las cuales se colocaron en bolsas de papel, posteriormente
fueron llevadas al laboratorio. La metodologia propuesta consiste en lo
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siguiente: las anteras de ejemplares herborizados se hidratan (en bano
Maria), se maceran levemente, se centrifugan, se elimina el agua y se
colocan en alcohol absoluto, se someten de nuevo a centrifugacion, y se
elimina el alcohol anadiendo hexano, en el cual se dejan por 10 minutos,
posteriormente se centrifugan, se elimina el hexano y se agrega alcohol
absoluto, la muestra se divide en dos tubos. Las series de centrifugacion
se realizan a 4,000 rpm por 10 minutos.

Para observaciones bajo el microscopio de luz se toma uno de los
tubos y se aiade glicerina en la misma proporcion del alcohol que con-
tenga el tubo. De este tubo se sustrajeron muestras con las cuales se
realizaron preparaciones permanentes, que forman parte de la colec-
cion palinologica del Herbario UJAT. Realizandose observaciones a
varias magnificaciones. Para las observaciones con el MEB, se tomaron
muestras del segundo polen, sometidos a punto critico y sometidos a
un bano de oro-paladio, llevados con el MEB, donde se realizaron ob-
servaciones a varias magnificaciones.

Resultados

La metodologia que utilizamos nos permitio observar granos de polen
en tétradas (figuras 1 y 5) y monadas (figuras 3 y 6) en las especies es-
tudias, asimismo se pudo describir la superficie de los granos: pudiedo
reconocer especies de polen trabeculado (figura 2) y especies con polen
rugoso (figura 4) esto principalmente observable con el MEB. Es de no-
tarse que la metodologia empleada provoca que muchos de los granos
de polen sufran cambios en su tamao, ya que se observan granos de
polen comprimidos (ponchados) lo cual no nos permite realizar medi-
das de las longitudes polares y ecuatoriales.
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Figura 1. Tétradas en Annona cherimola Figura 2. Superficie trabeculada en A. che-
rimola

Figura 3. Monadas en Desmopsis trunci- Figura 4. Superficie rugosa en D. trunci-

flora flora

Figura 5. Tétradas en A. squamosa, vista Figura 6. Monada de Guatteria am-
al microscopio de luz plifolia, vista al microscopio de luz.
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Conclusion

La acetolisis acida (Erdman, 1960) utilizada en la mayoria de los tra-
bajos palinologicos que se realizan, ha demostrado su inutilidad en las
Annonaceae, debido a que la superficie de los granos de polen de esta
familia es débil al efecto de los acidos, por lo que la metodologia que
aqui proponemos es una buena opcion si lo que se pretende observar
son la conformacion y ornamentacion de los granos de polen. No asi,
si lo que pretendemos es hacer medidas de tamano de estos granos de
polen.

Consideramos que la metodologia que proponemos permitira iden-
tificar caracteres que pueden ser utilizados en cuestiones taxonomicas
de la familia, asi como para la identificacion de granos de polen prove-
nientes de sedimentos, aire y mieles.
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Resumen

e presenta la elaboracion de un catalogo ilustrado de la familia
Annonaceae en el estado de Tabasco como herramienta para en-
riquecer la informacion cientifica y el desarrollo de investigacion
floristica en la zona. La familia Annonaceae en esta region, hasta el pre-
sente, esta constituida por 10 géneros con 18 especies distribuidos en
gran parte del estado. Para cada especie listada en el catalogo se presen-
ta informacion sobre nombres comunes, habitat, habito, herbarios de
referencia, usos y distribucion geografica en Tabasco y sus alrededores.

Palabras clave: Annonaceae, flora, investigacion, catdlogo
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Introduccion

La contribucion de los estudios floristicos regionales ha sido a diferen-
tes niveles, por ejemplo, en los planes de investigacion y manejo de las
areas naturales protegidas para garantizar su conservacion.

El interés del herbario UJAT en Tabasco durante los tltimos afos
ha sido la exploracion botanica para representar la flora con que cuen-
ta el Estado y ubicar plantas con valor cientifico, de uso conocido o de
aquellas con potencial para su aprovechamiento, como es el grupo de
especies pertenecientes a la familia Annonaceae.

Como tal, dicha familia botanica se caracteriza por ser un grupo de
plantas muy conocido, principalmente el fruto de las especies del géne-
ro Annona, sin embargo existen otras especies de la misma familia, que
destacan, no precisamente por su fruto, sino por el habitat en que se
encuentran y funcionan como indicadores ecologicos de ecosistemas
naturales como selva y acahuales recientes. Por lo anterior es notable
la importancia que presentan las especies vegetales a nivel mundial, ya
que son herramientas que permiten la biodiversidad y los peligros que
presentan. El objetivo del presente trabajo es elaborar un catalogo ilus-
trado de la familia Annonaceae, como contribucion al conocimiento,
investigacion y divulgacion de la flora del estado, pero también para
facilitar el aprendizaje y reconocimiento de este grupo botanico.

Método

El presente trabajo se deriva del estudio taxonomico-floristico de la fa-
milia Annonaceae (Salvador Esparza, 2005) en el estado de Tabasco. Los
especimenes reportados son parte de las colectas periodicas que se reali-
zaron en la mayoria de los municipios del estado, haciendo referencia al
conjunto vegetal de selva, acahuales y vegetacion riparia (cerca de rios y
lagunas) donde comtinmente se encuentra la mayoria de especies de la
familia Annonaceae, excepto el género Annona que es exclusivo de huer-
tos familiares, potreros, cercos vivos, zonas pantanosas e inundables.
Posteriormente se realizaron visitas a diversos herbarios del esta-
do de Tabasco particularmente al herbario UJAT (Universidad Juarez

102



Anondceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Auténoma de Tabasco), al herbario del Colegio Superior de Agricultu-
ra Tropical antiguamente conocido como el Colegio de Posgraduados,
ubicado en el municipio de Cardenas, Tabasco. También se visitaron
los herbarios localizados fuera del estado, como el Instituto de Ecolo-
gia, A. C. de Xalapa, Veracruz (INECOL), el herbario del Instituto de
Biologia de la UNAM (MEXU) todo esto con el fin de cuantificar y co-
tejar medidas con especimenes de otras partes del pais y el extranjero,
de cada uno de los géneros con sus respectivas especies.

El catdlogo incluird el nombre cientifico, el nombre comun de cada
especie, descripcion morfolagica, fotos o ilustraciones de respaldo, in-
dicando a la vez la distribucion de la familia en el estado, ecologia y
usos. Al final del documento se incluird un glosario de términos botd-
nicos empleados.

Resultados y discusion
El catdlogo de Annonaceae de Tabasco documentard 10 géneros y 18
especies, siendo el género Annona mds importante en el estado. Incluird

8 novedades botdnicas para el estado, mencionadas en el cuadro L.

Cuadro 1. Novedades botdnicas para Tabasco

Especies

Anaxagorea guatenalensis Standl.

Annona purpurea Mocifio & Sessé

Annona primigenia L. Standl. & Steyerm.

Cananga odorata (Lam_) Hook. F. & Thomas

Desmopsis trunciflora L.

Mosannona depresa G.E. Schatz

Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.

Stenanona stenopetala (Donn. Sm) G.E. Schatz.
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Al analizar la distribucion general se encontré que el género mds
numeroso de todos los encontrados en Tabasco es Annona con 7 es-
pecies, el cual crece en huertos familiares, potreros, cercos vivos, y en
ocasiones de forma silvestre en zonas pantanosas e inundables. Es un
género con alto valor comestible y cultivado en la mayor parte del esta-
do, siendo Annona muricata (guandbana) y Annona reticulata (anona) las
especies mds aprovechadas.

En segundo término, se encuentran las especies que destacan en la
vegetacion de selvas altas y medianas como Guatteria anomala (zopo),
Cymbopetalum bailloni, Desmopsis trunciflora, Rollinia mucosa, Rollinia mem-
branacea, Stenannona stenopetala, y Xylopia frutescens. Otras especies como
Guatteria amplifolia y Mosannona depresa se encuentran en acahuales re-
cientes 0 en vegetacion poco perturbada, cuadro 2.

Considerando que la familia Annonaceae se encuentra dignamente
representada en el estado por los frutos del género Annonay los géneros
poco conocidos, pero que tienen la funcién de cubrir parte de la vegeta-
cion del lugar aludido. Es primordial y necesario definir la presentacion
de un catdlogo como contribucién al conocimiento de la flora que per-
mitird guiar acciones para el manejo de dichas especies. La implemen-
tacion de estos tipos de programas de estudios de plantas requiere de
atenci6n inmediata en lo que respecta a investigacién, conocimiento y
divulgacion.

Cuadro 2. Diversidad y distribucién de los géneros de Annonaceae en Tabasco

Géneros No. de Forma biolégica Hébitat Usos
especies
Anaxagorea 1 Arbusto Acahuales Sin uso
Annona 7 Arbol Huertos Comestible
Cananga 1 Arbol Huertos Arométicas
Cymbopetalum 2 Arbol Selva y acahuales Sin uso
Desmopsis 1 Arbusto Selva y acahuales Sin uso
Guaterria 2 Arbusto Acahuales Sin uso
Mosannona 1 Arbusto Acahuales Sin uso
Rollinia 2 Arbol Selva y acahuales Sin uso
Stenanona 1 Arbusto Acahuales Sin uso
Xylopia 1 Arbusto Acahuales Sin uso
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Conclusion

Se confirma la diversificacion de los géneros y especies de la familia An-
nonaceae, la presencia de estructuras florales masculinas y femeninas,
el arreglo de los estambres, son esenciales y determinantes para ubicar
correctamente a las especies de este grupo botanico.

El presente catalogo incluira la relacion de las especies de la familia
Annonaceae ubicadas en Tabasco, puntualizando que existe una no-
table diferencia morfologica y de habitat que hace interesante profun-
dizar los detalles que hacen tinicos a esta interesante familia botanica.
Dicha diferencia y diversidad se representara bajo un enfoque didacti-
co, para atribuirse a la gran cantidad de floras que existen en nuestro
pais y tener una mejor facilidad de manejo y traslado en las diferentes
corrientes floristicas, segin el criterio de investigacion.
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Resumen

a flora del estado de Chiapas es muy abundante, tanto en espe-

cies como en tipos de vegetacion, se tienen registradas 8,248 es-

pecies de plantas vasculares segtin Breedlove (1981) pero algunos
investigadores calculan que esta riqueza floristica puede llegar hasta
las 12,000 especies, con ello Chiapas posee un 31% de la flora nacional.
En cuanto a lo que se conoce de la riqueza floristica, existen algunos
trabajos que muestran informacion precisa de las especies existentes
en determinadas regiones, pero falta mucho por conocer de la flora del
estado.

Un herbario se concibe como un centro cuya funcion basica es la de
resguardar e incrementar un acervo de informacion biologica represen-
tativa de la flora, constituye una fuente de consulta autorizada para la
realizacion de investigaciones botanicas.
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El herbario CHIP se cre6 en 1949 a partir de las colectas que hiciera
el Dr. Faustino Miranda las cuales son el punto de partida de la colec-
cion actual, también alberga ejemplares de los Doctores E. Matuda y D.
Breedlove, entre otros; actualmente cuenta con cerca de 43,000 ejem-
plares de plantas vasculares y 2,000 ejemplares en colecciones anexas
(frutos, semillas, hongos, xiloteca, maices criollos).

La coleccion de plantas vasculares que actualmente tenemos, repre-
senta aproximadamente el 58 % de las especies de plantas vasculares de
Chiapas (Breedlove, 1981), donde el grupo mejor representado son las
Angiospermas. Entre estas se encuentra la familia Annonaceae, siendo
ésta una familia del orden Magnoliales, que consta de 130 géneros con
unas 2,300 especies que se distribuyen en los tropicos del Nuevo y Vie-
jo Mundo, hasta el norte de Australia y las islas del Pacifico lo que las
hace tener una historia evolutiva muy antigua.

El acervo de la coleccion de Anonaceas del herbario CHIP es de 201
ejemplares botanicos, repartidos en 9 géneros con 27 especies compa-
radas con lo reportado por Breedlove en el Listado floristico de Chiapas de
1986. Para el herbario CHIP el género mas representado es Annona con 11
especies, lo que representa el 40.74% del total de anonaceas registradas
en la coleccion, seguido de Cymbopetalum, Guatteriay Rollinia con 3 (11.11%)),
y los menos representado son Desmopsis, Cananga y Xylopia con tan solo
una especie. La especie que mas se ha colectado es Annona cherimola Miller
la cual cuenta con 27 registros, esto es el 13.43% del total de la coleccion.
En uso etnobotanico se reportan 4 usos antropogénicos destacando el
uso medicinal y comestible; para las zonas fisiograficas tenemos que la
region mas colectada es Altiplanicie Central, Sierra Madre de Chiapas,
Depresion Central, Montanas del Norte, y las menos colectadas son Lla-
nura Costera del Pacifico y Montanas del Oriente.

Palabras clave: Annona, uso etnobotdnico, herbario
Introduccion

La flora del estado de Chiapas es muy abundante tanto en especies como
en tipos de vegetacion, se tienen registradas 8,248 especies de plantas
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vasculares segtin Breedlove (1981) pero algunos investigadores calculan
que esta riqueza floristica puede llegar hasta las 12,000 especies, con ello
Chiapas posee un 31% de la flora nacional. En cuanto a lo que se conoce
de la riqueza floristica de Chiapas, existen algunos trabajos que mues-
tran informacion precisa de las especies existentes en determinadas re-
giones, pero falta mucho por conocer de la flora del estado.

Un herbario se concibe como un centro cuya funcion basica es la
de resguardar e incrementar un acervo de informacion biologica repre-
sentativa de la flora, constituye una fuente de consulta autorizada para
la realizacion de investigaciones botanicas. El herbario CHIP se creo
en 1949 a partir de las colectas que hiciera el Dr. Faustino Miranda las
cuales son el punto de partida de la coleccion actual, también cuenta
con ejemplares de los Doctores E. Matuda y D. Breedlove, entre otros,
actualmente cuenta con cerca de 43,000 ejemplares de plantas vascula-
res y 2,000 ejemplares en colecciones anexas (frutos, semillas, hongos,
xiloteca, maices criollos). Intercambia ejemplares con 25 herbarios na-
cionales y extranjeros, ademas de contar con reconocimiento nacional
e internacional, la finalidad, es tener colecciones representativas de
Chiapas y estados vecinos, para fungir como un centro de informacion
y consulta que apoye la realizacion de estudios e investigaciones multi-
disciplinarias que a su vez, se relacionen con la flora de Chiapas. Dichas
investigaciones tienen como proposito no solo generar conocimientos
nuevos para la sociedad, sino que al mismo tiempo, incrementar y con-
servar las colecciones de la flora de Chiapas.

La coleccion de plantas vasculares que actualmente tiene el herbario,
representa aproximadamente el 58 % de las especies de plantas vascu-
lares de Chiapas (Breedlove, 1981), donde el grupo mejor representado
son las angiospermas. Entre estas se encuentra la familia Annonaceae,
siendo esta una familia del orden Magnoliales, consta de 130 géneros
con unas 2,300 especies que se distribuyen en los tropicos del Nuevo y
Viejo Mundo, hasta el norte de Australia y las islas del Pacifico lo que
las hace tener una historia evolutiva muy antigua.

Breedlove (1986), reporta para Chiapas nueve géneros de anonaceas,
los cuales se encuentran representados en nuestra coleccion, arrojando
un total de 27 especies.
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Objetivo

Proporcionar informacion actualizada acerca de la familia Annonaceae
en las colecciones del Herbario CHIP y dar a conocer cifras aproxima-
das de las anonaceas en Chiapas.

Método

Se realiz6 una minuciosa revision, actualizacion e interpretacion de ar-
chivos, libro de registros, bases de datos y de las colecciones de ejem-
plares de herbario.

Resultados

Breedlove (1986) reporta para Chiapas nueve géneros de la familia An-
nonaceae con un total de 24 especies, con el analisis realizado se rati-
fica la existencia de dichos géneros en la coleccion del herbario CHIP,
para el caso de las especies el herbario cuenta con 27 especies, tres mas
que lo reportado en listado floristico (cuadros 1y 2). En la grafica 1 se
plasma que Annona cherimola es 1a mas representada en la coleccion, esto
debido a que sus poblaciones atin se encuentra en estado silvestre y es
utilizada como cerco vivo en algunos poblados de la Depresion Central,
lo contrario de Annona muricata que tiene dificultades de adaptacion y
establecimiento en lugares que no ostentan las condiciones adecuadas
para su supervivencia, ademas de ser presa de un sinnamero de plagas.
Por tanto podemos asegurar que lo representado en la grafica 2 nos da
un panorama de que el género Annona es el mejor caracterizado debido
a que soporta condiciones muy adversas y no requiere de tanto cuida-
do, caso contrario de lo que presentan los géneros Cannanga, Desmopsis y
Xylopia. Para el caso de las regiones fisiograficas (figura 1) se tiene que
la Altiplanicie Central es la mas colectada, ya que retine las mejores
condiciones para la adaptacion de las especies de anonas por presentar
mejor adaptacion a altitudes menores de 1,000 msnm, lo que nos lleva a
pensar que en las Montanas del Oriente es poco probable que en estas
zonas encontraramos debido a que las altitudes van desde 1,200 has-

112



Anondceas. Plantas antiguas, estudios recientes

ta 3,000 msnm, por lo tanto no es clima propicio para establecimiento
(grdfica 3).

Cuadro 1. Especies de anonidceas de Chiapas en la coleccién del herbario CHIP

Especies Numero de ejemplares
Annona cherimola Miller 27
Annona reticulata L 19
Rollinia jimenezii Standley 16
Cymbopetalon pendulifiorum (Dunal) Baillon 11
Malmea depressa R.E. Fries 11
Desmopsis lanceolata Lundell 10
Xilopia frutescens Aublet 10

Annona diversifolia Safford
Annona holosericea Safford

Annona muricata L.

Annona primigenia Standley & Steyermark

Annona purpurea M. & 3. ex Dunal

Guatteria amplifolia Triana et Planchon

Sapranthus campechianus (Kunth) Standley
Annona globiflora Schlecht
Annona scleroderma Safford
Annona squamosa L.
Cymbopetalon stenophyllum J.D. Smith
Guatteria anomala R.E. Fries
Guatteria oliviformis 1.D. Smith
Annona glabra L.

Cananga odorata (Lam.) Hook & Thoms
Rollinia mucosa (Jacq.) Baillon
Cymbopetalon mayanum Lundell

Malmea gaumeri (Greenman) Lundell

Rollinia rensoniana Standley

plrlrleloovew|lww]|s]slslo]la|o|o|e]|ec|o

Sapranthus microcarpus (J.D. Smith) R.E. Fries
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Cuadro 2. Dentro del aspecto etnobotdnico, las anondceas presentan varios usos an-

tropogénicos
Nombre cientifico Nombre coiniin Usos
Annona cherimola Miller Chirimoyz Medicinal, comestible
Annona diversifolia Safford Papausa Comestible
Annona holosericea Safford Chincuya, Anona Comestible
Annona muricata L. Guanabana Gomestible, medicinal
Annona purpurea M. & S_ex = Medicinal
h
Dunal e Comestible y sombra de café
estibl edicinal -
Annona reticulata L Anona Com ik |cm‘a el
bra para café
Alimentici bustibl
Annona squamosa L. Anona VRV 1) G % s
sombra de café
Annona lutescens L Anona Medicinal
bopetalon ste Hum J.D.
By o b iyt Orejuela, onjuela Medicinal, combustible
Smith
Guatteria oliviformis 1.D. Smith Zopo, corcho negro Maderable
Rollinia jimenezii Standul Anonilia, anona demono, | &oneciiie v combustible
anona de mico, chirymolia

L
)
&
b : 10 10 (= s
@ i -
= i
o
=
| as
B Annona cherimale Miller LI dnnong veticliata L
0 Kolivia fimefez |l Standfsi o Cimbogafaian pendulifiarum (DLnal) Baiion
O Melmez dearessa R.E Fries 00 Fopa fdes ers Aubjat
O Desmopsis lehceoiats Lundsi [3 Anhong diversiionz Safiord

m Amona mricals L

Grifica 1.Especies mejor representadas de lafamilia
Annonaceas &n la coleccidin Herbario CHIP
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Figura 1. Regiones fisiograficas de Chiapas
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Figura A. Flor de Cymbopetalum penduliflo-  Figura B. Flor de Anona roja (annona
rum (Dunal) Ballon reticulatal..)

Figura C. Frutos de Cymbopetalum penduliflorum
(Dunal) Ballon
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Conclusiones

El acervo de la coleccion de anonaceas del herbario CHIP es de 201
ejemplares botanicos debidamente etiquetados e identificados, repar-
tidos en 9 géneros con 27 especies teniendo con esto superado lo repor-
tado por Breedlove en el listado floristico de Chiapas de 1986.

Para el herbario CHIP el género mas representado es Annona con 11
especies, lo que representa el 40.74% del total de anonaceas registra-
das en la coleccion, seguido de Cymbopetalum, Guatteria y Rollinia con 3
(11.119%), y los menos representado son Desmopsis, Cananga y Xylopia con
tan solo una especie. La especie que mas se ha colectado es la Annona
cherimola Miller la cual cuenta con 27 registros, esto es, el 13.43% de lo
registrado en la coleccion, dentro del uso etnobotanico se reportan 4
usos antropogénicos para la region en la cual destacan el uso medici-
nal y comestible; para las zonas fisiograficas tenemos que la region mas
colectada es Altiplanicie Central, Sierra Madre de Chiapas, Depresion
Central, Montanas del Norte, y las menos colectadas son Llanura Cos-
tera del Pacifico y Montanas del Oriente.
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Resumen

os estudios etnobotanicos en Chiapas son escasos. El presente
analisis pretende conocer las especies de anonaceas ttiles de
hiapas, sus nombres vernaculos y las partes vegetativas em-
pleadas en los diferentes usos. Se revisaron y analizaron las colecciones
de herbarios (CHIP, CH, HEM, MEXU) y diversos estudios etnobota-
nicos de Chiapas. Se documentan 20 especies de anonaceas utiles de
Chiapas agrupadas en 6 géneros. Destacan los usos comestible como
fruta fresca y medicinal en sus distintas aplicaciones como gastroin-
testinales, respiratorias, fiebre, paludismo, dolor de cabeza, gripe, si-
nusitis, hemorragia nasal, golpes, fuego bucal, “cruda™, renal, vomito,

1Estado fisiol6gico y psicolégico como resultado de la embiraguez.
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principalmente para las especies del género Annona; de menor frecuen-
cia tenemos artesanal, lefia, construccion, forraje, ornato, sombra de
cacaotales y cafetales. Se tienen registros de todas las regiones fisiogra-
ficas, la menos registrada es la Sierra Madre de Chiapas. Es necesario
continuar con los estudios etnobotanicos y mas atn en las areas me-
nos estudiadas y vincularlos a otros campos de estudios para un mejor
aprovechamiento integral y sostenido de estos recursos fitogenéticos
de Chiapas.

Palabras clave: Annonaceace, etnobotdnica, Chiapas, México.
Introduccion

Los estudios etnobotanicos en Chiapas son escasos, las regiones fisio-
graficas mas estudiadas son la Depresion Central y la Meseta Central
de forma general y mas frecuentemente sobre plantas medicinales en
general. El presente analisis pretende conocer las especies de anona-
ceas utiles de Chiapas, sus nombres vernaculos y las partes vegetativas
empleadas en los diferentes usos. Se revisaron y analizaron las colec-
ciones de los herbarios (CHIP, CH, HEM, MEXU) y diversos estudios
etnobotanicos de Chiapas.

Resultados y discusion

Se documentan 20 especies de anonaceas utiles de Chiapas agrupadas
en seis géneros detallandose en los cuadros 1y 2. Destacan los usos co-
mestibles como fruta fresca y medicinales en sus distintas aplicacio-
nes como gastrointestinales, respiratorias, fiebre, paludismo, dolor de
cabeza, gripe, sinusitis, hemorragia nasal, golpes, fuego bucal, cruda,
renal, vomito, principalmente para las especies del género Annona; de
menor frecuencia tenemos artesanal, lefia, construccion, forraje, som-
bra de cacaotales y cafetales y ornato; la mayoria de las especies son
silvestres principalmente del bosque tropical caducifolio; las especies
Annona cherimola, A. diversifolia, A. muricata (figura 1) y Cananga odorata son
cultivadas principalmente en los solares o huertos familiares, A. lutescens,
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A.reticulata y A. purpurea son especies toleradas o fomentadas, probable-
mente en proceso de domesticacion en los diversos agroecosistemas de
la region. Referente a la frecuencia de usos A. purpurea (figura 2) es la
especie con diez aplicaciones antropogénicas diferentes. Unicamente
la especie Guatteria anomala “Ek bache” distribuida en las montanas de
oriente es una de las especies en riesgo considerada en la Norma Ofi-
cial Mexicana (NOM-059-ECOL-SEMARNAT-2001), en la categoria
de Amenazada. Se tienen registros de anondceas utiles de Chiapas en
todas las regiones fisiograficas, la que menos registros tiene es la Sierra
Madre de Chiapas.

Cuadro 1. Especies titiles el género Annona de Chiapas, México

Nombre Nombre S
cientifico wulgar Municipio Uso Parte usada
Berriozabal,
hirimuya Oco. utl
C, nm zt_)coa‘ 5 Comestible, medi-
K evex, Jipil | Copainald, San Juan : A
: cinal (hemorragia Fruto
Vinik, Chamula, : i
: nasal, fiebre, diarrea, | Hoja
. Kwex, Amatenango del i
A. cherimola ~ i paludismo, mal de Planta
Anona agria, | Valle, Raydn, 5
5 ojo), sombra de completa
Anona fria, San Fermando,
i cafetal, sombra de Tallo
b, Mapastepec, cacaotal, artesanal
Batz'ik'evex Ocotepec, Pantepec, !
Comitan Zinacantan
Tuxtla Gutiérez,
Jiquipilas, Comestible, lefia, A
A diversifolia Pa?pallsa Zinacantan, San medicinal (golpes_, Tallo
K'evex Fernando, cruda, hemorragia Hoia
Villa de Acala, nasal, sinusitis) )
Villa Corzo
An d
A glabra onade | villa Comaltitian Comestible Fruto
monte
A_ holosericea || Chirimuya Jiquipilas, Tapachula | Comestible Fruto
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Jqumpilas, Comestible, medici- | Fruto
Anona Tt Butivroz, nal (gripe, sinusitis) Hoj
A lutescens Ocozocoautla, pe ’ i
colorada cerco vivo, sombra Planta
San Fernando,
i i de cafetal completa
Zinacantan
Jiquipilas, :
Tuxtla Gutiérrez, En(:an;:::llabliius Fu Fruto
2 —_— G sba Ocozocoautla, San —meam # eg Hoja
- murica uanabana | rernando, Villa I:: soﬁﬂf: z:“"s)’ Planta
Corzo, Copainald, ! completa
cafetal
Mapastepec
Jiquipilas, Comestible, aromati-
s Tuxtla Gutiérrez, zante, medicinal (vo- Fruto
Chincuya . . A
Chiriol Ocozocoautla, San mito y diarrea, fiebre, | Hoja
A. purpurea K ™ Fernando, Copainald | hemorragia nasal), Tallo
Chin Zinacantan, lefia, construccion, Planta
’ Amatenango del artesanal, sombra completa
Valle, Villa de Acala de cafetal
A
nona — Comestible, medici- Fruto
. colorada Tonala, Pichucalco, : T :
A. reticulata i 42 nal (gripa, sinusitis), Hoja
K'anal Jiquipilas N
: lefia Tallo
K'evex
: Ocosingo, :
A_scleroderma | Chincuya RSB Comestible Fruto
Fruto
) Comestible, lefia, :
A. squamosa Anona Arriaga Planta
sombra de ganado
completa
A sp. ? San Juan Chamula Medicinal, coraje Corteza
Cuadro 2. Especies utiles de la famillia Annonaceae de Chiapas
Nombre Nombre St
cientifico Salient Municipio Uso Parte usada
Tuxtla Gutiérrez,
Ca odorata llan-li : Omnato Fi
nanga odora an-llan — ma or
Kewesh, Anoni- Comestible,
@’:gsm‘:: llo, Ton Kuk, Argmmogz:;:a' g fomaje Fruto
pe Ton cuc aga. NS
Cymbopetalum - - . .
Orijuela Mapastepec Medicinal, lefia Hoja
stenophylium ! pasiepe ’ !
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Desmopsis ste
Ops’i: i Opicax Ocosingo (Naha) 2 2
Desmopsis lan- y
? A Lef Tall
i rraga efia allo
-l Ek Bak che Ocosingo
tteria ol
G "al_s T Zopo E Bog- (Nah, Lacanja- Construccion Tallo
che Chansayab)
Guatteria ano- : z £
o Ek bache Ocosingo (Naha) Construccion Tallo
Anonill Rayén, Acacoyagua Fruto
i T X ’ Comestible,
Rolini imenesit | nonade Ak A lefia, sombra e
CZl
! mico, de mon- Ocozocoautla, 5 it Planta
te, Anona Tuxtla Chico completa
- _ Medicinal (tos y L
Rollinia sp. Anona Rayon i) Hoja

Figura 1. A muricata en flor
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Figura 2. Al centro fruto de A. purpurea y alrededor frutos de A. diversifolia en sus dos

variedades blanca y rosa

Conclusion

Es necesario continuar con los estudios etnobotanicos y mas atn en
las areas menos estudiadas y vincularlos a otros campos de estudios

para un mejor aprovechamiento integral y sostenido de estos recursos
fitogenéticos de Chiapas.
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II. Annona cherimola Mill.

Fotos: Marcela Montiel Moreno
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Experiencia de campo en polinizacién manual del
chirimoyo (Annona cherimola Mill) en Chile

Montiel Moreno, Marcela'

'Ingeniero Agronomo asesor, Francisco Bilbao 237
La Cruz, Provincia de Quillota, V region, Chile

marcela.montiel@gmail.com

Resumen

1 conocimiento de los estados fenologicos florales del chirimo-

yo son claves para el éxito de la polinizacion manual. El manejo

de las etapas de control mediante una planificacion de la tem-
porada de floracion; el uso de diferentes alternativas de recoleccion de
estambres; un manejo de la conservacion de estambres y finalmente la
polinizacion manual estan directamente relacionados con un alto por-
centaje de cuaja, lo que determina un alto rendimiento en huertos de
chirimoyos con condiciones de riego, fertilizacion y poda que permiten
tener arboles en un estado sanitario ideal.

Palabras clave: polinizacion, floracion, tépalos, dicogamia protoginea
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Introduccion

La polinizacion artificial del chirimoyo es una practica comtn en la ma-
yoria de los paises donde se le cultiva. En Chile, con la incorporacion de
nuevas técnicas de poda, de fertilizacion, de riego y el aumento de las
densidades de plantacion, la polinizacion artificial ha tomado relevan-
cia, debiendo integrar los aspectos fisiologicos florales.

La polinizacion artificial ademas de la técnica en si misma, involucra
aspectos de manejo de personal, control en las etapas de recoleccion
de estambres, estrategia de polinizacion y almacenaje de estambres. La
planificacion de la polinizacion durante la época de floracion es fun-
damental. La capacitacion del personal en aspectos basicos y técnicos
es imprescindible. La complejidad de dichas variables junto a otros
importantes factores de manejo y de mercado, ha determinado que la
superficie no se haya incrementado en forma notoria en Chile, siendo la
gran limitante el factor climatico que acenttia la dicogamia protoginea.

Método

Para realizar la polinizacion manual de flores de chirimoyo en Chile, es
fundamental conocer la fenologia floral. Las flores del chirimoyo pre-
sentan en primer lugar la madurez del estado femenino (pistilos) y des-
pués desde 6 hasta 24 horas madura el estado masculino (estambres).
Este mecanismo se conoce con el nombre de Dicogamia Protoginea.

Estados florales

Los encargados del terreno y operarios deben conocer e identificar los
siguientes estados florales:

Flor cerrada

Los tépalos se observan cerrados. Este periodo se extiende desde que
se observan las primeras flores hasta que alcanza el tamano de una flor
madura (previo al estado prehembra).
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Flor en estado prehembra

Los tépalos comienzan ligeramente a separarse. Al observar los estig-
mas, éstos se presentan brillantes, con fluido estigmatico. La duracion
y el momento de inicio de este estado dependen de las condiciones cli-
maticas, pudiendo durar desde 5 hasta 20 horas.

Flor en estado hembra

Los tépalos se encuentran mas separados que en el estadio anterior. Los
estigmas se presentan brillantes y con fluido estigmatico. El momen-
to de inicio y la duracion de este estado dependen de las condiciones
ambientales. Su duracion es variable, en nuestras condiciones puede
permanecer 30 horas, llegando ocasionalmente hasta 54 horas, si los
dias estan nublados.

Flor en estado macho

En este estado las flores presentan los tépalos totalmente extendidos,
el cono pistilar inicialmente comienza a perder su secrecion hasta ad-
quirir una coloracion café. Los estambres inicialmente estan de color
blanco y unidos, con el transcurso de las horas comienzan a separarse,
luego se liberan los granos de polen, cambiando a una tonalidad café.
En Chile, en general es posible encontrar este estado a partir de las 18
horas.

En el manejo de polinizacion propiamente se puede distinguir cua-
tro etapas:

Control

Recoleccion de estambres

Almacenaje de estambres

Polinizacion manual

Uno de los grandes desafios al realizar la polinizacion del chirimoyo
consiste en determinar una meta de cantidad de flores a polinizar en el
huerto y cumplirla. Para esto es importante conocer la cantidad de ar-
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boles existentes y el estado sanitario en que se encuentren. De acuerdo
alaedad, vigor y cantidad de ramillas es posible estimar el ntimero de
flores a polinizar por arbol.

Control de la polinizacién

Es posible llevar un registro de la cantidad de flores polinizadas por
arbol. Para esto, se cuelgan tarjetas de cartulina a un lado de los arboles.
En algunos huertos acostumbran a colgar tablas con medidas determi-
nadas (ejemplo 15 x 10 cm) donde las personas anotan directamente o
bien sobre un carton adosado a lamadera. Ademas, es posible controlar
la cantidad de flores polinizadas por persona y por dia. Se recomienda
llevar los registros en pequenas libretas personales. El operario una vez
realizada la polinizacion debe anotar en la tarjeta del arbol y luego en
su libreta. En algunos huertos prefieren el uso de tarjetas de cartulina.

El monitor a cargo de la polinizacion debe controlar que los dos ma-
nejos mencionados se cumplan, y a la vez debera llevar los registros de
la cantidad de flores polinizadas diariamente y cantidad de estambres
colectados (cc) por dia.

Si la cantidad de arboles a polinizar no hace posible el control en
detalle, es posible registrar la cantidad de insufladores o bombillas en-
tregadas al operario y a partir de esto obtener la cantidad promedio
estimada de flores por dia. La evaluacion de la cuaja y el muestreo de
flores cuajadas, polinizadas y abortadas también deben ser registrados.

Es necesario que el monitor detecte el dia en que tendra la mayor
cantidad de flores hembras de una determinada variedad. Debe co-
menzar a polinizar donde se pod6 primero. De ahi que sea conveniente
en aquellos huertos que poseen diferentes variedades podar aquellas
variedades tempraneras en primer lugar. Por ejemplo, Concha negra,
Concha lisa y luego Bronceada. De acuerdo a la cantidad de arboles a
polinizar y a la cantidad de polen mas estambres disponibles, es facti-
ble indicar a los operarios una determinada cantidad de flores, con la
finalidad de cubrir el mayor ntimero de arboles en determinado sector.
De lo contrario, al polinizar todas las flores que se presentan, los estam-
bres disponibles alcanzan para pocos arboles. La primera situacion es
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posible cuando los arboles tienen mas de 10 afios y presentan una alta
densidad floral (promedio: 15 flores por metro lineal) para la condicion
de Chile.

La cantidad de flores totales a polinizar por arbol depende de la
edad, vigor, tamano, cantidad de ramillas semivigorosas, también in-
fluyen factores como tipo de suelo, riego, fertilizacion y la poda efec-
tuada. También se han detectado arboles con aspecto decaido debido
a temporadas con sobrecarga de fruta. En la practica es recomendable
indicar a los operarios la cantidad maxima de flores a polinizar por tipo
de ramilla. Se ha llegado a detectar ramillas semivigorosas hasta con 10
frutitos.

En cuanto a las horas de polinizacion es conveniente realizarla des-
de las 7 am hasta las 11 0 12 horas. Si las flores estan iniciando su ciclo
hembra en horas de la tarde (18 horas) es posible polinizarlas, siempre
y cuando exista total certeza de esta situacion, lo que se produciria con
dias nublados.

Medicién del porcentaje de cuaja

En las condiciones de Chile, por la cantidad de mano de obra que se
ocupa por hectarea (por ejemplo 14 personas/hectarea en un huerto de
13 anos en plena floracion) se hace necesario llevar un control de la can-
tidad de las flores cuajadas. Para medir el porcentaje de cuaja se marcan
flores recién polinizadas con algtin elemento de color intenso (ejemplo
lana roja) y se inspeccionan a los 7 u 8 dias.

Elegir un determinado ntamero de arboles y marcar todas las flores
polinizadas. En la practica, dependiendo de la edad del arbol, en aque-
llos menores de 10 afios es posible muestrear 5 arboles/dia. Esto se acos-
tumbra a realizar a principio y mediado de la floracion, y de este modo
incentivar a los operarios a anotar la cantidad exacta de flores poliniza-
das.También al final de la temporada se acostumbra a elegir al azar un
determinado namero de arboles (1%), y se contabilizan los pequenos
frutos. Con el resultado total anotado en la tarjeta del arbol es posible
obtener el porcentaje de cuaja (nimero de frutitos encontrados/ntame-
ro de flores polinizadas anotadas en la tarjeta).
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Recoleccion de estambres

Son diversos los sistemas de recoleccion de estambres que se ocupan
actualmente en Chile. En la practica influyen factores como disponibi-
lidad de flores en estado hembra y disponibilidad de operarios.

Recoleccién de estambres a partir de flores en estado macho

En las condiciones de Chile, en general es posible observar flores en
estado macho después de las 18 horas.

Durante la década de 1980 se realizaba la recoleccion de estambres
con un pincel, este sistema atin se utiliza en algunos huertos. Lo opera-
rios lo recogen directamente de la flor en pequerios vasos plasticos que
cuelgan al cuello. También esta la alternativa de utilizar el pincel para
esta labor y con los dedos tirar suavemente los tépalos, golpeandolos
con las paredes interiores del vaso que va colgado al cuello. En ambos
casos, quedaba el cono pistilar en la ramilla y los estambres recolecta-
dos se observan en la flor ligeramente separados entre si e iniciando su
maduracion que corresponde al cambio de color de blanco a café rojizo.

En Chile se ocupan diferentes alternativas como: uso de un harnero
portatil, que consiste en un envase plastico que en su interior lleva una
bolsa de malla mosquitera. Cada operario lo lleva colgado al cuello. La
ventaja que presenta es que el espacio de aire entre el recipiente y la
malla impide la fermentacion de los estambres por el aumento de la
temperatura. Cada vez que la malla se llena con flores, éstas se agitan
de manera que caigan los estambres al fondo del recipiente, luego se
eliminan los restos de estambres.

Recoleccién de estambres a partir de flores en estado hembra

Las flores se recolectan generalmente entre las 13 y 18 horas, con estam-
bres que se encuentran fusionados entre si y de color blanco. En forma
practica se complementa la recoleccion de flores en estado macho con
el uso de un meson, que consiste en una mesa de 1 x 2 metros aproxi-
madamente con plastico negro o verde en su fondo y un harnero de
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malla mosquitera que calza sobre el meson. Las consideraciones acerca
del uso del meson, son las siguientes:

Es variable la cantidad de flores que pasa al estado macho. Por esta
razon los operarios que realizan esta labor deben cortar aquellas flores
hembras de mayor tamano, que tengan una alta probabilidad de abrir el
mismo dia que fueron depositadas sobre el meson.

Luego, si quedan flores en estado hembra se acostumbra a dejar un
grupo de operarios que retiren en forma manual los estambres desde las
flores. En aquellos huertos en que se dispone de la maquina mecanica
para la obtencion de estambres las flores se destinan a ésta.

Los operarios que realizan el corte de flores hembra para el meson
0 para la maquina de obtencion de estambres, deben cortar una canti-
dad controlada de flores. Esto significa que en los arboles deben elegir
aquellas flores de mayor tamafio y dejar una cantidad para polinizar al
dia siguiente (por ejemplo dejar 1 0 2 flores por ramilla).

A menudo, es posible que exista un incremento de temperatura, por
lo que las flores se tornan de color café y se pierde la viabilidad del polen.
Esto ocurre cuando se depositan demasiadas capas de flores, lo ideal es
dejar una capa.

En aquellos huertos que no cuentan con la maquina trilladora de flo-
res y tampoco es posible tener un meson recolector, se utiliza solo el
harnero portatil. Para esto los operarios cortan la flor hembra y en forma
manual obtienen el estambre desde las flores en el mismo huerto. Los
estambres caen al fondo del envase donde permanecen aireados.

Independiente del sistema de recoleccion de estambres es conve-
niente registrar diariamente la cantidad colectada por persona, o bien la
cantidad total colectada y disponible para ocupar al dia siguiente. Para
medir los estambres generalmente se utiliza una probeta graduada.

Almacenaje de estambres

Una vez obtenidos los estambres, es necesario almacenarlos para ocu-
parlos al dia siguiente. Es indispensable colocarlos en una bandeja ex-
tendida con una altura no mayor a 4 mm, de manera que se eviten alzas
de temperatura.
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Los estambres provenientes de flores en estado macho deben ser
refrigerados (7°C) cuando se ha producido la liberacion del polen. Es
conveniente observar con lupa y luego almacenar (Guirado, 1991).

En el caso de los estambres provenientes de flores en estado hembra
deben quedar a temperatura ambiente por un tiempo mayor, en todo
caso hasta que se produzca la liberacion del polen. Los estambres mas
polen deben ser transportados en bandejas extendidas dentro de una
nevera, con una temperatura ideal desde 3 hasta 7°C , para entregarlos
alos operarios en la medida que lo soliciten.

Polinizacion artificial

Para realizar la polinizacion artificial en Chile se utiliza el insuflador
artificial, en algunas plantaciones se emplea el pincel o bien la combi-
nacion de ambos. Al inicio de la temporada de polinizacion es necesario
que los arboles estén claramente identificados mediante una tarjeta. Se
acostumbra a indicar, nimero de arbol y sector. Los operarios anotan
la fecha, cantidad de flores polinizadas y sus iniciales o codigo. La va-
riedad generalmente esta indicada por pintado del tronco (franja) con
colores predeterminados.

El mayor problema en esta etapa es la identificacion de la flor hembra
receptiva. Se ha detectado un alto porcentaje de flores polinizadas en
estados previos al estado prehembra. De ahi la importancia de controlar
continuamente la flor polinizada por parte del monitor o encargado.

Las recomendaciones practicas son las siguientes:

Al utilizar insuflador los operarios no deben levantar los pétalos de
laflor, ya que de lo contrario es probable que con el tubo se dafie el cono
pistilar. Se sugiere cortar todos los pétalos una vez polinizada, de este
modo la flor queda marcada y es baja la probabilidad que sea cortada en
la recoleccion de estambres desde flores hembras o machos.

Cada operario anotara la cantidad precisa de flores polinizadas en
su libreta y en la tarjeta del arbol, asi se facilitara llevar el control diario.
Cada vez que el operario realice la polinizacion debera revisar si efecti-
vamente deposito estambres. Cada polinizador debera agitar continua-
mente la mezcla de estambres mas polen y dispersante del insuflador.
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Resultados y discusién

En Chile, cuando se presentan condiciones ambientales con dias despe-
jados y con diferencia de temperatura respecto a la noche (por ejemplo
promedio de 23.4°C/11°C dia/noche) es posible encontrar un alto por-
centaje de flores en estado hembra (superior al 48% aproximadamen-
te) durante la manana (desde 8 am hasta 12 am). En cambio con dias
nublados, el inicio de este estado y la mayor cantidad de flores pasando
a hembra es posible encontrarlas durante horas de la noche (desde 8
pm hasta 8 am). Sainte Marie (1987) realizo un estudio que demuestra
este comportamiento.

Es importante detectar el momento en que se tiene la mayor canti-
dad de flores en estado hembra de una determinada variedad, ya que
en terreno es posible observar una alternancia natural diariamente. Por
ejemplo, un determinado dia se puede polinizar manualmente la varie-
dad Bronceada y al dia siguiente la variedad Concha lisa.

Las flores del chirimoyo presentan una distribucion de igual propor-
cion entre el nimero de flores ubicadas sobre madera de un afo y aque-
llas que se encuentran sobre el crecimiento de la temporada (Magdahl,
1990). La proporcion puede ser alterada por una desfoliacion anticipa-
da o por podas severas.

La floracion se afecta fuertemente por las altas temperaturas. Con
éstas, superiores hasta 28°C existe una menor produccion de flores
acompanado por un mayor crecimiento vegetativo, causando ademas
una deshidratacion de las flores presentes. También la humedad relati-
va es importante durante la floracion, para lograr buena cuaja debe ser
desde 70 hasta 80%, aproximadamente.

En la provincia de Quillota (32°, 52’ de latitud sur), el periodo de
floracion comienza en Diciembre, sin embargo algunos huertos ubica-
dos en cerros pueden iniciarla a fines de Noviembre. Aquellos arboles
jovenes florecen tempranamente.

Segun Farré et al. (2003) el polen proveniente de flores macho tuvo
un mejor comportamiento cuando se mantuvo refrigerado a 3-7°C que
cuando se conservo a temperatura ambiente; aplicado en cualquier mo-
mento de los dos dias del ciclo de apertura floral. En cambio el polen
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proveniente de flores hembra almacenado a temperatura ambiente y
aplicado a la manana siguiente (16 horas después) dio un excelente re-
sultado.

Conclusion

El conocimiento de los estados fenologicos de la flor y el comportamien-
to floral son claves en el éxito de la polinizacion manual del chirimoyo.
La planificacion de la polinizacion manual en chirimoyos permite esti-
mar el rendimiento de una determinada superficie comercial en chiri-
moyos en Chile.

Agradecimientos

A todos aquellos trabajadores, que con gran dedicacion polinizan dia-
riamente en los campos de anonaceas de Chile y en otros paises del
mundo. A los investigadores de diferentes centros de estudio, que lo-
gran resultados extraordinarios que permiten entender la fisiologia de
este cultivo.

140



Referencias

Farré, J., Hermoso, J., Guirado, E. y Pérez, M. 2003. Introduccion al cul-
tivo del chirimoyo. Finca Experimental La Nacla. Portal Besana,
Espana. Pp. 17- 19.

Guirado, E. 1991. Polinizacion artificial del chirimoyo. Gabinete Técni-
co Caja Rural de Granada. Espana. 15 pp.

Magdahl, C. 1990. Efecto de la desfoliacion anticipada sobre la brota-
cion, floracion y desarrollo de los frutos de chirimoyo Annona cheri-
mola Mill cv Concha lisa y efectividad de algunos productos como
desfoliantes. Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso. Chile.

99 pp.
Sainte Marie, M. 1987. Efecto del polen y diferentes sistemas de polini-

zacion sobre la cuaja, simetria y peso en tres cultivares de chirimo-
yo. Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso. Chile.

141






Acetogeninas de anondceas estimulantes de la pro-
duccién de autoinductores y biofilms de bacterias
degradadoras de HAPs

Parellada, Eduardo Alberto?, Ramos, Alberto?
Valdez, Juan Carlos?, Cartagena, Elena'
Bardon, Alicia?, Neske, Adriana’

Instituto de Quimica Organica, Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia
Universidad Nacional de Tucuman

Ayacucho 471, Tucuman (4000), Argentina. aneske@fbqf.unt.edu.ar

?Instituto de Microbiologia, Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia
Universidad Nacional de Tucuman, Ayacucho 471, Tucuman (4000), Argentina.
’INQUINOA-CONICET. Ayacucho 471. Tucuman (4000). Argentina.

Resumen

as acetogeninas de anonaceas (ACG) aisladas de plantas de la fa-

milia Annonaceae estimulan la formacion de biofilms bacterianos

e cepas degradadoras de hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) (Riva Mercadal, en prensa). Esta estrategia adaptativa repre-
senta una alternativa eficiente y segura para la biorremediacion. La for-
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macion de biofilms se regula a través de un mecanismo llamado quérum
sensing, regulado por genes especificos en respuesta a la densidad celu-
lar. La expresion de genes se alcanza por la produccion, liberacion y de-
teccion de moléculas sefales llamadas autoinductores (AT). El objetivo
de este trabajo es evaluar el efecto de las ACG en la produccion de Al
y biofilms de una cepa degradadora de naftaleno, Pseudomonas plecoglos-
sicida. La cuantificacion de los Al se realizo6 midiendo la actividad de la
enzima f3-galactosidasa de una cepa reportera (Miller, 1992). Se empled
un cultivo de P. plecoglossicida en LB y sobrenadantes de cultivos de 22 h,
los que estuvieron expuestos a diferentes factores de estrés (ACG, NaCl
5% y pH 5), que se compararon con un sobrenadante no estresado.

La scuamocina a 2.5 pg/mL estimul6 la produccion de AT (33.9%)
de P. plecoglossicida, mientras laherradurinaa mostr6 un efecto similar a
dosis mayores (50,100 y 200 pg/mL). La cepa reportera no produjo uni-
dades de B-galactosidasa con diferencias significativas al nivel basal en
presencia de las ACG, no son agonistas de los AL

La scuamocina a 50 pg/mL produjo la mayor estimulacion de la pro-
duccion de biofilms de P. plecoglossicida (1209%) comparativamente con
laherradurina que mostro un efecto menor a la misma dosis (98%). Re-
sultados similares se observaron bajo la influencia de NaCl 5% (116%)
y pH 5 (110%). Las ACG aumentaron el crecimiento celular en todas
las concentraciones del experimento a diferencia de los otros factores
de estrés.

Las ACG interfieren positivamente en el mecanismo de quoérum
sensing, incrementando la produccion de Al 'y la comunicacion celular
en P. Plecoglossicida, lo que se traduce en un notable incremento en la
produccion de biofilms sin inhibir el crecimiento celular. Estos resul-
tados serian promisorios para biorremediacion mediada por biofilms.

Palabras clave: acetogeninas anondceas, bacterias degradadoras de HAPs, biofilms
Introduccion

Nuestra investigacion esta orientada a la busqueda de productos na-
turales de importancia biotecnologica y sus aplicaciones utiles en la
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remediacion de sitios contaminados con hidrocarburos aromdticos
policiclicos (HAPs). Debido a sus propiedades carcinogénicas, muta-
génicas y a su toxicidad, varios HAPs son considerados contaminantes
prioritarios para su remediacion por la Agencia de Proteccién Ambien-
tal de Estados Unidos (EPA) y la Agencia Europea de Medio Ambiente.
Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que las acetoge-
ninas de anondceas (ACG) aisladas de plantas de la familia Annona-
ceae estimulan la formacion del biofilm bacteriano de distintas cepas
degradadoras de HAPs que poseen la capaciclad natural de producirlo
(Cartagena et al., 2007; Ferrero et al., 2006). Esta estrategia adaptativa
representa una alternativa eficiente y segura para la biorremediacion
(Singh y Jain, 2006). La formacién de biofilms se regula a través de un
mecanismo llamado quérum sensing, que involucra la expresion de ge-
nes especificos en respuesta a la densidad celular. Dicha expresion se
alcanza por la produccion, liberacion y deteccién de pequefias molécu-
las sefiales llamadas autoinductores (Al) (Gonzdlez y Keshavan, 2006).
El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de las ACG scuamocina
y laherradurina (figura 1) en la produccién de: Al de una cepa degrada-
dora de naftaleno (Pseudomonas plecoglossicida) asi como también, cuan-
tificar la produccion de biofilms estimulada pior los sobrenadantes y el
crecimiento celular bajo la accién de diferentes factores de estrés.

i,—O\?éo ?H /(!;n-q OH
— B B .0 e,
\—[\(CHQ)‘,{ sy — \ 7 e !\(CHz)GCHS
N T

scuamocina

OH

OH ]\
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laherradurina

Figura 1. Estructuras de las ACG empleadas en el experimento
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Método

La cuantificacion de los Al (Miller, 1992), se realizo midiendo la acti-
vidad de la enzima 3-galactosidasa de una cepa reportera (P. acruginosa
mutada). El ensayo se realizo con las ACG solas y con sobrenadantes de
cultivos de 22 h, los que estuvieron expuestos a los siguientes factores
de estrés: ACG (2.5, 25, 50, 100 y 200 pg/mL), naftaleno (2.5, 25, 50 y
100 pg/mL), y octanol (2.5, 25, 50 y 100 pg/mL) en solucion etanolica,
NaCl 5% y pH (5 y 8) en solucion acuosa y EtOH (2%). Se empleo
como control un sobrenadante de la cepa P. plecoglossicida. Simultanea-
mente, se cuantifico la produccion de biofilms (O'Toole y Kolter, 1998)
y el crecimiento celular (DO 600 nm).

Cuantificacion de Al bacterianos

Se inoculan a 10 mL de medio LB un cultivo overnight de P. plecoglossici-
da, los que fueron sometidos a distintos factores de estrés. Transcurri-
das 22 h de incubacion a 30°C, se centrifuga a 8000 rpm durante 15 min,
a25°C. Se esteriliza el sobrenadante por filtros esterilizantes de 0.22 .
Se mezcla en partes iguales un cultivo overnight de la cepa reportera
con los distintos sobrenadantes y se incuba durante 1 h hasta 37°C para
que la cepa reportera reconozca los Al de cada sobrenadante y produz-
ca P-galactosidasa. A continuacion, se agregan 0.5 mL de una mezcla
de B-mercaptoetanol con buffer Z, 0.1 mL de cloroformo y 0.05 mL de
SDS 0.1%. Se agita por un tiempo breve y se procede a una segunda
incubacion durante 5 min hasta 28°C. Se anade el sustrato de la enzi-
ma a cada uno de los tubos. Se homogenizan ligeramente con un agita-
dor y se incuban a 37°C en total oscuridad hasta la aparicion del color
amarillo. Se registran medidas de absorbancia a 420, 550 y 600 nm y
se calculan las unidades de B-galactosidasa con la siguiente formula:
(Unid B-gal-1000 (DO420-1.75D0550)/T V DO600), donde T- tiempo
de incubacion durante el cual la enzima formada esta consumiendo el
ONPG, V= volumen de cultivo de la cepa reportera en mL. Cuanto ma-
yor es la cantidad de Al en el sobrenadante mayor es la actividad de la
enzima.
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Simultaneamente, se determinaron las unidades de -galactosidasa
de la cepa reportera en presencia de la ACG en solucion acuosa de
DMSO (< del 3%).

Resultados y discusiéon

La cepa reportera no produce unidades de 3-galactosidasa con diferen-
cias significativas al nivel basal en presencia de scuamocina, por lo que
la ACG no se comportaria como agonista de los Al ya que la cepa re-
portera no la reconoce como Al (grafica 1).

Grafica 1. Unidades de B-galactosidasa de la cepa reportera. (a) Produccion basal, (b)
Con scuamocina (100 pg/mL), (c) Con sobrenadante de P. plecoglossicida, (d) Con so-

brenadante de P. plecoglossicida y scuamocina (100 pg/mL)

La scuamocina a 2.5 pg/mL presenta estimulacion de la produccion
de AT (33.9%) de P. plecoglossicida, mientras laherradurina muestra un
efecto similar a concentraciones mayores (50, 100 y 200 pg/mL), com-
parado con el sobrenadante de un cultivo normal en LB (control). Es
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relevante el efecto producido por el pH 8 (66.9%), (grafica 2). El incre-
mento de Al indicaria el efecto estresante producido por las ACG a P.
plecoglossicida.

Grafica 2. Cuantificacion de Al de P. plecoglossicida bajo la influencia de diferentes fac-
tores de estrés

La scuamocina a 50 pg/mlL, presenta la mayor estimulacion de la
produccion de biofilms de P. plecoglossicida (120%), mientras laherra-
durina muestra menor efecto a la misma concentracion (98%). Efectos
similares se observan bajo la influencia de una solucion de NaCl 5%
(116%) y pH 5 (109.5%) como se muestra en la grafica 3.
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Grafica 3. Cuantificacion de biofilms y crecimiento celular de P. plecoglossicida bajo la
influencia de diferentes factores de estrés
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Por otra parte, las ACG aumentan el crecimiento celular en todas
las concentraciones del experimento a diferencia de los otros factores
de estrés (grafica 4).

Grafica 4. Cuantificacion de biofilms y crecimiento celular de P. plecoglossicida bajo la
influencia de diferentes factores de estrés

El incremento de la produccion de biofilms se correlaciona con el
crecimiento celular para el caso de las ACG, sin guardar una relacion
directa entre ambos incrementos, a diferencia de lo que se observa bajo
la influencia de los otros factores de estrés, que inhiben el crecimiento
celular, lo que dificultaria la remediacion mediada por P. plecoglossicida
(grafica 3).

Es importante destacar que el agregado de un sobrenadante de la
misma cepa a un cultivo de P. plecoglossicida produjo estimulacion de la
produccion de biofilms en un 69%, lo que indicaria que la producci-
on de biofilms esta regulada a través de Al del tipo N-acil-homoserin
lactonas (acilo: 4 y 12 C) ya que son reconocidos por la cepa reportera

(figura 2).
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Figura 2. Estructura general de un Al bacteriano aislado de P. aeruginosa
Conclusiones

Las ACG interfieren positivamente en el mecanismo de quorum sen-
sing, incrementando la produccion de Al 'y la comunicacion celular en
la cepa P. plecoglossicida. No son reconocidas como Al por la cepa repor-
tera por lo que no son agonistas. El mecanismo de quorum sensing de
la cepa P. plecoglossicida esta mediado por Al del tipo de las N-acil homo-
serina lactonas de cadena de 4 y 12 carbonos, que fueron reconocidos
por la cepa mutante y son en parte responsables de la produccion de
biofilms.

Estos resultados constituyen un valioso aporte al conocimiento de
la cepa P. plecoglossicida en la remediacion mediada por biofilms de me-
dios contaminados con HAPs. Scuamocina y laherradurina, estimulan-
tes naturales de la produccion de biofilms de P. plecoglossicida, podrian
considerarse promisorios en la biorremediacion ambientalmente mas

segura.
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Resumen

aislados solo de la familia Annonaceae y presentan variada acti-

vidad biologica (Tormo et al., 2001). Los sistemas biologicos es-
tan compartamentalizados por membranas cuya estructura principal,
la bicapa lipidica, se estabiliza por hidratacion de los fosfolipidos. En
consecuencia, todo proceso que involucre cambios en el contenido de
agua afecta la estabilidad y las propiedades de la membrana pudiendo
producir serios danos en la célula y su muerte. Nos proponemos estu-
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diar las interacciones de las ACG bis-THF, laherradurina y scuamocina
con membranas artificiales de POPC (palmitoiloleoilfosfatidilcolina)
empleando FTIR (Huibner y Blume, 1998) y realizar un estudio estruc-
tura-actividad con las ACG, rolliniastatina-1, asimicina, annonacina y
cis-annonacina-10-one, estudiadas previamente.

La laherradurina y la scuamocina, en todas las relaciones molares in-
cluidas en POPC, presentan pequefios cambios negativos en los nimeros
de onda del grupo fosfato de la membrana lipidica con respecto al lipido
puro. Este resultado indicaria que las ACG producen desplazamiento
de moléculas de agua y posterior formacion de uniones de H (débil) con
el grupo fosfato. Mientras que las ACG bis-THF, rolliniastatina-1y asi-
micina que tienen posibilidades de formar puente de H intramolecular
entre el carbonilo de la y-lactona y el OH en posicion 4, producen sig-
nificativos cambios positivos en los nimeros de onda del grupo fosfato,
lo que produciria desplazamiento de las moléculas de agua. En cuanto a
las mono-THF, annonacina y cis-annonacina-10-one, la presencia de un
grupo OH o carbonilo en posicion 10, seria el responsable de una fuerte
union de H con los grupos fosfato y carbonilos previo desplazamiento
de moléculas de agua en la interfase lipidica. Por otra parte, el entorno
de los grupos carbonilo (poblaciones P1 y P2) no presenta diferencias
significativas con el lipido puro en las ACG bis-THF.

Las alteraciones que las ACG provocan en los principales grupos de
hidratacion de las membranas lipidicas artificiales permitirian conocer
los aspectos estructurales influyentes de su actividad biologica y como
consecuencia disenar derivados sintéticos mas activos.

Palabras clave: acetogeninas de anondceas, membranas lipidicas artificiales, FTIR
Introduccion

Las acetogeninas de annonaceas (ACG) son productos naturales aisla-
dos solo de la familia Annonaceae, que presentan una variada actividad
biologica (Alvarez Colom et al., 2007; Tormo et al., 2001). Los sistemas
biologicos estan compartamentalizados por membranas cuya estructu-
ra principal, la bicapa lipidica, se estabiliza por hidratacion de los fos-
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folipidos. Los lipidos son moléculas anfifilicas que se estabilizan en una
bicapa cuando son dispersadas en agua por arriba de la temperatura de
transicion como consecuencia de su hidratacion. El agua que hidrata
los lipidos, se organiza alrededor de los grupos “cabeza-polares”, en la
interfase de lamembrana. Se ha establecido que el agua de organizacion
determina importantes propiedades de membrana tal como el volumen
excluido, las fuerzas de hidratacion y el potencial bipolar (Disalvo et al.,
1983; Rand et al., 1989).

Recientemente se reporto que los anillos de tetrahidrofurano (THF)
de una serie de ACG tipo asimicina residen cerca de la cabeza polar, en
la region interfacial de membranas de DMPC (dimiristoilfosfatidilco-
lina). Estos resultados provenientes de estudios de RMN llevaron a la
conclusion que las ACG que contienen anillos de THF, ya sean mono o
bis, adyacentes o no, juegan un rol de ancla hidrofilica en las membra-
nas lipidicas. Esto fue corroborado por espectroscopia bidimensional
protonica (NOE) y estudios de calorimetria diferencial de barrido (Ba-
rrachina et al., 2007; Shimada et al., 1998).

En consecuencia, todo proceso que involucre cambios en el contenido
de agua afecta la estabilidad y las propiedades de la membrana pudiendo
producir serios danos en la célula y su muerte. La interaccion de las ACG
con las membranas celulares, podria alterar la estabilidad de las mismas,
la capacidad de las ACG de difundir en ellas y se podria conocer los si-
tios de anclaje de las mismas en los grupos funcionales de las membranas
(Diaz et al., 1999; Hubner et al., 1998). Nuestra estrategia para el estudio
de estas interacciones es el estudio por FTIR (Lewis et al., 1998) de la
mezcla en diferentes relaciones molares de membranas artificiales de
POPC (palmitoiloleoilfosfatidilcolina) y ACG fuertemente citotoxicas,
laherradurina y scuamocina y realizar un estudio estructura-actividad
con las ACG, rolliniastatina-1, asimicina, annonacina y cis-annonacina-
10-one, estudiadas previamente.

Las alteraciones que las ACG provoquen en los principales grupos
de hidratacion de las membranas lipidicas artificiales permitiran rela-
cionar la toxicidad con el conocimiento de los aspectos estructurales
influyentes en la actividad y de esa manera disenar derivados sintéticos
mas activos.
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Método

Preparacion de liposomas. Las vesiculas multilamelares (MLV’s) de
POPC se preparan siguiendo el método de Bangham. Las soluciones clo-
roformicas del fosfolipido son secadas bajo corriente de nitrogeno hasta
obtener un film homogéneo adherido a las paredes del tubo.

La hidratacion del film lipidico seco se logra incubandolo en D,O o
buffer Tris, pH=7.4, a una temperatura 10°C superior a la de transicion
de fase del lipido. La dispersion mecanica del film lipidico hidratado
se realiza con agitacion vigorosa, obteniéndose una suspension opales-
cente de vesiculas multilamelares (MLV) cuyo tamano varia entre 5 y
50 um de diametro.

Las suspensiones de vesiculas multilamelares del lipido y ACG se pre-
paran disolviendo ambos en CHCI,, se mezclan las soluciones y se evapora
a sequedad el solvente. Se resuspende el film lipidico en D,O. La concen-
tracion final de las vesiculas MLV’s es de 0.5 mg/mL. Para llevar a cabo
las medidas de FTIR se cuenta con un espectrofotometro Perkin Elmer
GX 1. El analisis espectral se realizo mediante el programa matematico
GRAMS, para la sustraccion de bandas de agua, aplicandose el algoritmo
de deconvolucion para definir los contornos de bandas superpuestas.

Resultados y discusion

Las ACG bis-THF, laherradurina y scuamocina, incluidas en diferentes
relaciones molares en membranas lipidicas artificiales, presentan pe-
quenos cambios negativos en los nimeros de onda de las frecuencias
del grupo fosfato de la membrana lipidica con respecto al lipido puro.
Esto indicaria que ademas de desalojar agua, existe una débil formacion
de uniones de H con los fosfatos, las que se justifican por la disponibi-
lidad del C-O de la y-lactona, que a diferencia de las ACG rolliniasta-
tina-1 y asimicina no forman puente intramolecular. El entorno del los
grupos carbonilo (poblaciones P1y P2), no presenta diferencias signifi-
cativas con el lipido puro.

Las ACG bis-THEF, rolliniastatina-1 y asimicina, incluidas en dife-
rentes relaciones molares en membranas lipidicas artificiales, produ-
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cen significativos cambios positivos en los ntmeros de onda de las
frecuencias del grupo fosfato de la membrana con respecto al lipido
puro. Esto ocurre cuando se altera la primera capa de hidratacion del
grupo fosfato, lo que indicaria que las ACG estarian reemplazando el
agua de hidratacion del entorno de los mismos. En cambio el entorno
de los grupos carbonilos (poblaciones P1 y P2) no presenta diferencias
significativas con el lipido puro. Por otra parte el grupo carbonilo de
la y-lactona formaria puente intramolecular con el OH en posicion 4
anulandose el efecto de ambos en forma aislada.

Las ACG mono-THF, annonacina y cis-annonacina-10-one, inclui-
das en diferentes relaciones molares en membranas lipidicas artifi-
ciales, presentan significativos cambios negativos en los ntimeros de
onda de las frecuencias del grupo fosfato y carbonilos de la membrana
lipidica con respecto al lipido puro, indicando el desalojo de moléculas
de agua en los alrededores de la cabeza polar del mismo. La diferencia
estructural con rolliniastatina-1y asimicina es el grupo carbonilo y OH
en posicion 10, respectivamente. Esta diferencia estructural seria la res-
ponsable de una fuerte union de H con el grupo fosfato previo desalojo
de moléculas de agua de la interfase lipidica.

Conclusion

Las ACG mono-THF interactan tanto con el grupo fosfato como con
los grupos carbonilos del fosfolipido, desalojando moléculas de agua
del entorno y formando fuertes uniones de H con el grupo fosfato. Las
ACG bis-THF interacttan en forma directa con el grupo fosfato pro-
duciendo desplazamiento de moléculas de agua, mientras que no se ob-
servan interacciones significativas con los grupos carbonilos.
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Resumen

rido importancia en los estados de centro del pais. En México

existen pocos estudios de diagnosticos fitosanitarios en el chi-
rimoyo, siendo las plagas y enfermedades las principales barreras para
la obtencion de fruta de buena calidad. El objetivo principal fue identi-
ficar el agente causal que afecta a este frutal, asi como describir las ca-
racteristicas moleculares del hongo. Las muestras fueron sembradas en
placas de medio PDA. Los micelios crecidos fueron purificadas en 3 ce-
pas H1, H2 y H3, posteriormente se evalud en diferentes medios: PDA,
V8, Agar maiz (A-M) y Agar bacteriologico. La prueba de patogenici-
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dad fue a través de camaras humedas y en un medio PDA. La extraccion
de ADN se realizo mediante la técnica de Diez et al. (1999 modificado).
Las muestras purificadas de PCR fueron secuenciadas en el Instituto
de Biotecnologia de la UNAM. El mejor crecimiento de micelio se logro
en los medios PDA, A-My V8, a partir del tercer, cuarto y quinto dia de
incubacion, observandose un micelio mas desarrollado en medio PDA.
Se logro amplificar la region ITS, el producto amplificado fue de = 600
pb, ésta arrojo un porcentaje de identidad para la muestra H2 de un
98% - 97% , el hongo reportado como Phomosis sp y para la muestra H3
un porcentaje de identidad de un 98% - 97% el hongo reportado como
Sordaria sp.

Palabras claves: antracnosis, técnicas moleculares, cepa
Introduccion

La familia de las Annonaceae esta representada por cerca de 75 géne-
ros y mas de 600 especies. El género Annona, con aproximadamente 120
especies, es el mas cultivado. La especie de Annona cherimola Mill., es
actualmente la mas importante comercialmente en el mundo, seguida
del guanabano (Annona muricata L.); (Annona squamosa L.) y el hibrido
de A. cherimola x A. squamosa (Kavati, 1992; Paiva y Fioravanco, 1994 y
Junqueira et al, 1996). De acuerdo con Rebollar (1995) y Rebollar et al.
(1997), el cultivo de estas especies de anonaceas tiene grandes perspec-
tivas en México y pueden emplearse como cultivos alternativos en al-
gunos estados, ya que poseen un excelente sabor al paladar, ademas de
que han tenido gran aceptacion y demanda en algunos mercados inter-
nacionales como Japon y Estados Unidos. Sin embargo, la importancia
economica de las especies de la familia Annonaceae es diversa y no se
restringe a las especies comestibles, pues ademas incluye especies con
propiedades medicinales, propiedades toxicas a peces y propiedades
insecticidas (Much, 1988 citado por Rodriguez y Nieto, 1997). A pe-
sar de las importantes caracteristicas antes mencionadas, en general el
cultivo de las anonaceas no se ha formalizado agrondmica y economica-
mente en México, quiza debido en parte, a lo perecedero de sus frutos
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(consistencia suave, textura fina) y por lo mismo a las dificultades para
su transporte y mantenimiento en los mercados (Rodriguez, 1999). Por
otro lado, también existe una falta de informacion en cuanto a estudios
poblacionales y de comunidad que permitan establecer algunas carac-
teristicas como son la fenologia, la variabilidad genética, susceptibili-
dad y/o resistencia a diversos factores ambientales, incluyendo el efecto
ocasionado por diversas plagas y enfermedades, los cuales ayudarian a
definir y caracterizar poblaciones y especies en los diversos estados de
la Republica Mexicana en donde se cultivan o crecen las especies de
anonaceas.

La alta diversidad en el grupo de las especies del género del Colleto-
trichum ha sido muy problematica ya que el diagnostico fitopatologico
requiere identificar con precision patogenos especificos para el control
de enfermedades. Esta confusion taxon6mica ha provocado el aumento
en el uso de herramientas moleculares para la identificacion de diver-
sidad interespecifica e intraespecifica dentro de un grupo complejo de
especies (Gubert et al., 2003). A pesar de la importancia que tiene este
frutal, en México se tienen pocos estudios de diagnostico fitosanitario
en el chirimoyo, siendo las plagas y las enfermedades las principales
barreras para la obtencion de fruta de buena calidad, por ello, la im-
portancia de esta investigacion es identificar el hongo que provoca la
necrosis foliar en este frutal.

Objetivo general

Determinar las especies de los agentes causales de la antracnosis foliar
y su incidencia de enfermedad en arboles de Annona cherimola Mill.

Hipotesis

Dadas las caracteristicas de las lesiones en las hojas es posible que se
trate del hongo del género Colletotrichum spp.
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Método
Ubicacion de zona de muestreo

El muestreo de las hojas enfermas se llevo a cabo en la localidad de El
Fresno, municipio de Tlacolulan, Veracruz. Esta localidad se encuentra
ubicada en la zona centro del estado de Veracruz, en las coordenadas
geograficas 19°37' 47.6” de Latitud Norte y 96° 58 48.5 © Longitud Oes-
te, con una altitud 1740 m, temperatura media anual de 19.6°C y una
precipitacion pluvial media anual de 1,346.9 mm, el clima es templa-
do, htmedo, extremoso (Enciclopedia de los Municipios de México,
2005).!

Recolecta de muestras e Incidencia de enfermedad.

Se realizaron muestreos de arboles de chirimoyo en los meses de no-
viembre y diciembre de 2008 en la zona de muestreo. Se seleccionaron
5 arboles, de éstos se recolectaron 6 hojas por arbol que presentaran
incidencia de antracnosis (manchas irregulares de color café a café os-
curo en el borde, base, nervaduras principales, secundarias y apice de la
hoja). Estas se trasladaron en bolsas de plastico, al Laboratorio de Qui-
mica de la Facultad de Ciencias Agricolas Campus Xalapa. Las hojas se
procesaron durante las 24 h siguientes a la colecta. De cada arbol se-
leccionado, se evaluo la incidencia de enfermedad, tomando como base
dos puntos cardinales del arbol, Este y Oeste. Se contabiliz6 y se pro-
medio la incidencia de la enfermedad de un total de 100 hojas de cada
lado del arbol y con el apoyo de una escala donde A= 0%, B=1-10%, C-
11 = 25%, D= 26 - 50%, E=> 51%.

Tomado de la red mundial: http://www.inafed.gob.mx/work/templates/enciclo/veracruz/
municipios/30177a.htm. Pagina consultada 30 de enero de 2010.
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Caracterizacién e identificacion de la enfermedad
Aislamiento en medios de cultivo

De las hojas recolectadas se seleccionaron 10 hojas, las mas representa-
tivas, se lavaron con alcohol al 109% durante 2 minutos, posteriormen-
te se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% durante 3 minutos,
consecutivamente se enjugaron 3 veces con agua destilada estéril, se
cortaron cuadrados de aproximadamente 1 cm?* de cada hoja en la par-
te del area danada, y se sembraron en placas de papa dextrosa agar
(PDA). Las cajas se incubaron durante 73 horas a 25 + 2°C. Posterior-
mente se seleccionaron las tres colonias mas representativas para pos-
teriormente ser purificadas en placas de PDA para posteriormente ser
utilizados para nuevos estudios.

Caracterizacién en medios de cultivos, patogénica y molecular
Medios de cultivo

El crecimiento radial de cada una de las cepas HI, H3 y H3 se evaluo
en cuatro diferentes medios: PDA,V8, Agar maiz y Agar bacteriologico.
Del cultivo PDA original, se extrajeron trozos de aproximadamente 0.5
cm? los cuales contenian el hongo problema ya purificado, estos fueron
sembrados en los medios anteriormente mencionados. Posteriormente
fueron incubados a temperatura de 27°C. El crecimiento se determino
midiendo el radio de desarrollo de cada cepa a intervalos de 24 horas
durante 7 dias y realizando 4 repeticiones por cada cepa.

Para determinar las tasas de crecimiento los datos obtenidos se re-
gistraron en una hoja de calculo. El analisis estadistico aplicado a este
trabajo fue entorno a las siguientes variables: dia, tipo cepa, medio de
cultivo; todos bajo un diseno experimental completamente al azar 4x4.
Para conocer las diferencias estadisticas significativas se procedio a la
realizacion de pruebas de medias de Tukey (P< 0.05). Se utiliz6 el pa-
quete estadistico Stadistical Analytical System (SAS).
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Pruebas de Patogenicidad

Esta prueba se realizo con el fin de observar la capacidad patogénica que
tienen los aislamientos de la hoja del chirimoyo en generar sintomas de
antracnosis sobre hojas sanas. Se evaluaron las 3 cepas problema, H1-
H2- H3, inoculando 27 hojas sanas de chirimoyo, 9 para cada cepa. Las
hojas fueron previamente lavadas y desinfectadas con alcohol al 109%
durante 3 minutos y 5 minutos con hipoclorito de sodio al 5% finali-
zando con 3 enjuagues con agua destilada estéril. Después de su lavado,
se les provoco una herida fisica, se aplico un corte de aproximadamente
0.5 cm de medio PDA con micelio del hongo con un crecimiento de 7
dias. A cada caja petri se le agreg6 25 mL de agua destilada estéril, hu-
medeciendo perfectamente el algodon y el papel filtro. Se realizaron 3
repeticiones por cada cepa, las camaras humedas fueron selladas con
klean pack e incubadas a una temperatura de 25°C y diariamente du-
rante 7 dias se revisaron para observar el desarrollo de la enfermedad.

Analisis moleculares (PCR -ITS)

La extraccion de ADN (acido desoxiribonucléico) del micelio de las 3
cepas obtenidas H1 — H2 - H3, se realizo con la metodologia de Diez
et al. (1999 modificado). Su calidad se evaluo por electroforesis en gel
de agarosa (1%) y se cuantifico en un espectrofotometro a 260 OD
(Genesys 10 uv). La amplificacion de las region ITS de los genes ri-
bosomales (rARN) 18S - 5.8S y 5.8S - 28S fueron con los iniciadores
universales ITSIF (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) (Bruns et dl.,
2004) e ITS4/R (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al, 1990)
para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en in-
glés). Cada reaccion tuvo por volumen final 25 pL con la siguiente for-
mulacion: agua ultrapura estéril, 16 pL; solucion amortiguadora 1x 2.5
pL; MgCL al.5 mM, 1.5 pL; iniciadores 1TS1e ITS4 a 0.5 pM cada uno
1.25pL por iniciador; muestra problema de ADN a 100 ng, 1 puL; dNTPs
Mix a 0.2 mM (Promega), 0.5 pL; Tag-ADN Polimerasa (Fermentas Life
Sciences) a 1 u; 1 pL. se utiliz6 un termociclador (Lavet) con el siguien-
te programa: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min; 30 ciclos de
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desnaturalizacion a 94°C por 30 s; 30 ciclos de alineamiento a 55°C por
30s; y extension 72°C por 1 min; y una extension final de final a72°C
durante 7 min. El producto de PCR se analiz6 por electroforesis en gel
de agarosa (1.5%), se tind en una solucion de bromuro de etidio y la
banda se visualizo en un trasiluminador. La purificacion se realizo con
el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) segtn el
protocolo de la Compania.

Variables de estudio

Para este trabajo se evaluaron las siguientes variables:

En campo: incidencia de porcentaje de enfermedad en hojas de chi-
rimoya.

En Laboratorio: crecimiento radial de las cepas HI, H2 y H3 en cua-
tro diferentes medios (PDA, A-B, A-M y V8) y 7 dias de incubacion.

Resultados y discusiéon

Recolecta e Incidencia de la enfermedad
Se recolectaron hojas con sintomas caracteristicos de antracnosis (fi-
gura 1). Para determinar la incidencia el muestreo se realiz6 con base

a dos puntos cardinales, esto por la influencia que la luz solar puede
ejercer en el desarrollo del hongo.
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Figura 1. Hoja de chirimoyo con lesiones de la enfermedad

Figura 2. Incidencia de porcentaje de infeccion

Los resultados obtenidos se basaron en una escala que va de 0% a mas
de 50% (figura 2) de incidencia del hongo en la hoja donde A= 0%, B-
1-10%, C=11 - 25%, D= 26 - 50%, E=> 519% (Noa, 2009, comunicacion
personal)? Sin embargo Tovar et al. (2002) en un estudio sobre inciden-

2 Noa, J.C. 20089. Instituto de Biotecnologia y Ecologia Aplicada. Universidad Veracruzana.
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cia de enfermedad en hojas de chirimoyo emplearon la Escala Logarit-
mica Diagramatica de Severidad para su estudio.

Se observo en la figura 3 que del lado Oeste existe una mayor inci-
dencia de enfermedad en las hojas de chirimoyo que oscila entre el 10
y 24% (Grado B), teniendo en segundo lugar un avance de enfermedad
de entre el 40 y 509% (Grado E) en un 25% del indice total. Teniendo en
un porcentaje menor una incidencia de entre 11y 25% (Grado C).

En la figura 4 se puede observar una alta presencia de hojas enfer-
mas con una incidencia que oscila entre 10 y 24% (Grado B) seguida de
un avance de mas de >50% (Grado E), lo que nos da como resultado un
porcentaje de aproximadamente menos de 15% de hojas sanas para este
cuadrante.

Figura 3. Porcentajes de incidencia de Figura 4. Porcentajes de incidencia de
enfermedad en arboles de chirimoyo enfermedad en arboles de chirimoyo
lado Oeste lado Este

Al comparar los resultados de las medias de cada punto cardinal
(figura 5) se puede observar un mayor nimero de hojas infectadas con
clasificacion con la grado B en ambos hemisferios, presentandose en
mayor porcentaje el hemisferio Oeste con un aproximado de 40%. Se-
guido de la incidencia con la clasificacion con los grados Ey D. Siendo
mas baja la incidencia de enfermedad de la clasificacion con el gra-
do E, presentando un porcentaje mas bajo en el hemisferio Oeste de
menos del 10% y con un porcentaje de aproximadamente 15% para el
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hemisferio Este. Sin embargo Arroyo et al. (2004) en un estudio so-
bre incidencia de enfermedades del Pejibaye (Bactris gasipaes) reporta
como una de las enfermedades de esta especie la Mancha negra de las
hojas cuyo agente causal se identifico como Colletotrichum sp., sefialan
que esta enfermedad no presenta relacion clara con las variables en
la precipitacion, temperatura o la evaporacion. Ellos reportan que los
niveles maximos observados en estas variables se presentaron en el
mes de octubre.

Figura 5. Comparacion de medias de porcentaje infeccion entre lado Este y Oeste
Medios de cultivos

Consecuencia de cuatro medios de cultivos en el crecimiento de mice-
lio de las muestras H1, H2 y H3 a los 7 dias de incubacion (figura 9). Se
observo que el crecimiento inicial del micelio estuvo influenciado por
el tipo de medio utilizado. Los mejores crecimientos de micelio se logro
en los medios PDA, A-M y V8, a partir del tercer, cuarto y quinto dia
de incubacion, se observo un micelio mas desarrollado en medio PDA,
estos resultados concuerdan con Orozco et al., 2004 quienes reportan
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un crecimiento de micelio a los 3, 7'y 10 dias de incubacion obteniendo
un micelio mejor desarrollado en medio PDA que en medio de jugo V8.

Crecimiento radial de la cepa H1 (figura 6) donde se pudo observar
que en el dia uno no hubo diferencias significativas en el analisis de la
variable crecimiento del micelio. En el segundo y tercer dia se observo
que el crecimiento del micelio en el medio A-M hubo diferencia sig-
nificativa en relacion a los demas medios. En el cuarto dia se observo
una diferencia significativa para los medios A-M y V8 en comparacion
con el crecimiento del micelio en los medios PDA y A-B. Al analizar el
crecimiento del micelio en el quinto dia se observo una diferencia sig-
nificativa en el medio V8 en relacion a los otros medios. Para el sextoy
séptimo dia se observo una diferencia altamente significativa para los
medios PDA, A-M y V8 en comparacion con el medio A-B.

Figura 6. Comparacion entre medias de crecimiento de micelio de la cepa Hl en los 4
diferentes medio de cultivo durante 7 dias de incubacion. Separacion de medias segtin
la prueba de Tukey (P< 0.05) (N-14)

Crecimiento radial de la cepa H2 (figura 7) se pudo observar que el
primer y segundo dia hay una diferencia significativa en el crecimiento
de micelio en el medio V8. Para el tercer dia se pudo notar una diferen-
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cia altamente significativa para el crecimiento de micelio en los medios
de cultivo A-M y V8. En los dias cuarto, quinto y sexto, se pudo obser-
var una diferencia altamente significativa para los medios PDA, A-M y
V8 en relacion con el crecimiento de micelio en el medio A-B donde se
visualizo que el medio no pudo completar su crecimiento total en los
siete dias de incubacion.

Figura 7. Comparacion entre medias de crecimiento de micelio de la cepa H2 en los 4
diferentes medio de cultivo durante 7 dias de incubacion. Separacion de medias segtin
la prueba de Tukey (P< 0.05) (N=14)

El crecimiento radial de la cepa H3 (figura 8) donde se observo una
diferencia altamente significativa en el crecimiento de la cepa en el me-
dio A-M y V8. Para el segundo dia se observo una diferencia signifi-
cativa en el crecimiento de este micelio en el medio V8 con respecto a
los demas medios. En el tercer dia se observo una diferencia altamente
significativa entre los medios A-M 'y V8 en relacion con los otros dos
medios. Para el cuarto, quinto, sexto y séptimo dia se observo el creci-
miento total de la cepa H3.
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Figura 8. Comparacion entre medias de crecimiento de micelio de la cepa H3 enlos 4
diferentes medio de cultivo a los 7 dias de incubacion. Separacion de medias segin la
prueba de Tukey (P< 0.05) (N-14)
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Figura 9. Crecimiento que micelio de Colletrotrichum sp en cuatro medios de cultivo
solidos: Agar Maiz (A-M), PDA (Papa-Dextrosa-Agar), Jugo de verduras V8 (V8),
Agar Bacteriologico (A-B) a los 7 dias de incubacion. Primera fila cepas H1, H2 y H3
en medio A-M, segunda fila cepas en medio PDA, tercera fila cepas en medio V8 'y
cuarta fila cepas en medio A-B
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Patogenicidad

Los sintomas desarrollados que se observaron en los aislamientos pato-
génicos sobre hojas de chirimoyo inoculadas con micelio desarrollado
en medio PDA con un crecimiento de 7 dias, fueron lesiones necroticas.
Después de 72 horas de inoculadas las hojas, se observaron los primeros
sintomas a manera de lesiones sin forma definida ubicadas principal-
mente en el apice y en el borde de la hoja (figura 10), los tonos de las
lesiones fueron de color café a café oscuro, con bordes delimitados que
abarcaron un 30% de la hoja, estos datos concuerdan con los reporta-
dos con Villanueva-Arce et al.(2006) quienes realizaron esta prueba de
patogenicidad en frutos de chirimoyo donde se observaron los mismos
sintomas a las 72 horas, sin embargo, Contreras (2000) reporta los mis-
mos sintomas en frutos de lulo (Solanum quitoense) hasta 7 dias después
de la inoculacion. En esta prueba se observo la invasion del micelio en
las hojas de chirimoyo al cabo de 7 dias de inoculadas en un 80 a 100%
del total de la hoja provocando la muerte del tejido foliar (figura 10).

Figura 10. Sintomas de antracnosis en hojas alos 7 de incubacion
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Andlisis Molecular
Extraccion de ADN
Usando el protocolo de Diez et al. (1999) modificado (Noa, 2009, comu-

nicacién personal) se logro extraer ADIN gendmico de las muestras H2
y H3 (figura 11) obteniendo:

= Resultado de lectura en el espec-
Muestra Peso de micelio trofotémetro dilucién 5:1000
H2 ( 270709) 0.2047g 210 ng/pL
H3(120110) 0.2907g 1090 ng/pL

Comparando los resultados obtenidos con lo reportado por Rodri-
guez (2007) y utilizando el protocolo de Goodwin que sefiala haber
obtenido de ADN entre 30 y 200 ng/pL, y reporta que este resultado es
una cantidad suficiente para la realizacion de la PCR, se puede obser-
var una cantidad mayor de ADN al utilizar el protocolo de extracion
modificado de Diez etal. (1999).

H3

H2

Figura 11. Electroforesis de ADN genomico en gel de agarosa al 0.8%
Amplificacion de la region ITS

La amplificacién de ADN con los cebadores universales ITSIF e [TS4/R,
se realiz6 utilizando una concentracion de 100 ng/ml para cada una
de las muestras donde se obtuvo un peso aproximado de 600 pares de
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bases (pb) para cada muestra (figura 12), estos resultados concuerdan
con Rodriguez (2007) quien reporta haber obtenido el mismo tamano
molecular utilizando los cebadores ITS2 e ITS2 y utilizando solo 30 ng
de ADN. Sin embargo, Alvarez et al. (s/f) reporta haber obtenido frag-
mentos de 580 pb utilizando los cebadores ITSI e ITS4, mientras que
con los cebadores ITS1 e ITS2 obtuvo un fragmento con una cantidad
de 240 pb indicando ausencia de polimorfismo entre sus aislamientos
de Colletotrichum sp. La purificacion de las muestras H2y H3 se realizo
de acuerdo al Protocolo del Kit (Promega PCR Clean- up System).

Figura 12. Electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa al 1.5 % gel de la
region ITS de las cepas en estudio (H2 y H3)

Los productos de PCR purificados fueron enviadas al Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Autonoma de México (UNAM) para
su secuenciacion, obteniendo:
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Cepa H2 de 591 pb

AGGTGCAAGTCCTCCGGTTGTGTTGGCCAGCGGAGGGT-
CATTGCTGGAACGCGCCTCGGCGCACCCAGAAACCCTTTG-
TGAACTTATACCTACTGTTGCCTCGGCGCAGGCCGGCTTCT-
GTCACAAGAAGCCCCCTGGAGACAGGGAGCAGCCCGC-
CGGCGGCCAACCAAACTCTTGTTTCTATAGTGAATCTCT-
GAGTAAAAACATAAATGAATCAAAACTTTCAACAACG-
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT-
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA-
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGG-
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCTGGCTT-
GGTGATGGGGCACTGCCTGTAAAAAGGCAGGCCCTGA-
AATCTAGTGGCGAGCTCGCCAGGACCCCGAGCGTAGTAG-
TTATATCTCGCTCTGGAAGGCCCTGGCGGTGCCCTGCCG-
TTAAACCCCCAACTTCTGAAAATTTGACCTCGGATCAGGTA-
GGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

Cepa H3 de 666 pb

AACTGTCTCCGTTGGTGACAGCGGAGGGTCATTACAGAGTT-
GCAAAACTCCCACAAACCATCGCGAATCTTACCCGTACGG-
TTGCCTCGGCGCTGGCGGTCCGGAAGGCCCTCGGGLCLCCC-
CGGACCCTCGGGCCTCCCGCGAGCGGGAGGCTGCLCCGLC-
CGGAGTGCCGAAACCAAACTCTTGATATTTTATGTCTCTCT-
GAGTAAACTTTTAAATAAGTCAAAACTTTCAACAACG-
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT-
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC-
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGTATTCTGGC-
GAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCTCT-
GCTTGCGTTGGGGATCCGCGGCTGCCCGCGGTCCCTCA-
AAAACAGTGGCGGGCTCGCTAGTCACACCGAGCGTAG-
TAATTCTACATCGCTATGGTCGTGCGGCGGGTTCTTGC-
CGTAAAACCCCCAATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGG-
TAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGA-
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GGAACTCATACGCAGGAAAGAATTTTTITTITCTCTTCCCT-
CACTTACTGCATAAAAAAAACTAAAACAAAAAATGCACA-
AAAATCAAAAATGACCATTATTACAAACTAAAAAAAAAA-
CACAAAAAAAAGAGAGAGAAAAATTAACGAGAATCA-
TACCTTAAATCAAGTAACGAATGACTCCGCGACATAAT-
CATTATCACAACCCAGGGGATATCTAAGAAAAACAAATC-
GACCGAAAACGCAAAACCACCACGCGTAGTGGTCAAAGCA-
AAAAAAAAAAAAAATAACACATACATAACCAATCATATGAGC-
TAATAGTCTACAATAGAGATAGTATAGTCATAAGACAAAATC-
TACACAGAGCAGT

También se realizo la comparacion de las dos muestras mediante
el programa BLAST (Basic Local Alingment Search Tool) del Natio-
nal Center for Biotechnology Information (NCBI), ésta arrojo un por-
centaje de identidad para la muestra H2 de un 98%-97% con el hongo
reportado como Phomosis spp, Gardiazabal y Rosenberg (1993) lo re-
portan como agente causal de enfermedad en postcosecha en el cultivo
del chirimoyo. Pinto (2005) reporta a este hongo con el nombre comtn
de cancro negro (Phomopsis spp) y podredumbre diplodia (Phomosis
anondcearum) ambas enfermedades fangicas afectan a las hojas, ramas y
frutos de especies de Annona, estas ocurren principalmente en huertos
abandonados y muestran sintomas de manchas en la superficie de la
fruta. Para la muestra H3 el BLAST arrojo un porcentaje de identidad
de un 98%-97% con el hongo reportado como Sordaria sp, mismo que a
la fecha no ha sido reportado como agente causal del chirimoyo

Es necesario realizar una caracterizacion morfologica para un me-
jor resultado y asi obtener una caracterizacion mas especifica de estos
hongos, ya que los resultados de este programa, muestran porcentajes
de identidad muy cercana hacia otros hongos reportados.
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Resumen

ntre los problemas del uso de las semillas de la atemoya (Annona

cherimola Mill. x Annona squamosa L.) para la producion de portain-

jertos, se revela el bajo porcentaje de germinacion. El condicio-
namento osmotico se ha utilizado para incrementar la germinacion y
reducir el tiempo entre la siembra y la emergencia. Esta técnica consiste
en sumergir las semillas en soluciones osmoticas a ciertas temperatu-
ras y periodos, controlando la entrada del agua, dando por resultado la
germinacion mas rapida y uniforme de varias especies. El objetivo de
este trabajo fue determinar el efecto del acondicionamento osmotico
a diferentes tiempos de remojo sobre la germinacion de las semillas de
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atemoya. Las semillas fueron colocadas en remojo en soluciones de po-
lietilenglicol (PEG 6000), a potenciales de 0; -0.2; -0.4; -0.6; -0.8; -1.0;
-1.2 y -1.4 MPa durante 18, 36, 54 y 72 horas. El disefio experimental fue
completamente aleatorizado en esquema factorial 8 x 4 (potenciales
osmoticos X tiempos de remojo). Después del acondicionamento os-
motico, las semillas fueron envueltas en rollos de papel, alternando la
temperatura y el fotoperiodo (16 h en la oscuridad hasta 20°Cy 8 hen la
luz hasta 30°C). Las variables analizadas fueron el porcentaje, indice de
velocidad, sincronizacion, tiempo medio y frecuencia de germinacion.
Los datos fueron sometidos a andlisis de varianza y las medias se com-
pararon mediante prueba de Tukey al 5%. Para el porcentaje e indice de
velocidad de la germinacion, hubo interaccion solo entre los tiempos de
condicionamento con el potencial de -0.8 MPa. El condicionamiento os-
motico en el potencial de -1.0 MPa por 18 horas, a pesar de no promover
aumento en el porcentaje de la germinacion, produce el menor tiempo
medio de la germinacion en las semillas de atemoya.

Palabras clave: germinacion, potenciales osméticos, propagacion
Introduccion

La atemoya es un hibrido resultante del cruzamiento de la chirimoya
(Annona cherimola Mill.) con la fruta del conde (Annona squamosa L.). Esta
especie presenta gran interés comercial debido a su sabor dulce, menor
nuamero de semillas, mejor conservacion pos-colecta, ausencia de raja-
duras y resistencia a plagas (Mello et al., 2003).

Lainjertia es el método usual de propagacion para esta especie, pero
son pocas las alternativas para el portainjerto, motivo por cual se reco-
mienda muchas veces la utilizacion de la propia atemoya (Tokunaga,
2000). Los portainjertos son normalmente obtenidos via seminifera.
Entre tanto, las especies pertenecientes a la familia Annonaceae pre-
sentan semillas con dormancia, lo que causa un bajo indice germinativo
(Vieira e Irber, 1996). Esta dormancia es causada por la presencia del
embrion inmaduro (Rizzini, 1973) y por la variacion en el balance hor-
monal (Melo et al., 2007).
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Diversas técnicas son desarrolladas para el incremento en la germi-
nacion de las semillas. El condicionamiento osmotico, propuesto por
Heydecker y Gibbins (1978), es utilizado para aumentar la germinacion
y reducir el tiempo entre el sembrado y la emergencia.

Este tratamiento consiste en la inmersion de las semillas en solucio-
nes osmoticas en determinadas temperaturas y periodos, controlando
laentrada de agua, lo que resulta en la germinacion mas rapida y unifor-
me en varias especies. El control de la imbibicion permite la ocurrencia
de los procesos fisiologicos iniciales (fase I y II), pero no permite alcan-
zar la humedad suficiente para el alargamiento celular y consecuente-
mente, emergencia de la raiz primaria (fase I1T) (Bradford, 1986).

El aumento en la germinacion y vigor de las semillas después del
condicionamiento osmotico es explicado por la retencién de subpro-
ductos resultantes de la degradacion de las reservas durante el tra-
tamiento. El condicionamiento osmético lleva al acimulo de solutos
(aztcares, acidos organicos e iones), provenientes del inicio del meta-
bolismo de la semilla, resultando en mayor turgor en la rehidratacion
y promoviendo la emergencia de la raiz primaria en menor espacio de
tiempo (Bradford, 1986).

Ademas de eso, la absorcion lenta del agua por la semilla durante
el condicionamiento osmotico proporciona mas tiempo para la repa-
racion o reorganizacion de las membranas celulares, lo que posibilita a
los tejidos, desarrollarse de manera ordenada, reduciendo los riesgos de
danos al tejido embrionario, causados por la rapida absorcion de agua
(Smith y Coob, 1992). Segtin Powell (1998) las evidencias indican que
la activacion de los mecanismos de esta reparacion metabolica es uno
de los factores que mas contribuye a los beneficios alcanzados por el
condicionamiento osmotico.

De acuerdo con Wanli et al. (2001) el control de la absorcion de agua
por las semillas por medio de la solucion osmotica también puede ser
utilizado con el objetivo de no permitir la emergencia de la raiz prima-
ria, evitando asi, danos al embrion, hasta que la semilla sea sometida a
condiciones favorables de germinacion.

La técnica de condicionamiento osmotico también permite que las
semillas con diferentes velocidades de germinacion sean llevadas al mis-
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mo estadio de desarrollo (Taylor et al., 1998). De esta manera, las semi-
llas de menor vigor (emergencia mas lenta) se nivelan cualitativamente
con las de mayor vigor durante la imbibicion controlada, resultando en
una germinacion uniforme, hasta en condiciones desfavorables (Gui-
mardes et al., 1993).

La duracion del tratamiento de condicionamiento es un factor im-
portante, debiendo inhibir la germinacion por un periodo que garan-
tice el efecto maximo de la técnica. Por tanto, cuando es extendida la
duracion del tratamiento, los efectos pueden ser revertidos, fendmeno
denominado overpriming (Ely y Heydecker, 1981).

A pesar del éxito obtenido en algunos trabajos experimentales, hay
carencia de informacion para que el método sea empleado en varias es-
pecies. Por ello, son necesarios trabajos que adopten esta metodologia
para determinadas especies, incluyendo el potencial y el tiempo ade-
cuado de condicionamiento.

El objetivo de este trabajo fue determinar el tiempo de imbibicion y
el potencial adecuado para el condicionamiento osmotico de semillas
de atemoya (Annona cherimola Mill. x A. squamosa L.).

Método

El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Fisiologia de la Germi-
nacion de Semillas del Departamento de Botanica, en el Instituto de
Biociencias de la Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho” -
UNESP, Campus de Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

El disefio experimental fue enteramente casualizado en esquema
factorial 8 x 4 (potenciales osmoticos x tiempos de imbibicion), tota-
lizando 32 tratamientos con 4 repeticiones de 25 semillas por lote. Las
semillas fueron colocadas a imbibir en soluciones de polietilenglicol
(PEG 6000), en los potenciales de 0, -0.2, -0.4, -0.6, -0.8, -1.0, -1.2 e -1.4
MPa por cuatro diferentes periodos de condicionamiento: 18, 36, 54 y
72 horas.

Para evitar la falta de oxigeno en las soluciones, durante la imbibi-
cion, fue adoptado el mecanismo de aireacion, con auxilio de un com-
presor de aire para acuario.
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Al término del acondicionamiento, las semillas fueron lavadas en
agua corriente y colocadas en rollos de papel Germitest humedecidos
con agua desionizada y llevadas a una germinadora con temperatura y
fotoperiodo alternados (16 horas de oscuridad a 20°C y 8 horasde luz a
30°C). El conteo del nimero de semillas germinadas fue realizado cada
dos dias, considerando como germinadas, las semillas que presentaban,
en lo minimo, 2 mm de raiz primaria (Hadas, 1976).

Las variables analizadas fueron porcentaje, indice de velocidad,
tiempo medio y frecuencia de germinacion. Los datos fueron sometidos
a andlisis de varianza y las medias comparadas por la prueba de Tukey
a 5% de probabilidad.

Resultados y discusion

Para el porcentaje e indice de velocidad de la germinacion, hubo in-
teraccion solo entre los tiempos de condicionamento con el potencial
de -0.8 MPa. En este potencial, se observa que el porcentaje e indice
de velocidad de la germinacioén, disminuyeron en los mayores tiempos
de condicionamiento de las semillas, y el menor porcentaje e indice de
velocidad de germinacion fueron en las semillas condicionadas por 54
horas.

Cuadro 1. Germinacién (%), tiempo medio de germinacion (TMG) e indice de ve-
locidad de germinacion (IVG) de las semillas de atemoya (Annona cherimola Mill. x
A. squamosa 1) sometidas al condicionamiento osmético en diferentes potenciales y
tiempos de condicionamiento

Potencial hidrico Tiempo de condicionamiento (horas)
18 | 36 | 54 | 72 | Medias
PG (%)

0 28 aA 21aA 17 aA 25aA 23a
02 23 aA 16 aA 16 aA 30aA 21a
04 25aA 21aA 17 aA 29 aA 23a
0.6 23 aA 18 aA 20 aA 30aA 23a
0.8 27 aA 19 aAB 10 aB 19 aAB 19a
-10 19aA 20aA 15 aA 21aA 19a
-12 14 aA 14 aA 16 aA 20 aA 16a
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Potencial hidrico Tiempo de condicionamiento (horas)
i8 36 54 72 Medias
14 17 aA 11aA 18 aA 15aA 15a
Medias 22 AB 17 BC 1B6C 24 A
CV. (%) 4275
TMG (dias)

0 16 abA 18 aA 15 ah 13 bA 16 b
02 15 abA 20 aA 14 aA 16 abA i7ib
04 14 bAB 18 aAB 12 aB 21 abA 17ib
06 16 abA 16 aA 19 aA 17 abA 17b
0.8 15 abA 21aA 19 aA 17 abA 19 ab
10 12 bB 22 aA 17 aAB 24 aA 19 ab
12 15 abA 22 aA 21 aA 19 abA 19 ab
14 24 aA 25aA 21aA 20 abA 23a

Medias 16B 21A 18 AB 19 AB
CV. (%) 2596
IVG

0 049 aA 0.31aA 0.31aA 0.50aA 040a
02 043 aA 022 aA 0.30 aA 051 aA 0.36 ab
04 0.46 aA 034 aA 0.27 aA 0.46 aA 038a
0.6 0.39aA 0.30aA 0.27 aA 051 aA 0.37 ab
038 048 aA 0.28 aAB 0.14 aB 0.30 aAB 030 ab
10 0.34 aA 028 aA 0.25 aA 0.26 aA 028 ab
12 0.30aA 0.18 aA 021 aA 0.32aA 025 ab
14 021 aA 013 aA 0.24 aA 0.20 aA 019b

Medias 038A 025B 0258 038A
CV. (%) 51.61

Medias seguidas por la misma letra, miniiscula en la columna y mayusculas en la linea, no difieren entre si
por la prueba de Tukey a 5% de probabilidad

En el potencial de -1.0 MPa, el menor tiempo medio de la germina-
cion fue en las semillas condicionadas por sélo 18 horas, a pesar de no
promover aumento en el porcentaje de la germinacion, lo que justifica
la necesidad de utilizar reguladores de la planta.

La germinacién a menor tiempo es importante porque reduce el
tiempo de exposicion de las semillas a las condiciones adversas, como
los microorganismos y la deficiencia de agua (Khan, 1992). El condi-
cionamiento osmético proporciona la retencién de subproductos re-
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sultados de la degradacion de las reservas durante el tratamiento. La
acumulacion de solutos (azucares, acidos organicos e iones), prove-
nientes del inicio del metabolismo de la semilla, resulta en mayor tur-
gor en la rehidratacion y promueve la emergencia de la raiz primaria en
un menor periodo de tiempo (Bradford, 1986).

Conclusion
El condicionamiento osmotico en el potencial de -1.0 MPa por 18 horas,

a pesar de no promover aumento en el porcentaje de la germinacion,
reduce el tiempo medio de este proceso en las semillas de atemoya.
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Resumen

n el presente trabajo se comparo y relaciono la actividad antirra-

dical frente al DPPH con el contenido de fenoles totales y flavo-

noides totales de la pulpa de frutos de las variedades blanca, rosa
y rosa mexicano de Annona diversifolia. También se realizé un analisis
fisicoquimico, un comparativo (ANOVA) y correlaciones de Pearson.
De las tres variedades estudiadas, la rosa mexicano presento las carac-
teristicas quimicas y actividad antirradical mas importantes.

Palabras clave: Annona diversifolia, composicion quimica, actividad antirradical
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Introduccion

Las frutas son una fuente diversa de nutrientes antioxidantes tales
como las vitaminas C y E, y carotenoides. También contienen otros
constituyentes dietarios que poseen actividad antioxidante como los
polifenoles, que incluyen compuestos fenolicos simples y flavonoides.
Estudios epidemiologicos sugieren que existe una relacion entre el con-
sumo de alimentos ricos en polifenoles y la prevencion de enfermeda-
des asociadas con el estrés oxidativo, tales como cancer, ateroesclerosis
y enfermedades neurodegenerativas (Halliwell y Gutteridge, 1999; La
Vecchia et al,, 2001; Neto, 2007; Steinmetz y Potter, 1996; Zibadi et dl.,
2007). En general las frutas contienen compuestos fendlicos y su con-
sumo se ha incrementado en los tltimos anos en todo el mundo (Vas-
co et al., 2008). El género Annona (Annonaceae), originario de América,
agrupa frutas tropicales y tiene importancia comercial porque algunas
de sus especies son comestibles, como la guanabana (A. muricata L.),
chirimoya (A. cherimola Mill.), araticum o marolo (A. crassiflora Mart.)
y papause o ilama (A. diversifolia Saff.). Esta tltima, es originaria del su-
reste de México, Guatemala y El Salvador. La pulpa de los frutos de A.
diversifolia es suave y tiene un sabor agradable, los colores mas comunes
de la pulpa son el blanco, rosa o rosa mexicano. Los frutos de A. diversi-
folia se cultivan una vez al aio, y se consumen cuando la cascara se abre
del pedanculo y parte de la pulpa se expone al ambiente. Generalmen-
te, si estos frutos se cortan antes de que se abra la cascara no maduran.
Moreno-Velazquez et al., en el 2008, reportaron los cambios bioquimi-
cos, biofisicos y fisiologicos durante el crecimiento y maduracion del
fruto de papause, y encontraron que la produccion de azacares inicia
a los 85 dias después de la floracion. Esto puede ser un indicativo de la
madurez del fruto. Sin embargo, en términos practicos es dificil utilizar
este parametro para la cosecha del fruto. Es de mayor utilidad practica
emplear el color de los frutos como un parametro de maduracion. Cabe
resaltar que la papausa se encuentra principalmente en tres variedades
que difieren entre ellas por el color de la pulpa y la cascara. Por tanto,
es importante caracterizar fisica y quimicamente las variedades de pa-
pause existentes.
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Por otra parte, también es importante conocer las propiedades antio-
xidantes de frutos, debido a que pueden ser un parametro para estable-
cer el grado de funcionalidad de los mismos. La actividad antioxidante
es una de las propiedades mas relevantes que han sido evaluadas y se
puede determinar in vitro por métodos espectrofotométricos. Algunos
de los métodos mas empleados son la actividad antirradical frente al
radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) (Sanchez-Moreno, 2002;
Sharma etal., 2009), la cuantificacion de fenoles totales usando el reacti-
vo de Folin-Ciocalteu (Wolfe et al., 2003; Ercisli et al., 2008; Roesler et dl.,
2006; Vasco, Ruales et al., 2008) y los flavonoides totales por el método
de Lee (Lee et al., 2003; Wolfe et al., 2003). La actividad antirradical se
basa en la decoloracion del radical DPPH en presencia de antioxidantes
capaces de donar radicales hidrogeno, figura 1. Se conoce que los frutos
contienen antioxidantes derivados de compuestos fendlicos capaces de
inhibir a los radicales libres, la actividad antirradical se expresa como
la cantidad de extracto o antioxidante requerido para inhibir el 50% de
una concentracion conocida de DPPH. La concentracion de DPPH que
se utiliza para realizar el ensayo generalmente es 0.004% p/v en etanol.

Figura 1. Reaccion del radical DPPH con un agente antioxidante (A-H)

La cuantificacion de fenoles totales involucra la reduccion de sa-
les de molibdeno y tugsteno en presencia de sustancias reductoras,
tales como los fenoles. La concentracion de fenoles se expresa gene-
ralmente como mg equivalentes de acido galico por 100 g de muestra
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(mg EAG/100g). La cuantificacion de flavonoides totales se realiza es-
pectrofotométricamente mediante el uso de dos ensayos, uno consis-
te en formar un complejo de boro cuya coloracion rosa salmon tiene
una absorbancia maxima en 404 nm (Hairi et al., 1991; Duh et al., 2004).
Este ensayo es susceptible a interferencias atribuidas a carotenoides. El
segundo ensayo consiste en la formacion de un complejo de aluminio
en medio basico y tiene una absorbancia maxima en 510 nm (Lee et al.,
2003; Wolfe et al., 2003; Du et al., 2009). El ensayo involucra una deco-
loracion inicial del sustrato con nitrito de sodio para medir el complejo
de aluminio-flavonoide, minimizando de esta manera las interferen-
cias generadas por compuestos coloridos presentes en la muestra. Los
flavonoides totales se expresan como mg equivalentes de catequina o
quercetina por cada 100 g de muestra (mg EC o mg EQ/100 g de mues-
tra, respectivamente).

Existen algunos estudios relacionados con el contenido de fenoles
totales (FT) y actividad antirradical (AA) de frutos del género Annona,
ejemplo de ello es el trabajo reportado acerca del contenido de FT, de-
terminado por el método de Folin-Ciocalteu, de la pulpa del fruto de
A. muricata (Hassimotto et al., 2005). Este contenido, expresado como
miligramos equivalentes de acido galico (EAG), fue de 120 + 8 mg
EAG/100 g de pulpa humeda. También se ha estudiado la A. cherimola,
y el contenido de FT reportado fue de 323 + 83 mg EAG/100 g de pulpa
hameda (Vasco et al., 2008). En Malasia realizaron un estudio del con-
tenido de vitamina C, FT y AA en dos variedades de A. squamosa, una
café-rojizay otra verde (Yan et al., 2000). Los autores, reportaron que la
A. squamosa café-rojiza y verde tuvieron un contenido de vitamina C de
21.3+£2.2y6.8+0.8 mg/100 g de pulpa himeda, de FT de 175 + 36 y 165
+18 mg EAG/100 g de pulpa htimeda, y una AA expresada como IC, de
3900 + 400y 4600 + 800 pug/mL, respectivamente.

Con respecto al fruto de A. diversifolia, existen algunos reportes acer-
ca de su composicion quimica, asi como de algunas de sus caracteristi-
cas fisicas. En El Salvador se realiz6 una comparacion entre las especies
mas comercializadas y cultivadas del género Annona (Cruz y Deras,
2000). Dentro de estas especies estd A. diversifolia, los autores reporta-
ron el analisis proximal del fruto y algunas caracteristicas morfologi-
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cas. Aunque identificaron dos variedades del fruto, la variedad blanca y
rosa, no aclaran si los resultados derivados de su estudio corresponden
a una variedad u otra. Cabe mencionar que en México se conocen tres
variedades de A. diversifolia y se distinguen principalmente por el color
de la pulpa del fruto, figura 2.

En este trabajo se reporta la actividad antirradical frente al DPPH,
contenido de fenoles totales y flavonoides totales de la pulpa de las va-
riedades blanca, rosa y rosa mexicano (Julian-Loaeza et al., 2010).

Figura 2. Frutos de Annona diversifolia

Método

Cuantificacion de color por reflectancia en un espectrofotometro colo-
rimetro (Ultra HunterLab ScanVis). Analisis proximal por métodos de
la AOAC (1997). Cuantificacion de minerales por absorcion atomica de
flama y vitamina C por el método espectrofotométrico de decoloracion
del DCIP (Durtst et al., 1997). Fenoles totales con el reactivo de Folin-
Cioucalteu (Ercisli et al., 2008). Flavonoides totales por el método de Lee
(2003). Actividad antirradical por reduccion del DPPH (Roesler et dl.,
2006).
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Resultados y discusion

Se cuantificaron y compararon componentes quimicos y la actividad
antirradical en las variedades blanca, rosa y rosa mexicano de frutos de
Annona diversifolia Safford. También, se determinaron los parametros de
color CIE L*a*b*. Se observo una correlacion negativa (p < 0,05) entre
el contenido de fenoles totales y la IC, del radical DPPH (r = -1,00)
(Julian-Loaeza et al., 2010).

Conclusion

De las tres variedades estudiadas, la rosa mexicano presento las carac-
teristicas quimicas y actividad antirradical mas importantes.
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Resumen

lgunas acetogeninas (ACG) inhiben a bacterias Gramnegativas

y Grampositivas, la ACG rolliniastatina-2 no se ha investigado

aun, por ello y en la busqueda de alternativas para el control
de bacterias el proposito de este trabajo fue el de evaluar el efecto de
ésta sobre el crecimiento de las bacterias Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis. La ACG se obtuvo de semillas de An-
nona diversifolia Saff. colectadas en la delegacion de Copoya, municipio
de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México; se aislo del extracto hexanico
(Gonzalez Esquinca, 2001). La actividad antibacteriana de rolliniasta-
tina-2 en concentraciones de pg/mL (2, 4, 8, 16, 32, 64,128, 236 y 512)
yng/mL (1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64) se evalud utilizando macrodilucion en
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caldo (Andrews, 2001) y los indculos se ajustaron al estandar 0.5 de
McFarland (Cona, 2002). Se hicieron lecturas espectrofotométricas
a las 18 y 7 h; para determinar el efecto de la ACG sobre el aumento
poblacional de cada bacteria se realizo la lectura de cada una de las
concentraciones (ng/mL) cada hora durante 7 h. Rolliniastatina-2 en
concentraciones de pg/mL y ng/mL a las 18 y 7 h presento mayor efec-
to inhibitorio sobre S. aureus (30%) con la concentracion mas baja (2
pg/mL) y 43.68% (8 ng/mL) respectivamente. Ninguna de las bacterias
ensayadas presento una relacion concentracion-dependencia. El efecto
sobre el aumento poblacional de cada bacteria (bact/mL) no presento
grandes diferencias, excepto en B. subtilis, la inhibicion se detecto en di-
ferentes tiempos asociados a una prolongacion de la fase de latencia. La
ACG tuvo efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las tres bacterias,
su mayor actividad se produjo sobre S. aureus en los dos tiempos de ex-
posicion ensayados y al parecer la actividad sobre la proliferacion de las
bacterias esta relacionada con el retraso del inicio de la fase logaritmica
del crecimiento de cada una de ellas.

Palabras clave: acetogenina, Annona, Grampositivas
Introduccion

Las plantas constituyen una fuente natural de compuestos bioactivos
(antifangicos, antiparasitarios, antimicrobianos, insecticidas) lo que
ha propiciado el aumento de investigaciones sobre dichas moléculas y
su efecto sobre diferentes sistemas biologicos (Yeaman y Yount, 2003).
Aunado a ello, la deteccion de microorganismos multirresistentes o de
susceptibilidad reducida a los antibioticos que se emplean en la ac-
tualidad, asi como la presencia de infecciones oportunistas asociadas
al sindrome de inmunodeficiencia adquirida y la aparicion de efectos
indeseables de ciertos antibioticos, ha propiciado la investigacion de
compuestos bioactivos provenientes de plantas (Domingo y Lopez-
Brea, 2003; Zampini et al., 2007).

Especies de la familia Annonaceae, han sido estudiadas de manera
casi sistematica por su contenido de alcaloides, y desde el aislamiento
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de la uvaricina en 1982 por Jolad et al. el interés se centro en la presencia
de compuestos de origen policétido llamados: acetogeninas de anona-
ceas (ACG).

Uno de los géneros mas representativos de la familia es Annona, del
que se han caracterizado y aislado mas de 180 ACG de 22 especies
(Cavé etal., 1997; Alali et al., 1999; Bermejo et al., 2005; Alvarez Colom et
al., 2009; Alves Rodrigues et al., 2009).

Diferentes bioensayos realizados con estos compuestos indican acti-
vidad biologica frente a insectos (Gonzalez-Coloma et al., 2002; Alvarez
Colom et al., 2007), levaduras y hongos (Cepleanu et al., 1993; Padmaja
etal.,1993), parasitos (Raynaud et al., 2004; Rakotomanga et al., 2004),
bacterias (Padmaja et al., 1995; Rahmann et al., 2005) y lineas celulares
cancerosas y tumorales (Han et al., 2004; Tormo et al., 2005; Schlie et al,
2009). Su efecto sobre diferentes sistemas biologicos se ha relacionado
con la capacidad de inhibir al Complejo I, enzima presente en la cadena
respiratoria de practicamente todos los sistemas biologicos.

Los ensayos para determinar la actividad antibacteriana de las ACG
son escasos (Padmaja et al., 1993; Mia et al., 1997; Rhamann et al., 2005),
aunque también se han realizado con mezclas de ACG obtenidas de di-
versas estructuras botanicas (Padmaja et al., 1993; Jumana et al., 2000).
De acuerdo a los resultados reportados tanto los compuestos puros
como las mezclas inhiben tanto a bacterias Gramnegativas como a
Grampositivas.

Se ha demostrado el efecto de isodesacetiluvaricina y escuamocino-
na sobre Salmonella Typhi y Escherichia coli; escuamocina y gigantetro-
cina A y B sobre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, S. Typhi y E. coli,
ademas escuamocina tuvo efecto sobre Pseudomonds aeruginosd, y gonio-
talamusina sobre S. aureus y S. Typhi (Padmaja et al., 1993; Mia et al., 1997;
Jumana et al., 2000; Rhamann et al., 2005)

Sin embargo, el efecto de rolliniastatina-2 solo se ha reportado sobre
bacterias Gramnegativas (Luna-Cazares y Gonzalez-Esquinca, 2010),
por ello y en la busqueda de alternativas para el control de bacterias el
proposito de este trabajo fue el de evaluar el efecto de esta ACG sobre
el crecimiento de las bacterias Grampositivas Bacillus subtilis, Staphylo-
coccus aureus y Staphylococcus epidermidis.
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Meétodo
Material vegetal

La acetogenina se obtuvo de semillas de Annona diversifolia Saff., colec-
tadas en la delegacion de Copoya del municipio de Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas, México en 2004. El ejemplar herborizado se deposito en el
herbario HEM de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
de Ciencias y Artes de Chiapas (no. 351).

Obtencion de la acetogenina

Las semillas se secaron a temperatura ambiente y luz natural, después
se molieron hasta obtener un polvo fino, se pesaron 350 g de material
vegetal que se extrajo con hexano en un equipo Soxhlet durante 8 ho-
ras tres veces (24 h). El extracto se concentro por destilacion al vacio
en un rotaevaporador Caframo WB 2000® (rendimiento 100 g) a par-
tir del que se obtuvo la acetogenina empleando el procedimiento de
Gonzalez-Esquinca (2001).

El producto obtenido fue identificado por el Dr. Diego Cortes del
Departamento de Farmacologia, Laboratorio de Farmacognosia de la
Universidad de Valencia, Espana como rolliniastatina-2.

Susceptibilidad de las bacterias a la acetogenina

Las cepas bacterianas ensayadas fueron: Bacillus subtilis (ATCC 6051),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228) provenientes del cepario de la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del Instituto Politécnico Nacional. Los cultivos fueron man-
tenidos a 4°C en agar soya tripticaseina y se transfirieron a placas de
agar Mueller Hinton por 24 h a 37°C.

Rolliniastatina-2 se disolvio en etanol al 70%, para la prueba de
sensibilidad a las 18 h se ensayaron concentraciones de 2, 4, 8, 16, 32,
64,128,236y 512 pg/mlL (3.21,6.43,12.89, 25.72, 51.44,102.89, 205.78,
411.57 y 823.15 nmol/mL). También se prepararon concentraciones de
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1,2,4,8,16,32y 64 ng/mL (0.0016, 0.00321,0.00643, 0.01286, 0.02572,
0.05144 y 0.10289 nmol/mL) para realizar el ensayo de sensibilidad de
7 horas.

La evaluacion del efecto de las ACG se realizo con el método ma-
crodilucion en caldo de Andrews (2001) y la estandarizacion espec-
trofotométrica del estandar 0.5 de McFarland empleando el de Cona
(2002).

Después de sembrar cada bacteria en agar Mueller Hinton (BBL") e
incubar por 24 h a 37°C, se tomaron desde 3 hasta 5 colonias y se cul-
tivaron en caldo Mueller Hinton (BBL") a 37°C por aproximadamente
3-5 horas, se ajusto la turbidez al estandar 0.5 de McFarland (absor-
bancia 0.1 a 625 nm) por lo que el indculo contiene aproximadamen-
te 1.5x10® unidades formadoras de colonia/mL (UFC/mL) o Bact/mL;
posteriormente a celdas estériles con 0.95 mL de caldo Mueller Hinton
y 1 mL del in6culo bacteriano se les afadieron 50 pL de las diferentes
concentraciones de rolliniastatina-2 (2, 4, 8,16, 32, 64,128,236 y 512 pg/
mlL). Los tubos se incubaron a 37°C por 18 horas. Los controles fueron
un inoculo de 1.5x10° UFC/mL sin compuesto y otro con etanol al 70%.
El efecto sobre la proliferacion de las bacterias se determiné por turbi-
dimetria en un espectrofotometro Genesys 10uv THERMO a 625 nm.
Todas las pruebas se realizaron por triplicado. Se calcul6 el porcentaje
de inhibicion del crecimiento con la siguiente formula=100-[(medida
del crecimiento del experimento/medida del crecimiento del control)
x100] (Javor, 1983).

Se realizo el mismo procedimiento pero con concentraciones meno-
res: 1,2, 4, 8,16, 32y 64 ng/mL y también se determino el efecto sobre el
crecimiento de las bacterias en un lapso de 7 horas, para ello se realiz6
el procedimiento anterior con las siguientes modificaciones: se empleo
un inoéculo de 1.5 x 10* UEC/mL que se obtuvo por dilucion del inoculo
de 1.5 x 10° UFC/mL, se emplearon 7 concentraciones de la ACG en
concentraciones de ng/mL y se realizaron lecturas en un espectrofoto-
metro y cada hora durante 7 horas. Todas las pruebas se realizaron por
triplicado. En este ultimo caso los resultados indican el efecto de las
ACG en la disminucion del ntimero de bacterias en el medio de ensayo.
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Resultados y discusion

Se seleccionaron semillas de A. diversifolia porque son fuente de ACG (Re-
yes Trejo et al., 1997; de la Cruz Chacon, 2001; Gonzalez Esquinca, 2001).
Asi, del extracto hexanico se obtuvieron 15 mg de rolliniastatina-2.
Algunas ACG con estructura bis-tetrahidrofurano adyacente
(THF), adyacentes y lactona insaturada muestran actividad inhibitoria
sobre bacterias (Padmaja et al., 1993; Rhaman et al. 2005). La ACG uti-
lizada en este trabajo también es bis-THF adyacente. Por ello y debido
a que esta documentado que las ACG acttan sobre el Complejo I se
eligieron para realizar el ensayo bacterias Grampositivas aerobicas.

Ensayo a las 18 h utilizando concentraciones en ug/mL

Para conocer el potencial antimicrobiano de rolliniastatina-2 se reali-
z6 una primera evaluacion con concentraciones del orden de pg/mL ya
que existen reportes de ACG que inhiben el crecimiento bacteriano en
dichas concentraciones.

Las bacterias B. subtilis, S. aureus y S. epidermidis fueron sensibles a ro-
lliniastatina-2 (P<0.000); no se encontr6 un efecto concentracion-de-
pendencia (r=-0.815; r= -0.811; r= -0.775) sino por el contrario, el mayor
efecto se encuentra en la concentracion mas baja, 3.21 nmol/mL (2 pg/
mL), las dos especies de Staphylococcus son las mas sensibles (P<0.000)
en tanto que en B. subtilis 1a inhibicion es pequena (grafica 1).
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Grafica 1. Efecto inhibitorio de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento de bacterias
Grampositivas. A las 18 h de exposicion en medio liquido, el porcentaje de inhibicion
se determino con relacion al control sin compuesto

Rolliniastatina-2 con la menor concentracion (3.21 nmol/mI=2 pg/
mL) presentd mayor actividad sobre S. aureus (30%), siendo 9% mayor
que la inhibicion de S. epidermidis y 23% mas a la de B. subtilis.

La diferencia antiproliferativa a las 18 h dependio de la especie bac-
teriana, mostrando una actividad diferencial documentada para las
ACG en éstos (Padmaja et al., 1993; Rahman et al., 2005) y otros sis-
temas biologicos (Rupprecht et al., 1990; Alali et al., 1999; Tormo et dl.,
1999; Hu et al., 2003; Bermejo et al., 2005). Por ejemplo, B. subtilis es la
bacteria menos “sensible” a la rolliniastatina-2 (7%), sin embargo inhi-
be el crecimiento de S. aureus hasta en un 30%.

Se ha senalado que las ACG despliegan efectos inhibitorios muy
potentes en concentraciones muy bajas, por ejemplo la trilobacina y
la asiminocina muestran valores de dosis efectiva media (DE, ) meno-
res a 10-12 pg/mL en varias lineas celulares tumorales humanas, incluso
superiores al taxol (Oberlies et al., 1997; Alali et al., 1999; Li et al., 1999).
Esto también se puede apreciar en las bacterias de este ensayo: 3.21
nmol/mL.

En la bibliografia no hay datos para realizar una buena comparacion
con los resultados obtenidos, los mas cercanos son los de Padmaja et dl.
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(1993) y Rahman et al. (2005) aunque estos autores usan la técnica de
difusion en medio solido y en este trabajo el de dilucion en caldo, por
tanto sus resultados y los obtenidos en esta investigacion solo sefialan si
la ACG tiene o no efecto sobre las bacterias comunes a ambos ensayos.

Rahman et al. (2005) con escuamocina (ACG bis-THF con lactona
insaturada cuya diferencia radica en la posicion de un -OH) en concen-
traciones de 200 pg/disco reportaron halos de inhibicion en las bacte-
rias Grampositivas S. aureus (15 mm) y B. subtilis (12 mm) coincidiendo
con los resultados obtenidos en esta investigacion ya que rollinistati-
na-2 fue mas potente sobre S. aureus (30%) y difiriendo en B. subtilis ya
que con esta ACG la inhibicion es muy pequena (7%).

Dado que en esta investigacion el porcentaje de inhibicion no llego
al 50% es posible que el peptidoglucano de la pared celular de las bac-
terias Grampositivas participe como barrera.

Ensayo a las 7 h utilizando concentraciones en ng/mL

En funcion de los resultados anteriores, en los que las concentraciones
menores son mas potentes y producen los mayores porcentajes de in-
hibicion, se decidi6 realizar un ensayo con concentraciones menores,
aunque las pruebas de inhibicion bacteriana frente a compuestos de
plantas no se realizan en concentraciones tan pequenas por su bajo ni-
vel de actividad, especialmente sobre las bacterias Gramnegativas (Te-
gos et al,, 2002); se considero la potencia de la ACG para medir el efecto
inhibitorio, se emplearon siete concentraciones de rolliniastatina-2
(cuadro 1) asi como un inoculo bacteriano menor y la densidad optica
se midi6 a un menor tiempo (7 horas).

Bajo las condiciones del experimento los resultados obtenidos (cua-
dro1) indican que S. aureus es mas sensible (43.68%) seguida de S. epider-
midis (33.81%) y B. subtilis fue menos sensible (29.94%) (cuadro 1).
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Cuadro 1. Actividad inhibitoria de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento de bacterias
Grampositivas. A la 7 h de exposicién en medio liquido, el porcentaje de inhibicion se
determiné con relacion al control sin compuesto

B.subtilis |  S.aureus | s.epidermidis
ng/mL nmol/mL
% de inhibicion
1 0.0016 2556 2718 2583
2 000321 2766 38.06 3381
4 0.00643 2766 3731 2822
8 0.01286 2054 4368 23.96
16 0.02572 2994 35.62 26.09
32 0.05144 203 285 3248
64 010289 2994 1106 2742

En la séptima hora de exposicion los mayores porcentajes de inhi-
bicién se produjeron frente a S. aureus (43.68%, 00.01286 nmol/mI -8
ng/mlL), S. epidermidis (33.81%, 0.00321 nmol/mI -2 ng/ml) y B. subtilis
(29.94%, 010289 nmol/mI =64 ng/ml ). Los porcentajes de inhibicion
a la séptima hora sefialaron que todas las bacterias son sensibles a la
ACG, aunque con valores de inhibici6n diferentes. Ninguna de las bac-
terias Grampositivas presenté una relacién concentracién-dependen-
cia. Los porcentajes de inhibicién son mayores a los obtenidos con las
mayores concentraciones evaluadas (3.21 a 823.15 nmol/mI =2 a 512 mg/
ml), pero sin llegar al 50%.

Ensayo durante 7 h utilizando concentraciones en ng/mL

Con el fin de determinar el efecto de la ACG sobre el aumento pobla-
cional de cada bacteria se realiz6 la lectura de cada una de las concen-
traciones evaluadas cada hora durante 7 h. El nimero de bact/mL de
la curva de crecimiento del control de B. subtilis aument6 a partir de la
segunda hora. Fl mayor efecto de la rolliniastatina-2 se observo a partir
de la tercera hora de exposicion con todas las concentraciones. Entre la
cuarta y sexta hora practicamente todas las concentraciones tienen el
mismo efecto. En la séptima hora el crecimiento de los tratamientos es
igual al del control del crecimiento (grdfica 2).
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Grafica 2. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de B. subtilis

El namero de bact/mL de la curva de control del crecimiento de S.
aureus y las expuestas a las concentraciones de rolliniastatina-2 hasta
la hora tres no presentaron variacion. El mayor efecto se observo en la
cuarta hora de exposicion con todas las concentraciones. En la quinta
hora algunas de las concentraciones de la ACG tuvieron una ligera ac-
tividad pero en la sexta y séptima hora el efecto fue muy parecido. El
comportamiento con las diferentes concentraciones es bastante seme-
jante a la del control del crecimiento bacteriano, excepto en la cuarta

hora (grafica 3).
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Grafica 3. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de S. aureus

La cantidad de bacterias de la curva de control de crecimiento de S.
epidermidis y los tratamientos hasta la cuarta hora no presentaron va-
riacion. En la quinta hora se observo la accion de todas las concentra-
ciones empleadas; en la sexta y séptima el efecto de la rolliniastatina-2
fue muy ligero, excepto en la sexta hora con la concentracion de 0.0643
nmol/mL (4 ng/mL) (grafica 4).
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Grafica 4. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de S. epidermidis

En los ensayos en los que se evalu6 la actividad con relacion al name-
ro de bact/mL se observo que la inhibicion del crecimiento poblacional
bacteriano se detecta en distintos tiempos asociados a una prolonga-
cion de la fase lag (de latencia) o a un retraso en el inicio de la fase log
(logaritmica) de las bacterias expuestas a la ACG, efecto que tal vez
pudiera estar asociado con la pared celular.

La sensibilidad hacia rolliniastatina-2 se manifesto a diferentes
tiempos, aunque los resultados obtenidos indicaron que no existen
grandes diferencias entre el nimero de bact/mL del control y los ensa-
yos, excepto en B. subtilis expuesta a rolliniastatina-2.

Conclusiones

-Rolliniastatina-2 tiene efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las
tres bacterias Grampositivas ensayadas.

-A las 18 h el mayor porcentaje de inhibicion se produjo con la menor
concentracion evaluada en las tres bacterias (3.21-2 pg/mL) mientras
que a la séptima hora se produjeron con concentraciones diferentes.
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-El mayor efecto inhibitorio de rolliniastatina-2 se produjo sobre S.
aureus en los dos tiempos de exposicion ensayados.

-La actividad de rolliniastatina-2 fue mayor con las concentraciones
menores y es independiente del tiempo de exposicion.

-Conun inoculo y concentraciones menores se produjo el retraso del
inicio de la fase logaritmica de crecimiento de las bacterias.

-Los resultados sugieren que la pared celular de las bacterias ensaya-
das funciona como barrera para la entrada de la ACG.
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Resumen

secundarios que exhiben en las células cancerosas un gran efecto
itotoxico in vitro (Schlie et al., 2009). La actividad antitumoral in

vivo de algunas ACG ha sido reportada y aunque los resultados son pro-
metedores (Ahmmadsahib et al., 1993; Wang et al., 2002) los autores no
sefialan razones para las dosis empleadas. En este estudio se administro
invivo las acetogeninas laherradurina y cherimolina-2 utilizando la con-
centracion inhibitoria media (CI,,) in vitro en la dosis inicial. La CL in
vitro de las ACG se determino a las 48 h en ensayos de proliferacion en
células HelLa y SW-480 en cultivo. Lotes de ratones atimicos implanta-
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dos con células HeLLa 0 SW-480 recibieron diariamente durante 20 dias,
diferentes dosis de acetogeninas. La dosis inicial correspondi6 ala CI. de
la ACG multiplicada por el peso del animal; las siguientes dosis fueron 10,
100 0 500 veces la dosis inicial. La doxorubicina fue empleada como com-
puesto antineoplasico control. La laherradurina en dosis de 100x y 500x
(L5y 7.5 mg kg'dia®) redujo en 53 y 65% el desarrollo de los tumores de
células HeLay en 44 y 60% los de SW-480. Por su parte la cherimolina-2
hasta100x y 500x (5y 25 mg kg'dia") inhibio el desarrollo de los tumores
de células HelLa en 30 y 40% pero no mostro efectos significativos sobre
los de SW-480. Efectos indeseables en los ratones se encontraron con 15
mg kg'dia’ de laherradurina y 50 mg kg dia' de cherimolina-2. Con el fin
de encontrar in vivo el mayor efecto inhibitorio de las ACG en las células
cancerosas, asi como los menores efectos indeseables en los organismos
receptores, un indicativo apropiado puede ser la CI, de los ensayos de
proliferacion in vitro, la cual puede ser transformada a mg kg'dia' y de
esta forma es posible su incremento y administracion en animales.

Palabras clave: laherraduring, cherimolina-2, antiproliferativo, ratones atimicos
Introduccion

Las acetogeninas de anonaceas (ACG) son metabolitos secundarios
que presentan un amplio espectro de actividad biologica como la cito-
toxica, antitumoral, antiparasitaria y antimicrobiana (Alali et al., 1999;
Bermejo et al.,, 2005; Schlie-Guzman et al.,, 2009).

Diversos estudios indican que las ACG son los inhibidores mas po-
tentes del Complejo I mitocondrial (NADH: ubiquinona oxidoreducta-
sa) (Degli-Esposti et al,, 1994) lo que les permite exhibir un gran efecto
citotoxico en las células cancerosas en cultivo induciendo la apoptosis
(Yuan et al, 2003; Zhu et al, 2002); sin embargo, atin no se ha encon-
trado una correlacion entre su potencia inhibitoria sobre el Complejo I
mitocondrial y su actividad en las células neoplasicas (Royo et al., 2003;
Tormoetal,, 2005).

Los estudios con animales, especialmente con roedores, senalan que
la actividad de las ACG puede ser comparable o inclusive superior a
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algunos farmacos anti-neoplasicos. Por ejemplo, en ratones con leuce-
mia murina (L1210), la bullatacina (50 pg kg") y la bullatacinona (400
pg kg!) por via intraperitoneal, alargaron en 38 y 44% la vida de los
animales enfermos con respecto al lote control (Ahammadsahib et dl.,
1993). En ratones BDF-1 con carcinoma murino de pulmon (LLC), la
administracion de 10 mg kg* dia! de annonacina durante dos semanas,
logré una reduccion de 57.9% en el crecimiento de los tumores, por-
centaje similar a la dosis de 2 mg kg* dia” de doxorubicina (Wang et
al., 2002). En ratones atimicos implantados con células del carcinoma
ovarico humano A2780, la bullatacina (50 pg kg') y la bullatalicina (1
mg kg") redujeron en 67 y 75% el crecimiento de los tumores, y seme-
jante al tratamiento de 5 mg kg' del farmaco antitumoral cisplatina
(Ahammadsahib et al., 1993). A pesar de estos resultados prometedores,
es dificil establecer alguna relacion entre las dosis empleadas en los di-
ferentes trabajos. Por ello, se decidio utilizar como criterio la concen-
tracion inhibitoria media de las acetogeninas en los cultivos celulares
y multiplicarlo por los gramos de peso del animal experimental. Esta
conversion en mg kg! permite que la concentracion pueda ser incre-
mentada hasta encontrar el mayor efecto inhibitorio en el desarrollo de
los tumores y el menor efecto toxico en los animales tratados.

En este estudio, las acetogeninas laherradurina (bis THF adyacen-
te con una lactona terminal B-hidroxil y metil saturada) reportada
como uno de los inhibidores mas potentes del Complejo I mitocondrial
(Warmerdam et al,, 1998; Tormo et al,, 2001) y la cherimolina-2 (bis THF
no adyacente y-lactona) con actividades citotoxicas (Cortes et al., 1993)
(figura 1), fueron utilizadas para analizar el efecto de su administra-
cion en ratones implantados con células cancerosas humanas de cérvix
HelLay de colon SW-480 a partir de la concentracion inhibitoria media
exhibida en las células en cultivo.
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Figura 1. Estructura quimica de (1) laherradurina y (2) cherimolina-2

Método

Las acetogeninas y el farmaco antineoplasico doxorubicina (Doxolem®
RU. Lemery, S.A. de C.V. México) fueron inicialmente disueltos en
dimetil sulfoxido (DMSO) para los ensayos de proliferacion in vitro o
en EtOH para la actividad antitumoral in vivo (soluciones madre). Las
lineas humanas de carcinoma cervical (Hela) y adenocarcinoma co-
lorectal (SW-480) (ATCC Manassas, VA. USA) se mantuvieron con
medio de cultivo D-MEM/F12 suplementado con 10% de suero fetal
bovino y antibioticos (100 unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina) a 37°C en atmosfera htimeda con 5% de CO,. Para los
ensayos, las células se cosecharon de los cultivos durante su fase expo-
nencial de crecimiento con 0.25% (w/v) tripsina- 0.53 mM EDTA en
buffer salino de fosfatos (PBS).
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Obtencion de la concentracion inhibitoria media (CI,) de las
acetogeninas en los cultivos celulares

Las células fueron sembradas en placas de 96 pozas a una densidad de
10,000 células por poza. Después de 24 h, las soluciones madre de ace-
togeninas o doxorubicina se diluyeron en medio de cultivo y se agrega-
ron en las pozas para su concentracion final de 20, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001
y 0.0001 pg/mL (desde 1.3 hasta 1x10* log pg/mL).

La proliferacion celular se analizo después de 48 h agregando 10 pl
de azul de tetrazolio (MTT) (5 mg/mL) a cada poza e incubando por
4 horas adicionales, posteriormente el medio de cultivo se reemplazo
con 100 pL de DMSO y el color desarrollado se midio en un lector de
microplacas (Biorad, Hércules CA, USA) a 570 nm de longitud de onda.
Cada ensayo se realizo en cuatro ensayos independientes.

El porcentaje de la inhibicion de la proliferacion se calcul6é como:
IP (%) = [100 — (valor medio de las células tratadas / valor medio de las
células control)] /100. La concentracion de acetogeninas que redujo al
50% la proliferacion celular en relacion al control (CL) fue determina-
do graficamente mediante las curvas de concentracion-respuesta.

Administracion de las acetogeninas en los ratones implantados
con las células neopldsicas

Se utilizaron ratones atimicos de seis semanas de edad y peso aproxi-
mado de 15 g provenientes del Instituto Nacional de Ciencias Medicas
y Nutricion Salvador Subiran, México. Los animales se cuidaron de
acuerdo con los principios y lineamientos de la Asociacion Mexicana
para Animales de Laboratorio (AMCAL), en jaulas con aire filtrado y
acceso libre a la comida y agua. Para los ensayos, los ratones se inocula-
ron subcutaneamente en el lomo con células Hela (1 x 10°) o SW-480
(5 x 10°). Después de 24 h, grupos de 5 ratones recibieron subcutanea-
mente en la base del tumor, diariamente durante dos semanas, las di-
ferentes concentraciones de ACG disueltas en 0.1 mL de solucion de
NaCl al 0.9%. Los animales control recibieron 0.1 mL de la solucion
vehiculo.
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Se utilizo como dosis inicial la concentracion de la CI. obtenida de
los ensayos de proliferacion in vitro, multiplicada por el peso del animal
(1x). Los siguientes grupos de ratones recibieron 10, 100, y 500 veces
la concentracion de la dosis inicial (10x, 100x y 500x). Laherradurina
también se utilizo en un lote de animales en la dosis de 1000x (15 mg
kg'dia).

Los tumores se midieron con un vernier cada 48 h y su tamano en
mm’ se calculo con la formula (largo x ancho?)/2. El porciento de re-
duccion en el crecimiento de los tumores se obtuvo como: RT (%)-=100
— [(valor medio del grupo tratado / valor medio del grupo control) /100]
(Wang et al., 2002).

La diferencia estadistica entre los grupos experimentales y el grupo
control se calcul6 con la prueba de ANDEVA y la de aposteriori de Bon-
ferroni en donde P<0.05 fue considerado significativo.

Resultados y discusiéon
Efecto de las acetogeninas en los cultivos celulares

Después de 48 h de exposicion a las acetogeninas, los resultados mos-
traron que la proliferacion de las células HeLa y SW-480 tuvo una
reduccion dependiente de la concentracion de los compuestos. Asi,
laherradurina a concentracion de 20, 0.01y 0.0001 ug mL", disminuyo
la reproduccion de las células HelLa en 85,49 y 329% y mostro una CI. |
de 0.015 g mL". A estas mismas concentraciones, la inhibicion sobre
las células SW-480 fue de 80.5, 48.0 y 27.1% respectivamente y un
Cl,, cercano a 0.015 pg mL™.

Por su parte la cherimolina-2 redujo la proliferacion de las células
Hela en 78, 43 y 19.5% a las concentraciones de 20, 0.01 y 0.0001 pg
ml", y present6 una CI de 0.05 pg mL"; en tanto que en las células
SW-480 su efecto fue de 76, 38.6 y 10.5% de descenso en las concen-
traciones arriba mencionadas y un valor de CI,, de 0.5 pg mL". Ambas
acetogeninas fueron mas activas que la doxoribucina que tuvo una
CL = 0.1 yg mL" sobre las cé¢lulas Hel.a y de 5 pg mL" sobre SW-480
(graficas 1A y 1B; cuadro 1).
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Grifica L. Inhibicion de la proliferacion celular invitro de Hel a (A) y SW-480 (B). Los
valores estdn expresados como porcentajes en relacion al grupo control. Los valores
de las concentraciones se encuentran en escala logaritrnica

Cuadro 1. Actividad in vitro de las acetogeninas y de la droga control en las lineas
neoplasicas humanas

Concentracién inhibitoria media (CL_; ) (mg mL")

Células Laherradurnna Chernimolina-2 Doxorubicina
Hela 0015 0.05 01
SW-480 0.015 05 50

Nuestros ensayos de proliferacién in vitro senalan que las ACG fue-
ron m4s activas que el farmaco antineopldsico doxoribucina, siendo la-
herradurina en comparacion con la cherimolina 3.3 veces mds activa en
las células Hel a y 33 veces en las SW-480. La proliferaciéon de ambas
lineas tumorales fue inhibida por laherradurina con una CI, semejante,
pero presentaron diferencias con la cherimolina-2, en donde las células
Hel a fueron 10 veces mds susceptibles que las SW 480.

Los estudios previos con las ACG como agentes inhibidores de la
proliferacion de lineas celulares en cultivo, sefalan algunas tendencias
en la actividad de estos compuestos: pueden ser mds citotoxicas en las
lineas cancerosas que algunas drogas antineopldsicas; las ACG bis THF
adyacentes son mds activas que las bis THF no adyacentes (Oberlies et
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al., 1995; Oberlies et al , 1997) y existe diferencias notables en la suscep-
tibilidad de las lineas celulares hacia la misma ACG (Royo et al, 2003;
Tormoetal, 2005).

Los estudios de inhibicién sobre el Complejo I mitocondrial que
buscan la relacién entre la estructura de las ACG y su actividad, se-
fialan que la cadena alifdtica con 13 dtomos de carbono del espaciador
que une el sistema THF al anillo y -lacténico en la moléculas de estos
compuestos, pudiera ser un factor esencial para exhibir una mayor
potencia inhibitoria (Miyoshi et al, 1998; Takada et al, 2000; Abe et dl,,
2005). La molécula de laherradurina contiene en su cadena espaciado-
ra el largo mencionado, en tanto que la cherimolina-2 con un sistema
THEF no adyacente y una cadena espaciadora m4s corta pudiera tener
una conformacién menos apropiada. Estas diferencias podrian explicar
sus diferentes comportamientos en las lineas celulares, sin ambargo la
laherradurina ha sido reportada como un potente inhibidor del Com-
plejo I mitocondrial, con actividad superior a la rolliniastatina-1 y la
cherimolina -1 (Tormo et al., 2001).

Efecto de las dosis de acetogeninas en el desarrollo de los tumo-
res in vivo

La concentracién de las ACG administradas a los ratones atimicos fue
variable de acuerdo a la CI, exhibida en los ensayos de proliferacion
(cuadro 2). En general, las ACG inyectadas diariamente en un periodo
de 20 dias, tuvieron un efecto inhibitorio en el desarrollo de los tumo-
res, dependiendo de la dosis utilizada.

Cuadro 2. Dosis de acetogeninas administradas en los grupos de ratones atimicos

Ix 10x | 100x | 500x Ix 10x | 100x 500x
Linea celular Laherradurina® Cherimolina-2*
Hela 0015 | 015 156 s 0.05| 05 5.0 250
Sw-480 0015 | 015 156 h 05 50 50 250
* mg kgtdiat
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Efecto en los tumores inducidos de células HeLa

En los animales que recibieron las concentraciones de 10x, 100x, y 500x
de laherradurina (Lh), se hall6 una reduccion significativa del tamano
final del los tumores de 39.6, 53.6 y 64% respectivamente con relacion
al grupo control; en las tltimas dos concentraciones, las diferencias es-
tadisticas se encontraron desde los dias 15 y 11 respectivamente. En los
animales que recibieron la dosis de 1000x (15 mg kg'dia?) si bien el
desarrollo de los tumores fue minimo, manifestaron a partir del cuarto
dia de tratamiento una pérdida importante de peso, inestabilidad en
sus movimientos y finalmente murieron. Por estas razones se decidio
suspender la administracion de ACG a esta concentracion o mayores.
Por su parte la cherimolina-2 (Ch-2) redujo significativamente los
tumores en 30% con las dosis de 100x y en 43.4% con la de 500x; con la
dosis mas alta, la reduccion de los tumores de manera significativa se
inicio el dia 13 de tratamiento (grafica 2A). El farmaco antineoplasico
doxorubicina tuvo efectos con valores intermedios entre ambas aceto-
geninas y no se encontro diferencias significativas entre los animales
tratados con las acetogeninas y el farmaco control en dosis similares.

Efecto en los tumores de células SW-480.
La herradurina también afect6 el desarrollo de los tumores de SW-480
en un 29% en la dosis 10x y de manera significativa por las dos mas

altas; la dosis 100x inhibio el desarrollo tumoral en 44% y la de 500x
en 60 %.
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Grafica 2. Inhibicion del desarrollo de los tumores in vivo de Hela (A), células SW-
480; (B). Diferencias estadisticas se encontraron en todas las dosis mostradas

Debido a que en los ensayos de proliferacion in vitro las células SW-
480 mostraron ser 10 veces menos susceptibles a la cherimolina-2 que las
células Hela, las dosis de esta acetogenina se increment6 considerable-
mente. Asi, la dosis 100x inyectada a los animales implantados con célu-
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las SW-480, contenia dos veces la concentracion de cherimolina-2 que la
administrada como 500x en los ratones con Hel a (50 vs 25 mg kg dia™)
(cuadro 2). Al finalizar el tratamiento, la dosis 10x no produjo reducciones
significativas y las siguientes indujeron en los animales, pérdida de peso e
inestabilidad de sus movimientos. Con la dosis 100x (50 mg kg™ dia®) tni-
camente un animal continu6 vivo al finalizar el tratamiento (linea puntea-
da, grafica 2B) y ninguno de ellos en la dosis de 500x (250 mg kg dia™).

Se ha reportado que 200 pg kg de bullatacina es toxica en los ani-
males, en tanto que 100 pg/kg? inhibe el desarrollo de los tumores de
carcinoma ovarico humano A2780 en 68%, aunque la mortalidad de los
animales es atn del 25% (Ahammadsahi et al., 1993). En nuestros resul-
tados la dosis 10x de laherradurina correspondiente a 150 pg kg'dia?
mostro una reduccion final de 409% sobre los tumores de células HelLa
y de 299% en los de SW-480. Mas atn, el incremento de 10 y 50 veces de
laherradurina equivalentes a 1.5 y 7.5 mg kg dia? inhibio el desarrollo
de los tumores de células Hela en 53 y 65%, en tanto que en los de cé-
lulas SW-480 esta inhibicion correspondio a 44 y 609; las reducciones
significativas se encontraron en las dosis con mayor contenido de ACG
en tiempo cada vez mas temprano.

Nuestros resultados senalan que laherradurina es efectiva en inhibir
el desarrollo de los tumores de células HeLa entre 0.15 y 7.5 mg kg dia’
y de SW-480 entre 1.5 a 7.5 mg kg dia”, con porcentajes semejantes a lo
descrito con 10 mg/kg de la mono-THF annonacina (Wang et al., 2002)
y 1 mg kg de bullatalicina (Ahammadsahi et al., 1993) donde ningtin ani-
mal muri6 al igual que en nuestros ensayos. La muerte de los animales
con 15 mg kg'dia! de laherradurina (1000x) sugiere que si bien la activi-
dad de la ACG sobre las c¢lulas tumorales es potente, también pueden
actuar sobre las células normales afectando severamente al organismo.
Estos resultados pudieran sefialar que los limites entre las dosis terapéu-
ticas vs las toxicas de laherradurina en estos animales se encuentra entre
7.5 hasta 15 mg kg'dia’.

El efecto significativo de la cherimolina-2 en los animales implan-
tados con células Hela se encontrod en las dosis 100x y 500x al igual
que laherradurina, aunque debe resaltarse que su concentracion fue 3.3
veces mayor (1.5y 7.5 de laherradurina vs 5.0 y 25 mg kg dia” de cheri-
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molina-2); mds atn, la concentracion de 50 mg kg™ dia? suscito efectos
indeseables en los ratones implantados con células SW-480, lo que pu-
diera sefalar que las dosis terapéuticas de esta ACG son mds elevadas
y con peligro de llegar a efectos indeseables. Asi, tanto laherradurina
como la cherimolina-2 presentaron concentraciones perjudiciales en
los animales que pudieran ser el resultado de su actividad inhibitoria
sobre el Complejo I mitocondrial.

Cuadro 3. Reduccion final de los tumores en los animales que recibieron las concen-
traciones 100 y 500 veces la CE, de laherradurina y la cherimolina-2

Porcentaje de reduccién en el tamaiio
Dosis analizada de los tumores
(tratados vs controles)
mg kg dia* Hela SW-480
100x ib b5 45
Laherradurina”
500x 75 65 60
100x b0 30
500x 250 40
Cherimolina-2
100x 50 38%*
500x NA NA

* Se administré concentraciones iguales de la ACG.
*%* Un animal sobreviviente al término del tratamiento
NA. No analizada

Uno de mayores problemas durante la quimioterapia en los pacien-
tes con cdncer, es la expresion de mecanismos de resistencia a los far-
macos en las células malignas, lo que puede llevar a la ineficacia del
tratamiento oncologico. Las ACG son candidatas en el desarrollo de
farmacos antineopldsicos debido a que atin no se conocen mecanismos
de resistencia a ellas por parte de las células tumorales (Oberlies et
al.,1997). Sin embargo, es necesario encontrar métodos que permitan
comparar los diferentes estudios con animales, y valorar adecuadamen-

242



Anondceas. Plantas antiguas, estudios recientes

te su actividad en las células blanco vs los efectos negativos que puede
desarrollar en los organismos receptores (Champy et al., 2004). En el
caso de la administracion de las acetogeninas esto es un aspecto cru-
cial, debido a que la inhibicion del Complejo I mitocondrial pudiera
suscitar niveles reducidos de ATP en las células normales, afectando
seriamente su funcionamiento.

Conclusion
Nuestros resultados muestran un enfoque razonable para el diseno de
las dosis de ACG a ser administradas invivo a partir de la concentracion

inhibitoria media (CI.,) obtenidas de los ensayos de proliferacion celu-
lar invitro.
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Resumen

a ingestion de frutos y tés de guanabana (A. muricata) parece cau-

sar parkinsonismo atipico en humanos y esto ha sido atribuido a

las acetogeninas y a las quinolinas. La administracion de aceto-
geninas en animales de experimentacion causa degeneracion de neu-
ronas dopaminérgicas y no dopaminérgicas en las mismas estructuras
cerebrales que en el parkinsonismo atipico; esta neurodegeneracion se
atribuye a inhibicion selectiva del Complejo I mitocondrial. Los alca-
loides quinolinicos también son neurotoxicos y lo hacen por el mismo
proceso inhibidor de energia en mitocondrias, sin embargo atn se duda
que sean causantes de la enfermedad. Para reafirmar si los alcaloides
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quinolinicos generan signos de parkinsonismo en ratones, se les inyectd
un extracto rico en estos compuestos obtenido de la raiz de A. diversifo-
lia. Fueron utilizadas ratonas de la cepa Balb C. El grupo experimental
recibio por via intraperitoneal 30 mg/kg/dia del extracto durante dos
periodos de 5 dias, con 2 dias de intervalo entre cada uno. Para medir el
retardo en la actividad motora se uso la prueba de la pértiga. Esta fue
aplicada antes y después de las inyecciones. Al grupo control se le in-
yecté DMSO -disolvente del extracto- con el mismo esquema. Contra
lo esperado, el grupo experimental redujo significativamente el tiempo
de la prueba y ademas mostro signos de ansiedad tales como desarrollo
de calvicie e hiperreactividad a la manipulacion, al ser comparado con
los controles. Se concluye, a manera de hipotesis, que los alcaloides qui-
nolinicos de la raiz de A. diversifolia en este modelo experimental tienen
propiedades ansiogenas y estimulantes a través de activar los sistemas
dopaminérgicos mesolimbico y mesoestriado.

Palabras clave: alcaloides quinolinicos, hipercinesia, ansiedad
Introducciéon

La ingestion cronica de frutos y tés de hojas de guanabana (A. muri-
cata) parece causar parkinsonismo atipico en humanos y esto ha sido
atribuido a la presencia de acetogeninas y alcaloides quinolinicos
(Caparros-Lefebvre et al., 2002). En animales de experimentacion la
administracion cronica de acetogeninas causa degeneracion de neu-
ronas dopaminérgicas y no dopaminérgicas en las mismas estructuras
cerebrales que presentan muerte celular en el parkinsonismo atipico
(Hoglinder etal.,2003); esta neurodegeneracion se atribuye a inhibicion
selectiva del Complejo I mitocondrial (Sherer et al., 2002; Champy et dl.,
2004). A su vez, los alcaloides quinolinicos también son neurotoxicos
y al parecer esto sucede por el mismo proceso inhibidor de energia en
mitocondrias invitro (Lannuzel et al., 2002; Kotake et al., 2004). Por otro
lado, existen quinolinas enddgenas en mamiferos y su administracion
experimental produce parkinsonismo en muridos y monos (Kotake et
al., 1996; Kawai et al., 1998) a través de sus metabolitos toxicos (Booth
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et al., 1989; Nagatsu, 1997) y mediante inhibicién del Complejo I mito-
condrial (McNaught et al., 1995; Kawai et al., 2000).

Para determinar si los alcaloides quinolinicos vegetales pueden ge-
nerar signos de parkinsonismo en ratones, se les inyect6 un extracto
rico en estos compuestos obtenido a partir de la raiz de A. diversifolia.

Método

Fueron utilizados ratones hembras jovenes de la cepa Balb C. El grupo
experimental recibi6 por via intraperitoneal 30 mg/kg/dia del extracto
durante dos periodos de 5 dias, con 2 dias de intervalo entre cada uno.
Para medir el probable retardo en la actividad motora (bradicinesia) se
uso la prueba de la pértiga (Ogawa et dl., 1987). Esta fue aplicada dos
veces antes de iniciar y después de concluir las inyecciones. Al grupo
control se le inyectd DMSO, el disolvente usado como vehiculo del ex-
tracto y con el mismo esquema de los controles.

La prueba de la pértiga fue usada con modificaciones del método
original descrito por Ogawa et al. (1987). Los ratones fueron colocados
en la punta de una varilla de metal rugoso (8 mm de diametro y 55 cm
de largo) y se les midio el tiempo de giro (Tg) y el tiempo de arribo a la
base (Ta). Tges el tiempo que tarda el raton para voltearse en direccion
hacia abajo, y el Ta es el tiempo que tarda en ubicar las cuatro patas
en la base. La prolongacion de esos parametros refleja bradiquinesia
(Okuda et al., 2000). Los experimentos se llevaron a cabo en un cuarto
aislado y poco iluminado.

Resultados y discusion

Contrario a lo esperado, los animales del grupo experimental redujeron
significativamente el tiempo de la prueba (hipercinesia) (cuadros 1y 2)
y ademas mostraron signos de ansiedad tales como desarrollo de calvi-
cie (figura 1) e hiperreactividad a la manipulacion, al ser comparados
con los controles.
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Cuadro 1. Tiempos de giro y arribo antes y después de administrar las sustancias

Tiempo de giro (seg.) ] Tiempo de giro (seg.) P
Pre Vs Post Pre Vs Post
30 mg/kg | 1a | 24 1400002 |105 77]0.01
* 2a |15 13]0.006 10 7.8 | 0.0008
DMSO 1a (|48 40 147 13.6
i 2a |31 18]0.03 109 104

Cuadro 2. Comparacion de los tiempos entre alcaloides quinolinicos y DMSO

Tiempo cle giro Tiempo de arribo
P P
30 mg/kg vs DMSO 1a. 0.0006 0.00008
3 2a. 0.05 0.02

Figura 1. Calvicie por ansiedad en animales tratados con quinolinas vegetales
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Haber obtenido un resultado inesperado requiere discutir por qué
se obtuvo ese dato y no el ideado. Comenzaremos por esto altimo.

Los experimentos con alcaloides quinolinicos vegetales y su toxici-
dad sobre neuronas dopaminérgicas de mamiferos han sido hechos in
vitro (Goto et al., 1997; Lannuzel et al., 2002; Kotake et al., 2004) o me-
diante aplicacion directa intracerebral in vivo (Koshimura et al., 1997).
Nosotros dimos quinolinas vegetales por via intraperitoneal durante
10 dias y no registramos signos de parkinsonismo en ese lapso. Sin em-
bargo, las isoquinolinas de mamiferos administradas por via intraperi-
toneal en ratones (Kawai et al,, 1998) y subcutanea en monos (Kotake
et al., 1996) producen lesiones neuronales y signos parkinsonicos; e in
vitro bloquean la captura de dopamina (Johnson et al.,, 1989; Okada et al.,
1998), son capturadas e introducidas en la neurona por el transporta-
dor de dopamina y luego convertidas en citotoxicas (Booth et al., 1989;
Nagatsu, 1997; Kawai et al., 2000), para inhibir asi el Complejo T mi-
tocondrial (McNaught et al., 1995) y reducir el contenido de dopami-
na en mesencéfalo (Kotake et al., 2002). Es posible que los alcaloides
quinolinicos vegetales no sean introducidos en la neurona y/o no sean
transformados en compuestos neurotoxicos, de ahi la ausencia de sig-
nos parkinsonicos en nuestro modelo experimental.

No obstante, los animales con quinolinas vegetales mostraron hi-
percinesia en vez de bradicinesia en la prueba de la pértiga, y ademas
presentaron conducta de ansiedad manifestada por hiperreactividad
a la manipulacion y calvicie. Todo esto no se dio en los controles con
DMSO. Este tipo de conducta sugiere que fueron estimulados dos sis-
temas dopaminérgicos: uno relacionado con el aumento de la actividad
motora (mesoestriado) y otro con el incremento de actividad emocional
negativa (mesolimbico). La estimulacion dopaminérgica de los alcaloi-
des quinolinicos vegetales la basamos en que aumentan la concentra-
cion de dopamina al inhibir su captura por el transportador (Lannuzel
etal., 2002) y muestran afinidad por los sitios de union D, y D, en sinap-
tosomas del estriado de ratas (Protais et al., 1995). Lo anterior sugiere
propiedades estimulantes de los alcaloides quinolinicos en este sistema
neuroquimico, similar a lo observado con algunas isoquinolinas anima-
les con afinidad por los ligandos D, y D, (Cabedo et al., 1998; El Aouad
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etal., 2009) y con propiedades que parecen ser antidepresivas en otros
modelos experimentales (Berenguer et al., 2009).

Por altimo, éste solo es un trabajo preliminar, falta reproducir el es-
tudio en ratones machos y a dosis hasta 50 mg/kg que ya sabemos son
subletales.

Conclusion
Se concluye, a manera de hipotesis, que los alcaloides quinolinicos de
la raiz de A. diversifolia en este modelo experimental tienen propiedades

ansiogenas y estimulantes a través de activar los sistemas dopaminér-
gicos mesolimbico y mesoestriado.
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Resumen

arias anonaceas exhiben propiedades insecticidas, esta activi-
dad esta asociada a su capacidad de producir metabolitos se-
cundarios, principalmente alcaloides y acetogeninas (Lebovef
et al., 1982; Cave et al., 1997; Leatemia e Isman, 2004). Las hormigas
arrieras (Atta mexicana Myrmeciinae) constituyen en ocasiones una de
las principales plagas defoliadoras de plantaciones forestales y de culti-
vos agricolas (Sanchez-Pentia, 2005). El uso de insecticidas de sintesis
quimica para tratar insectos plaga no constituye un medio eficaz de
control, ya que suelen ser altamente toxicos y tener un espectro amplio,
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ademas, generan problemas de residualidad en los alimentos en los que
se utiliza (Molina, 2001). Una alternativa es la utilizacion de extractos
y de moléculas obtenidas de fuentes naturales que presenten actividad
dirigida, moderada y que sean biodegradables, por ello en este estudio
se evaluo el efecto insecticida de extractos hexanicos de Annona diversi-
folia.

Se obtuvieron extractos de las semillas, raices, tallos y hojas median-
te el método soxhlet, para la evaluacion se emplearon 25 hormigas (n=
5), a las que se les alimentd con soluciones de los extractos en con-
centraciones de 0, 1, 10, 100 y 1000 mg/ml disueltos en aceite de olivo
y como cebos miel y avena. Se utilizaron testigos sin cebos y vehiculo
de disolucion. El efecto biocida se observo a las 12, 24, 36,48 y 60 h de
exposicion.

Los extractos de raices y semilla tuvieron actividades moderadas
(p= 0.01) que no superan el 50% de mortalidad (CL, 1.051y 1.635 mg/
ml respectivamente), el efecto se observo con las concentraciones mas
altas y a partir de las 36 h, con una ligera dosis-dependencia y un tiem-
po-dependencia muy marcado. Los extractos de tallo solo aceleran la
mortalidad con respecto a los testigos, mientras que los de hoja son in-
activos. La actividad de los extractos hexanicos de A. diversifolia senala
el potencial de esta especie sobre Atta mexicana.

Palabras clave: extractos, insecticidas vegetales, actividad biologica
Introduccion

Las plantas han evolucionado por mas de 400 millones de anos y para
contrarrestar el ataque de los insectos desarrollaron mecanismos de
proteccion, como la repelencia y la accion insecticida (Molina, 2001).
Los vegetales poseen rutas metabolicas que forman compuestos, por
lo general de bajo peso molecular, llamados metabolitos secundarios
por derivarse del metabolismo primario. En las anonaceas las rutas
biosintéticas de los alcaloides y de las acetogeninas estan favorecidas,
de manera que se caracterizan por la diversidad de estos metabolitos.
También se ha reportado que producen aceites esenciales, galactoma-
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nanos, flavonas, terpenos, glucosidos cianogenéticos y heterociclicos
de nitrogeno no alcaloidales (Gonzalez, 2005). Recientemente se ha
encontrado que tanto extractos como compuestos de especies de la
familia Annonaceae presentan una potente actividad insecticida, an-
tiparasitica, acaricida, antibacteriana, antifungica, antitumoral, anties-
pasmodica y citotoxica (Zafra-Polo et al., 1996; Alali et al., 1999). Las
hormigas arrieras (Atta mexicana) constituyen una de las principales
plagas que afectan a las plantaciones forestales, las cuales pueden re-
ducirse hasta el 20% (Lopez, 1999). También es considerada una plaga
doméstica por su presencia en lugares donde se almacenan alimentos.
Los insecticidas sintéticos han provocado la contaminacion del suelo y
fuentes de agua, asi como la destruccion de enemigos naturales benéfi-
cos que ayudan en el control de las plagas, la intoxicacion de animales
domésticos, la muerte de polinizadores, la disminucion de los microor-
ganismos del suelo, favoreciendo el deterioro del ambiente (Castro,
2005). Annona diversifolia es un arbol abundante en Chiapas, cuyos ex-
tractos han demostrado actividad larvicida frente a la mosca mexicana
de la fruta Anastrepha ludens (Rueda, 2007) y Culex pipiens quiquefaciatus
(Alamilla et al., 2000), aunado a esto la presencia de moléculas bioacti-
vas (De la Cruz, 2001). Por ello la evaluacion de extractos y compuestos
de Annona diversifolia frente a Atta mexicana es importante en la busqueda
de alternativas menos daninas para el ambiente.

En este estudio se evaluo la capacidad insecticida de extractos
hexanicos de A. diversifolia frente a Atta mexicana.

Método

Para la obtencion de semillas en octubre de 2008, se recolectaron en la
colonia de Teran de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, frutos de A. diversifolia,
mientras que lasraices, tallos y hojas se recolectaron en el mismo lugaren
enero del 2009. Las muestras se secaron a temperatura ambiente e ilumi-
nacion natural y se molieron hasta polvo fino en un molino de manivela.
Los extractos hexanicos se obtuvieron usando 50 g de semillas, 100 g
de raices, 100 g de tallos y 100 g de hojas, empleando el método de Sox-
hlet (Bonner y Castro, 1967). Con los extractos hexanicos de cada parte
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de A. diversifolia, se realizaron concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 mg/
ml, utilizando aceite de olivo como diluyente y a una mezcla de avena
(0.5 g) ymiel (0.5 g), se le agregaron las diferentes soluciones de extrac-
tos (1.5 mL), al testigo se le coloco solamente 1.5 mI de aceite de olivo,
esta mezcla se colocé en una torunda de algodén con 5 ml_de agua y se
incorporo en cada contenedor, todo se realiz6 por quintuplicado.

Se recolectaron cortadoras de A. mexicana de cinco hormigueros, lo-
calizados en el parque del Oriente (al lado de la puerta 6) y en la colonia
San José Chapultepec (andador paso del dtico) en Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas. Se colocaron 25 hormigas en contendores de pldsticos trans-
parentes, con tapas horadadas para dar ventilacion. El efecto biocida se
midio a las 12, 24, 36, 48 y 60 h de exposicion.

Los datos se agruparon en una hoja de cdlculo de Excell MO* y
mediante el programa estadistico STATGRAPICHS plus version de
prueba, se realizaron andlisis de varianza y de contrastes de diferencias
minimas significativas con el método de Fisher para realizar compara-
ciones entre los extractos y regresion lineal para conocer la posible do-
sis y tiempo dependencia, asi como la concentracion letal media (CL, ).

Resultados y discusion

El rendimiento de cada uno de los extractos es variable, el de semillas
fue el de mayor proporcion, seguido por los de raices, hojas y tallos
(cuadro 1).

Cuadro 1. Rendimientos de los extractos obtenidos

Rendimiento (%)

Extracto
Raices Tallos Hojas Semillas

Hexanico 6.08 418 499 2033

Esta variabilidad se puede atribuir al metabolismode la plantayalaes-
pecializacion bioquimica de los tejidos involucrados en la biosintesis y/o
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acumulacion de estos productos naturales (Pinol et al., 2000), por ejemplo,
el mayor rendimiento obtenido de las semillas puede deberse a que éstas
son organos de reserva, que al contener a la nueva generacion vegetal, co-
munmente acumulan productos fotosintéticos (Pérez et al., 2004).

Actividad del extracto de raices

El extracto hexanico de raices durante las primeras 36 horas tiene una
actividad semejante a las de los testigos, solo el promedio de la con-
centracion mas alta es superior a éstos. Aunque la diferencia no es es-
tadisticamente significativa, el testigo se mantiene por debajo de los
tratamientos. A las 48 horas la diferencia es marcada con respecto al
control y se aprecian diferencias entre las concentraciones de 1, 100 y
1000 mg/mL. El extracto de 1000 mg/mL muestra diferencia estadisti-
camente significativa (p=0.0670) dejando ver también una dependencia
con el tiempo de exposicion, este patron se repite en la tltima lectura
(60 h), con lo que se puede decir que esta es la concentracion mas acti-
va a partir de las 36 horas (grafica 1).

Grafica 1. Mortalidad de A. mexicana producida por el extracto hexanico de raices
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Actividad del extracto de semillas

El extracto mostro actividad a partir de las 12 horas, se observa que los
porcentajes de mortalidad de 1y 1000 mg/mlL son superiores respecto al
testigo, sin embargo, s6lo la concentracion de 1 mg/ml_ tiene diferencia
estadisticamente significativa alas 12 y 24 h. A partir de las 48 h la con-
centracion de 1000 mg/mI muestra diferencia estadisticamente signifi-
cativa (p=0.0577) con respecto al testigo y una actividad creciente con
respecto al tiempo de exposicion, convirtiéndose en la concentracion
mas activa (grafica 2). Aun sin diferencia significativa el promedio de la
actividad del resto de las concentraciones evaluadas son superiores al
control desde las 48 h.

Grafica 2. Mortalidad de A. mexicana producida por el extracto hexanico de semillas

Actividad del extracto de tallos

La actividad insecticida del extracto se limita desde las 12 h a la con-
centracion de 1000 mg/mL incrementandose en las horas subsecuentes,
sin embargo, no hay una diferencia estadisticamente significativa, ya
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que el control presenta también una alta tasa de mortalidad, incluso
mayor que tres de las concentraciones evaluadas, alcanzando a las 60
h una mortalidad del 100% igual a la concentracion mas elevada (gra-
fica 3). Lo que podria deberse a una variabilidad en la recolecta de los
ejemplares de las hormigas y por tanto representar una muerte natural
sistematica. Aun asilo que se observa es que el extracto de 1000 mg/mL
incrementa el porcentaje de mortalidad desde el tiempo inicial.

Griéfica 3. Mortalidad de A. mexicana producida por el extracto hexanico de tallos. Se
sefala con un * las diferencias minimas estadisticamente significativas (LSD) de Fis-
her e incluye valores de p con un 95.0 % de confianza

Actividad del extracto de hojas

El extracto hexanico de hojas presenta un comportamiento irregular en
las concentraciones evaluadas, ya que no existe una relacion generali-
zada en los efectos observados, la concentracion de 1000 mg/mL tiene
menor efecto, a diferencia de la concentracion de 1 mg/mL cuyo efecto
es mayor, pero entre ellas se intercalan las otras dos. Es decir, no hay
una tendencia que permita explicar que el efecto es antialimentario a
concentraciones altas e insecticida a concentraciones bajas. La muerte
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natural en los testigos deja entrever la variabilidad en los ejemplares
recolectados, todo conduce a senalar que las hojas de A. diversifolia no
tienen efecto insecticida sobre A. mexicana (grafica 4).

Grafica 4. Mortalidad de A. mexicana producida por el extracto hexanico de hojas

Una comparacion de los 4 extractos con las 4 concentraciones eva-
luadas en el tiempo final de exposicion (60 h) utilizando las diferen-
cias minimas (LSD) permite senalar que solo los extractos de semillas
y raices a concentracion de 1000 mg/mL presentan una actividad in-
secticida moderada pero significativa contra A. mexicana. El extracto de
semillas result6 el mas activo, en el de raices se observa una ligera dosis
dependencia (grafica 5).
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Grafica 5. Mortalidad de A. mexicana producida por extractos hexanicos

Se realizo una comparacion de los extractos con la concentracion
mas activa de 1000 mg/mL y el tiempo de exposicion (12, 24, 36,48 y 60
h) utilizando las diferencias minimas (LSD) se observa que el extracto
de semilla presenta una relacion entre la actividad y el tiempo de expo-
sicion durante las 48 horas evaluadas (y-11.8x-16.8, R?-0.91), en raices
la dependencia es lineal hasta las 36 horas (y-=11.7x-11, R2-0.84), mien-
tras que con hojas (y=0.8x-1, R2-0.33;) y tallos (y=-3.6x+24, R2-0.27) no
existe relacion (grafica 6).
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Grifica 6. Actividad de los extractos hexdnicos con relacion al tiempo de exposicion

De acuerdo con la CL_; se observa que los tallos y las hojas no pre-
sentan actividad (cuadro 2).

Cuadro 2. Concentracion letal media de extractos (—, se considera sin actividad)

Cle
Semilla 1.051.34 mg
Raiz 1.635.68 mg
Tallo
Hoja

Conclusion

Los extractos hexdnicos de semillas y raices de Annona diversifolia pre-
sentan actividad moderada frente a Atta mexicana, mientras que los de
hojas y tallos fueron inactivos. Los extractos activos presentan una de-
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pendencia con el tiempo de exposicion. La actividad demostrada por
los extractos hexanicos obtenidos de A. diversifolia reflejan el potencial
frente a Atta mexicana de esta especie nativa de Mesoamérica.
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Resumen

por las plagas, siendo la antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides,

Penzig) la que incide en una pérdida desde el 40 hasta el 70%
de la cosecha; por tal razon se realizo la investigacion con el objetivo
de generar una técnica de manejo para el control de la antracnosis en
anona, instalandose dos parcelas entre el 2008 y 2009 en el municipio
de Tonacatepeque, departamento de San Salvador a 750 msnm, suelo
franco arcilloso; topografia con el 209% de pendiente y en el Centro Ex-
perimental de Desarrollo Agropecuario, Canton San Andrés, municipio
de Ciudad Arce, departamento de La Libertad a 460 msnm, suelo fran-
co arcilloso y topografia plana desde el 2 hasta el 5% de pendiente en
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plantaciones sin manejo agronomico. La evaluacion se realizo en parce-
las apareadas, para lo cual se escogi6 el tratamiento que resulté mejor
en la investigacion llevada entre el 2007-2008 en las que los tratamien-
tos fueron aplicacion de plaguicida, poda de aclareo y embolsado de
frutos, siendo las conclusiones que las podas de aclareo y la aplicacion
de plaguicidas proporcionan una reduccion de la antracnosis, no asi el
embolsado de los frutos que incrementan el problema de la antracnosis
con la aparicion del hongo Phaceloma. Por tanto, el tratamiento fue con
podas de aclareo y la aplicacion de plaguicidas antes de la floracion,
plena floracion y frutos pequetios, para el control de la antracnosis y
la otra parcela sin manejo y sin aplicaciones de plaguicidas. Como re-
sultado se observaron diferencias altamente significativas (<0.10) entre
tratamiento para el porcentaje de dafio de antracnosis, siendo el trata-
miento con manejo con podas de aclareo y aplicacion de plaguicidas el
que obtuvo un promedio de 17% de frutos danados y en la parcela sin
manejo un 44% para Tonacatepeque y en San Andrés un 32% de frutos
danados para la parcela con manejo y 68% para la parcela sin manejo,
lo que pone de manifiesto que el control fue efectivo en cuanto el ana-
lisis econdmico resultd un beneficio neto marginal para la parcela con
manejo de Tonacatepeque de $655.00 y de $873.00 para la parcela con
manejo de San Andrés siendo las relaciones de beneficio-costo de 3.83
y 5.1, respectivamente.

Palabras claves: hongo, embolsado, podas, enfermedad, antracnosis
Introduccion

La anona (Annona diversifolia Saff.) es una fruta muy afectada por las pla-
gas, siendo la antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides, Penzig) la que
incide en una pérdida desde el 40 hasta el 709% de la cosecha. La anona
se encuentra con mayor frecuencia en los departamentos de Sonsonate,
Santa Ana, Ahuachapan, La Libertad, Usulutan y San Miguel (Cruz Pi-
neda y Deras Flores, 2000). La antracnosis puede atacar el tallo, hojas,
flores y fruto, esta infeccion se presenta en estadios tempranos del de-
sarrollo del fruto, pero la enfermedad aparece luego de etapas cercanas
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ala maduracion (Cifuentes Beltran y Garcia Jaramillo, 2006). Entre las
anonaceas la guanabana presenta problemas fitosanitarios, el princi-
pal es el barrenador de la semilla (Bephrateloides cubensis). Se realizaron
pruebas de embolsado de frutos, el material que present6 mejores re-
sultados fue la utilizacion de bolsas de polietileno de color azul (Evan-
gelista Lozano y Dominguez Alvarez, s/f).

En El Salvador la anona (Annona diversifolia) es un cultivo que no re-
cibe un manejo agronoémico adecuado, tiene una produccion limitada
en volumen y calidad, esto se debe en parte al poco enfoque comercial.
Tiene problemas de calidad y presentacion que pueden mejorarse con
un mejor manejo del cultivo (IICA-MAG-Programa Nacional de Fru-
tas, 2004). En el cultivo de anona se sugiere trabajar en los siguien-
tes aspectos: recoleccion y manejo comercial de la fruta, aumento en
el periodo de produccion, exploracion de areas productoras en Méxi-
co, Guatemala y El Salvador (Orellana Polanco y Tambito Martinez,
2001). En México, se reporto que el embolsado de la fruta de guanabana
trae como consecuencia la abscision de frutos, asi como la incidencia
de otras plagas y enfermedades (Ponce, 1976). En México se reporto
que en las plantaciones de guanabana la infeccion por antracnosis (Co-
lletotrichum gloeosporioides) se presenta mas durante la época de lluvia
o cuando existe mas humedad relativa, los dafios se han estimado en
un 35%, siendo la flor la parte mas afectada (Vidal Hernandez y Nieto
Angel, 1997). Se ha estimado que sin control fitosanitario se reduce el
rendimiento en un 60%, el efecto de plagas y enfermedades en el rendi-
miento es de 25% y en plantaciones con manejo (riego, podas y control
fitosanitario) el rendimiento se reduce en un 8% por plagas y enferme-
dades (Vidal Hernandez y Nieto Angel, 1997).

Dada la importancia de la caida de frutos debido al problema de an-
tracnosis y perforador del fruto se instalé un ensayo en las localidades
de San Andrés y Tonacatepeque (El Salvador, 2008) para determinar
las medidas de control mas efectivas de esta enfermedad, donde se eva-
luaron diferentes alternativas: 1) poda de aclareo mas un fungicida, 2)
poda de aclareo mas fungicida e insecticida, 3) poda de aclareo mas un
fungicida, insecticida y embolsado de frutos y 4) testigo sin aplicar. Se
evaluo la efectividad de estos tratamientos con el recuento del porcen-
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taje de frutos danados, siendo los resultados que los tratamientos con
poda de aclareo mas un fungicida, insecticida tuvieron una incidencia
del 15y 16% y los otros tratamientos testigo y con embolsado de frutos
fueron de 35y 419, respectivamente.

El objetivo es generar una tecnologia sobre el manejo fitosanitario
para el control de antracnosis en anona, y obtener fruta de mejor cali-
dad y presentacion comercial.

Método

En vista de los resultados obtenidos en el 2008 se instalo otro ensayo
de parcelas apareadas (2009) en las localidades de Tonacatepeque y
San Andrés en plantaciones ya establecidas en las que se evaluaron los
tratamientos que mejor resultados dieron como es el de poda de aclareo
mas aplicacion de plaguicidas, comparandolo con un testigo sin apli-
cacion de plaguicidas ni manejo. Los productos utilizados en forma al-
terna fueron: Carbendazim (1.2 cc/L), Azoxistrobina (0.3 g/L), Lorsban
(3.2 c¢/L). Se aplicaron antes de la floracion, plena floracion y frutos
pequetios. La tinica variable a medir fue el porcentaje de dano de frutos
cosechados. El analisis economico se determino para frutos sanos. Los
analisis por prueba de t Student y la relacién beneficio costo.

Resultados y discusion

Comparando ambas localidades se puede observar que el porcentaje
de dano fue menor en la parcela con manejo desde el 17 hasta el 32%,
en relacion a la parcela sin manejo donde se present6 un incremento
desde el 44 hasta el 68%. La falta de un manejo al cultivo influye nega-
tivamente en una mayor pérdida de frutos por antracnosis (cuadro 1),
lo que concuerda con lo encontrado para guanabana por Vidal Hernan-
dez y Nieto Angel (1997). También se puede observar que la incidencia
de antracnosis fue mayor en San Andrés, cuya topografia es mas plana
en la cual la humedad se encuentra mas retenida comparandola con la
de mayor pendiente que es Tonacatepeque (17%).
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Cuadro 1. Porcentaje de dano por antracnosis en frutosi de anona (A. diversifoliay 2009

Tonacatepeque San Andrés
Con manejo 17% 32%
Sin manejo 44% 68%

Se puede abservar en la grafica 1 que al proporcionarle un manejo
al cultivo de anona, el porcentaje de dafio de los frutos se redujo signi-
ficativamente entre 17 hasta 32%, la incidencia de la enfermedad fue
menor por el control aplicado previamente. Sin manejo, la incidencia de
la enfermedad increment6 el porcentaje de dafio entre 44 hasta 68%. EL
manejo con poda de aclareo mds aplicacién de plaguicidas favorecio en
un mejor control de la enfermedad.
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Grifica 1. Porcentaje de dafo por antracnosis en frutos de anona (Annona diversifolia)

en parcelas con manejo y sin manejo. El Salvador, 2009
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El andlisis econdmico indic6 que el beneficio neto con el tratamien-
to con manejo con ingresos de $655 y $873 y relacion beneficio-costo
de $3.83 y $5.1. La implementacion de prdcticas de manejo permite la
recuperacion de los costos invertidos (cuadro 2).

Cuadro 2. Andlisis econémico relacién beneficio-costo en anona (A. diversifolia) 2009

Localidad °°(;')"‘_* Ingreso bruto () | Ingreso neto (§) RE/C
Tonacatepeque

Con manejo 1709 2013.0 655.0 383
Sin manejo 1358.0
San Andrés
Con manejo 1709 1649.0 8730 51
Sin manejo 776.0

Conclusiones

-El manejo aplicado favorecio las condiciones fitosanitarias para un
mejor control de la enfermedad.

-Con la implementacién de un manejo de podas y uso de productos
quimicos se tuvo un efecto positivo en el control de la enfermedad.

-El manejo de la antracnosis contribuyd a minimizar la pérdida de
frutos y obtener frutos de mejor calidad y valor comercial

-Con poda de aclareo y el uso de productos quimicos se disminuyo
el dafo de la enfermedad y se incrementaron los ingresos en un 71%.

-El empleo de prdcticas de podas y uso de plaguicidas en el manejo
de la enfermedad, incrementa los ingresos siendo la relacién beneficio-
costo desde 3.83 hasta 5.1.

Recomendacion

La aplicacién de la tecnologia o el uso de otros productos.
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V. Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer
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Resumen

e utiliza la especie Annonaemarginata (araticum de tierra fria) como

porta injerto para especies de la familia Annonaceae. Se sugiere

que la siembra de esta especie sea aplicada inmediatamente des-
pués de la extraccion de las semillas, lo que indica que ellas no tienen
tolerancia a la desecacion. Son varios los mecanismos implicados en la
tolerancia a la desecacion y entre ellos se destaca la acumulacion de
carbohidratos solubles, que acttian como moléculas osmoprotectoras
para el sistema de membranas durante el secado. El objetivo del trabajo
fue evaluar el perfil de carbohidratos solubles de las semillas de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer sometidas a secado. Las semillas se seca-
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ron en un horno de aire forzado a una temperatura de 50°C, alcanzando
niveles de agua de 319, 19%, 12% y 5%. Para la extraccion de los aztica-
res solubles se realizo una triple extraccion en etanol durante 5 minu-
tos, seguidos de centrifugacion, y de la combinacion de los tres extrac-
tos de alcohol se obtuvo la proporcion correspondiente a la fraccion de
azucares solubles. Los extractos fueron sometidos a la lectura en HPLC
para la determinacion del perfil de carbohidratos solubles (3). Los ni-
veles de glucosa fueron alrededor del 619% cuando las semillas tenian el
319% de agua y se redujeron a 40% cuando las semillas se habian secado
a 5%, en contraste con los niveles de sacarosa que aumentaron con el
secado. El contenido de fructuosa fue de 20% en semillas con 319% del
aguay se redujo a 11.84%, 14.02% y 13.97% en las semillas con 19%, 12%
y 5% de agua, respectivamente. También se identifico mioinositol en
porcentajes bajos (alrededor de 5%). En todos los contenidos de agua,
la cantidad de rafinosa y estaquiosa fue pequena y se encontro6 0.04%
de rafinosa para las semillas con 31% de agua y 0.029% y 0.03% en las se-
millas con 19% y 12% de agua, respectivamente. La sacarosa es el aztcar
que se acumula en las semillas con el secado y puede estar directamente
envuelta en el mecanismo de tolerancia a la desecacion de las semillas
de Annona emarginata.

Palabras clave: tolerancia ala desecacion, sacarosa, glucosa, rafinosa, estaquiosa.
Introduccion

La especie Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer, sinonimia de las es-
pecies de Rollinia sp. (Rainer, 2007), se utiliza como patron para otras
especies de la familia Annonaceae como la atemoya (Annona cherimola
Mill. x Annona squamosa L.) y la chirimoya (Annona cherimola Mill.) por
proporcionar una mayor compatibilidad entre el injerto y portainjerto,
vigor, y resistencia a los hongos, podredumbre de raices y barrenadores
que atacan el tallo de las plantas (Kavati et al., 1997; Bonaventure, 1999;
Tokunaga, 2000).

Hay informes de que las Annonaceae como Annona crassiflora Mart.
no permiten el almacenamiento prolongado de semillas, siendo necesa-
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rio que la siembra se realice inmediatamente después de la extraccion
de la fruta (Bernardes et al., 2007) por lo que se concentra la produccion
de plantulas en un tnico periodo del ano. Por otra parte, Carvalho et al.
(2001) informaron de que las semillas de Annona glabra L. soportan una
reduccion del contenido de agua y congelacion, con germinacion ele-
vada después de 365 dias de almacenamiento. Contrario a lo anterior,
Tokunaga (2000) sugiere que la siembra de araticum de tierra fria (A.
emarginata) se realice inmediatamente después de la extraccion de las
semillas debido al bajo porcentaje de germinacion observado después
del almacenamiento.

Las semillas que toleran el contenido reducido de agua de la segunda
mitad del periodo de acumulacion de materia seca y cuando maduran
permiten el almacenamiento por un largo periodo se consideran orto-
doxas (tolerantes a la desecacion) y las intolerantes a la extraccion de
agua se denominan recalcitrantes (Roberts, 1973; Barbedo et al., 2002;
Marcos Filho, 2005).

Los carbohidratos solubles son componentes importantes envuel-
tos en la tolerancia a la desecacion, pues durante la pérdida de agua de
las semillas acttian como moléculas osmoprotectoras, reemplazando al
agua y evitando que ocurran danos a la membrana celular durante el
remojo (Koster y Leopold, 1988; Pammenter y Berjak, 2000).

La sacarosa es uno de los principales carbohidratos que se encuen-
tran en las semillas maduras y puede actuar como un sustrato para
reacciones metabolicas o tener un efecto protector sobre las membra-
nas celulares cuando se presenta en altas concentraciones (Uemura y
Steponkus, 2003). Los demas aztcares relacionados con la tolerancia a
la desecacion son la rafinosa y estaquiosa, que también se pueden acu-
mular en algunas semillas durante el desarrollo y en respuesta a la de-
secacion (Peterbauer y Richter, 2001).

El objetivo del trabajo fue evaluar el perfil de carbohidratos solubles
de las semillas de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer sometidas a
secado.
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Método

El trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Fisiologia de la Germina-
cion y Latencia de Semillas, del Departamento de Botanica del Instituto
de Biociencias (IB) de la Universidad Estadual Paulista Julio de Filho
Mesquita (UNESP), Campus Botucatu, SP, Brasil y en el Instituto de
Botanica de Sao Paulo, Brasil.

Los frutos de A. emarginata (Schltdl.) H. Rainer (araticum de tierra
fria) se obtuvieron en el CATI (Coordinacion de Asistencia Técnica In-
tegral), en Sao Bento do Sapucai, SP, Brasil (Latitud 22° 41’ 20” Sur y
Longitud 45° 43’ 51” Oeste).

Después de la obtencion de las semillas, se lavaron con agua, se se-
caron y se les determino el contenido de agua por el método de Brasil
(2009), que consiste en secarlas en un horno con una temperatura de
105°C # 3°C durante 24 horas, los resultados se expresaron en porcen-
tajes. Luego las semillas se secaron en una estufa de aire forzado a 50°C
para obtener diferentes niveles de agua 31% (control), el 199%, 12%y 5%).
Después se colocaron en remojo en agua durante 60 horas bajo aireacion
constante (Costa, 2009). Las semillas se colocaron en papel “germitest”
humedecido con agua destilada en una proporcion de dos y media veces
su peso seco (Brasil, 2009). El experimento se llevo a cabo en una cama-
ra de germinacion con alternancia de temperaturas de 20°C durante 18
horas de oscuridad y 30°C durante seis horas de luz (Costa, 2009).

El disefio experimental fue al azar, cada tratamiento con cuatro
repeticiones de 50 semillas por lote. Se hicieron conteos diarios del
namero de semillas germinadas, considerandose germinadas aquellas
que presentaron dos 0 mas milimetros de raiz primaria (Hadas, 1976).
Las variables calculadas fueron: porcentaje, promedio de tiempo, velo-
cidad, frecuencia y sincronizacion de la germinacion (Laboriau, 1983;
Laboriau y Agudo, 1987; Silva y Nakagawa, 1995). Para cada uno de los
tratamientos, se molieron semillas en un molino utilizando 100 mg para
las extracciones de azticares solubles que se determinaron en un HPLC.
Al material vegetal se le afiadio etanol al 70% y luego fue sometido a
extraccion triple por ebullicion en etanol durante 5 minutos (Durda et
al.,2007). Los extractos se centrifugaron a 3,000 rpm a 20°C durante 10
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minutos y luego fueron filtrados. La combinacion de los tres extractos
de alcohol fue la fraccion de azticares solubles que fueron sometidos a
cromatografia liquida de alta resolucién con un HPLC para determinar
el perfil de carbohidratos (Garcia etal., 2006).

Resultados y discusion

El contenido de agua de las semillas de A. emarginata recién extraido
fue de 31%. La reduccion hasta el 12% no influyo en el porcentaje de
germinacién de las semillas, mientras que la disminucién hasta un 5%
si redujo la germinacion de manera significativa (cuadro 1). Los resul-
tados para el indice de sincronizacién (U) muestran que el secado no
es suficiente para sincronizar la germinacion, pero, se observé que la
reduccion en el contenido de agua al 19% y 12% anticip6 la germinacién

(grafica 1).

Cuadro 1. Germinacion |G (%)], tiempo medio de germinacion [TMG (dias)] e indice
de la velocidad de germinacion (IVG) de semillas de araticum de tierra fria (A. emargi-
nata (Schldt.) Rainer H.) sometidas a secado

Contenidos de agua G ™G VG
(%) (%) {dias)
31 b45a 2550a 1400 a
19 555a 2525a 1125a
12 575a 2425a 195a
5 350b 2150b 1875 a

Medias seguidas por la misma letra no difieren por la prueba de Tukey al 5% de probabilidad.
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Grafica 1. Frecuencia relativa de germinacion de las semillas de araticum de tierra fria
(A. emarginata (Schldtl.) H. Rainer) con diferentes cantidades de agua y sumergidas
en agua destilada

De acuerdo con Tokunaga (2000) las semillas de araticum de tierra
fria, se deben sembrar inmediatamente después de que son extraidas
del fruto, porque si se almacenan pierden rapidamente su viabilidad.
En este experimento, se observo que las semillas de araticum de tierra
fria, toleran una sequia de hasta un 12%. Por tanto, la posibilidad de
eliminar una cantidad considerable de agua de las semillas sin que el
potencial de germinacion se pierda, puede ayudar a mantener la viabili-
dad de las semillas durante el almacenamiento (Rosa, 2005).

El hecho de que las semillas de A. emarginata hayan tolerado la dese-
cacion, se relaciona con algiin mecanismo de proteccion de las mem-
branas, ya que se sabe que la eliminacion de agua de las células causa
danos debido a trastornos del metabolismo durante el secado lo que
puede minimizar la germinacion (Pammenter y Berjak, 2000; Walters,
2000; Berjak y Pammenter, 2007).

Varios estudios se han realizado para identificar los mecanismos de
proteccion a las membranas, éstos implican una sinergia entre distintas
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sustancias como proteinas, carbohidratos y complejos enzimaticos que
aseguran la supervivencia de las semillas cuando se secan (Walters,
2000; Berjak, 2006). Como se sabe, los hidratos de carbono se pueden
acumular en respuesta a las tensiones ambientales como el frio y la se-
quia, y acttian como osmoprotectores (Leslie et al., 1995).

El analisis del perfil de aztcares solubles por HPLC mostro que hay
cambios en el contenido de estos aztcares a medida que las semillas
se secan. Los niveles de glucosa fueron alrededor de 61% cuando las
semillas presentaban 31% de agua, o sea cuando fueron recién extraidas
de los frutos; pero disminuyeron con el secado del 5%. Los niveles de
sacarosa cuando las semillas tenian el contenido inicial de agua (319%)
fueron bajos (11.58%), pero con el secado se incrementaron hasta el
42% en las semillas con 5% de agua (grafica 2).

Grifica 2. Perfiles de azticares solubles (%) de semillas de araticum de tierra fria (An-
nonaemarginata (Schldel.) H. Rainer) sometidas a niveles de secado (50°C). Desviacion

estandar de comparacion de cada aztcar en los diferentes niveles de secado

El contenido de fructosa (fru) fue de 209% en las semillas con 31% de
agua y se reduce a 11.84%, 14.02% y 13.97% para las semillas con 19%,
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12% y 5% de agua, respectivamente (grafica 2). También se identifico
mioinositol en bajos porcentajes (alrededor de 5%).

Con todas las proporciones de agua, la cantidad de rafinosa (raf) y
estaquiosa (est) fue pequena y no se muestra en el grafico. Las peque-
nas concentraciones de rafinosa que se detectaron en las semillas con
319% de agua fueron de 0.049% y 0.02% y 0.03% en semillas con 19% y
129% de agua, respectivamente. Asi, se comprobo que el secado aumenta
los niveles de sacarosa en las semillas (grafica 2). Segtin lo propuesto
por Koster y Leopold (1988) y Delseny et al. (2001), la sacarosa pudo ha-
ber actuado como una molécula osmoprotectora, reemplazando al agua
y evitando que ocurran dafos a la membrana durante la reanudacion
del desarrollo a lo largo del proceso de germinacion. En este contexto,
la sacarosa actuaria en la formacion del estado plasma, siendo capaz
de atenuar la actividad de las especies reactivas del metabolismo del
oxigeno (EROs) y por tanto ayudando en la tolerancia a la desecacion
y al congelamiento (Pammenter y Berjak, 2000; Parnanova et al., 2004;
Da Rosaetal., 2005).

Los cambios en el contenido de aztcares solubles de las semillas de
A.emarginata pueden estar relacionados con alteraciones en el equilibrio
hormonal de las semillas durante el secado, ya que se sabe que el secado
conduce a la produccion de acido abscisico (ABA), el cual regula varios
genes que llevan a la acumulacion de azacares solubles, especialmente
la sacarosa (Wang et al., 2002).

Conclusion
La sacarosa es el azticar que se acumula en las semillas con el secado y

puede estar directamente relacionada con el mecanismo de tolerancia a
la desecacion de las semillas de Annona emarginata.
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Resumen

1 proceso de germinacion comienza con la entrada de agua en la se-
milla que desencadena una secuencia de cambios metabolicos, que
culminan con la emergencia de la raiz primaria. Asi, es importante
el conocimiento de la curva de imbibicion de agua con las fases que la
componen, para la seleccion de tiempos de duracion de los tratamientos
con fitoreguladores, y también para conocer el comportamiento fisiologi-
co de las semillas bajo restricciones de la disponibilidad del agua en con-
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dicionamiento osmotico. El objetivo del trabajo fue caracterizar la curva
de absorcion de agua en semillas de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rai-
ner, sometidas a condicionamiento osmotico. Las semillas fueron coloca-
das en soluciones osmoticas de polietilén glicol, a potenciales de 0, -0.3,
-0.6,-0.9y-1.2 MPay al final de la fase I (imbibicion), fueron retiradas de
las soluciones y colocadas en rollos de papel, humedecidos con agua. A
cada intervalo de tiempo las semillas fueron retiradas de las soluciones o
del rollo de papel, secadas superficialmente, pesadas y nuevamente co-
locadas en la solucion osmoética o en rollo de papel. Este procedimiento
fue realizado hasta la germinacion visible (2 mm de raiz primaria). A las
semillas germinadas, se determin6 el contenido de agua.

El disefio experimental fue completamente aleatorizado con 5 tra-
tamientos y cuatro repeticiones de 25 semillas por lote. Para estudiar
las variaciones en el contenido de agua, fase I e inicio de la fase 11, se
ajusto al modelo de Brody. Se realizo analisis de varianza y las medias se
compararon mediante la prueba de Tukey. El cambio entre las fases L'y
II se produjo después de 109 horas de remojo en el potencial de O MPa,
sin embargo, para los otros potenciales el cambio de fase se produjo
después de 143 y 155 horas de remojo, y no hubo diferencias significa-
tivas entre los puntos de estabilizacion. Las semillas condicionadas en
todos los potenciales llegaron a la fase I1I, en momentos diferentes: 664
horas después del inicio de los tratamientos potenciales de 0,-0.3 y -0.9
MPa, 760 horas en el potencial -0.6 MPa y 808 horas en el potencial
-1.2 MPa. En todos los potenciales, el porcentaje de agua en las semillas
germinadas siempre fue del 40%. La entrada del agua en las semillas de
A. emarginata (Schltdl.) H. Rainer fue mas lenta a medida que se redujo
el potencial osmotico, pero al empezar la fase I1I, todas las semillas al-
canzaron el 40% de agua.

Palabras clave: Annonaceae, fases de la germinacion, potenciales osméticos
Introduccion

La especie Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer posee elevado interés
econdmico, por servir de portainjerto para especies comerciales de la fa-
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milia Annonaceae, como A. squamosa L., A. muricata L. y A. cherimola Mill.
x Asquamosa L. (Scaloppi Junior, 2007). Los portainjertos, son obtenidos
normalmente por semillas, pero, la familia Annonaceae por lo general,
produce semillas de bajo indice germinativo (Vieira e Irber, 1996).

Entre las causas apuntadas como responsables de la baja tasa ger-
minativa, se cita la impermeabilidad del tegumento (Pawshe et al., 1997;
Smet et al.,1999), sin embargo, Costa (2009) verifico que las semillas de
araticum de tierra fria, no presentan impermeabilidad, aunque la en-
trada de agua en las semillas sea lenta y no uniforme y el porcentaje de
germinacion bajo. Segtin Rizzini (1973) la dormancia en anonaceas es
causada por la presencia de un embrion inmaduro, debido a la variacion
en el balance hormonal.

Varias técnicas han sido utilizadas con el objetivo de superar la la-
tencia fisiologica, asi como para aumentar la germinacion de las semi-
llas y su tolerancia a diversos ambientes, ademas de reducir el tiempo
comprendido entre el sembrado y la emergencia de las plantulas. Den-
tro de los tratamientos mas importantes se cita el condicionamiento
osmotico (Carvalho et al., 2000; Nunes et al., 2000; Bittencourt et dl.,
2004; Menezes et al., 2006).

El condicionamiento osmotico, propuesto por Heydecker y Gibbins
(1978), consiste en la inmersion de las semillas en una solucion osmo-
tica por periodos de exposicion y temperatura determinados. De esa
manera es posible controlar la velocidad de imbibicion del agua, permi-
tiendo la ocurrencia de los procesos fisiologicos iniciales (fase I y I del
proceso de germinacion), sin alcanzar la humedad suficiente para que
ocurra el alargamiento celular y, consecuentemente, la emergencia de la
raiz primaria (fase IIT) (Bradford, 1986).

Sin embargo, para el empleo de esta técnica, es necesario conocer el
comportamiento de la absorcion del agua por las semillas, cuando son
expuestas a soluciones osmoticas. El objetivo de este trabajo fue carac-
terizar la curva de adquisicion de agua en semillas de Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer, sometidas a cinco potenciales osmoticos.
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Método

La curva de adquisicion de agua fue determinada a través del peso inicial
de 5 muestras de 4 repeticiones de 25 semillas por lote. Después, las se-
millas fueron imbibidas en las soluciones osmoticas de polietilenglicol,
en potenciales de 0,-0.3,-0.6,-0.9 y -1.2 MPa, a una temperatura de 25°C.

Las semillas fueron retiradas de las soluciones en intervalos de tiem-
po predeterminados y secadas superficialmente, después de pesarlas se
colocaron nuevamente en la solucion osmotica. Tal procedimiento fue
realizado hasta el término de la fase I, cuando ocurre la estabilizacion
de la entrada del agua.

Al final de la fase I, las semillas fueron acondicionadas en rollos de
papel humedecidos con 2.5 veces su peso seco y se colocaron en una
germinadora con temperatura y fotoperiodo alternados (16 horas de os-
curidad a 20°C y 8 horas de luz a 30°C). Se peso periodicamente hasta
la germinacion visible (2 mm de raiz primaria) (Hadas, 1976). Para las
semillas germinadas, se determino la cantidad de agua a través del mé-
todo de estufa 105 °C +3 por 24 h (Brasil, 2009).

Para estudiar las variaciones en el contenido de agua, fase I e inicio
de la fase II, se ajustd el modelo de Brody, 0 monomolecular, de ecua-
cion y= a [1 - B exp (-c x)], con y= grado de humedad (%), x= tiempo e
a, B e c= parametros del modelo. Se realizo un analisis de varianza y las
medias se compararon mediante la prueba de Tukey, con significancia

del 5%.
Resultados y discusion

La curva de adquisicion del agua de las semillas de araticum de tierra
fria presento tendencia de ajuste semejante al patron trifasico propues-
to por Bewley y Black (1994), en el cual después de la fase inicial de
rapida aquisicion de agua, se observo la fase intermediaria de absorcion
lenta (grafica 1). Se observa que la velocidad de imbibicion decrecio a
medida que se redujeron los potenciales osmoticos de las soluciones,
demostrando la efectividad del tratamiento en restringir la entrada del
agua en las semillas de araticum de tierra fria.
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Las semillas secas, viables o no, imbiben agua. La fase inicial de im-
bibicion (fase I), en general, es rapida, puramente fisica, que depende
del potencial matricial de las semillas. Este proceso ocurre en cualquier
material, muerto o vivo, que contenga sitios de union o afinidad por el
agua (Bewley y Black, 1994).

El cambio entre las fases I y IT ocurrio después de las 109 horas de im-
bibicion para el potencial de 0 MPa, mientras que en los demas poten-
ciales, el cambio de fase ocurrio entre las 143 y 155 horas de imbibicion.

En la fase II, la absorcion del agua se torna constante, aunque lenta.
Durante el proceso de imbibicion de las semillas de araticum de tierra
fria en las soluciones osmoticas, fue posible observar que a medida que
se redujo el potencial osmotico, se extiende mas la fase II del patron
trifasico de germinacion.

Grafica 1. Grado de humedad (%) de las semillas de Annona emarginata (Schledl.) H.
Rainer sometidas a la imbibicion en diferentes potenciales osmoticos

Las semillas sometidas a la imbibicion en los diferentes potenciales
osmoticos alcanzaron la fase IT1, en tiempos diferentes. En los tratamien-
tos con potenciales de 0,-0.3 y -0.9 MPa, la germinacion ocurrio a las 664
horas del inicio de los tratamientos, en cuanto que en el potencial de -0.6
MPa ocurri6 alas 760 horasy en el potencial de -1.2 MPa a las 808 horas.
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La fase III de la imbibicion es marcada por un aumento en el conte-
nido del agua de la semilla asociada con la emision de la raiz primaria
(Bewley y Black, 1994). En esta fase, las semillas de araticum de tierra
fria sometidas alos diferentes potenciales osmoticos alcanzaron la can-
tidad de 40% de agua (grafica 2).

Grafica 2. Grado de humedad (%) de las semillas de Annona emarginata (Schltdl.) H.
Rainer en la fase III de la germinacion, cuando son sometidas a la imbibicion en dife-
rentes potenciales osmoticos

Conclusion

La entrada del agua en las semillas de Annona emarginata (Schltdl.) H.
Rainer fue mas lenta en la medida que se redujo el potencial osmotico.
No obstante, al alcanzar la fase II1, todas las semillas alcanzaron el 40%
de agua.
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Resumen

as semillas de la familia Annonaceae tienen germinacion lenta y
dispareja debido a la inmadurez del embrion rudimentario. En

ste contexto, las investigaciones tratan de incrementar el por-
centaje de germinacion con la aplicacion de fitoreguladores. Otra forma
de tratar de romper la latencia es permitir el reposo postcosecha de los
frutos. En este procedimiento, se almacenan los frutos en condiciones
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adecuadas que permitan la realizacion del desarrollo de la semilla y
asegurar una mayor calidad fisiologica. El objetivo del trabajo fue eva-
luar el comportamiento fisiologico de las semillas de Annona emarginata
(Schltdl) H. Rainer almacenadas en los frutos reposados postcosecha.
El diseno experimental fue completamente aleatorizado en esquema
factorial 5 x 2 (épocas de almacenamiento del fruto x tipo de imbibi-
cion de las semillas). Los frutos fueron almacenados a 5°C durante un
periodo de 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Después del almacenamiento, las semi-
llas fueron remojadas en agua destilada y en una solucion de 800 mg
L' de GA, . N-(fenilmetil)-aminopurina durante 60 horas. Las varia-
bles analizadas fueron: porcentaje, tiempo medio, indice de velocidad,
frecuencia y sincronizacion de la germinacion y analisis cuantitativo
de los aztcares solubles y reductores totales. Los resultados fueron so-
metidos a analisis de varianza y se compararon las medias mediante la
prueba de Tukey al 5% de probabilidad. Los mayores porcentajes y me-
nores tiempos medios de germinacion fueron observados para las semi-
llas que se mantuvieron durante siete y 21 dias en los frutos y remojadas
en fitoreguladores. Los mayores contenidos de aztcares solubles tota-
les fueron para las semillas que se mantuvieron por 14 y 21 dias en los
frutos. El reposo de postcosecha de los frutos ayuda en la germinacion
de las semillas de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer.

Palabras clave: giberelinas, citoquininas, aziicares solubles.
Introduccion

La especie Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, sinonimia de Rollinia
sp., es popularmente conocida como araticum de tierra fria, nativa de
Brasil y ha sido encontrada desde el estado de Rio Grande do Sul hasta
Minas Gerais (Tokunaga, 2000; Rainer, 2007).

La importancia de esta especie esta relacionada con su rusticidad
que justifica su uso en programas de mejoramiento genético y como
portainjerto para Annonaceae. Cuando se utiliza araticum de tierra fria
como portainjerto para atemoya (A.cherimola Mill. x A. squamosa L.), o
para la chirimoya (A.cherimola Mill.) se obtiene mayor compatibilidad,
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resistencia a los hongos (Phytophthora nicotianeae, Pythium sp., Rhizocto-
nia solani), a la pudricion de la raiz y a las brocas (Bombina cratosomus)
que atacan el tallo de las plantas, ademas, se presenta tolerancia tanto
a suelos inundados como secos (Kavati et al., 1997; Buenaventura, 1999;
Tokunaga, 2000).

A pesar de que las especies utilizadas como portainjertos se pro-
pagan por semillas es importante senalar que en general las especies
de la familia Annonaceae presentan germinacion lenta y no uniforme
(Rizzini, 1973). Pawshe et al. (1997) y Smet et al. (1999) sugieren que
la germinacion se ve afectada por la presencia de acido abscisico en el
embrion, impermeabilidad y resistencia de la cubierta de la semilla a
la entrada de agua. Sin embargo, Melo et al. (2007) encontraron que
la latencia de las semillas de Annonaceae se debe a la presencia de un
embrion rudimentario.

Una forma de reducir lalatencia de la semilla es el reposo de los frutos
posterior ala cosecha. En este procedimiento, los frutos se almacenan en
condiciones adecuadas que permitan el desarrollo de la semilla garanti-
zando mayor calidad fisiologica (Silva et al., 2009; Vidigal et al., 2006).

El objetivo de este estudio fue evaluar el comportamiento fisiologico
de las semillas de Annona emarginata (Schltdl) H. Rainer después del
reposo postcosecha de los frutos.

Método

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Fisiologia de la Germinacion
y Dormancia de Semillas, Departamento de Botanica del Instituto de
Biociencias (IB) de la Universidad Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho (UNESP), Campus de Botucatu-SP, Brasil.

Los frutos de A. emarginata (Schltdl.) H. Rainer (araticum de tierra
fria) fueron recolectados en febrero de 2009. Después de procesar la
fruta, se determino el contenido de agua de las semillas por el método
de secado en un horno a105°C + 3°C durante 24 horas y los resultados se
expresan en porcentaje de peso htimedo de las semillas (Brasil, 2009).

El diseno experimental fue completamente al azar con un factorial
5 x 2 (tiempo de almacenamiento de frutos x imbibicion en agua y fito-
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reguladores) con un total de 10 tratamientos con cuatro réplicas de 25
semillas por lote.

Los frutos maduros, que tenian la cascara verde y las semillas con colo-
racion marron oscuro se almacenaron a 5°C durante un periodode 0,7, 14,
21y 28 dias. Después del almacenamiento, los frutos se despulparon con
la mano y las semillas fueron tratadas en una solucion fungicida conte-
niendo N-triclorometiltio-4-ciclohexano-1, 2-dicarboximida (Captan®)
al 2% por diez minutos y una solucion bactericida de clorhidrato de oxi-
tetraciclina (Terramicina®) al 2% durante veinte minutos, colocandolas
en remojo en agua destilada y GA, _ + N-(fenilmetil}-aminopurina a una
concentracion de 800 mg L' durante 60 horas (Costa, 2009).

Las semillas fueron puestas en rollos de papel Germiteste humede-
cido con agua destilada en una proporcion de dos y media veces su peso
seco (Brasil, 2009). El experimento se realizo en una camara de germi-
nacion con alternancia de temperaturas de 20°C durante 18 horas de
oscuridad y 30°C durante seis horas de luz.

Se contaron diariamente el nimero de semillas germinadas durante
60 dias después de la siembra, considerandose como semillas germina-
das las que presentaron por lo menos dos milimetros de la raiz primaria
(Hadas, 1976). Las variables fueron: porcentaje, tiempo medio (TMG),
indice de velocidad (IVG), frecuencia y sincronizacion (U) de la germi-
nacion, porcentaje de plantulas normales (Brasil, 2009), tamano medio
de las raices y brotes (Laboriau, 1983; Laboriau y Agudo, 1987; Silva y
Nakagawa, 1995). Fueron consideradas como plantulas normales aque-
llas que presentaron estructuras intactas.

Otra variable analizada fue la conductividad eléctrica, desarrolla-
da por el método de la masa, con cuatro réplicas de 25 semillas por
lote, se pesaron y remojaron en 100 mL de agua desionizada en vasos
de plastico de 200 mL, mantenidos a 25°C durante 24 horas (Brasil,
2009). La lectura se llevo a cabo poco después de la extraccion de los
materiales de la incubadora con la ayuda de un banco de conductivi-
dad, agitando con cuidado cada recipiente con el fin de normalizar los
electrolitos lixiviados en la solucion y los resultados se expresaron
en pScm?/g (Vieira y Krzyzanowski, 1999 citados por Vieira y Dutra,
2006).
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Para el analisis de azticares solubles totales y reductores, hubo cua-
tro réplicas de 25 semillas por lote. Las semillas fueron trituradas con la
ayuda de un molino, luego congeladas en nitrogeno liquido y almacena-
das en un ultracongelador a -80°C hasta el momento de la preparacion
del extracto.

Para la extraccion de azticares solubles totales, se utilizaron 100 mg
de muestras de semillas frescas de araticum de tierra fria, las muestras
fueron extraidas en agua destilada resultando en la fraccion de aztica-
res solubles totales ajustando el volumen a 100 mL con agua destilada.
La cuantificacion se realizo mediante analisis colorimétrico, utilizando
el método de fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956).

Los azticares reductores totales se determinaron por el método de
Somogy (1945) y Nelson (1944). Para la extraccion se utilizaron 500 mg
de masa fresca de semillas de araticum de tierra fria con agua destilada
que resulta en la fraccion del total de azticares reductores. La cuantifica-
cion se realiz6 por colorimetria usando una longitud de onda de 500 nm.

Todos los datos fueron sometidos a analisis de varianza (prueba F)
y las medias se compararon mediante la prueba de Tukey al 5% de pro-
babilidad y prueba de Dunnett al 5% de probabilidad, cuando fue nece-
sario (Gibson, 1990; Mischan y Pinho, 1996).

Resultados

Sin la aplicacion de los fitoreguladores, la germinacion de las semillas de
los frutos con reposo por 7,14 y 21 dias no difiere de las semillas retiradas
delos frutos recién cosechados y solamente con 28 dias de almacenamien-
to pero se observo una reduccion significativa del porcentaje de germi-
nacion con relacion a los demas tiempos de almacenamiento (cuadro 1).
El uso de los fitoreguladores, aumento el porcentaje de germinacion de
las semillas cuando los frutos fueron almacenados por 14 dias, difirien-
do de las semillas provenientes de los frutos recién cosechados (cuadro
1). Cuanto mayor es el tiempo de reposo pos-cosecha de los frutos (7-28
dias) mayores fueron los valores de la conductividad eléctrica (cuadro 2).

La aplicacion de los fitoreguladores redujo el tiempo medio nece-
sario para que la germinacion ocurriese, después de 14, 21 y 28 dias de
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reposo pos-cosecha (cuadro 1). Las semillas sin almacenamiento y sin
aplicacion de fitoreguladores germinaron mas rapido que aquellas que
pasaron por los tiempos de almacenamiento, pero el porcentaje de ger-
minacion fue bajo, no difiriendo de aquellas semillas con reguladores.
Con el almacenamiento por 7, 14 y 21 dias, la germinacion fue mayor,
pero demoraron mas. Después de 28 dias de reposo poscosecha el tiem-
po medio de germinacion sin reguladores se empieza a reducir, pero la
tasa germinativa también disminuye.

Las semillas que fueron imbibidas en fitoreguladores presentaron
menor tiempo medio de germinacion en todos los tiempos de almace-
namiento del fruto, excepto aquéllas sin almacenamiento donde la ger-
minacion de las semillas imbibidas en agua fue igual a las imbibidas en
fitoreguladores.

Pero, a pesar de la reduccion del tiempo medio de germinacion, la
aplicacion de fitoreguladores y el reposo poscosecha de los frutos no
fueron suficientes para aumentar el indice de velocidad de germinacion
(IVG), pues no hubo interaccion entre el tiempo de reposo poscosecha
del fruto y el tipo de imbibicion al que las semillas fueron sometidas,
observandose que en promedio, las semillas que permanecieron por 21
dias en el interior de los frutos almacenados a 5°C presentaron el mayor
indice de velocidad de germinacion (12, 82) (cuadro 1).

Ademas, los tratamientos no fueron suficientes para sincronizar
la germinacion de las semillas de Annona emarginata. Como se observa
en la grafica 1, la germinacion fue distribuida a lo largo del tiempo,
con graficos de frecuencia de germinacion representando poligonos
polimodales.

El porcentaje de plantulas normales (cuadro 3) fue mayor, en pro-
medio, después de siete y 14 dias de reposo poscosecha, siendo las de 14
dias en reposo pos-cosecha y que fueron imbibidas en 800 mg L GA, .
N-(fenilmetil)-aminopurina las que presentaron mayor porcentaje de
plantulas normales (69%) en comparacion con las semillas imbibidas
en agua destilada.

La longitud promedio de la raiz de las plantulas normales para los
tiempos cero, 21y 28 dias de reposo poscosecha fue menor cuando las
semillas fueron imbibidas en una solucion de fitoreguladores. La longi-
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tud promedio de la parte aérea, no tuvo diferencia en ambos tratamien-
tos. Pero las semillas imbibidas en fitoreguladores presentaron mayor
longitud media de la parte aérea con siete dias de reposo poscosecha de
los frutos (cuadro 3).

Los resultados del andlisis de azficares solubles totales (grdfica 2A)
demostraron que, la mayor acumulacién de azticares ocurri6 en las se-
millas que permanecieron almacenadas en el fruto por 14 y 21 dias. Con
respecto al contenido de aztcares reductores (grdfica 2B), no se ob-
servo alteracion en la cantidad de esos compuestos en las semillas de
Annona emarginata después del reposo poscosecha de los frutos.

Cuadro 1. La germinacion [G (%)], significa la germinacion tiempo [TMG (dias)] y1a
velocidad de germinacion (TG) de las semillas araticum de tierra fria (Annona emargi-
nata (Schldt.) Rainer H.) después de un descanso tratamientos poscosecha de frutas
(RPCEF) y tratamiento de las semillas con GA, , + N (fenilmetil)-aminopurina

RPCF GA__ + NA{fenilmetil}-aminopurina (mg L*) Medias
(dias) 0 | 800
G (%)
0 46 ab A 42bA 44 b
T 62aA 67ah 645a
14 57aB T72ahA 645a
21 49ah 41bA 45 b
28 28bA 23bA 255¢
Medias 484 A 49 A
CM (%) 20,71
TMG (dias)
4] 2592CA 2609aA 26¢C
T 3531abA 2886aB 3225ab
14 3922aA 2921aB 3437a
21 3285bA 2410aB 2837 be
28 3130bcA 2367aB 2762¢
Medias 33A 2645B
C.V. (%) 10.39
|| |
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VG

4] 658aA 715aA 687D

662aA 112aA 891ab
14 748aA 886aA 817 ab
21 1055aA 1509aA 1282a
28 621ahA 756ah 689D

Medias T49A 99T A
CV. (%) 4519

Medias seguidas por la misma letra miniscula en la linea y miniiscula en la columna no difieren por la
prueba de Tukey al 5% de probabilidad

Cuadro 2. Conductividad eléctrica CE (pScm 2/g) de semillas de araticum de tierra
fria (Annona emarginata (Schldlt.) H. Rainer), después del reposo de la poscosecha de

los frutos (RPCE)

RPCF (dias) C.E (uScm®/g)
0 0.003¢
7 0.002 ¢
14 0.006 be
21 0.01b
28 0.017 a
CV (%) 28,95

Medias seguidas por la misma letra no difieren por la prueba de Tukey al 5% de probabilidad

Cuadro 3. Plantulas normales (%), la longitud promedio de raices (cm) y longitud
promedio de brotes (cm) de araticum de tierra fria (Annona emarginata (Schlde.) H.
Rainer) después del reposo poscosecha de los frutos y tratamientos de semillas con

GA, .+ N (fenilmetil)-aminopurina

RPCF GA, . + N-{fenilmetil}-aminopurina (mg L) Medias

(dias) 0 [ s00

Plantulas normales (%)
0 37abA 21¢cB 29 be
T 47ahA 47 bA 47 a
14 42aB 69 ah 585a
pra 38abA 24CB 31b
28 24bA 8cB 16¢
Medias 388A 33.8A

CV. (%) 2613

Longitud media de la raiz (cm)
0 505aA 321aB 425a
7 445ah 3.82aA 425a
14 351aA 362aA 362a
21 449aA 285aB 375a
28 415aA 269aB 350a
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Medias 440A [3354 I

CV. (%) 25.26

Longitud media de parte aérea (cm)
0 842aA 1032abA 9.62 ab
7 1100aA 1272aA 120a
14 78LlaA 10.38ab A 9.25 ab
21 8.49aA 11.04ab A 9.87 ab
28 81laA 707bA 7.75b
Medias 8958 1045A

CV. (%) 23.73

Medias seguidas por la misma letra miniscula en la linea y miniiscula en la columna no difieren por la

prueba de Tukey al 5% de probabilidad

100 q

B0 4

B & 3

100 q

B & g

G: 46%
TMG: 25.92 dias

G:62%
TMG: 35.31 dias

10 20
G: 57%
TMG:39.22

100 4
A 01 G:42%
0 | TMG: 26.09 dias
0
s

50 N 1 n u 40
100
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G: 6/%
TMG: 28.86 dias
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100 -
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Grafica 1. Frecuencia relativa de la germinacion de las semillas araticum de tierra fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) después de diferentes periodos de reposo pos-
cosecha de los frutos y el tipo de hidratacion. A: O dias de reposo después de la cosecha
de los frutos y semillas remojadas en agua destilada; B: 0 dias de reposo después de la
cosecha de frutas / semillas remojadas en 800 mg L' G, . N-(fenilmetil)-aminopurina;
C: 7 dias de reposo después de la cosecha de los frutos y semillas remojadas en agua
destilada; D: 0 dias de reposo después de la cosecha de frutas/semillas remojadas en
800mg L' G, . N-(fenilmetil)-aminopurina; E: 14 dias de reposo después de la cosecha
frutos y semillas remojadas en agua destilada; F: 14 dias de reposo después de la cose-
cha de frutas/semillas remojadas en 800 mg L' G, N-(fenilmetil)-aminopurina; G: 21
dias de reposo después de la cosecha de los frutos y semillas remojadas en agua des-
tilada; H: 21 dias de descanso después de la cosecha de frutas / semillas remojadas en
800 mg L' G, . N-(fenilmetil)-aminopurina; I: 28 dias de reposo después de la cosecha
de los frutos y semillas remojadas en agua destilada; J: 28 dias de reposo después de la

cosecha de frutas / semillas remojadas en 800 mg L' G, N-(fenilmetil)-aminopurina
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Grifica 2. Contenido de aziicares solubles (A) y aziicares reductores totales (B), de
las semillas de araticum de tierra fria (Annona emarginata (Schldtl) H. Rainer) después
de diferentes periodos de descanso después de la cosecha de los frutos

Discusion

De acuerdo con Melo et al. (2007) las semillas de Ia familia Annona-
ceae tienen latencia debido a la presencia de tin embrion rudimentario,
lo que explica el bajo porcentaje de la germinacion de estas semillas
cuando son recién extraidas de los frutos. Son comunes los informes de
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que la germinacion de estas especies es lenta y desigual, dificultando la
produccion de plantulas a lo largo del ano (Rizzini, 1973).

Asi, las semillas que presentan embriones rudimentarios, como ara-
ticum de tierra fria, necesitan un proceso posterior a la cosecha para
completar su desarrollo. Dias (2001) y Silva et al. (2009) informaron que
las semillas contenidas en los frutos después de la cosecha pueden ser
favorecidas por un periodo de descanso que permita la realizacion del
proceso de maduracion. En este caso, las semillas inmaduras presentes
en el fruto completan su desarrollo resultando en la superacion de la
latencia, como se observo en esta investigacion (cuadro 1).

Las especies de frutos carnosos han sido buenos ejemplos de los be-
neficios del reposo de frutos después de la cosecha cuando se trata de
mejorar el rendimiento de semillas, puesto que este proceso reduce el
riesgo en el campo, ademas de ayudar a la superacion de la latencia,
como ocurre en las semillas de la papaya, que cuando son recién ex-
traidas germinan alrededor del 45% (Martin et al., 2006) y después del
almacenamiento de los frutos a 25°C durante 12 dias incrementan el
potencial de germinacion (Aroucha et al., 2004).

El tiempo de almacenamiento de los frutos después de la cosecha
varia con la especie (Silva et al., 2009). Martins et al. (2006) encontra-
ron que las semillas de papaya almacenadas a 10°C aumentan su ger-
minacion de 45% (la semilla inicial) a 869, concluyendo que la baja
temperatura puede haber contribuido a la superacion de latencia de
las semillas. Un comportamiento similar se observo en las semillas de
araticum de tierra fria, donde la temperatura de 5°C aument6 la germi-
nacion, cuando el almacenamiento fue de 7,14 y 21 dias.

Este efecto positivo sobre la germinacion de las semillas de los frutos
almacenados a baja temperatura se relaciona con los cambios internos
en el equilibrio entre los promotores y los inhibidores de germinacion
(Carvalho y Nakagawa, 2000). Con el mantenimiento de las semillas en
el interior de los frutos, la humedad se mantuvo elevada y con la tem-
peratura baja puede haber cambiado, llegando al equilibrio hormonal
(Cuquell, 1994), con un aumento de los promotores de la germinacion.
Ademas del almacenamiento de los frutos a bajas temperaturas, cabe
destacar el efecto positivo de GA* " N-(fenilmetil)-aminopurina sobre
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la germinacion de semillas, especialmente en los frutos almacenados
durante 14 dias (cuadro 1).

Por tanto, la aplicacion exogena de los reguladores produjo un efec-
to aditivo sobre las concentraciones endogenas de los promotores, lo
que favorece la germinacion y confirma los informes de que las especies
con embriones rudimentarios responden a las sustancias reguladoras,
como las giberelinas y citoquininas (Barbedo y Zaidan, 2004), hecho
observado en varias especies del género Annona (Jubes et al., 1975; Paws-
he et al., 1997; Ferreira et al., 2002; Stenzel et al., 2003; Silva et al., 2007).
Ademas, las semillas con 14 dias de reposo después de la cosecha tienen
el mayor contenido de aztcares solubles, lo que pudo haber ayudado a
la germinacion.

Los azticares solubles son uno de los primeros compuestos que se
movilizan durante la germinacion de semillas, con el proposito de pro-
veer materiales y energia para que el proceso ocurra. En este contexto,
la presencia de compuestos proveedores de energia en las semillas per-
mite un mayor porcentaje de germinacion y la formacion de plantulas
normales (Buckeridge et al., 2004).

Durante la rehidratacion de las semillas, se reparan las estructuras
que pudieron haberse danado, por lo que las reservas como la sacarosa
y oligosacaridos son utilizadas como energia inmediata para llevar a
cabo estas reparaciones. En general, estos compuestos se acumulan en
las vacuolas de las células y en general no hay necesidad de una movili-
zacion, lo que resulta en una amplia eficiencia energética en las prime-
ras etapas de germinacion (Buckeridge et al., 2004).

De acuerdo con Vidigal et al. (2006) el almacenamiento de los frutos
después de la cosecha también puede conducir a un deterioro de las se-
millas y a la consiguiente disminucion en el porcentaje de germinacion,
como ocurri6 después de 28 dias de almacenamiento.

El deterioro de la semilla lleva a la liberacion de los componentes ce-
lulares durante la hidratacion, debido a los dafios causados en las mem-
branas celulares (Barbedo y Cicero, 1998). La conductividad eléctrica
representa la cantidad de sustancias extraidas durante el proceso de
remojar las semillas, a través de estos resultados se puede inferir como
las membranas celulares fueron danadas (Pina-Rodrigues et al., 2004).
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La reduccion en el porcentaje de germinacion de las semillas araticum
de tierra fria se relaciona a la pérdida de material vegetal durante la
imbibicion (Barbedo y Cicero, 1998).

Se observa que el almacenamiento de los frutos de araticum de tie-
rra fria por el periodo desde 7 hasta 21 dias favorecio el desarrollo del
embrion, lo que esta relacionado con cambios en el equilibrio entre los
promotores y los inhibidores de germinacion y resulté en una mayor
germinacion cuando el almacenamiento fue de 14 dias.

Conclusion

La posibilidad de almacenar los frutos de araticum de tierra fria des-
pués de la cosecha durante 21 dias ayuda a la germinacion.
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Resumen

aespecie Annonaemarginata (Schltdl.) H. Rainer tiene interés como

portainjertos para las especies comerciales como Annona cherimola

Mill. x A. squamosa L., Annona squamosa L. y Annona cherimola Mill.,
debido a la tolerancia a la podredunbre de la raiz y del tallo, a los esca-
rabajos y resistencia a los hongos del suelo. Los portainjertos son gene-
ralmente obtenidos a través de semillas. Sin embargo, la familia Anno-
naceae tiene semillas con bajo indice de germinacion. Varias técnicas
son usadas para incrementar la germinacion y reducir el tiempo entre
la siembra y la emergencia. Ademas de los reguladores de las plantas,
otra técnica utilizada es el condicionamiento osmotico, que consiste en
la inmersion de las semillas en soluciones osmoticas a temperaturas y
periodos determinados, controlando la entrada del agua, ayudando a
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tener una germinacion mas rapida y uniforme de varias especies. Asi,
el objetivo del trabajo fue determinar el efecto del condicionamiento
osmotico y GA,, en la germinacion de las semillas de Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer. Las semillas fueron colocadas en remojo en solucio-
nes de polietilénglicol (PEG 6000), a potenciales de 0, -0.3, -0.6, -0.9 y
-1.2 MPa, con concentraciones de 0, 250, 500, 750 y 1000 mg L' de GA,,
por 176 horas. El disefio experimental fue completamente aleatorizado
en esquema factorial 5 x 5 (potenciales osmoticos x concentraciones de
GA,). Después del condicionamiento osmético, las semillas fueron en-
vueltas en rollos de papel, alternando el fotoperiodo y la temperatura
(16 h de oscuridad a 20°C y 8 h de luz a 30°C). Las variables analizadas
fueron el porcentaje, el indice de velocidad, sincronizacion y frecuencia
de la germinacion. Los datos fueron sometidos a analisis de varianza y
las medias se compararon mediante la prueba de Tukey al 5% de pro-
babilidad. Al disminuir el potencial osmotico y aumentar la concentra-
cion del regulador, la germinacion fue mas sincronica, pero el porcentaje
de germinacion se redujo. Los tratamientos no presentaron respuestas
significativas para el tiempo medio y frecuencia de germinacion, siendo
la germinacion no uniforme y espaciada a lo largo del tiempo. Las al-
tas concentraciones de GA, aumentan la velocidad del germinacion de
las semillas del araticum de tierra fria (Annona emarginata (Schledl.) H.
Rainer) igualmente, cuando son condicionadas a los bajos potenciales
osmoticos, sin embargo, las combinaciones utilizadas no fueron eficaces
para la superacion de la dormancia o promover la sincronizacion de la
germinacion.

Palabras clave: germinacion, regulador de la planta, potenciales osmoticos
Introduccion

La forma de propagacion mas indicada para las anonaceas comercia-
les es asexual, en especial con uso de injertos (George y Nissen, 1987;
Gama y Manica, 1994), siendo importante escoger un portainjerto que
presente al menos, tolerancia a los patogenos presentes en el suelo
como Phytophthora (Campbell y Phillips, 1994). Como alternativa del
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portainjerto, Scaloppi Junior (2007) sugiere el empleo de araticum de
tierra fria (Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer). Esta especie, sinoni-
mo de Rollinia sp. (Rainer, 2007) es nativa del territorio brasilefio con
ocurrencia natural en altitudes de 950 metros (Tokunaga, 2000).

Los portainjertos son normalmente obtenidos a partir de semillas,
pero la familia Annonaceae produce semillas de bajo indice germinati-
vo (Vieira e Irber, 1996). Entre las causas responsables de la baja tasa
germinativa, se cita la impermeabilidad del tegumento (Pawshe et dl.,
1997; Smet et al., 1999), sin embargo, Costa (2009) verifico que las se-
millas de araticum de tierra fria no presentan impermeabilidad, aunque
laentrada de agua en las semillas sea lenta y no uniforme y el porcentaje
de germinacion bajo. Segtin Rizzini (1973) la dormancia en anonaceas
es causada por la presencia de un embrion inmaduro. Melo et al. (2007)
relatan que la dormancia es del tipo fisiologica, causada por la variacion
en el balance hormonal.

Varias técnicas han sido utilizadas con el objetivo de romper la dor-
mancia fisiologica, asi como para aumentar la germinacion de las se-
millas y su tolerancia a diversos ambientes, ademas de reducir el tiempo
comprendido entre la siembra y la emergencia de las plantulas. Dentro
de los tratamientos mas promisorios se cita el condicionamiento osmo-
tico (Carvalho et al., 2000; Nunes et al., 2000; Bittencourt et al., 2004;
Menezes et al., 2006).

El condicionamiento osmotico propuesto por Heydecker y Gibbins
(1978), consiste en la inmersion de las semillas en una solucion osmo-
tica por periodos de exposicion y temperatura determinados. De esa
manera es posible controlar la velocidad de imbibicion del agua, per-
mitiendo la ocurrencia de los procesos fisiologicos iniciales (fase Iy 11
del proceso de germinacion), sin alcanzar humedad suficiente para que
ocurra el alargamiento celular y, consecuentemente, la emergencia de la
raiz primaria (fase IIT) (Bradford, 1986).

También han sido desarrollados trabajos utilizando reguladores de
la planta en conjunto con el condicionamiento osmotico. La asociacion
del acido giberélico con el condicionamiento osmotico proporciona
aumento en la velocidad de germinacion de semillas de palo-hormiga
(Triplaris americana) (Mendonga et al., 2005).
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Sin embargo, no hay trabajos de condicionamiento osmoético con se-
millas de anonaceas, asociado 0 no a reguladores. Lo que existen son rela-
tos del uso de reguladores para superacion de la dormancia de semillas de
anonaceas, tales como el de Campbell y Popenoe (1968) con semillas de
Annona diversifolia Saff. que obtuvieron 77% de germinacion usando 350
mg L de GA, y Jubes et al. (1975), que observaron 77.329% de germinacion
empleando 500 mg L de GA, en semillas de Annona cherimola Mill.

Otros trabajos fueron realizados con semillas de Annona muricata
(Pinto, 1976), de Annona squamosa L. (Pawshe et al., 1997; Stenzel et al.,
2003), de Annona reticulata (Valenzuela & Osorio, 1998), de Annona che-
rimola Mill. (Smet et al., 1999), de Annona crassiflora Mart. (Silva et dl.,
2007) y Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer (Costa, 2009). En este
ultimo, el autor observo un bajo porcentaje de germinacion (27% en la
presencia de luz y 23% en oscuridad) aun a la temperatura que consi-
der6 mas adecuada (20/30°C) y el uso de GA,,_ + N-(fenilmetil)-1H-
6-aminopurina proporciono 37% de germinacion, pero la germinacion
no fue uniforme ni sincronizada.

Con base en laimportancia de araticum de tierra fria en la produccion
del portainjerto para especies cultivadas de anonaceas, como atemoya,
graviola y fruta del conde y los problemas relacionados a la germinacion
de las semillas de esta especie, se tornan indispensables estudios que
ayuden a la comprension y la mejoria del proceso germinativo.

El objetivo del trabajo fue determinar el efecto del osmocondiciona-
miento y GA, en la germinacion de semillas de Annona emarginata (Schl-
tdl.) H. Rainer.

Método

El trabajo fue realizado en el laboratorio de Fisiologia de Germinacion
de Semillas del Departamento de Botanica, en el Instituto de Biocién-
cias de la Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho—-
UNESP, Campus de Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

El disenio experimental fue completamente aleatorizado en esquema
factorial 5 x 5 (potenciales osmoticos x concentracion de GA,), totali-
zando 25 tratamientos, con cuatro repeticiones de 25 semillas por lote.
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Las semillas fueron imbibidas en soluciones de polietilenglicol (PEG
6,000), en los potenciales osmoticos de 0; -0.3,-0.6,-0.9 y -1.2 MPa, con
las concentraciones de 0; 250; 500; 750 y 1,000 mg L' de GA,.

El tiempo de condicionamiento de 176 horas fue determinado a tra-
vés de una prueba previa de imbibicion en solucion osmética, siendo
este tiempo el necesario para la estabilizacion de la curva de imbibicion
(inicio de la fase IT). Para evitar la falta de oxigeno durante el experi-
mento, fue adoptado el mecanismo de aireacion, con auxilio de un com-
presor de aire para acuario.

Al término del condicionamiento, las semillas fueron lavadas en
agua corriente y colocadas en rollos de papel Germitest humedecidas
con agua deionizada y llevadas a una germinadora con temperatura y
fotoperiodo alternados (16 horas de oscuridad a 20°C y 8 horas de luz a
30°C). El conteo del ntimero de semillas germinadas fue realizado cada
dos dias, considerando como germinadas, las semillas que presentaron,
un minimo de 2 mm de raiz primaria (Hadas, 1976).

Las variables analizadas fueron el porcentaje, indice de velocidad,
tiempo medio y frecuencia de germinacion. Los datos fueron sometidos
al analisis de varianza y las medias comparadas por el test Tukey a 5%

de probabilidad.
Resultados y discusion

Para el porcentaje de germinacion y sincronizacion no hubo interaccion
entre los potenciales osmoticos y las concentraciones del regulador apli-
cado. En promedio, los mayores porcentajes y menor sincronizacion de
la germinacion fueron obtenidos en los tratamientos sin la utilizacion de
GA, y con condicionamento solamente en agua. Se observo que al dis-
minuir el potencial osmotico y aumentar la concentracion del regulador,
la germinacion fue mas sincronica, pero el porcentaje de germinacion
se redujo (cuadro 1). Los tratamientos tampoco presentaron respuestas
significativas para el tiempo medio y frecuencia de germinacion, siendo
la germinacion no uniforme y espaciada a lo largo del tiempo.

Cuando las semillas fueron imbibidas sin el uso de los fitoregulado-
res, la tasa mas alta de velocidad de germinacion fue en el potencial de O
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MPa, pero no fueron diferentes a las semillas remojadas en el potencial
de -0.3 MPa. Considerando que, cuando se usa a 250 mg [* del regula-
dor, la mayor velocidad de germinacién de las semillas se produjo con el
potencial de -0.3 MPa, no difiriendo de los encontrados con el potencial
de 0 MPa.

Esto se debe a que el condicionamiento osmético lleva a la acumula-
cion de solutos (azicares, dcidos orgdnicos e iones), necesarios al inicio
del metabolismo de la semilla, y promoviendo la emergencia de la raiz
primaria en menor espacio de tiempo (Bradford, 1986).

Se observa que en el potencial de 0 MPa y -0.3 MPa, al aumentar
la concentracion del regulador, el indice de velocidad de germinacion
disminuy6. Con la reduccién del potencial osmético, ocurrio6 la dismi-
nuicion del IVG cuando no se utiliz6 GA, y con 250 mg L. Sin embar-
go, con el aumento de la concentracién de GA, (500, 750, 1000 mg L)
no hubo reduccién del IVG, igualmente con la reduccion del potencial
0osmotico.

El condicionamiento osmotico permite que las semillas con diferen-
tes velocidades de germinacion sean llevadas al mismo estadio de desa-
rrollo (Taylor et al., 1998). De esta manera, las semillas de menor vigor
(emergencia mds lenta) se nivelan cualitativamente con las de mayor
vigor durante la imbibicién controlada, resultando en una germinacién
mds uniforme, lo mismo que en condiciones desfavorables (Guimaraes
etal.,1993).

Cuadro 1. Germinacién (%), sincronizacién (U) e indice de velocidad de germinacion
(IVG) de las semillas de araticum tierra fria (Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer)
sometidas al condicionamiento osmético en diferentes potenciales osméticos y con-

centraciones de GA,
P::;:: GA_ (mgL?) Medias
0 || 250 | 500 || 750 || 1000
PG (%)

0 34 22 17 18 7 20a
03 27 22 14 10 11 17 ab
06 15 6 10 13 18 12 be
09 18 14 5 9 6 10¢

330



Anondceas. Plantas antiguas, estudios recientes

12 =] 4 7 T 5 6¢C
Medias 21A 14 B 11B 1B 9B
CV. (%) 5510
u
0 240 179 194 139 075 165a
03 224 207 136 112 0.86 153 ab
06 123 0.50 0.88 139 172 1.14 abc
09 169 150 0.37 0.88 0.38 0.99bc
-12 073 025 075 0.75 050 060cC
Medias 166A 122 AB 1.06AB 113 AB 0848
CV. (%) 62.83
VG
0 0.35aA 020 abB 0.14 aBC 018 aBC 0.06aC 019
03 0.26 abA 0.24 aA 0.14 aAB 0.08 aB 0.09 aB 0.16
06 012 cA 0.06cA 0.08 aA 0.11aA 016 aA 011
09 0.14 beA 0.10 bcA 0.03 aA 0.09 aA 0.053A 0.08
-12 006 CcA 0.02cA 0.05aA 0.06 aA 0.04 aA 0.04
Medias 0.18 013 0.09 0.10 0.08
CV.(%) 55.85

Medias seguidas por la misma letra, mindscula en la columna y mayiscula en la linea, no difieren entre si
por el test de Tukey a 5% de probabilidad
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La obtencion de resultados favorables como el condicionamiento
fisiologico depende del control de los factores involucrados, como la
duracion del tratamiento, la temperatura, la aireacion y el potencial.
Ademas de eso, la especie, la calidad de las semillas, el secado o no des-
pués del condicionamiento, pueden también afectar el resultado (He-
ydecker y Gibbins, 1978; Cantliffe, 1997).

Algunas investigaciones han mostrado los efectos de la duracion del
periodo de condicionamiento. En este trabajo se verifica que el tiempo
de condicionamiento de 176 horas no fue adecuado para la mejoria del
proceso germinativo.

Penaloza y FEira (1993), trabajando con semillas de tomate, conclu-
yeron que la interaccion entre el tiempo de condicionamiento y la ca-
lidad inicial de las semillas, influyen en la respuesta al tratamiento. De
este modo, el tiempo de condicionamiento es un factor que debe ser
investigado para la utilizacion del condicionamiento osmotico en se-
millas de de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer.

Conclusion

Las altas concentraciones de GA, aumentan la velocidad de la germina-
cion de las semillas del araticum de tierra fria (Annona emarginata (Schl-
tdl.) H. Rainer) al igual que, cuando se condicionan a bajos potenciales
osmoticos, sin embargo, las combinaciones utilizadas no fueron efica-
ces para romper la dormancia o promover la sincronizacion de la ger-
minacion.
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Resumen

plantas de anonaceas para la produccion de portainjertos, el

presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la acu-
mulacion de los elementos minerales fosforo (P), calcio (Ca) y mag-
nesio (Mg) en la tasa de asimilacion de carbono (A_ ) y en los indices
fisiologicos: relacion de area foliar (RAF), tasa de crecimiento relativo
(TCR) y tasa de asimilacion neta de carbono (TAL) de las plantas jo-
venes de Annona emarginata (Schledl.) H. Rainer cultivadas en diferentes
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fuerzas-ionicas (FI) de la solucion nutritiva completa No. 2 de Hoa-
gland y Arnon (1950). El experimento fue conducido en un invernade-
ro de la Universidad Estadual Paulista (UNESP), Botucatu-SP, Brasil.
El disenio experimental fue en bloques al azar, en esquema factorial 4
x 3 (FI x cosechas) para las mediciones de fotosintesis, con cinco re-
peticiones; y de 4 x 5 (FI x cosechas) para el calculo de los indices fi-
siologicos RAF, TCR y TAL, con cinco repeticiones y de 4 x 4 (FI x
cosechas) para la determinacion del contenido i6nico de las hojas, con
cuatro repeticiones. Los tratamientos: 25% FI (CEa de 0.50 £ 0.2 mS
cm™), 50% FI (CEade 1.00+0.2mS cm™); 75% FI- (CEade 1.5+ 0.02 mS
cm™);100% FI (CEade 2.0£0.02 mS cm?) (testigo) de la solucion com-
pleta No. 2 de Hoagland y Arnon (1950). Las evaluaciones de fotosin-
tesis fueron realizadas utilizando un IRGA, modelo LI-6400, LI-COR.
Los datos fueron sometidos a analisis de varianza y pruebas de Tukey
a 5%. El cultivo en solucion nutritiva con 50% FI presento los mayores
valores de acumulacion de Ca, Mgy S y también mayores valores de
fotosintesis (A )y de indices del anlisis de crecimiento (TCR y TAL).
Por lo que la solucion con 50% FI debe ser usada en cultivo pues pro-
porciono la acumulacion de Ca, Mg y S de la forma mas benéfica para
que las plantas puedan expresar mayor potencial para la asimilacion de
carbono.

Palabras clave: Annonacede, andlisis de crecimiento, fuerza ionica, fotosintesis,
dcumulacion ionicd.

Introduccion

El intercambio gaseoso en las hojas es el proceso fisiologico mas estu-
diadoy entendido en todo el reino vegetal (Taiz y Zeiger, 2009), se sabe
que los patrones fotosintéticos y de desarrollo son afectados por cam-
bios de disponibilidad de nutrientes minerales (Larcher, 2000) debido
al efecto directo de los elementos minerales en varios pasos metaboli-
cos (Marschner, 1995; Epstein y Bloom, 2006).

El analisis de crecimiento de plantas se utiliza para evaluar las di-
ferencias en el crecimiento de las mismas, ya sea en la genética o con
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relacion a los cambios ambientales y a las condiciones de cultivo a la
que estan sometidas (Benincasa, 2003). El analisis de crecimiento se
realiza utilizando los indices fisiologicos como la razon de area foliar
(RAF), tasa de crecimiento relativo (TCR) y tasa de asimilacion neta
(TAL) (Radford, 1967).

El analisis foliar como resultado del estado nutricional de las plantas
esta basado en la premisa fundamental de la existencia de correlaciones
significativas entre los niveles de nutrientes encontrados en las mues-
tras y el crecimiento o la produccion de componentes del cultivo (Bata-
glia et al., 1983; Malavolta et al., 1997; Brizola et al., 2005).

En este estudio se evaluo el efecto de diferentes concentraciones
(fuerzas ionicas) de Ca, Mg y S de la solucion nutritiva No. 2 de Hoa-
gland y Arnon (1950) en el intercambio gaseoso, indices fisiologicos y
en la acumulacion nutricional en las plantas de araticum de tierra fria
(Annonaemarginata (Schltdl.) H. Rainer) en cultivo hidroponico liquido.

Método

El experimento se llevo a cabo en un invernadero en el Departamen-
to de Botanica perteneciente al Instituto de Biociencias (IB), Univer-
sidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), Campus
de Botucatu, SP, Brasil. Las semillas de araticum de tierra fria (Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer) se sembraron en bandejas rellenas con
vermiculita desplazada. Las plantas fueron transplantadas a botes con
un volumen de aproximadamente 1.5 litros con una solucion de nu-
trientes continuamente ventilada.

El disefio experimental fue en bloques al azar en un esquema facto-
rial 4 x 3 (tratamiento x cosecha) y para las medidas del intercambio
gaseoso, cinco repeticiones de una planta; cultivos 4 x 5 (fuerza i6nica
x cosecha) para el calculo de los indices fisiologicos y cinco repeticio-
nes de una planta y 4 x 4 (cultivos fuerza ionica x cosecha) para la de-
terminacion ionica de las hojas, con cuatro repeticiones de una planta.
Los tratamientos se realizaron mediante la variacion de la concentraci-
on ionica (fuerzas ionicas), de la solucion nutritiva completa No. 2 de
Hoagland y Arnon (1950) a partir de la dilucion de la solucion completa
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en el agua desmineralizada al 25% a lo que se llamo el 25% FI (CEa
0.50 + 0.2 mS cm™) y asi sucesivamente, obteniéndose 50% FI (CEa de
1.00£0.2 mS cm™); 75% FI - (CEade 1.5+ 0.02 mS cm™); 1009% FI (CEa
de 2.0 £0.02 mS cm™) (testigo).

La evaluacion del intercambio de gases se realiz6 utilizando el siste-
ma de equipo abierto de la fotosintesis IRGA (LI-6400, LI-COR, Lin-
coln, NE, USA). Estas medidas se llevaron a cabo desde las 09:00 hasta
las 11:00 h en dias soleados a los 63, 98 y 126 dias después del trasplante
(DAT). Se eligio en cada ocasion, la segunda o tercera hojas totalmen-
te expandida y se midio la tasa de asimilacion de CO, (A__, pmol CO,
ms™), conductancia estomatica (g, mol ms”) y la tasa de transpiraci-
on (E, mmol vapor de agua m?s™), adoptandose 1700 pmol ms™ (PAR)
deg luminosidad. La eficiencia del uso del agua (WUE, pmol CO, (mmol
H,0)") fue determinada por la relacion entre Ay E (A_/E), descrita
por (Berry y Downton, 1982) y la eficiencia instantanea de carboxilacion
(A, /Ci) determinada segtin la metodologia descrita por Von Caemme-
rer y Farquhar (1981).

Para el calculo de las variables del analisis de crecimiento de plan-
tulas de araticum de tierra fria se recolectaron a los 28, 56, 84, 112 y 140
DAT y se realizaron las medidas de area foliar, materia seca total y de la
hoja para determinar los indices fisiologicos RAF, TCR y TAL a través
de sus respectivas formulas matematicas, de acuerdo con la recomen-
dacion de varios textos dedicados al analisis de crecimiento funcional
(Radford, 1967; Magalhaes, 1986; Benincasa, 2003).

La determinacion de los contenidos de nutrientes de calcio (Ca),
magnesio (Mg) y azufre (S) presente en las hojas a los 28, 56, 112 y 140
DAT se realizo de acuerdo a la metodologia descrita por (Malavolta et
al.,1997). A partir de estos resultados, se hicieron los calculos de la ade-
cuacion de las unidades, es decir, la conversion de g/kg™ para g planta’,
para cada elemento mineral acumulado en la planta.

Los datos fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) y las
medias se compararon mediante la prueba de Tukey al 5% de proba-
bilidad (P < 0.05). El analisis estadistico fue realizado utilizando el
software SAS, version 9.0 (SAS, 2002).
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Resultados y discusién

Se observo que las plantas jovenes de araticum de tierra fria responden
a diferentes fuerzas ionicas de distintas maneras, con un crecimiento
mayor las plantas cultivadas en 50% Fly 75% FI, y un crecimiento me-
nor, las plantas cultivadas en 25% FI e intermedios a los cultivados en
el 100% SI. Esta afirmacion se basa en diferentes herramientas fisiologi-
cas (graficas 1, 2 y 3) utilizadas durante el periodo experimental, en un
analisis conjunto de todas las variables, las reducciones drasticas en el
suministro de elementos minerales, como ocurrié con 25% FI, reduce
significativamente su desarrollo, tal como ha senalado Avilan (1975) en
Batista et al. (2003), también con anonaceas.

Sin embargo, en las soluciones con el 100% FI (lo que representa una
solucion estandar para las plantas), también se observa la reduccion
en la tasa de fotosintesis y la acumulacion de elementos minerales, que
muestra asi que la especie no requiere grandes cantidades de elementos
minerales para expresar su potencial de desarrollo (grafica 2). La justi-
ficacion de lareduccionde Ay E que presentan las plantas cultivadas
en 100% FI, alcanzando los valores mas bajos en los 126 DAT (grafica
3), encuentra apoyo en los trabajos de Schwarz et al. (2002) en plantas
de tomate cultivadas en diferentes valores de conductividad eléctrica
de la solucion nutritiva, ya que el aumento en la conductividad eléctri-
ca (C. E.) de la solucion nutritiva puede conducir a un crecimiento ve-
getativo reducido, ya sea de toda la planta o las partes de ella (Schwarz
y Kuchenbuch, 1997). Con respecto a las respuestas fotosintéticas, se
sabe que el acceso de CO, a las células del mesofilo ocurre a través de la
apertura estomatica y por tanto afectan directamente a los cambios en
gs A__ e E (Farquhary Sharkey, 1982), ademas de que gs es influenciado
por el ambiente (Berry y Bjorkman, 1980), el acido abscisico (Mahou-
achi et al, 2006) y la nutricion mineral (Von Caemmerer y Farquhar,
1981; Marschner, 1995; Epstein y Bloom, 2006; Taiz y Zeiger, 2009).

LaA_, de las plantas sometidas a tratamiento de 50% FI, es mayor
que en los de los otros tratamientos (grafica 1) lo que se puede atribuir a
la mejor utilizacion de los elementos minerales suministrados. Sin em-
bargo, se observo una disminucion de la tasa de transpiracion y la alta
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A_, estda mediada por la actividad de Rubisco, que dio lugar a mejores
WUE (grafica 1). Debe tenerse en cuenta, por tanto, que la difusion
de CO, y la pérdida de agua por transpiracion son procesos indepen-
dientes (Larcher, 2000) y aunque la transpiracion puede ser conside-
rada como un “gasto necesario” asociado a la apertura estomatica para
permitir la difusion de dioxido de carbono del aire para la fotosintesis
(Afrousheh et al, 2010) y permitir el flujo de masa de nutrientes mine-
rales absorbidos por las raices hasta la parte aérea (Bilger et al., 1984),
no siempre las magnitudes A__ y E, son dependientes, como se observa
en este trabajo.

Las plantas que se mantuvieron en 25% FI presentaron los menores
valores de WUE (grafica 3), que pueden tener como consecuencia di-
recta un efecto en la conductancia estomatica de las plantas jovenes y,
posteriormente, en la actividad enzimatica (Von Caemmerer y Farqu-
har, 1981) con consecuencias para la utilizacion de los nutrientes mine-
rales (Ranjithet al,, 1995).

El papel del Ca en las células, es estructural y en la percepcion de
senales de alguna respuesta de las plantas al medio ambiente, como la
regulacion de los estomas (Mahouachi et al., 2006; McAinsh y Pittman,
2009). Terry y Huston (1975) argumentan que la aparente falta de efec-
to sobre la fotosintesis se debe a que este elemento es necesario en pe-
quenas cantidades para esta actividad metabolica, a diferencia de otros
elementos necesarios tales como el fosforo (Terry y Ulrich, 1973a) y el
potasio (Terry y Ulrich, 1973b).
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Gridfica 1. El intercambio de gases en las hojas de las plantas jovenes de araticum-
de-tierra-fria cultivada en cuatro diferentes fuerzas idnicas en solucién nutritiva
No. 2 de Hoagland y Arnon (1950) en tres diferentes edades (63, 98 y 126 dias des-
pués del trasplante). Los datos son la media (+ S.E.) y cada valor se determind en
cuatro plantas por tratamiento (n=4) en cuatro momentos distintos de muestreo. A:
tasa de asimilacion neta de carbono (A ), B: conductancia estomatica (gs), C:
transpiracion tasa (E), D: eficiencia del uso del agua (WUE), (E- eficiencia instantd-
nea de carboxilacion (4 _/Ci)

El Mg acumulado en las plantas con el tratamiento de 50% de FI
112 DAT juega un papel vital en la fotosintesis, en particular en la ca-
pacidad de promover las reacciones fotodependientes (Liu et al., 2008),
ademds de ser necesario para el apilamiento de los tilacoides, para el
funcionamiento de las enzimas implicadas en la asimilacion de carbo-
no y asimilacién y compartamentalizacion entre el almidén y aziicares
(Maathuis, 2009).

El S también es acumulado en las plantas cultivadas al 50% FI a los
112 DAT siendo responsable de la formacion de sulfolipidos y general-

345



Anonaceas. Plantas antiguas, estudios recientes

mente se encuentra en pequefas cantidades en los tilacoides de los clo-
roplastos (Marschner, 1995).

Sin embargo, aunque no es clara la necesidad de estos lipidos en la
membrana fotosintética, se sugiere que son esenciales para la estabili-
zacion de los componentes fotosintéticos (Hammond et al., 2003). Al-
gunas proteinas vegetales contienen azufre, como la ferredoxina, que
participan en la fotosintesis y en la formacion de clorofila y las reaccio-
nes de transferencia de electrones (Hansch y Mendel, 2009).
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Grifica 2. Concentracion ionica en la hoja gkg-1 de MS (materia seca) determinada
en plantas jovenes de araticum de tierra fria cultivada en cuatro diferentes fuerzas ic-
nicas de la solucion nutritiva No. 2 de Hoagland y Arnon (1950) en cuatro temporadas
diferentes (28, 56,112 y 140 dias después del trasplante-DAT). Los datos son la media
(+ SE) y el valor de cada uno se determino en cuatro plantas por tratamiento (n-=4).
A: calcio (Ca), B: magnesio (Mg), C: azufre (S). Las mayusculas comparan los mismos
periodos de la misma fuerza i6nica y las mintsculas comparan la igualdad de 1a FI, en
particular, no difieren significativamente por el test de Tukey al 5%

Justificado de esta manera el efecto de surninistro adecuado de mi-
nerales para el correcto funcionamiento del proceso de fotosintesis, se
tradujo en un mayor desarrollo del cultivo como se ve en las variables
de crecimiento y los indices de andlisis de crecimiento (cuadro 1 y gra-

fica 3).
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Cuadro 1. Valores medios presentados por los indicadores fisiologicos (RAF, TCR y
TAL) en plantas de araticum de tierra fria cultivadas a diferentes fuerzas i6nicas en
soluci6n nutritiva No. 2 de Hoagland y Arnon (1950) a lo largo del tiempo de cultivo

Tratamiento / I. F. RAF TCR TAL
25% FI 0.5272 £ 0.046a 0.0072 £0.0029b 0.0153 + 0.0060b
50% FI 0.4949 + 0.044a 0.0134 +0.0027a 0.0273 £0.0058a
75% Fi 0.4822 +0.016a 0.0124 + 0.0017ab 0.0245 +0.0033ab
100% Fl 0.5040 £ 0.0405a 0.0121 + 0.0025ab 0.0246 +0.0139ab
F 072 6.53 448
P>F 0.5569 0.0043 0.0182
CV. (%) 11.47 2158 25

La relaci6n de drea foliar (RAF) es un indice fisiologico que expresa
como el drea foliar atil para la fotosintesis. Con el crecimiento de las
plantas, aumenta la interferencia de las hojas superiores en la parte in-
ferior, lo que lleva a la reduccion del drea foliar estimada (David et al.,
2007). La RAF, por tanto, disminuyé a lo largo del experimento (140
DAT) (grdfica 3), lo que se esperaba ya que las plantas crecieron en
todos los tratamientos (Benincasa, 2003).

Se observa que hubo mayor acumulacién de materia seca en rela-
cion con el material pre-existente (TCR) en las plantas cultivadas en
50%, 75% y 100% FI (gréfica 3), con diferencias significativas entre los
valores medios obtenidos a 50 FI% en relacién al cultivo en un 25% FI
(cuadrol). Asi, TCR revela un comportamiento similar al descrito enla
literatura, se observan valores altos en principio, con descensos poste-
riores (David y Boaro, 2009).

Las plantas silvestres adaptadas a suelos pobres en nutrientes, como
araticum de tierra fria pueden presentar la estrategia de crecimiento
conocido como tipo I (crecimiento lento) que son mds eficientes en la
adquisicion de nutrientes que las especies cultivadas o las que se con-
sideran invasoras (tipo II, rdpido crecimiento) (Marschner, 1995). La
caracteristica mds importante de las especies que tienen el tipo I es la
estrategia de su baja tasa de crecimiento y el bajo uso de los nutrientes
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(Chapin, 1980) incluso en condiciones de elevadas tasas de nutrientes
(Fageria, 2001).
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Grafica 3. Indices fisiologicos de las plantas jovenes araticum de tierra fria crecidas en
diferentes fuerzas ionicas de la solucion nutritiva No. 2 Hoagland & Arnon (1950).
Los datos son la media (+ SE) de cinco plantas por tratamiento (n= 5) en 5 momentos
distintos de muestreo. A: relacién drea foliar (RAF), B: tasa de crecimiento relativo
(TCR) y C: tasa neta de asimilacion (TAL)

El comportamiento de la TAL presentado hasta los 140 DAT entre
los tratamientos estudiados (grafica 3) estd de acuerdo con trabajos de-
sarrollados en cultivo hidropénico con variaciones de elementos en la
solucién nutritiva, entre ellos David etal. (2007) y David y Boaro (2009)
evidenciando que esta comparacion fue realizada con plantas de dife-
rentes especies.

Conclusion
Por tanto, se concluye que las plantas jovenes de araticum de tierra fria
crecidas en 50% FI de la solucion nutritiva No. 2 de Hoagland y Arnon

expresan mas adecuadamente el potencial fisiologico de desarrollo de-
bido a su rusticidad.
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Resumen

| efecto de los minerales en el desarrollo vegetal y en procesos
fisiologicos como la fotosintesis es bien conocido y estudiado en
varias especies. Pero, la necesidad de obtener informacion al res-
pecto de especies poco estudiadas y que sirven como portainjerto de
buena calidad y compatible, como el araticum de tierra fria, justifican
este estudio. Asi, la investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto
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de diferentes fuerzas ionicas (FI) de la solucion nutritiva completa No.
2 de Hoagland y Arnon (1950) en la acumulacion ionica de fosforo (P),
micronutrientes y en los cambios gaseosos de las hojas de plantas de
Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer (araticum de tierra fria), durante
140 dias. La prueba fue conducida en el invernadero del Departamento
de Botanica, Universidad Estadual Paulista (UNESP), Campus Botu-
catu-SP, Brasil. El diseno experimental fue en bloques completamente
al azar, en esquema factorial 4 x 3 (FI x cosechas) para los cambios ga-
se0s0s, con cinco repeticiones y 4 x 4 (FI x cosechas) para la determi-
nacion de los iones en las hojas, con cuatro repeticiones. Los tratamien-
tos: 25% FI (CEa de 0.50 £ 0.2 mS cm™); 509% FI (CEa de 1.00 £ 0.2mS
cm?); 75% FI - (CEa de 1.5 +0.02 mS cm”); 1009%FI (CEa de 2.0+ 0.02
mS cm?) (testigo) de la solucion nutritiva completa No. 2 de Hoagland
y Arnon (1950). Para los cambios gaseosos fue utilizado equipamiento
de sistema abierto de fotosintesis y transpiracion (IRGA, modelo LI-
6400, LI-COR). Los datos fueron sometidos al analisis de varianza y
prueba de Tukey a 5% de probabilidad (p<0.05). Los mayores valores
de fotosintesis a lo largo del tiempo fueron obtenidos con el cultivo de
las plantas en 50% FI y también las mayores acumulaciones de fosfo-
ro y micronutrientes. Con los resultados se puede concluir que para el
desarrollo de las plantas de araticum de tierra fria las plantas pueden
ser mantenidas con 50% de la fuerza i6nica de solucion completa de
Hoagland y Arnon.

Palabras clave: Annonaceac, solucion nutritiva, fuerza ionica, cambios gaseosos,
dacululacion ionica

Introduccion

El suministro adecuado de nutrientes a los cultivos es uno de los fac-
tores mas importantes para incrementar su productividad, pues influ-
yen directa y indirectamente en el metabolismo del carbono debido a
su influencia sobre en el crecimiento y la morfogénesis (Fageria, 2001).
Los elementos minerales actian directamente en la fotosintesis, pues
son componentes integrales de las enzimas y pigmentos y activadores
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directos del proceso fotosintético (Larcher, 2000; Taiz y Zeiger, 2009;
Pinho et al., 2010).

El fosforo (P) es clasificado como esencial y forma parte de distin-
tos aspectos del metabolismo celular (Malavolta, 1980; Marschner,
1995; Epstein y Bloom, 2006). Su uso como fertilizante quimico es am-
plio para suplir la deficiencia de los suelos en muchos paises (Gentili
et al., 2006, Thomas et al., 2006) porque realiza distintas funciones en
las plantas, tales como formar parte de grupos o de grandes molécu-
las (DNA, RNA y fosfolipidos de las membranas), participar de la se-
fnalizacion celular y modificar irreversiblemente a las proteinas; es un
constituyente de biominerales (de origen animal) (Marschner, 1995;
Epstein y Bloom, 2006; Gaude et al., 2008).

Los elementos como el boro (B), el cobre (Cu), el hierro (Fe), el
manganeso (Mn), el cloro (Cl), el molibdeno (Mo), el niquel (Ni) y el
zinc (Zn) son considerados micronutrientes, ya que se requieren en pe-
quenas cantidades en comparacion con los macronutrientes (Fageria,
2002). Participan en practicamente todas las las funciones metabolicas
centrales tales como la proteccion celular, regulacion génica, osmorre-
gulacion, la percepcion de las hormonas, la transduccion de sefales y la
fotosintesis (Kusunoki, de 2007; Yamasaki et al., 2007; Hansch y Men-
del, 2009).

En cuanto al estudio de la nutricion mineral de las plantas, el suelo
constituye un medio altamente complejo e interactivo para que puedan
ser analizados los efectos de un nutriente en particular (Furlani et al.,
1999). Asi, se emplean las soluciones nutritivas aereadas en cultivo sin
suelo siendo la primera solucion propuesta por Hoagland y Arnon en
1950, conteniendo los macro y micronutrientes necesarios para el cre-
cimiento vegetal (De Rijcke y Schrevens, 1999; Martinez, 2002; Franco
y Prado, 2000).

El objetivo de este estudio fue evaluar la productividad primaria de
plantas de Annona emarginata bajo diferentes disponibilidades de fosforo
y micronutrientes en la solucion nutritiva No. 2 de Hoagland y Arnon
(1950), con el fin de comprender como los diferentes niveles de estos
elementos minerales afectan al intercambio gaseoso y la acumulacion
de iones en el desarrollo de la planta.

361



Anondaceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Método

La especie araticum de tierra fria (Annona emarginata (Schltdl.) H. Rai-
ner) fue sembrada en bandejas de poliestileno, rellenadas con ver-
miculita y cuando las plantulas presentaron 7-10 cm (altura) fueron
trasplantadas a recipientes de plastico con un volumen de 1.5 L con la
solucion nutritiva aireada sin interrupcion en el invernadero. El diseno
experimental fue de bloques al azar en factorial 4 x 3 (tratamiento x
cosecha) para el intercambio gaseoso, con cinco repeticiones de una
planta. Los tratamientos se realizaron mediante la variacion de la con-
centracion ionica (fuerzas ionicas), de la solucion nutritiva completa
No. 2 de Hoagland y Arnon (1950) conforme siguen: 25% FI (CEa de
0.50 £ 0.2 mS cm™), 509% FI (CEa de 1.00 £ 0.2mS cm™); 75% FI (CEa
de 1.5+ 0.02 mS cm™) y 100% FI (CEade 2.0 + 0.02 mS cm™) (testigo).

La evaluacion del intercambio de gases se realiz6 utilizando el siste-
ma de equipo abierto de la fotosintesis, IRGA (LI-6400, LI-COR, Lin-
coln, NE, USA). Esas medidas fueron aplicadas en el periodo desde las
9:00 hasta las 11:00 h en dias soleados a los 224 DAT (dias después del
trasplante), fueron elegidas y estandarizadas las 2% 0 32 hojas completa-
mente expandidas y se midi6 la tasa de asimilacion de CO, (A__, pmol
CO, m?s"), conductancia estomatica (gs, mol m?s”) y la tasa de trans-
piracion (E, mmol el vapor de agua m~s"), con una PAR del 700 pmol
m~s”. La eficiencia del uso del agua (WUE, pmol CO, (mmol H,0)")
fue determinada por la relacion entre Ay E (A_ /E), descrita por Be-
rry y Downton (1982) y la eficiencia instantdnea de carboxilacion (A__/
Ci) determinada segin la metodologia descrita por Von Caemmerer y
Farquhar (1981).

Los datos fueron sometidos al analisis de variancia y las medias
comparadas por la prueba de Tukey a 5% de probabilidad (P < 0.05),
utilizando el programa SAS (SAS institution, Cary, NC.).

Resultados y discusiéon

El intercambio de gases varia entre los tratamientos, con excepcion de
WUE (grafical). Las plantas del tratamiento 25% FIy 100% FI mostra-
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ron A reducida en comparacion con plantas cultivadas en 75% FI, en
las que observamos los valores mas altos de A__ (grafica1).

Losvaloresde A _observadosde 5.3 pmol CO,m?s"a12.3 umol CO,
m~s? son caracteristicos de especies perennes que tienen metabolismo
C,, sobre todo cuando no se refiere a las especies de hoja caduca, en el
que las tasas de asimilacion de carbono son menores (Reich et al., 1997).
Se observo otra caracteristica tipica de las plantas C, con araticum de
tierra fria, que es la sensibilidad de asimilacion neta de carbono con la
reduccion en la conductancia estomatica.

La gs y la E de las plantas cultivadas en 75% FI no fue diferente de
las plantas cultivadas en 50% FI (grafica 1). Los promedios mas altos
de A__ylas pérdidas se obtuvieron en plantas con mayor gs (grafica 1).
Este comportamiento también fue encontrado por Ojeda et al. (2004a)
en plantas jovenes de atemoya, por Higuchi et al. (1999) en chirimoya y
Ojeda et al. (2004b) en guanabana.

Observamos, por tanto, que con el uso de 100% de fuerza ionica, las
plantas redujeron la tasa de asimilacion de CO, (grafica 1) debido prin-
cipalmente a la baja eficiencia de carboxilacion instantanea (grafica 1).
El P es crucial para mantener las reacciones de fosforilacion en la asimi-
lacion de carbono (Lawlor y Cornisa, 2002), ademas de contribuir po-
sitivamente en otros parametros como gs y WUE (Bruckeet al, 2000).

En general nuestros datos indican que los valores de los parametros
de intercambio gaseoso y el suministro de micronutrientes estan rela-
cionados. El mismo patron fue observado por Sotiropoulos et al. (2002),
Papadakis et al. (2004) y Sheng et al. (2009). Segtn Pinho et al. (2010)
el intercambio gaseoso depende en gran medida de la organizacion de
pigmento-proteina requerida para el uso eficiente de la energia solar, la
deficiencia de boro puede estar asociada con dafios en la estructura de
la membrana, provocando pérdidas en los procesos de fotosintesis. El
hecho de que E se reduce en las plantas cultivadas en 25% FI se debe
principalmente a la disminucion en la concentracion de boro de estas
plantas, ya que es ampliamente aceptado que el transporte de Boro en
las plantas y A estan muy influenciados por E (Sheng et al., 2009).
Estos autores afirman que las bajas concentraciones de boro reducen
las tasas A__y gs. Se puede sugerir que tanto los estomas como otros
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factores estan implicados en la disminucion de la tasa fotosintética en
condiciones de baja concentracion de boro (Yakushiji et al., 1998).

El elemento Cu en concentraciones inadecuadas para la planta
perjudica la cadena de transporte electronico y al PSIT (Romanowski,
2002), ademas de la participacion directa en los mecanismos para la
desintoxicacion de metales pesados como fitoquelatinas, metalotio-
neinas o la accion antioxidante del glutation (Nagalakshmi y Prasad,
2001). Lidon y Henriques (1991) sugieren que el efecto predominante
de cobre en el arroz fue en la actividad de la rubisco. El declivedela A_
en las hojas maduras se asocié con una disminucion en la conductancia
estomatica (gs) (Vinit-Dunand et al., 2002) lo que apoya la hipotesis de
que el cobre afecta principalmente al fotosistema II.

En cuanto al Fe, aunque en la literatura esta bien documentado que
la deficiencia de este elemento podria danar la actividad enzimatica en
el estroma, relativamente pocos estudios se han centrado en las conse-
cuencias inducidas por la deficiencia de Fe en la fotosintesis de especies
de frutas de hoja caduca (Chouliaras et al., 2005). Segtin Bertamini et al.
(2001) también es escasa la informacion en la literatura sobre el uso de
bajas concentraciones de Fe en la evaluacion del intercambio de gases.
La deficiencia de hierro en las plantas de camote redujo los valores de
gs, lo que sugiere que este elemento tiende a mantener el equilibrio de
potencial hidrico foliar (Terry, 1983). Sin embargo, en las hojas de soya
con deficiencia de Fe la gs fue mayor que en las plantas control, lo cual
puede ser explicado como la pérdida de control del mecanismo estoma-
tico (Davis et al., 1986).

Los estudios muestran que con la ausencia de manganeso (Mn) en
las hojas ocurre una disminucion en las actividades fotosintéticas, en
particular por el fotosistema I (PSIT) (Weiland et al., 1975), aunque
Henriques (2004) senala que la reduccion de manganeso en hojas de
nuez (Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch) disminuye el namero de
cloroplastos, informando que no hay dafos en el PSII.

El cloroplasto es el tnico organulo que presenta el cambio estruc-
tural que se traduciria en pérdidas en la accion de las hojas con de-
ficiencia de manganeso (Govindjee, 1975). En algunos estudios no se
encontraron tales reducciones fotosintéticas, incluso en condiciones de
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grave deficiencia de este elemento (Homann, 1967) y por tanto las ba-
jas concentraciones no siempre disminuyen la capacidad fotosintética
(PSIT) de la hoja (Henriques, 2003). Una posible explicacion seria que
la planta pudiera responder, ajustando el namero de cloroplastos por
célula (Henriques, 2004).

Las plantas cultivadas en bajas concentraciones de zinc (Zn) pue-
den tener pérdidas en la fotosintesis debido a la reduccion en la concen-
tracion de clorofila, pues a pesar de que el Zn no participa directamente
en la formacion de clorofila, puede afectar la concentracion de Fe y Mg
implicados en su formacion (Kaya y Higgs, 2002). La deficiencia de Zn
afecta la tasa de reduccion fotosintética y la conductancia estomatica
(Tavallali et al., 2009).
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Grafica 1. Parametros fotosintéticos de plantas jovenes de araticum de tierra fria culti-
vadas en diferentes fuerzas ionicas de solucion nutritiva completa No. 2 de Hoagland y
Arnon (1950) en 224 DAT A: tasa de asimilacion neta de carbono (A__ ), B: conductancia
estomatica (gs), C: tasa de transpiracion (E), D: eficiencia del uso del agua (WUE), E:
eficiencia instantanea carboxilacion (A / Ci). Las barras verticales indican S.E. (n=5).
Columnas seguidas por esa misma letra, no difieren en la prueba de Tukey (p £ 0.05)
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El zinc es un componente importante de enzimas vitales y estabiliza
las proteinas de membrana, muchas de las cuales estan relacionadas
con el ADN (Aravind y Prasad, 2004). En el girasol, la reduccion de la
fotosintesis inducida por la deficiencia de zinc esta asociada con una
disminucion de la concentracion intracelular de diéxido de carbono y
de gs (Sharma et al., 1994). La privacion de zinc puede disminuir la ca-
pacidad fotosintética de la hoja al afectar negativamente al PSIT (Tava-
Ilali et al., 2009).

Conclusion

Se concluye que estos datos proporcionan una base importante para
la modelizacion de los efectos de concentraciones de fosforo y micro-
nutrientes a través del uso de la solucion No. 2 de Hoagland y Arnon
(1950) en plantas jovenes de araticum de tierra fria. Ademas, las plantas
que crecen en 50% y 75% FI presentaron resultados satisfactorios para
el intercambio gaseoso lo que result6 en mayor desarrollo vegetal.
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Resumen

ara los estudios de la nutricion mineral en plantas se usan solu-
ciones nutritivas con el objetivo de garantizar su ausencia en el
suelo. Ademas, hay una accion de los iones en los cambios ga-
seosos que resultan en modificaciones en el desarrollo vegetal. Asi, el
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes fuerzas ioni-
cas (FI) de la solucion nutritiva completa No. 2 de Hoagland y Arnon
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(1950) en los cambios gaseosos y en la acumulacion del potasio (K*) en
las hojas de plantas jovenes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer
(araticum de tierra fria). El experimento fue realizado en un inverna-
dero en el Departamento de Botanica del Instituto de Biociencias (IB),
Universidad Estadual Paulista (UNESP), Campus Botucatu-SP. El di-
sefio experimental fue en bloques casualizados, en esquema factorial
4 x 3 (FI x cosechas) para los cambios gaseosos, con cinco repeticio-
nes de una planta y 4 x 4 (FI x cosechas) para la determinacion ionica
en las hojas, con cuatro repeticiones de una planta. Los tratamientos
estuvieron constituidos por la dilucion de la solucion completa No. 2
de Hoagland y Arnon (1950) en agua desmineralizada a 25% al que se
denomin6 25% FI (CEa de 0.50 £ 0.2 mS cm™), 50% FI (CEa de 1.00 £
0.2mS cm™); 75% FI (CEa de 1.5 £ 0.02 mS cm™); 100% FI (CEa de 2.0
+ 0.02 mS cm™) (testigo). Las evaluaciones de cambios gaseosos fue-
ron realizadas utilizando un equipo de sistema abierto de fotosintesis y
transpiracion con analizador de CO, y vapor de agua por radiacion in-
frarroja (IRGA, modelo LI-6400, LI-COR). Los datos fueron sometidos
al analisis de variancia y prueba de Tukey a 5% de probabilidad. Las
plantas jovenes cultivadas en solucion nutritiva con 50% FI presenta-
ron los mayores indices fotosintéticos y mayores acumulaciones de po-
tasa, con diferencia estadistica de las plantas cultivadas en 25% FI. La
solucion nutritiva puede ser utilizada para el cultivo de esta especie en
su fase joven, cuando la fuerza ionica (FT) sea ajustada al 50%.

Palabras clave: Annonaceac, solucion nutritiva, fuerza ionica, cambios gaseosos,
acumulacion ionica.

Introduccion

Se sabe que para la produccion de huertos comerciales de frutas, los ar-
boles deben ser producidos por métodos asexuados, como por injertia.
La especie a utilizar como portainjerto debe ser compatible con la par-
te aérea comercial y ser tolerante a enfermedades (Bezerra y Lederman,
1997). En este contexto Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer (araticum
de tierra fria) (Rainer, 2007) ha sido evaluada con éxito en el campo,
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pero empiricamente, como una alternativa de portainjerto para atemoya,
guanabana y chirimoya (Kavati, 1992, Buenaventura, 1999; Tokunaga,
2005). La especie araticum de tierra fria es nativa de América del Sur
(Tokunaga, 2005) y practicamente no existe informacion al respecto de
sus respuestas fisiologicas, especialmente en la etapa temprana de desa-
rrollo (Baron, 2010) lo que seria importante para aumentar la produc-
cion segura de plantulas de calidad y garantizar la creciente demanda
de fruta del mercado internacional de la familia botanica Annonaceae
(Vargas Ramos, 1992; Bettiol Neto et al., 2006, Nogueira et al., 2007).

El elemento potasio (K) es descrito como un elemento esencial en
las reacciones metabolicas debido a su capacidad de activar muchas
enzimas, ademas de participar directamente en las enzimas implicadas
en el metabolismo del carbono, como la piruvatoquinasa, la fosfofruc-
toquinasa y la sintetasa de ADP-glucosa del almidon (Véry y Sentenac,
2003; Lebaudy et al., 2007; Szczerba et al., 2009).

En la fotosintesis, el K* es esencial para el flujo de H" inducido por la
luz a través de la membrana tilacoidal y para establecer el gradiente de
PH necesario para la sintesis de ATP (fosforilacion) en analogia con la
sintesis de ATP en la mitocondria (Marschner, 1995). En los cloroplas-
tos de las hojas con deficiencia de K* hay una actividad reducida en las
enzimas del ciclo de Calvin, especificamente de la Rubisco, ya que el
K* esta involucrado en diversas etapas del proceso de transduccion, in-
cluyendo estudios de union del ARN (ARNt) con el ribosoma durante
la sintesis de proteinas (Wilkinson, 1994; Basile et al., 2003; Maathuis,
2009).

La hidroponia es una técnica utilizada como herramienta para re-
solver una amplia gama de problemas que incluyen la reduccion de la
contaminacion del suelo, del agua subterranea, y la manipulacion de
los niveles de nutrientes en los sustratos (Helbel Junior, 2008). No-
tables, son también, otras ventajas de la tecnologia de la hidroponia,
entre ellas: mayor rendimiento por area, menor incidencia de plagas y
enfermedades, facilidad de implementacion de las practicas culturales,
mejor programacion de la produccion, reduccion de los ciclos de culti-
vos debido a un mejor control del medio ambiente (Furlani et al., 1999;
Smethurst et al., 2000; Martinez, 2002).
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En este estudio, nos planteamos conocer los efectos de diferentes
concentraciones de K* (fuerzas ionicas) sobre el intercambio gaseoso,
el crecimiento vegetativo y la acumulacion de nutrientes en las plantas
de araticum de tierra fria (Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer).

Método

El experimento se llevo a cabo en un invernadero del Departamento de
Botanica del Instituto de Biociencias (IB), Universidade Estadual Pau-
lista Julio de Mesquita Filho (UNESP), Campus de Botucatu, SP, Bra-
sil. Las semillas de araticum de tierra fria (Annona emarginata (Schltdl.)
H. Rainer) fueron sembradas en bandejas rellenas con vermiculita des-
plazada. Cuando las plantas jovenes alcanzaron un tamano promedio
de 7-10 cm (altura) fueron trasplantadas a macetas con un volumen
aproximado de 1.5 litros. El disefio experimental fue de bloques al azar
en factorial 4 x 3 (tratamientos x cosechas) para el intercambio de gas,
con cinco repeticiones de una planta y 4 x 4 para la determinacion
de los iones en las hojas, con cuatro repeticiones de una planta. Los
tratamientos estuvieron constituidos por variacion de la concentra-
cion ionica (fuerzas ionicas), de la solucion nutritiva completa No. 2
de Hoagland y Arnon (1950) a partir de la dilucion de la solucion en
agua desmineralizada al 25% lo que se denomina 25% FI (CEade 0.50
+0.2 mS cm™) y asi sucesivamente, obteniéndose 50% FI (CEa de 1.00
+0.2mS cm™); 75% FI (CEa de 1.5 £0.02 mS cm™) y 100% FI (CEa de
2.0£0.02 mS cm™) (testigo).

La evaluacion del intercambio gaseoso se realizo utilizando el siste-
ma de equipo abierto de la fotosintesis IRGA (LI-6400, LI-COR, Lin-
coln, NE, USA). Estas medidas se llevaron a cabo desde las 9:00 hasta
las 11:00 h en dias soleados a los 63, 98 y 126 DAT (dias después del
trasplante) en el que fueron elegidas y estandarizadas la segunda o ter-
cera hoja totalmente expandida y se midi6 la tasa de asimilacion CO,
(A, pmol CO, m?s™), conductancia estomatica (gs, mol m's™) y la tasa
de transpiracion (E, mmol vapor de agua m?s?), con 1700 pmol m?s™
(PAR) de luminosidad. La eficiencia del uso del agua (WUE, pmol CO,
(mmol H,0)") fue determinada por la relacion entre Ay E (A_/E),

net
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descrito por Berry y Downton (1982) y la eficiencia instantanea de
carboxilacion (A__/Ci) determinada segtin la metodologia descrita por
Von Caemmerer y Farquhar (1981).

La determinacion de potasa (K) presente en las hojas a los 28, 56, 112
y 140 DAT se realizo de acuerdo a la metodologia descrita por Malavol-
taetal. (1997). A partir de estos resultados, se hicieron los calculos de la
adecuacion de las unidades, es decir, la conversion de g en g kg™ planta’
para cada elemento mineral acumulado en la planta.

Los datos fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) y las
medias se compararon mediante la prueba de Tukey al 5% de proba-
bilidad (P =< 0.05). El analisis estadistico fue realizado utilizando el
software SAS, version 9.0 (SAS, 2002).

Resultados y discusion

Se observo en este estudio que las plantas jovenes de araticum de tierra
fria responden a diferentes fuerzas i6nicas, obteniendo un mayor creci-
miento de las plantas cultivadas en 50% y 75% FL.

La tasa de asimilacion de carbono de araticum de tierra fria culti-
vada en 50% FI (8.8umol CO, m™ s™) es similar a la observada en las
plantas de Annona squamosa L., también mantenidas en solucion de Hoa-
gland y Arnon (1950) con fuerza i6nica media (8.0umol m=s™) (Marler
y Zozor 1996). Se observa, pues, que las fuerzas ionicas de 50% y 75%
de la solucion nutritiva No. 2 de Hoagland y Arnon (1950) fueron mas
eficaces para los mecanismos relacionados con la fotosintesis alcanzan-
do la maxima eficiencia. Estas observaciones estan de acuerdo con la
propuesta de utilizar concentraciones mas bajas que los patrones de
concentracion, tales como proponen Zheng et al. (2005) y Rouphael et
al. (2008) con el uso de 50% de los macro y micronutrientes en la solu-
cion nutritiva, sin afectar el desarrollo de geranio y gerbera.

Sin embargo, cuando se tuvo una FI 100%, lo que representa una
solucion estandar para las plantas, se observo la reduccion en la foto-
sintesis y en la acumulacion de elementos minerales, que muestra asi
que la especie no requiere grandes cantidades de elementos minerales
para expresar su potencial de desarrollo. Asi, lareduccionde A__ puede
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estar relacionada con el dano al aparato fotosintético y/o sistema de
enzimas para la absorcién de CO,, causado por la gran cantidad de io-
nes en el metabolismo con la reduccién de la conductancia estomadtica
(Marschner, 1995). Por otra parte, puede estar vinculada a los efectos
de la salinidad del medio (Peyrano et al., 1997; Guimaraes, 2005; Wilson
etal., 2006) y la accion de los iones en el protoplasma celular (Marsch-
ner, 1995; Bezerra et al., 2005).

Con el mantenimiento de las plantas en solucién nutritiva con 25%
FI, se observan bajas tasas de asimilacion de carbono (A ) y menor
eficiencia de carboxilacion instantdnea (A_, / Ci) (grdfica 1), lo que
combinado con un aumento de la transpiracion, resulta en una dismi-
nucion de la eficiencia del uso del agua (WUE). Se debe mencionar que
el aumento de la condutancia (gs) a partir de 98 DAT no influy6 en un
aumento en la tasa de asimilacion de carbono (grafica 1).
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Grifica 1. Intercambio gaseoso en plantulas de araticum de tierra fria crecidas en
cuatro diferentes fuerzas ionicas de la solucion nutritiva ne. 2 de Hoagland y Arnon
(1950) en tres diferentes edades (63, 98 y 126 DAT). Los datos son la media (+ D.E) y
el valor de cada uno se determinG en cuatro plantas por tratamiento (n- <) en cuatro
momentos diferentes de la evaluacion. A: tasa de asimilacion neta de carbono (4 ),
B: conductancia estomatica (gs), C: tasa de transpiracion (E); D: uso eficiente del agua
(WUE), E: eficiencia instantdnea carboxilacion (A_, / Ci). DAT
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Con relacion a las respuestas fotosintéticas, se observa que el acceso
de CO, de la atmosfera hasta las células fotosintéticas del mesofilo ocu-
rre a través de la apertura estomatica y por tanto variaciones en la con-
ductancia estomatica (g, ) afectan directamentea A__ y E (Raschke, 1979;
Farquhar y Sharkey, 1982). Ademas, gs se altera por influencia del medio
ambiente (Berry y Bjorkman, 1980; Gutschick, 1997), del acido abscisi-
co (Farquhar y Sharkey, 1982; Mahouachi et al, 2006) y de la nutricion
mineral (Von Caemmerer y Farquhar, 1981; Marschner, 1995; Epstein y
Bloom, 2000).

El hecho de que las tasas de asimilacion de CO, (A_) de plantas
sometidas a tratamiento 50% FI fueron altas en comparacion con otros
tratamientos (grafica 1) se puede atribuir a un mejor aprovechamiento
de los elementos minerales suministrados, lo que resultd en un incre-
mento de las tasas fotosintéticas de las hojas maduras o mejor capaci-
dad fotosintética de las hojas, lo que es obtenido a largo tiempo (Aikin
y Hanan, 1975; Pinkard et al., 1999; Mediene et al., 2002).

En las plantas mantenidas a 25% FI se observaron los valores mas
bajos para WUE (grafica 1), lo que puede tener un efecto directamente
en la conductancia estomatica de las plantas jovenes y, posteriormente,
en las actividades enzimaticas (Von Caemmerer y Farquhar, 1981) con
consecuencias en la utilizacion de los nutrientes minerales (Payne et dl.,
1992; Ranjithetal,, 1995). La dependencia de WUE sobre el abastecimien-
to de agua y la nutricion en las plantas C, se ha demostrado en varios
estudios, entre ellos. Farquhar y Richards (1984) en plantas de trigo;
Hubicka Farghuar (1989) en plantas de cebada; Hubicka et al. (1986) en
plantas de mani y Virgona y Farghuar (1996) en plantas de girasol.

Existe, por tanto, un efecto directo de los nutrientes minerales en
la fotosintesis de araticum de tierra fria, la relacion entre la concentra-
cion de potasio y las tasas de fotosintesis de las hojas ha recibido menos
atencion en las especies de hoja caduca de arboles frutales (Basile et al.,
2003). Este elemento esta estrechamente relacionado con la regulacion
estomatica, la transpiracion y osmorregulacion (Marschner, 1995; Ma-
houachi et al., 2006; Maathuis, 2009).

Nuestros resultados muestran que A _disminuye con la menor dispo-
nibilidad de potasio suministrado por los tratamientos, lo mismo fué ob-
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servados por Terry y Ulrich (1973), Bednarz y Oosterhuis (1999) y Basile
etal. (2003) en plantas de batata, algodon y almendras, respectivamente,
mientras que a partir de 56 DAT se ha observado que la acumulacion de
potasio en las plantas mantiene las fuerzas ionicas mostrando los valores
mas altos de los parametros fotosintéticos (grafical).

Conclusion

Se concluye que estos datos proporcionan informacion basica sobre los
efectos de diferentes concentraciones de potasio a través de la utiliza-
cion de la solucion nutritiva No. 2 de Hoagland y Arnon (1950) y que el
uso de 50% y 75% de la fuerza ionica de los nutrientes fue satisfactorio
para incrementar el intercambio gaseoso en plantas jovenes de arati-
cum de tierra fria.
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Resumen

a actividad de la enzima Rubisco se puede cuantificar de manera
indirecta con el empleo de las variaciones de carbono obtenidas
urante evaluaciones de la fotosintesis. Ademas, conocer como

las variaciones de las soluciones nutritivas afectan la acumulacion de
nitrégeno y también la actividad de la Rubisco, es importante para los
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cultivos de portainjerto de anonaceas. De esta manera, el presente estu-
dio tuvo por objetivo evaluar el efecto de la acumulacion de nitrogeno
(N) en los cambios gaseosos de las hojas en plantas jovenes de Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer (araticum de tierra fria) cultivadas en
diferentes fuerzas ionicas (FI) de la solucion nutritiva completa No. 2
de Hoagland y Arnon (1950). Fue utilizado un cultivo en un invernade-
ro del Departamento de Botanica del Instituto de Biociencias (IB), Uni-
versidad Estadual Paulista (UNESP), Campus Botucatu-SP, Brasil. El
diseno experimental fue en bloques casualizados, en esquema factorial
4 x 3 (FI x cosecha) para la eficiencia instantanea de la carboxilacion,
con cinco repeticiones de una planta y 4 x 4 (FI x cosecha) para la de-
terminacion de N en la hoja, con cuatro repeticiones de una planta por
lote. Los tratamientos fueron constituidos por 25% FI (CEa de 0.50 +
0.2 mS cm™), 509% FI (CEa de 1.00 + 0.2 mS cm™); 75% FI (CEa de 1.5
+ 0.02 mS cm™); 100% FI (CEa de 2.0 + 0.02 mS cm”) (testigo) de la
solucion nutritiva completa No. 2 de Hoagland y Arnon (1950). Las eva-
luaciones de la eficiencia instantanea de carboxilacion (A /Ci) fueron
calculadas por la relacion entre la tasa de asimilacion neta (A ) y la
concentracion de carbono interno en la camara subestomatica (Ci) con
el empleo de equipamiento de sistema abierto de fotosintesis y transpi-
racion con analizador de CO, y vapor de agua por radiacion infrarroja
(IRGA, LI-6400, LI-COR). Los datos fueron sometidos al analisis de
variancia y prueba de Tukey a 5% de probabilidad. Las plantas jove-
nes cultivadas en 50% FI presentaron las mayores tasas de eficiencia
instantanea de carboxilacion. Se concluye que el nitrégeno se acumulo
mas en las plantas mantenidas en 50% FI que fue la variacion mas efi-
ciente para la actividad de la enzima Rubisco.

Palabras clave: Annonaceae, solucion nutritiva, fotosintesis, andlisis foliar.
Introduccion
El nitrogeno es un componente esencial de las proteinas y la clorofila,

necesario para la formacion de acidos nucleicos, aminoacidos (Gorbea
y Calatayud, 2010), enzimas y tilacoides (Marenco y Lopes, 2005).
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Larelacion entre la tasa de fotosintesis, la cantidad de N organico en
las hojas y la eficiencia fotosintética no es constante, debido a la com-
petencia del N con el CO, en los procesos de reduccion (Evans 1989,
Reich et al., 1995), 1a funcion mas importante de N es conformar a los
grupos de aminoacidos, ademas de ser esencial en muchos compuestos
no proteicos, tales como coenzimas, pigmentos fotosintéticos, metabo-
litos secundarios y poliaminas y cuando la oferta es amplia, el nitrato se
deposita en la vacuola, donde participa de manera significativa en la ge-
neracion de turgencia de la planta (Marschner, 1995; Maathuis, 2009).

Segtn Larcher (2000) existe una estrecha correlacion entre el con-
tenido de nitrogeno foliar, la cantidad de clorofila y la Ribulosa 1,5
bifosfato carboxilasa (RuBP carboxilasa). La enzima ribulosa 1,5 bifos-
fato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) es la proteina mas abundante en
las hojas de las plantas superiores, representando 50% de las proteinas
solubles de las hojas.

La Rubisco presenta gran cantidad de N, se considera la forma de
almacenamiento mas grande de N organico en las plantas superiores
y esenciales para el funcionamiento de todas las reacciones del ciclo
de Calvin-Benson, por lo que el nitrogeno esta estrechamente relacio-
nado con el metabolismo fotosintético y su equilibrio es esencial para
el funcionamiento de todas las reacciones del ciclo de Calvin-Benson
(Salisbury Ross, 1992; Taiz y Zeiger, 2009).

El uso del analisis de hojas como diagnostico del estado nutricional
de las plantas esta basado en la premisa fundamental de la existencia
de correlaciones significativas entre los niveles de nutrientes encontra-
dos en las muestras y el crecimiento o los componentes de produccion
del cultivo (Bataglia et al., 1983; Furlani et al., 1999; Brizola et al., 2005).
Los organos de la planta generalmente utilizados para el analisis final
son las hojas por ser el centro metabolico y el lugar en que los cambios
fisiologicos son mas intensos (Malavolta et al., 1997).

Asi, el objetivo de este estudio fue examinar los efectos de diferentes
fuerzas ionicas de la solucion nutritiva No.2 Hoagland y Arnon (1950)
en el intercambio de gases, en el crecimiento vegetativo y en la acu-
mulacion de nutrientes en plantas de araticum de tierra fria (Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer.
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Método

El experimento se llevo a cabo en un invernadero del Departamento
de Botanica del Instituto de Biociencias (IB), Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), Campus de Botucatu, SP,
Brasil. Las semillas de araticum de la tierra fria (Annona emarginata
(Schltdl.) Rainer H.) se sembraron en bandejas de poliestireno llenas
de vermiculita expandida. Cuando las plantas jovenes presentaron un
tamano medio 7-10 cm (altura) fueron trasplantadas a macetas con un
volumen de alrededor de 1.5 litros y llenadas con solucion de nutrientes
aireada.

Las plantas fueron cultivadas y distribuidas en bloques con cuatro
tratamientos en cinco repeticiones y cada repeticion consistio en una
planta. Fueron realizadas 5 colectas de datos para la medicion del creci-
miento de las plantas, tres colectas de datos para el intercambio gaseo-
so de la hoja y cuatro colectas de datos para evaluar nutrientes foliares.

Los tratamientos se realizaron mediante la variacion de la concen-
tracion ionica (fuerzas ionicas), de la solucion nutritiva completa No. 2
de Hoagland y Arnon (1950) a partir de la dilucion de la solucion en el
agua desmineralizada para obtener el 25% lo que se llamo6 25% FI (CEa
de 0.50 £ 0.2 mS cm™) y asi sucesivamente, obteniendo 50% FI (CEa de
1.00 + 0.2 mS cm™); 75% FI (CEade 1.5+ 0.02 mS cm™); 100% FI (CEa
de 2.0 £0.02 mS cm™) (testigo).

La conductividad eléctrica (CE) de la solucion nutritiva se monito-
re6 diariamente con un conductimetro de marca Digimed® modelo de
CD-21,y el pH se ajusto diariamente a 6.0 + 0.5 con la ayuda de un po-
tenciometro de mesa, de marca Digimed® modelo DMPH 3. La solucion
nutritiva fue renovada cada semana o cuando los intervalos de seguri-
dad de la solucion de nutrientes cambiaba (+ 0.2 mS cm™ del valor ori-
ginal utilizada en cada tratamiento). Se utiliz6 agua desmineralizada
para el reemplazo de agua evapotranspirada.

La evaluacion del intercambio de gases y la transpiracion se reali-
z6 utilizando el sistema de equipo abierto de la fotosintesis IRGA (LI-
6400, LI-COR, Lincoln, NE, USA). Estas medidas se llevaron a cabo
entre las 9:00 y 11:00 horas en los dias soleados. Las mediciones se rea-
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lizaron a los 63, 98 y 126 DAT (dias después del trasplante), con la se-
leccion de cinco plantas (repeticiones) por tratamiento, de las cuales
fueron elegidas y estandarizadas la segunda o tercera hojas completa-
mente expandidas. Se analizaron las siguientes caracteristicas del in-
tercambio de gases: tasa de asimilacién de CO, (A__, pmol CO, m?s?),
concentracion de carbono en la camara interna (Ci, ppm), y eficiencia
instantanea de carboxilacion (Anet/Ci) medida por la metodologia des-
crita por Von Caemmerer y Farquhar (1981), la adopcion de 1700 pmol
m~s! (PAR) de iluminacion.

Las determinaciones del contenido del elemento nitrogeno (N) en
las hojas a los 28, 56, 112 y 140 DAT se realizaron segiin la metodologia
descrita por Malavolta et al. (1997). Los datos de las variables de creci-
miento de las plantas sometidas a analisis de varianza (ANOVA) y las
medias se compararon mediante la prueba de Tukey al 5% de proba-
bilidad (P =< 0.05). El analisis estadistico fue realizado utilizando el
software SAS, version 9.0 (SAS, 2002).

Resultados y discusion

Se observo que las plantas jovenes de araticum de tierra fria presentan
mayor crecimiento cuando son cultivadas en 50% y 75% FI, y menor
cuando se cultivan en 25%. Ast, las diferencias de didmetro, altura, area
foliar, materia seca de hoja y tallo se observaron a partir de 112 DAT, y
las plantas cultivadas en 50% fueron las que mostraron los valores mas
altos en comparacion con los valores obtenidos con las plantas cultiva-
das en 25%, aunque no se diferencian de las plantas cultivadas en 75%
y100% a 112 y 140 DAT.

Pero se hacen excepciones para las plantas cultivadas en 100% ya
que el peso de la materia seca total de 112 DAT es menor (cuadro 1).
A los 112 DAT las plantas cultivadas en el 25% FI tuvieron la menor
cantidad de hojas, en comparacion con otros tratamientos, los cuales
no difirieron significativamente (cuadro 1). Sin embargo, en la masa de
materia seca de raiz, se observaron diferencias significativas so6lo 140
DAT, con los valores mas altos encontrados en las plantas cultivadas en
el 50% FI, difiriendo significativamente de 25% FI. Similar comporta-
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miento fue observado por Avilan (1975) y Batista et al. (2003) en plantas
de guanabana cultivadas con diferentes niveles de nutrientes.

Con el mantenimiento de las plantas en solucion nutritiva con
25% FI, se observaron bajas tasas de asimilacion de carbono (Anet) y
una reduccion en la eficiencia de carboxilacion instantanea (A _ /Ci)
(grafica 1), ademas, hubo acumulacion de carbono interno (Ci) (figura
3). La tasa de asimilacion de CO, de las plantas mantenidas en 50% FI
fueron mayores en comparacion con las demas fuerzas ionicas desde la
primera evaluacion. Observamos, sin embargo, la reduccion de la tasa de
asimilacion de CO, ylareduccion de A__/Cihasta 98 dias, lo que resulto
en una reduccion acumulada de A_/Ci y pudo haber sido una conse-
cuencia del aumento de la temperatura (grafica 1) en el metabolismo,
debido a que es una especie que tiene el metabolismo C,, cuyo ideal es
la temperatura entre 25-30°C. Sin embargo, la especie se ha adaptado
rapidamente, aumentando la tasa de asimilacion de carbono.
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Cuadro 1. Variables de crecimiento de plantas jévenes de araticum de tierra fria cultivadas en diferentes fuerzas ionicas de la
solucion nutritiva completa No. 2 de Hoagland y Arnon (1950) con el tiempo. Los datos son media + SE y los valores fueron
determinados con cinco plantas por tratamiento (n- 5) en 5 momentos diferentes de muestreo. Las letras mayusculas iguales
en cada fila y las letras mintisculas ignales en cada columna no difieren significativamente por el test Tukey al 5% (P < 0.05).

Nimero de hojas (fragmentos) Diametro (mm)
Trat/
o 25%FI 50%FI 75%FI 100%FI 25%F| 50%FI 75%FI 100%FI
28 481 0.8Ac 6.0 £ 0Ac 5.6+ 0.6Ac 5.410.3Ab 2.110.05Ad 2.310.03Ac 2.210.07Ad 2.18 £0.03Ad
56 9.2+ 0.88Bbc 14.6 + 1.6Abc 10+ 1.28bc 94 +18Bb 2.9+0.03Ac 3.1+ 0.08Abc 3.140.01Acd 3.08+0.14Ac
84 12.8+2.9Bb 15.6 + 3.7ABb 16 +1.3Ab 15 1ABb 3.3+0.07Abc 3.9+02Ab 3.7+0.25Ac 3.600.17Ac
112 20.4+0.8Ba 28.4+3Aa 28+37Aa 27.6+36Aa 3.7 +0.26Bb 5.2 +0.41Aa 4.9+0.24Ab 4.82 +0.3Ab
140 24.4+2.4Ba 286£1.7Aa 29.2 +1.9Aa 28.4+44Aa 5.466 Ba 6.058 Aa 5.984 Aa 5.952 Aa
Altura {cm) Masa seca del tallo (g)
Trat/
s 25%F 50%F! 75%F 100%FI 25%F 50%F1 75%FI 100%FI
28 7.08 £0.3Ab 83 +£09Ad 8.20+0.2Ad 7.50+0.3Ac 0.17 £ 0.04Aa 0.19 £ 0.02Ab 0.19£0.03Ab 0.19 £0.02Ab
56 14 +1.2Aa 139+ 1.03Ac 13.42 +0.9Ac 13.18 + 0.94b 0.19 £ 0.03Aa 0.21+0.04Ab 0.19+0.02Ab 0.19 +0.03Ab
84 156 +2.1Aa 19+ 1.2Ab 1866+0.6Ab | 1798+12Aab | 0.3+0.05Aab 0.32 £ 0.04Ab 0.32+0.03Ab 0.32 +0.02Ab
112 18.46+ 1.9Ba 24.7+ 1Aa 22.50+0.7ABa | 2032 +14ABa 0.4 £0.05Bb 0.71+0.04Aa 0.65+0.06Aa 0.36 £0.04Ab
140 18.60 + 1.98a 254+18Aa | 25.04+1.4ABa | 2136+19ABa | 0.44+0.088b 0.8 +0.13Aa 0.66 + 0.08ABa 0.60+0.13Aa
Masa seca del talio (g) El peso seco deraiz(g)
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Nimero de hojas (fragmentos) Diametro (mm)
Trat/
R 25%FI 50%FI 75%FI 100%FI 25%F 50%FI 75%FI 100%F
28 16 + 043Ac 16.3+1.32Ac 16+ 0.79Ac 16,1+ L.16Ac 0.24£0.03Aa 0.25 £0.03Ab 0.250.05Ab 0.25£0.03Ab
56 33.9+67Abc | 37.5+3.81Ac | 359+301Ac | 357+823Abc | 026+0.03Aa 0.3+0.03Ab 0.3040.05Ab 0.27+0.02Ab
84 58.8+10.3Aab | 61.4+34Abc | 719+28ab 70.7 + 10Aab 0.31+0.04Aa 0.33 £0.03Ab 0.33+0.04Ab 0.32+0.05Ab
112 816+3.5Ba 121 +10Aab 107 +5.5Aa 1059+6.5Aba | 042+0.12Aa 083+0.03A3 0.75 +0.03Aa 0.66 £0.04Aa
140 90.2 + 3.45Ba 158.2 £ 10Aa 112.8 £ 5.5ABa 110.4 + 6.5ABa 0.43 £ 0.05Ba 0.85+0.14Aa 0.79 £ 0.06ABa 0.63+0.12ABa
El peso seco de raiz(g) Masa total seca (g)
Trat/
L 25%F S0%FI T5%FI 100%FI 25%F| 50%F 75%FI 100%FI
28 021+003Aa | 0.22+0.02Ac | 0.22+0.02Ab | 0.21+0024b 0.61 +0.04Ab 0.67 +£0.03Ab 0.65  0.05A¢ 0.64 + 0.05Ac
56 028+004Aa | 0.2940.03Abc | 0.28+0.02Ab | 0.29 £0.05Ab 0.74 +0.06Ab 0.79 £0.08Ab 0.77 £ 0.06Abc 0.75 £ 0.06Ac
84 032+007Aa | 0.35£0.06Abc | 0.35+0.07Ab | 0.33 £0.06Ab 093 +0.1Aab 1.02£0.1Ab 1.03 £ 0.06Ac 0.98 + 0.09Ac
112 | 044+0,098a | 1.01£0,35Aab | 0.7+0387Aa 0.69+0.83Aa 1.27£0.17Ca 2.410.06Aa 2.11:0.1Aa 1.71 £0.06Bb
140 0.448 Ba 1.014 Aa 0.873 Aa 0.831Aa 1.32+0.18Ba 26+0.56 Aa 2.23+0.14ABa 212+0.18ABa
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A pesar de que el tratamiento 100% FI es el tratamiento con las ma-
yores cantidades de nutrientes disponibles para las plantas en solucién
nutritiva, no hubo pruebas de que era el mds adecuado para el creci-
miento vegetativo, al contrario. Al observar lo que ocurrié con las plan-
tas cultivadas en 100% FI, parece que la baja tasa de Anet observada en
este experimento y por Xuetal. (1995)y Schwarzetal. (2002) en toma-
te en diferentes fuerzas i6nicas puede explicarse por el hecho de que el
aumento en la conductividad eléctrica (CE) de la solucién de nutrien-
tes puede conducir a pérdidas en la cadena de transporte de electrones
en la fotosintesis (Marschner, 1995) con efectos negativos sobre la tasa
fotosintética (Schwarz et al., 2002) y reducir el crecimiento vegetativo,
sea de toda la planta o de partes de ella (Gornez et al., 1992; Al-Harbi,
1995, Schwarz y Kuchenbuch 1997).

e 2504FT —3 - SO%F] - & =75%F —=—100%ET

-

W

A (nmolCO, m?s™)

(=]

-

o8 12%

Dias después del trasplante

401



Anonaceas. Plantas antiguas, estudios recientes

o ety 2SYGFT —= - 50%1 -~ T5%F —— 100%FI
400
B

L

Iet
E i
S

300

280

5L

240

i

63 98 136
Dias después del trasplante
00
b s 2SUGET -5 +S0%FI = TSYEL == L0%ET
[

o
Tf.\s
& 00
g o
= 00
1]
<

o0

0,005

o S— — — —
63 % 6
Dias después del trasplanie

Grifica 1. Intercambio gaseoso en plantulas de araticum de fria 1a tierra cultivada en
cuatro fuerzas i6nicas con la solucién nutritiva No. 2 Hoagland y Arnon (1950) en
tres diferentes edades (63, 98 y 126 dias después del trasplante). Los datos son la me-
dia (* SE) y el valor de cada uno se determiné en cuatro plantas por tratamiento (n-4)
en cuatro momentos diferentes de la evaluacion. A: tasa de asimilacion neta de carbo-
no (A_,), B: carbono interno (Ci), C: eficiencia de carboxilacion instantdnea (A_, / Ci)
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Ademas, en el cultivo de 25% tenemos en cuenta los mas altos valo-
res de CO, interno, principalmente hasta 98 DAT, lo que es una conse-
cuencia de la baja eficiencia de la Rubisco en la carboxilacion.

Cuando se analizan las interacciones significativas entre el tiempo
de evaluacion y diferentes fuerzas ionicas, se observa que 25% FI fue la
concentracion que menos promovio la acumulacion de nitrogeno, dife-
riendo de la solucion de 50% FI, que resulto con las mayores concentra-
ciones principalmente a los 112 y 140 DAT (figura 1) sin diferir de 75%
y 100% en algunas evaluaciones, lo que justifica el efecto de suministro
adecuado de minerales para el correcto funcionamiento del proceso de
fotosintesis, que se tradujo en un mayor desarrollo del cultivo como se
ve en las variables de crecimiento y los indices de analisis de crecimien-
to (cuadro 1y figura 2).

Por tanto, las tasas de asimilacion de carbono (A_ )y la eficiencia de
carboxilacion (A __/Ci) producidos por las plantas cultivadas en 50% FI
fueron en general mayores en comparacion con otros tratamientos. El
hecho de que la tasa de asimilacion de CO, (A ) en plantas sometidas
a tratamiento con 50% muestran valores altos de FI comparado con
otros tratamientos (figura 1) se puede atribuir a un mejor aprovecha-
miento de los elementos minerales suministrados, lo que resulta en un
incremento de tasas de fotosintesis de las hojas maduras (Aikin y Ha-
nan, 1975; Zieslin et al., 1978; Bozarth et al., 1982; Mediene et al., 2002).
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Figura 2. Concentracion idnica de nitrégeno foliar () en g planta! determinada en
plantas jovenes de araticum de tierra fria crecidas en cuatro fuerzas i6nicas con la
solucién nutritiva No. 2 Hoagland y Arnon (1950) en cuatro momentos diferentes
(28, 56,112 y 140 dias después del trasplante). Los datos son la media (+ SE) y el valor
de cada uno se determiné en cuatro plantas por tratamiento (n- 4). Las mayuscu-
las comparan los mismos periodos de la misma fuerza i6nica y mintisculas comparan
laigualdad de la FL en particular, no difieren significativamente segiin la prueba de
Tukey al 5% (P < 0.05)

Existe, por tanto, el efecto directo del nitrogeno en la fotosintesis de
las plantas de araticum de tierra fria, que es esencial en la composicion
bioquimica de muchos compuestos no proteicos como coenzimas, me-
tabolitos secundarios, poliaminas y pigmentos fotosintéticos (Mars-
chner, 1995; Maathuis, 2009). Por otra parte, algunos estudios indican
que la concentracion de nitrégeno juega un papel clave en la actividad
de la enzima Rubisco (Carboxilasa ribulosa bi-fosfato/oxigenasa) o en
la cantidad de esta enzima, esencial para la fotosintesis (Heitholt et al.,
1991; Osaki et al., 1993).

De esta manera, la asimilacion neta de carbono (A ) estd estrecha-
mente relacionada con el nivel de N de la hoja (Lawlor et al.,, 1987; Sin-
clair y Horie, 1989; Wolfeet al,, 1988; Zhao et al, 2005) corroborando los
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resultados de este trabajo, porque la mayor acumulacion de este ele-
mento se observo al final del experimento, seguido por el aumento de
las tasas de asimilacion de carbono (A ) en plantas mantenidas en el
509 FI (figura1). El nitrato y amonio (utilizados para proporcionar ni-
trogeno en la solucion nutritiva) influyen directamente en la absorcion
de todos los otros iones, o estan involucrados en el mantenimiento de
electro-neutralidad dentro de la planta (Kotsiras et al., 2002).

Conclusion

Se concluye que las plantas jovenes de araticum de tierra fria cultivadas
en concentraciones intermedias de los nutrientes (fuerza ionica) de la
solucion nutritiva No. 2 de Hoagland y Arnon expresan mas adecua-
damente su potencial fisiologico, debido a su rusticidad y por permitir
ahorros en los gastos con nutricion en los invernaderos para produc-
cion de plantulas.
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Incidencia de enfermedades en el cultivo de guana-
bana (Annona muricata L.) en Tabasco

Gonzalez-Arias, L.!, Castelan-Estrada, M.?

'Programa Anonaceas SEDAFOP, Gobierno del Estado de Tabasco.
2Campus Tabasco, Colegio de Postgraduados.

Introduccion

gran impacto economico debido a las pérdidas que ocasionan en

| rendimiento y calidad de la cosecha. El conocimiento de los
agentes causales que infectan a estas especies, es la primera condicion
requerida para establecer estrategias de control de las patologias en las
plantaciones comerciales (Tun, 1998). En el caso de la guanabana, la
enfermedad de mayor importancia para el cultivo es la Antracnosis, ya
que es la mas frecuente en las zonas de cultivo y disminuye la produc-
cion y la calidad del fruto (Lavalle, 1986). El patogeno responsable es
el hongo Colletotrichum glocosporioides Penz., que se presenta en plantu-
las y plantas adultas atacando tallos, ramas, hojas, flores y frutos, que
ocasiona una disminucion notoria en el rendimiento de frutos (Lavalle,
1986). Sin embargo, existen otras patologias que pueden afectar la sani-
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dad del cultivo de la guanabana, mismas que varian de una region a otra
dependiendo de las condiciones ambientales y del manejo agronomico
de las plantaciones. Para determinar cuales patologias afectan a este
cultivo en una region dada es necesario hacer estudios cuantitativos y
cualitativos para identificar al agente causal. En Tabasco no se habian
realizado estos trabajos, por ello el objetivo de este estudio fue deter-
minar la incidencia de enfermedades que se presentan en el cultivo de
guanabana en este estado.

Método
Ubicacion del drea de estudio

Lainvestigacion de campo se realizo en cuatro plantaciones de guanaba-
na, localizadas en los municipios de Comalcalco, Huimanguillo, Teapay
Macuspana, que forman parte de las regiones Chontalpa y La Sierra, del
estado de Tabasco. Este tltimo se sittia entre las coordenadas 17°15°00
218738708 de latitud Norte y 9073808 a 94°07°00 de longitud Oeste
(Palma-Lopez y Cisneros, 2000). Las principales caracteristicas de las
plantaciones en las cuales se llevo a cabo esta investigacion son:

Las Lilias. Se ubica en la finca Las Lilias del gobierno del estado de
Tabasco, en el km 42+000 de la carretera Villahermosa-Teapa, en la
rancheria Manuel Buelta y Rayon, en el municipio de Teapa. Presenta
clima Af(m) calido htmedo con lluvias todo el ano. Precipitacion del
mes mas seco mayor de 60 mm y % de precipitacion invernal menor
a 18 (INEGI, 2001), con temperatura media anual desde 25.4°C hasta
26.9°C (INEGI, 1986). La plantacion tiene seis hectareas de guanabana,
con los clones 8, 9, 10, 12, 72, y 17728, provenientes de Costa Rica. Su
establecimiento se realizd en marco real, a una distancia de siembra de
6 x 6 m, con densidad de 277 plantas por hectarea.

Caobanal. Se ubica en la rancheria Caobanal 1a. Seccion, en el mu-
nicipio de Huimanguillo. Presenta clima Af(m) calido humedo con Ilu-
vias todo el afo. Precipitacion del mes mas seco mayor de 60 mm y %
de precipitacion invernal menor a 18 (INEGI, 2001), con temperatura
media anual de 26.2 “C (INEGI, 1993). Tiene dos hectareas de guana-
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bana, establecidas con los clones 9, 10,12 y 17728, de 5 afios de edad. La
plantacion se realizo en marco real, a una distancia de siembra de 5 x 5
m, con 400 plantas por hectarea.

Monte Largo. Se localiza en el rancho La Esperanza, en la ranche-
ria Monte Largo, la. Seccion, en el municipio de Macuspana. Presenta
clima Af(m) calido htmedo con lluvias todo el ano. Precipitacion del
mes mas seco mayor de 60 mm y % de precipitacion invernal menor a
18 (INEGI, 2001), con temperatura media anual 25.6°C (INEGI, 1994).
Cuenta con una hectarea de guanabana de los clones 10 y 12, de 7 anos
de edad. Su establecimiento se realizo en marco real, a distancias de 6 x
6 m, con 277 plantas por hectarea.

Oriente. Se ubica en la rancheria Oriente 22. Seccion, en el munici-
pio de Comalcalco. Con clima Am(f), calido humedo con abundantes
lluvias en verano. Precipitacion del mes mas seco menor de 60 mm y %
de precipitacion invernal mayor a 10.2 (INEGI, 2001). Plantacion con
hectarea de guanabana criolla, de 10 afos de edad aproximadamente.
Su establecimiento se realizo en marco real, a distancias de 5 x 5m, con
densidad de 400 plantas por hectarea, se encuentra asociada con palma
de coco y toronja.

Caracterizacion climdtica del drea de estudio

Se emplearon los registros de temperaturas y precipitacion de las esta-
ciones meteorologicas de Teapa, Platanar, Macuspana y Comalcalco,
las cuales son las mas cercanas a los sitios de estudio. Se graficaron las
temperaturas media mensual y la precipitacion mensual acumulada de
cada estacion meteorologica del periodo de estudio (desde octubre de
2000 hasta Julio de 2001). Estos datos sirvieron para calcular las tem-
peraturas medias de las época de lluvias, nortes y seca. Asimismo, a
partir de los datos de precipitacion mensual acumulados se obtuvo la
precipitacion anual media y se determino su distribucion durante el
periodo de muestreo; asi como su influencia sobre la incidencia y seve-
ridad de las enfermedades en el cultivo de guanabana.

La época de lluvias es un periodo muy htimedo de junio a octubre,
que presenta las maximas precipitaciones en septiembre-octubre (des-
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de 650 hasta 1,100 mm), es dectir, alrededor de 45% de la precipitacién
anual; en este lapso las lluvias son copiosas, vespertinas, presentdndose
[luvias mdximas que alcanzan 300 mm en 24 horas.

La época de nortes es un periodo hiimedo de noviembre a enero, du-
rante el cual se presentan lluvias de tipo ciclonico de baja intensidad y
duracién prolongada.

La época seca va de febrero a mayo, con lluvias entre 40 y 100 mm,
que estdn por debajo de la demanda evaporativa de la atmosfera, lo que
origina un déficit de humedad en los cultivos que ocasiona disminucion
de los rendimientos (Saldana, 2002).

Disefio experimental y variables

Considerando la pendiente del terreno, cada sitio fue dividido en tres
bloques, ubicando una repeticién en cada bloque. Para la toma de da-
tos de cada tratamiento (plantacion) se seleccionaron al azar 10 drboles
como unidades experimentales (UE), con una repeticién por bloque,
haciendo un total de 30 drboles por sitio (cuadro 1). El andlisis de da-
tos se hizo mediante ANOVA, bajo un disefio de bloques completos al
azar, con cuatro tratamientos y tres repeticiones.

Las variables de observacion fueron los sintomas visuales, evaluados
mediante la severidad e incidencia de diferentes enfermedades en hojas,
flores y frutos en desarrollo, en tres temporadas por sitio.

Cuadro 1. Tratamientos para observar la presencia de enfermedades en el cultivo de

guanidbana en plantaciones de Tabasco

TRATAMIENTO PLANTACION REPETICIONES
T1 Las Lilias 3
T2 Caobanal 3
T3 Montelargo 3
T4 Oriente 3
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Muestreos

Se realizaron tres muestreos en cada sitio de estudio, correspondiendo
cadauno a las temporadas de lluvia, norte y seca. Los muestreos fueron
dirigidos a plantas enfermas con sintomas en hojas, rama, tallos, flor y
frutos, en cada plantacion y periodo, se colect6 material vegetal enfer-
mo (cuadro 2). Las muestras colectadas se pusieron en bolsas de polie-
tileno etiquetadas y se trasladaron para su andlisis en el [aboratorio de
Fitopatologia del Campus Tabasco.

Cuadro 2. Otganos de la planta muestreados por temporada, para determinar la pre-
sencia de enfermedades en guandbana, en Tabasco

EPOCA FECHA DE MUESTREO ORGANOS
Norte Enero de 2001
Seca Marzo de 2001 Hojas, ramas, tallos, frutos
Lluvia Julio de 2001

Aislamiento de patogenos

El tejido enfermo se separ6 por sintomas, se cortaron en pequefios tro-
zos y se desinfectaron por inmersién en una solucion de hipoclorito de
calcio al 1% durante 30 segundos, posteriormente se lavaron tres veces
con agua destilada estéril. En la cdimara de flujo laminar se eliminé el
exceso de agua de los cortes de tejido sobre un filtro estéril. Los trozos
de tejido desinfectados se sembraron en medio de cultivo PDA en cajas
Petri. A las 48 horas de incubacién en oscuridad y a temperatura del
laboratorio se observo el crecimiento de hongos, se procedio a su reais-
lamiento tomando pequerios cortes de la orilla para resembrarlos en
medio PDA para su identificacion. Los hongos aislados se montaron en
portaobjetos con lacto-fenol azul, se observaron al microscopio com-
puesto y se identificaron utilizando las claves de Barnett (1972).
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Incidencia y severidad de enfermedades

En cada plantacion se muestrearon 10 arboles por bloque; 30 arboles
por plantacion. En cada uno se evaluo la severidad de las enfermedades
mediante la estimacion visual del porcentaje de area foliar danada. Los
resultados se expresaron en porcentaje de severidad de superficie foliar
]por sitio y época.

Asimismo, se evaluo la incidencia en frutos en desarrollo, para ello se
cuantifico el total de frutos formados y el total de frutos enfermos. Ob-
teniéndose datos globales de la observacion de 30 arboles por sitio. Los
resultados se expresaron en porcentaje de incidencia por plantacion y
época, mediante la siguiente ecuacion;

Donde:
Iaf= incidencia de antracnosis en fruto; fe= fruto enfermo; ft-= frutos
totales.

Resultados y discusiéon
Precipitaciones y temperaturas por temporada

Para la finca Las Lilias, las temperaturas medias fueron 27.2°C en la
época de lluvia, 23°C en la época de nortes y 26.5°C en la época de seca.
En el sitio Caobanal, las temperaturas medias fueron de 24.3°C en la
época de lluvias, 20.7°C en la época de nortes y 23.3°C en la época de
seca. En la plantacion Monte Largo, las temperaturas promedio fueron
de 29.7°C enla época de lluvias, 27.6°C en la época de nortes y 28.7°C en
la época de seca. En el sitio Oriente las temperaturas promedio fueron
de 24.4°C en la época de lluvias, 18.8°C en la época de nortesy 22°C en
la época de seca. Segtin los registros en las zonas de estudio, la tempe-
ratura no es limitante para el desarrollo del cultivo de guanabana; esto
concuerda con Hernandez (1985), quien senala que temperaturas me-
dias anuales entre 22°C a 28°C son adecuadas para el cultivo.
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La precipitacion anual fue de 2,562.4 mm, 2993,4 mm, 2,761.8 mm,
1,825 mm en Las Lilias, Caobanal, Monte Largo y Oriente, respectiva-
mente. De acuerdo a los requerimientos del cultivo (Hernandez, 1985),
laprecipitacion es suficiente, pero se presenta una estacion seca marca-
da. La precipitacion de las zonas de estudio rebasa la minima y 6ptima
requerida; las mas altas se observan en Caobanal, y representan una
limitante debido a la alta humedad relativa, que favorece enfermedades
fungosas. La Antracnosis se presenta comtnmente durante la época
de lluvias o en periodos de alta humedad ambiental (www.ecuarural.
gov.ec/, 2001) y puede desarrollarse en un rango de temperaturas desde
15.5" hasta 35.0°C (Lavalle, 1986).

Enfermedades de la guandbana en Tabasco

Las enfermedades registradas durante el periodo desde enero hasta julio
del 2001 que comprendio las tres épocas climaticas tipicas de Tabasco
(nortes, seca y lluvias), en los cuatro agrosistemas estudiados, fueron
tres: la antracnosis causado por el hongo Colletotrichum gloeosporioides
que provoca manchas foliares y ataca directamente al fruto (figura 1); la
Mancha Blanca de la Hoja causado por Macrophoma sp; y la Mancha del
Apice de la Hoja, a la cual se encontrd asociado el hongo Pestalotia sp.
(cuadro 3).
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Figura 1. Dafio por Antracnosis (C. gloeosporioides) en hoja (a) y frutos de guanaba-
na criolla (b); fruto de guanabana clonal (c)

La antracnosis se present6 de manera endémica en los cuatro agro-
sistemas estudiados durante las tres épocas climaticas, con excepcion
de Monte Largo en la época de nortes (en el follaje) y de Las Lilias en el
fruto. A nivel de hoja se presentaron necrosis de color café oscuro, con-
céntricas, de bordes bien definidos y de tamatio variable desde 0.3 hasta
2.0 cm de diametro. Dichas lesiones se unen formando grandes areas
necroticas que abarcan hasta el 25% de la superficie foliar. Estas lesio-
nes inician en el apice de las hojas jovenes, asi como en el limbo y sobre
la nervadura central de la hoja, ocasionando deformacion (figura 1a).

La antracnosis en el fruto se presento6 en los materiales criollos y
clones, siendo el primer material mas susceptible. El sintoma principal
consiste en lesiones que van desde 0.3 hasta 1 cm, las cuales durante la
evolucion de la enfermedad se unen formando grandes areas necroticas
que abarcan hasta la cuarta parte de los frutos grandes (+3 kg) y cubren
en su totalidad a frutos pequerios (< 500g); también se puede presentar
en launion del pedanculo y en el apice.
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Cuadro 3. Patogenos foliares registrados en cuatro agrosistemas y tres épocas cimati-

cas, en diversos clones de guandbana (Annonamuricata 1) cultivados en Tabasco

Epoca
Agroecosistema
Nortes Seca Liuvias
Las Lilias Colletotrichum gloeospo- 2 v
Colletatrichum Colletatrichum
Clones 8, 9, 10, 12, 72, rioides. o .
Eloeosporioides. gloeosporioides.
17728 Macrophoma sp. por
Caobanal Colletotrichum gloeospo- Colletotrichum
= Colletotrichum
Clones 9, 10, 12, ricides. gloeosporioides.
Sloeosporioides.
17728 Pestalotia sp. Macrophoma sp.
Colletotrichum
Monte Largo Pestalotia sp. G Colletotrichum
Clones 10, 12 Macrophoma sp. gloeosporioides.
Macrophoma sp.
Colletotrichum gloeos
8 o Colletotrichum
Oriente rigides. Colletotrichum o
: . L gloeosporicides.
Tipos criollos Pestalotia sp. gloeosporidides.
Macrophoma sp.
Macrophoma sp.

Otro sintoma observado fue el punteado de la hoja, el cual se encon-
tré en hojas adultas. Este sintoma se presenta como pequenas lesiones
necroticas, visibles tanto por el haz como por el envés de la hoja, de
color café oscuro y de aproximadamente 1 mm de didmetro; cuando el
dafio es severo provoca defoliacion de la planta.

Asimismo, se observaron los sintomas en las puntas de las ramas en
las cuatro plantaciones, como necrosis de los renuevos, secandolos por
completo, dando un aspecto arruinado de la planta, esta enfermedad
también se observo en tallo, donde la necrosis se presento en la corteza,
como dreas muertas de tejido hundidas y de color café oscuro presen-
tando un tamano que va desde 0.5 hasta 1.5 cm, asociado con la muerte
de la rama y desgajamiento de la rama a nivel de la lesion.

En lo que respecta a la enfermedad foliar Mancha Blanca se observo
en plantas de las cuatro plantaciones estudiadas. A estos danos se en-
contré asociado el hongo Macrophoma sp. Las lesiones se presentaron
en hojas viejas, en forma de dreas necréticas a lo largo de la hoja, con
bordes bien definidos de color café oscuro, desde 0.3 hasta 1.0 cm de
didmetro, visibles por el haz y envés (figura 2). Una enfermedad con
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sintomas semejantes ha sido reportada en Costa Rica para este cultivo,
sin embargo, se reporta como agente causal al hongo Phacosphaeria sp.
(Elizondo, 1989). Razon por la cual este resultado tiene que ser verifi-
cado mediante pruebas de patogenicidad mediante aplicacion de los
postulados de Koch.

Figura 2. Hojas de guanabana danadas por Macrophoma sp. (a) y Pestalotia sp. (b)

Finalmente, los sintomas observados en mancha del apice de la hoja
de donde se aislo Pestalotia sp., se caracterizaron como manchas cafés
claro que van desde la punta hacia la parte central de la hoja, tienen
bordes bien definidos de color crema, sobre las cuales se aprecian los
acérvulos subepidermales de color negro. Las lesiones ocupan desde el
10 hasta el 60% de la hoja, una caracteristica de esta enfermedad es que
se le encuentra en hojas mas viejas (figura 2b). Este organismo no se
encuentra reportado causando dano a este cultivo, por lo que se reco-
mienda la realizacion de pruebas de patogenicidad. En este estudio se
concluye que si existen variaciones en la incidencia de enfermedades,
que se relacionan con la época climatica y el agrosistema, principal-
mente para la antracnosis. Estos resultados confirman lo sefialado por
Lavalle (1986), que describe a dicha enfermedad como la mas frecuente.

Severidad de la Antracnosis en hojas y su incidencia en frutos

La antracnosis se manifesto en los cuatro sitios con el sintoma de necrosis
de la hoja, distribuida con una severidad variable entre las épocas mues-
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treadas. Los mayores porcentajes de severidad (49.0 y 11.4%) se registra-
ron en la plantacién Oriente, tanto en la época seca como al inicio de las
Tluvias respectivamente, a diferencia de la época de nortes con s6lo 2.25%
de severidad. En orden de importancia se registré conun 7.6 y 6.6% en la
plantacion de L as Lilias en la época de lluvia y nortes respectivamente y
3.1% enla época seca, y con un 5.2% de severidad en Monte Largo en épo-
ca de seca, y los porcentajes de severidad en las épocas de lluvia y norte
se mantuvieron de 0.9 a 0%, respectivamente. Para la finca Caobanal los
porcentajes de severidad fueron igualmente bajos (3.3,17y 0.25%) enla
época de seca, lluvia y nortes, respectivamente (cuadro 4).

Cuadro 4. Severidad de la antracnosis (%) en hoja en el cultivo de guandbana, en tres
épocas y cuatro plantaciones en Tabasco

I’Epocas
AGROSISTEMA
Nortes Seca Lluvias
Las Lilias 6.6 31 76
Caobanal 0.25 33 17
Monte Largo 0.0 52 09
Oriente 225 490 114

Los porcentajes de incidencia de antracnosis del fruto de guandbana
que se presentaron en la época de nortes variaron desde 3.6 hasta 16.6%,
época que coincide con la etapa de floracion y el inicio de formacion del
fruto en las plantaciones Caobanal, Monte L argo y Oriente. En la época
seca, el porcentaje de incidencia de antracnosis en fruto varié desde 12.5
hasta 23% de la produccion que coincide con el desarrollo de frutos. En
la época de lluvias la incidencia fue mucho mayor que en las dos anterio-
res y vario de 11.6 a 44.0% de incidencia en frutos proximos a su cosecha
(grdfica 1y cuadro 5).
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B MNORTE @ SECA LLULVIA

% Incidencias

LILAS CAOBANAL MONTELARGO ORIENTE

Agrosistemas

Grifica 1. Porcentaje de incidencia de antracnosis del fruto de guandbana en diferen-
tes épocas climdticas en cuatro agrosistemas en. Tabasco

Cuadro 5. Porcentaje de incidencia de antracnosis del fruto de guandbana en diferen-
tes épocas climdticas en cuatro plantaciones en Tabasco

Epoca climatica
Sitio Nortes fHieca Liuvias

A B c A B c A B c
Las Lilias 0 [¥] 0.0 26 6 230 9 4 440
Caobanal 166 (5] 36 37 8 2186 103 12 116
Montelargo 42 (4] 0.6 100 0 0.0 28 4 142
Oniente 18 3 166 8 1 125 3 1 330

A= total de frutos; B= frutos necrosados; C=% de incidencia

Los valores mds altos de antracnosis del fruto se registraron al inicio
de Ias luvias, lo cual coincide con Acosta (2002) quien reporta que la
antracnosis se presenta cominmente durante la época de lluvias, favo-
reciendo el desarrollo y alta incidencia cle C. gloeosporioides la alta hume-
dad ambiental y temperaturas. Acosta (2002), menciona que durante
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las lluvias ligeras, los conidios de Colletotrichum gloeosporioides tienden a
depositarse alrededor del pedicelo y después son redistribuidos sobre
la superficie de los frutos, este mismo autor reporta que en frutos gran-
des el patogeno normalmente no se desarrolla inmediatamente, ya que
forma infecciones latentes y los sintomas se desarrollan una vez que el
fruto empieza a madurar, condicion que se presenta en esta época.

En general, los resultados obtenidos de la alta incidencia de antrac-
nosis de la hoja en la plantacion Oriente, durante la época seca (marzo)
y lluvias (julio) (grafica 2), se debe a que es una plantacion establecida
con materiales criollos, los cuales son muy susceptibles a esta enferme-
dad, y ademas coincide con la presencia de hojas jovenes; de acuerdo
con Acosta (2002), esta es una fase susceptible donde la severidad de la
antracnosis es mayor.

Grafica 2. Severidad de antracnosis de la hoja de guanabana en diferentes épocas cli-
maticas, en cuatro agrosistemas en Tabasco

Conclusion

En el cultivo de guanabana en Tabasco se detectaron tres enfermedades
en las plantaciones en campo. Los agentes causales de las enfermedades
son: Colletotrichum gloeosporioides (Antracnosis); Macrophoma sp. (Man-
cha Blanca de la Hoja) y Pestalotia sp. (Mancha del Apice de la Hoja).
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Se determiné que la antracnosis es la principal enfermedad de la gua-
nabana en Tabasco, al estar presente en las plantaciones durante todo
el periodo de observacion y en mayor frecuencia. La antracnosis causa
pérdidas directas de hasta 44% del total de frutos producidos por ar-
bol, sobre todo en la época de lluvias. La Antracnosis tiene mayor inci-
dencia sobre los materiales criollos que sobre los clones introducidos.
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Resumen

ciadas al cultivo del guanabano al demeritar drasticamente la
alidad y el valor comercial de los frutos. El complejo Bephratelloi-

des (Hymenoptera: Eurytomidae) y Cerconota (Lepidoptera: Oecopho-
ridae) son dos de las principales plagas que atacan arboles de Annona
muricata al mermar desde un 60 hasta el 1009 la produccion de frutos,
siendo atin escaso el conocimiento de su etologia, mismo que permitiria
la aplicacion de mejores técnicas para su control. Evaluamos el efecto
del estrato arboreo y la aplicacion o no de plaguicidas sobre la inci-
dencia de Bephratelloides cubensis y Cerconota anonella en frutos de Annona
muricata. Durante mayo-julio 2009, colectamos frutos de dos estratos
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arboreos en 4 plantaciones del centro del estado de Veracruz, México
sujetas a diferente manejo. Registramos en laboratorio 335 individuos
emergidos (100%). La incidencia de B. cubensis y C. anonella fue diferen-
te por tipo de manejo. B. cubensis con manejo (62.08%) vs sin manejo
(34.02%), C. anonella con manejo (0%) vs sin manejo (3.8%). Entre es-
tratos, B. cubensis emergio en mayor proporcion en frutos del estrato
bajo (66.86%) vs el estrato alto (29.25%), para C. anonella la emergencia
no fue diferencial. La aplicacion de plaguicidas resulto ineficiente en el
control de B. cubensis al desarrollar 1a mayoria de su ciclo biologico en el
interior de la semilla. Contrariamente, para C. anonella fue eficaz, al dejar
expuestos sus huevos hasta por 23 dias. No obstante, los plaguicidas a
largo plazo generan resistencia y daian potencialmente la microfauna,
siendo otras técnicas menos dafiinas como el embolsado de frutos o el
uso de plantas repelentes mas eficaces en el control de estas plagas.
En el estrato bajo se genera menor temperatura y mayor humedad, dos
caracteristicas demandadas por B. cubensis para el desarrollo de su ciclo
biologico (20°C y 80% de humedad) y que relacionan el por que su ma-
yor emergencia en este sitio. Contrariamente C. anonella se present6 en
ambos estratos, al demandar condiciones menos marcadas que B. cuben-
sis (23°C y 60% humedad). El control de factores como la temperatura
y humedad mediante podas controladas podria resultar una estrategia
preventiva y poco costosa en el manejo integral de estas plagas, aunado
al uso de técnicas menos dafiinas y con gran eficacia (>80% de efectivi-

dad).
Palabras clave: control, insectos plaga, manejo integral, microclima, resistencia
Introduccion

El guanabano, es un arbol nativo de América Tropical apreciado en los
tropicos de Centro y Sudamérica al ser el néctar y la pulpa de sus fru-
tos de gran demanda y valor comercial en los mercados internacionales
(Cruz et al., 2002). El guanabano, cuenta con multiples propiedades
medicinales como las antitumorales, parasiticidas y antidiarreicas asi
como las bioinsecticidas (Alali et al., 1998; Santos-Pimienta et al., 2003),
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que han favorecido la extension de su cultivo en diversos paises. En
Meéxico, su cultivo abarca una superficie de 5,915 has distribuidas en
los estados de Nayarit, Colima, Sinaloa, Campeche, Chiapas, Tabasco,
Yucatan, Puebla, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxacay Veracruz (Vi-
dal,1994; Vidal y Nieto, 1997; Hernandez-Fuentes et al., 2008). Nayarit,
es el principal productor con 1860 has sembradas que aportan el 20%
de la produccion anual generada en el pais (Cruz et al., 2002). Vera-
cruz con 860 has contribuye con el 6% (Vidal y Nieto, 1997), siendo
los municipios de Actopan, Emiliano Zapata, Alto Lucero, Tlapacoyan,
Martinez de la Torre y las localidades de Tlacotepec de Mejia, Totutla
y Soledad de Doblado las principales zonas productoras de guanabano
en el estado (Sanchez, 1995).

No obstante en México como en otros paises, la extension y el cul-
tivo del guanabano son limitados por factores como la carencia de va-
riedades mejoradas, el desconocimiento de problemas fitosanitarios, la
baja produccion de frutos y principalmente el ataque de plagas y en-
fermedades (Granadino y Cave, 1994; Coto y Saunders, 2001; Cruz et
al., 2002). Los insectos barrenadores de flores y frutos constituyen las
principales plagas de este cultivo al demeritar drasticamente la calidad
y el valor comercial de los frutos y provocar la antracnosis causada por
el hongo Colletotrichum gloesporoides (Boscan y Godoy, 1989). Tres son
consideradas las principales plagas que atacan arboles de Annona mu-
ricata y de la familia Annonaceae, Talponia batesi H. (Lepidoptera: Tor-
tricidae) o palomilla barrenadora del fruto, el complejo Bephratelloides
(Hymenoptera Eurytomidae) o barrenador de las semillas y el comple-
jo Cerconota (Lepidoptera: Oecophoridae) o broca del fruto (Boscan y
Godoy, 1989; Bustillo y Pefia, 1992; Pefia y Bennet, 1995; Micheletti et
al., 2001; Pena et al., 2002). Estas plagas llegan a mermar desde un 60
hasta el 100% la produccion de frutos siendo primordial el estudio de
su biologia, etologia y mecanismos de control (Corrales-Moreira, 1995;
Braga-Sobrinho et al., 1999; Broglio-Micheletti et al., 2001; Hernandez-
Fuentes 2008).

En México, el impacto de estas plagas ha orillado a productores a
usar plaguicidas para su manejo y control, mismos que han demostra-
do ser ineficientes al propiciar la aparicion de insectos resistentes y
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contaminar el suelo (Pefia y Nagel, 1988; Brechelt, 2004), en diversos
cultivares se han realizado hasta seis aplicaciones por ano sin lograr un
control efectivo (Hernandez-Fuentes et al, 2008). Por ello, la basqueda
de alternativas menos dafinas en el control de plagas es una estrategia
viable. En los ultimos afos, los impactos generados por estas plagas
han propiciado que las investigaciones enfocadas al control eficiente
de insectos barrenadores de anonaceas constituyan una prioridad en
paises como Costa Rica, Venezuela, Colombia, Trinidad y Tobago,
Estados Unidos, Puerto Rico, Brasil y México (Castafieda-Vildozola,
2000). El uso y colocacion de trampas a diferentes estratos arboreos
por ejemplo, ha permitido determinar el momento oportuno para ini-
ciar el monitoreo de huevecillos, la emergencia de larvas y adultos y
las densidades de diversos insectos barrenadores en diferentes estratos
arboreos (inferior, medio y superior), permitiendo asi la aplicacion de
mejores estrategias de control (McNeil, 1991).

En México, este tipo de estudios se han llevado a cabo con el barre-
nador del frijol (Elasmopalpus lignosellus Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae)
(Loera et al., 1995); los barrenadores de semillas de aguacate (Conotra-
chelus perseae Barber y C. aguacatae B.) (Coria-Avalos, 1999); del amaranto
(Hipolixus truncatulus) (Coledptera: Curculionidae) y (Amauroliza abnor-
malis) (Diptera: Agromyzidae) (Torres-Saldana et al., 2004) y en el dano
por trips sobre frutos de aguacate Hass (Ascension-Betanzos et dl.,
1999), documentandose un mayor impacto sobre el estrato inferior de
los arboles, debido al desarrollo de la pupa en el suelo y la posterior co-
lonizacion de adultos a las partes bajas del arbol (Coria-Avalos, 1999),
el menor grosor de los tallos (Torres-Saldana et al., 2004) y la presencia
de maleza con altas densidades de insectos (Ascension-Betanzos et dl.,
1999). Este efecto es desconocido para insectos plaga del guanabano,
al ser el conocimiento de su biologia y etologia un campo atin poco ex-
plorado.

Determinamos la incidencia de Bephratelloides cubensis A. y Cerconota
anonella S. en frutos de Annona muricata L. de plantaciones con diferente
manejo de la zona centro del estado de Veracruz, México. Formula-
mos las siguientes preguntas: ¢Es diferente la incidencia de B. cubensis
y C. anonella en frutos de A. muricata procedentes de plantaciones con
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diferente manejo (con y sin fumigacion)?, ¢es diferente la incidencia de
B. cubensis y C. anonella en frutos de A. muricata de dos estratos arboreos
(alto y bajo)?. Planteamos la siguiente hipotesis: la incidencia de B. cu-
bensis y C. anonella sera mayor en frutos del estrato bajo e indistinta por
tipo de manejo.

Método
Sitio de estudio

Consideramos 4 plantaciones de guanabano con y sin manejo (aplicacion
de plaguicidas) en la zona centro del estado de Veracruz, México. Estas
se ubicaron en las localidades de La Esperanza (19°28'15” N, 96°, 337 54~
O, 173 msnm) y Paso de Varas (19° 25 44 N, 96° 3136 O, 102 msnm)
municipio de Actopan, Veracruz; La Cumbre (19° 23" 26” N, 96° 3842
0O, 360 msnm) municipio de Emiliano Zapata, Veracruz y Blanca Espu-
ma (19° 34" 507 N, 96° 41" 12~ O, 700 msnm) municipio de Alto Lucero,
Veracruz. En La Esperanza el marco de plantacion es de 30 arboles cada
9 m en 800 m2, la vegetacion circundante es de chico Zapote (Manilkara
zapota) y mango (Manguifera indica), en Paso de Varas es de 5 x 5 m con 16
arboles en 200 m2, la vegetacion circundante es de malanga (Xanthoso-
ma sagittifolium) y mango (M. indica), el clima en ambas es htimedo (Am)
(Garcia 1988) y suelos feosem, no cuentan con manejo. En La Cumbre
el marco de plantacion es de 7 x 5 con 20 arboles en 300 m?2, la vegeta-
cion circundante es de Citrus sinensis, el clima es templado humedo (Csa)
(Garcia 1988), suelos luvisol y rendzina, no se aplica manejo. En Blanca
Espuma el marco de plantacion esde 5 x 5,5 x 6 y 6 x 6 m, con 1750 arbo-
les en 5.5 has asociados a cultivos de mango (Manguifera indica) y pepino
(Cucumis sativus), el clima es templado regular (Cs) (Garcia, 1988), suelo
feosem, se realizan aplicaciones preventivas de malation y diazinon.

Seleccion de sitios, drboles y colecta de frutos

Durante marzo del 2009 localizamos en 4 localidades del centro del
estado de Veracruz, México 4 plantaciones de guanabano con diferente
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manejo (con y sin aplicacion de plaguicida) y con indicios de plagas. En
cada una se seleccionaron cuatro arboles con potencial de produccion
de frutos. Cada arbol fue dividido en dos estratos (alto y bajo), consi-
derando la base de la primer fronda como el punto mas bajo y la punta
del arbol como el mas alto, el valor promedio delimit6 los dos estratos.
Durante el periodo productivo mayo-julio 2009 se realizaron 32 visitas
a las plantaciones donde se colectaron por estrato arboreo frutos de
Annona muricata con indicios de dafo por plagas (Castaneda-Vildizola,
2000), mismos que fueron guardados en bolsas de plastico y etiqueta-
dos para su traslado a laboratorio.

Incidencia de Bephratelloides y Cerconota

En laboratorio, los frutos fueron depositados en bandejas plasticas por
procedencia, estrato y fecha cubiertas por tul para evitar el escape de
los insectos emergidos (Borror y White, 1970; Pefia et al., 2002). Revisa-
mos las bandejas diariamente. Los insectos emergidos fueron registra-
dos y separados por procedencia, estrato, especie y sexo.

Andlisis estadistico

Las diferencias en la incidencia de B. cubensis y C. anonella en frutos de
A.muricata de plantaciones con diferente manejo y de diferente estrato
arboreo se evaluaron a través de una prueba de X2 para cada especie
(Zar,1999).

Resultados y discusion

Registramos 335 individuos emergidos en frutos de A. muricata de las
especies B. cubensis y C. anonella que representaron el 100%.

La incidencia de B. cubensis y C. anonella fue diferente en frutos de A.
muricata procedentes de plantaciones con diferente manejo (y2 = 87.36,
gl=1P<0.05;%2=6.5,¢gl=1,P<0.05), graficas 1 y 2. En frutos de plan-
taciones con manejo emergieron en mayor proporcion individuos de B.
cubensis (62.08%) vs. en frutos sin manejo (34.02%). Para C. anonella y en
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frutos sin manejo emergieron un 3.8% de individuos no registrandose
emergencias en frutos de plantaciones con manejo.

Grafical. Diferencias obtenidas en el porcentaje de individuos emergidos de B. cubensis
en frutos de A. muricata procedentes de plantaciones con y sin manejo del centro del
estado de Veracruz, México. CM, con manejo; SM, sin manejo. Las letras desiguales
indican diferencias significativas

Grafica 2. Diferencias obtenidas en el porcentaje de individuos emergidos de C. anone-
lla en frutos de A. muricata procedentes de plantaciones con y sin manejo del centro del
estado de Veracruz, México. CM, con manejo; SM, sin manejo. Las letras desiguales
indican diferencias significativas

La incidencia de B. cubensis fue diferente en frutos de A. muricata de
dos estratos arboreos (x2=92.8,gl =1, P <0.05). E1 66.86% de individuos
emergieron en frutos del estrato bajo, el 29.25% en frutos del estrato
alto, grafica 3.
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Grafica 3. Diferencias obtenidas en el porcentaje de individuos emergidos de C. cuben-
sis en frutos de A. muricata procedentes de dos estratos arboreos del centro del estado
de Veracruz, México. Las letras desiguales indican diferencias significativas

Para C. anonella no se registraron diferencias entre los individuos
emergidos en frutos de dos estratos arboreos (x2=3.42,gl=1, P> 0.05).
En frutos del estrato alto emergio el 1.49% de individuos, en frutos del
estrato bajo el 2.38%, grafica 4.

Grifica 4. Porcentaje de individuos emergidos de C. anonella en frutos de A. muricata
procedentes de dos estratos arboreos de plantaciones ubicadas en la zona centro del
estado de Veracruz, México. Las letras desiguales no indican diferencias significativas

Para B. cubensis, los resultados soportan lo sefialado por Pefia y Na-
gel (1988) que documentan la ineficiencia de los insecticidas en el con-
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trol y erradicacion de esta avispa. B. cubensis, desarrolla la mayoria de
su ciclo biologico en el interior de la semilla, no siendo susceptible a
plaguicidas de contacto aplicados en el exterior de los frutos (Moura y
Vieira, 1997; Brechelt, 2004). Dicho efecto, es reportado también para
Bephratelloides pomorum en plantaciones de guanabano en Brasil (Pereira
etal.,1998). De acuerdo a Vargas (1996) la aplicacion indiscriminada de
plaguicidas genera a lo largo del tiempo la resistencia de los insectos.
En Blanca Espuma es comun esta actividad, factor que pudo influenciar
la mayor emergencia de individuos resistentes. B. cubensis se desarrolla
dentro de la semilla, Pena y Nagel (1988) sefialan que la aplicacion in-
discriminada de quimicos penetran el sistema interno del arbol propi-
ciando la sobrevivencia y emergencia de individuos resistentes al efecto
de los plaguicidas.

La aplicacion indiscriminada de plaguicidas favorece la desaparicion
de insectos y microorganismos involucrados en procesos de poliniza-
cion, fertilidad del suelo y en el control biologico natural (Pérez, 1997;
Coto y Saunders, 2001), a su vez, propician la carencia de nutrientes lo
que favorece la propagacion de la antracnosis (Mora y Bogantes, 1991).
El suelo cultivado con altas cantidades de plaguicidas puede perder
hasta el 80% de los microorganismos que lo habitan a una profundi-
dad de 1 m (Pena y Nagel, 1988; Mass y Garcia, 1990). Asi, el uso de
plaguicidas en plantaciones debe concebirse como el altimo recurso a
emplearse en el control de plagas debiéndose realizar su aplicacion en
forma limitada.

C. anonellano emergio en plantaciones con manejo. Esta palomilla en
el proceso de oviposicion queda expuesta en su estadio de huevo y larva
hasta por 23 dias siendo susceptible al efecto de quimicos aplicados
para su control (Bustillo y Penia, 1992; Moura y Vieira, 1997; Pereira et
al., 1998). Este hecho, pudo relacionar el porqué no se registraron indi-
viduos en frutos de plantaciones con aplicacion de plaguicidas. Broglio
etal. (2000) senalan que C. anonella puede también presentar resistencia
a diversos plaguicidas aplicados al fruto como el triclorfon. Asi, la apli-
cacion indiscriminada de plaguicidas genera a lo largo del tiempo re-
sistencia de los insectos causando un mayor impacto hacia los cultivos
ya establecidos (Vargas, 1996; Rodriguez y Silva, 2003). En frutos de
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plantaciones sin manejo registramos una menor incidencia de C. anone-
lla. La aislada presencia de frutos en los arboles asi como la asociacion
de éstos con otros frutales pudieron disminuir el impacto de esta plaga
como lo documenta Caneira y Bezerril (1993). En plantaciones comer-
ciales sujetas a manejo el namero de frutos tiende a ser mayor como lo
es también la presencia de plagas.

Registramos una mayor emergencia de B. cubensis en el estrato bajo,
para C. anonella la emergencia de individuos no fue diferencial entre
estratos. La dinamica, incidencia, fluctuacion y densidad poblacional
de insectos plaga pueden estar asociados a areas especificas de un ar-
bol (Loera et al., 1995; Pérez, 1997; Urias et al., 2007), siendo esta aso-
ciacion influenciada por factores como el tamafio del arbol, condicion
de vigor/estrés, componentes quimicos atractivos y defensivos, den-
sidad total de plantas, estructura floristica y condiciones climaticas y
microclimaticas (Price, 1997; Hanks, 1999). Para los barrenadores del
amaranto (Hipolixus truncatulus) (Coledptera: Curculionidae) y (Amau-
roliza abnormalis) (Diptera: Agromyzidae), Torres et al. (2004) reportan
un mayor dano en las partes inferiores de los arboles debido a que en
esta zona el grosor de los tallos es menor. Loera et al. (1995) reportan
las misma conducta para el barrenador del frijol Elasmopalpus lignosellus
(Zeller) Lepidoptera: Pyralidae, al capturar un mayor ntmero de indi-
viduos en trampas dispuestas a 0.5 m del suelo, o sea en el estrato infe-
rior. Similarmente, Ascension et al. (1999) documentan un mayor dano
por trips hacia areas inferiores del follaje del aguacate (65%) debido a
la presencia de maleza cercana con altas densidades de insectos.

La maleza genera caracteristicas microclimaticas favorables para
los insectos plaga, vinculadas con sus actividades de desarrollo y re-
produccion (Andrews, 1989). De acuerdo a Boscan y Godoy (2004) en
cultivos de guanabana la maleza puede favorecer la mayor densidad de
B. cubensis y C. anonella al influir en las caracteristicas microambientales
demandadas por estas especies. La maleza es comtin en las plantaciones
de guanabano estudiadas, hecho que pudo influir en la mayor emergen-
cia de B. cubensis en frutos del estrato inferior, al propiciar caracteristicas
microambientales aptas para esta especie. La temperatura y humedad
influyen fuertemente en la seleccion de sitios por insectos barrenadores,
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al tener un efecto sobre la sobrevivencia de huevos y el desarrollo de
sus larvas (Coscolla, 1980; Hanks, 1999), y en el desarrollo de los frutos
(Worrell 1994). Los arboles pueden generar de acuerdo a su estructura
la existencia de diferentes microambientes (Lawton, 1983). El estrato
superior, por ejemplo, recibe mayor radiacion solar y mayor flujo de aire,
factores involucrados a la desecacion de los huevos y larvas, al vuelo y la
diseminacion de insectos (Coscolla, 1980). En el estrato bajo, las tempe-
raturas son menores por la sombra que proyectan la copa de los mismos
y la humedad relativa generada por la evaporacion del agua absorbida
por el suelo (Halverson y Smith, 1974; Bonan, 2008). B. cubensis desarrolla
su ciclo biologico en sitios con temperaturas de 20°C y una humedad
relativa del 80% (Bustillo y Penia, 1992) lo cual nos permite inferir el por-
que la mayor emergencia de esta avispa en frutos del estrato bajo.

La incidencia de C. anonella no fue diferencial entre estratos arbo-
reos. Bustillo y Pefia (1992) y Pereira et al. (2003) sefialan que el ciclo
biologico de esta especie se desarrolla a temperaturas desde 23 hasta
25°C y a una humedad relativa del 60%. Estas caracteristicas pudieron
favorecer la ocupacion indiferencial de C. anonella en ambos estratos, al
ser menos marcada su necesidad de una alta humedad relativa, mayor
en zonas bajas del arbol y demandada por B. cubensis. La mayoria de in-
sectos plaga desarrollan su ciclo biologico a temperaturas entre los 20 a
35°C y una humedad relativa > 709, temperaturas > 35°C pueden causar
la evapotranspiracion del agua de sus cuerpos y causar su desecacion
(Clark et al., 1967; Wigglesworth, 1974; Child, 2007). Para C. anonella la
necesidad de humedad relativa es menor, los adultos de esta especie
son de habitos nocturnos permaneciendo en el dia ocultos en el follaje
del arbol (Cruz et al., 2002) asi son menos susceptibles al ataque de
depredadores y a la radiacion solar. No obstante, existen registros diur-
nos de la presencia de esta palomilla revoloteando sobre el follaje de los
arboles (Boscan y Godoy, 2004).

Asi, el clima y las variables que lo conforman constituyen elementos
que en los tltimos afios han tomado gran importancia para el entendi-
miento de la ecologia de insectos plaga (Estay et al., 2009). Cuando la
temperatura toma valores extremos puede reducir las poblaciones de
insectos, al bajar la humedad relativa y favorecer la desecacion de los
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huevos. Por ello una adecuada poda en cultivos de guanabano podria
constituir una estrategia adecuada y poco costosa para el control pre-
ventivo de plagas. Al incrementarse la temperatura por el mayor paso
de luz entre las ramas y al reducirse la humedad (< 85%) el desarro-
llo y la presencia de enfermedades disminuiria (Zarate, 1981; Caneira y
Bezerril, 1993). El exceso de follaje genera sombra y propicia la inade-
cuada maduracion de frutos haciéndolos propensos al ataque de plagas
que prefieren frutos pequenos (Evangelista et al., 1999). La humedad
tiene también gran influencia sobre las poblaciones de insectos, siendo
posible reducirla mediante la eliminacion de las malezas (NAS, 1969) o
mediante podas controladas.

Conclusion

La aplicacion de plaguicidas es ineficiente para el control de B. cubensis
y a largo plazo puede causar resistencia de B. cubensis y C. anonella incre-
mentando su dano. C. anonella es susceptible a la aplicacion de plaguici-
das, sin embargo, estos impactan negativamente los suelos reflejandose
en la disminucion de la produccion de frutos a largo plazo. B. cubensis
emerge en mayor proporcion en el estrato bajo al existir las caracteris-
ticas microclimaticas demandadas por esta especie. Contrariamente, la
incidencia de C. anonella fue indiferencial al no ser sus demandas micro-
climaticas tan marcadas como para B. cubensis. El manejo de las condi-
ciones micro-climaticas como la humedad, luz y temperatura mediante
larealizacion de podas controladas puede constituir una estrategia via-
ble para el control integral de plagas del guanabano.
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Resumen

ciados en los tropicos de Centro y Sudamérica por su excelente

abor y valor comercial. Sin embargo, su produccion en varios

paises se ve limitada por el ataque de plagas y enfermedades (Castane-
da, 2000). En México y Veracruz, Bephratelloides cubensis (Hymenoptera:
Eurytomidae) y Cerconota anonella (Lepidoptera: Oecophoridae) son dos
de las principales plagas que afectan este cultivo (Castaneda, 2000), no
obstante, otras familias como Lycaenidae, Coreidae, Coccidae, Pseudo-
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coccidae, Tingidae, Membracidae, etc., causan también dafio (Castane-
da, 2000; Hernandez et al,, 2005; Tllescas Riquelme, 2009). El incremento
de areas de siembra en Veracruz y el deficiente manejo fitosanitario han
favorecido el dafio causado por plagas, ocasionando pérdidas relevantes
derivadas de la mala calidad de los frutos (Castaneda, 2000). Evaluamos
durante enero hasta diciembre del ano 2009 y mediante colectas de in-
sectos insitu la entomofauna veracruzana asociada a frutos de A. muricata
de plantaciones comerciales, arboles de lindero y traspatio en comuni-
dades ubicadas entre los 102 y 920 msnm de los municipios de Actopan,
Emiliano Zapata, Teocelo y Alto Lucero. Registramos la presencia de
Acantocephala femorata y Euphoria leucographa, compartiendo nichos en las
diferentes comunidades entre los 170 hasta 700 msnm, con excepcion de
Cerro Gordo donde solo se presento el Hemiptero. Las ninfas y adultos
de A. femorata al insertar el estilete generan aros necroticos por el ataque
de hongos oportunistas ocasionando malformaciones y/o la pudricion
del fruto. Los adultos de E. leucographa raspan la cascara para alimentar-
se de pulpa, dejandola. No evaluamos el dano secundario, pero existen
reportes de otros Coreidos en Nayarit (Hernandez et al., 2005), proyec-
tando la importancia de esta familia como potenciales plagas. La pre-
sencia del Melolonthido puede deberse a que las larvas de esta especie
se alimentan de los depositos de detritus de hormigas del género Atta
(Moron, 1997), muy abundantes en la zona de estudio.

Palabras clave: chinche, escarabajo, dafio mecanico, guandband.
Introduccion

La familia Annonaceae esta conformada aproximadamente por 2,300
especies (Penia et al,, 2002) pero Gnicamente cuatro géneros contienen
especies de importancia fruticola: Annonda, Rollinia, Uvariay Asimina (Ca-
nizares, 1996). El género Annona tiene como centro de origen el Neo-
tropico e incluye varios arboles frutales de importancia econémica con
alrededor de 110 especies (Pena et al., 2002).

De este conjunto, cinco son sobresalientes y dignas de recibir aten-
cion en al area fruticola, estas son chirimoya (Annona cherimola Mill.),
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guanabana (A. muricata L.), saramuyo (A. squamosa L.), anona (A. reticu-
lata L.), papause (A. diversifolia Saff.) y el hibrido Atemoya (A. cherimola
x A. squamosa) (Morton, 1987; Nakasone y Paull, 1998). En México el
guanabano (A. muricata) es uno de los frutales mas apreciados debido
a su excelente sabor y valor comercial (Vidal, 1994; Castanieda, 2000).
Se distribuye en los estados de Nayarit, Colima, Veracruz, Campeche,
Chiapas, Michoacan, Tabasco, Yucatan, Puebla, Jalisco, Guerrero y
Oaxaca (Vidal, 1994).

El incremento de este cultivo se ha realizado bajo un deficiente
manejo fitosanitario y con propagacion de plantas provenientes de se-
millas lo que implica heterogeneidad en la floracion y por ende en la
fructificacion, favoreciendo ademas la incidencia de plagas y enferme-
dades que ocasionan pérdidas relevantes derivadas de la mala calidad
de los frutos (Vidal, 1994; Castaneda, 2000). En México las especies de
insectos, Bephratelloides cubensis (Hymenoptera: Eurytomidae) y Cercono-
ta anonella (Lepidoptera: Oecophoridae) son consideradas las principa-
les plagas de A. muricata (Evangelista et al, 1997; Castaneda, 2000).

Asi, en el Estado de Veracruz, se han reportado estos insectos pro-
vocando severos danos en los frutos de guanabana, alcanzando hasta el
100 y 20% de incidencia, respectivamente (Illescas, 2009).

Del mismo modo diferentes insectos, pertenecientes a las familias
Lycaenidae, Curculionidae, Coreidae, Coccidae, Pseudococcidae, Tin-
gidae y Membracidae, eventualmente causan dafios en los frutos de
esta planta al incrementar sus poblaciones por diversos factores (Pefia
y Bennett 1995; Hernandez et al,, 2005).

De esta manera se han encontrado dos nuevas incidencias en los
frutos de A. muricata, por parte de Acanthocephala femorata (Hemiptera)
y Euphoria leucographa (Coleoptera), especies que se alimentan de estos
frutos y que eventualmente comparten el recurso de manera simulta-
nea. A. femorata es un insecto de caracter polifago que se distribuye en
diferentes nichos ecologicos siendo una plaga importante en algunos
cultivos en Estados Unidos como haba, durazno y algunos citricos
(Burke et al., 1994; Nuessly et al., 2004).

Por su parte, E. leucographa tiene una amplia distribucion entre el sur
de los Estados Unidos y Guatemala, en ambientes ubicados entre el
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nivel del mar y los 1,600 m de altitud. Los adultos se alimentan con
secreciones azucaradas de tallos, frutos y flores de varias plantas silves-
tres y cultivadas sin reporte anterior sobre A. muricata. Sus larvas viven
en el suelo con bastante materia orgdnica, y al parecer no se alimentan
de raices (Morén 2009, comunicacion personal). También existen re-
portes que en el estado juvenil, habitan en los depésitos de detritus de
hormigas del género Atta mexicana (Moron et al, 1997).

Este trabajo tuvo como objetivo determinar la presencia de A. femora-
tay E. leucographa como parte del complejo fitéfago que incide en Annona
muricata.

Meétodo

Para determinar la presencia de A. femorata y E. leucographa en frutos de
A muricata, se realizaron monitoreos quincenales desde enero hasta di-
ciembre del 2009, para plantaciones comerciales, drboles de lindero y
de traspatio, en comunidades de los municipios de Actopan, Emiliano
Zapata, Teocelo y Alto Iucero (centro del estado de Veracruz) ubica-
dos entre los 102 y los 920 msnm (cuadro 1). Al encontrar la presencia
de insectos se llevaron a cabo observaciones de conducta in situ y se
determinaron los dafios causados en los frutos. Posteriormente se co-
lectaron especimenes para su identificacion taxonémica.

Cuadro 1. Comunidades donde se llevaron a cabo los muestreos

Municipio Comunidad msnm
Parada Varfn 102
Paso de Varas 102
Buenos Aires 113
San José 143
Actopan La Bandera 170
La Esperanza 173
Tamarindo 160
Rinconada 252
e La Cumbre 360
Emiliano Zapata Cemo Gordo =94
Miradores 886
Alto Lucero Blanca Espuma 700
Teocelo Tejeria 920
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La identificacion taxonomica de Acantocephala femorata fue realizada
por el Dr. César Ruiz Montiel y la de Euphoria leucographa por el Dr. Mi-
guel Angel Moron Rios.

Resultados y discusiéon

A. femorata estuvo presente en las comunidades de La Bandera (N 19°
2732,27;,096° 64 15,1”), La Esperanza (N 19° 28'17,97; O 96° 33* 56,77),
Cerro Gordo (N19° 26’ 06,97; O 96° 42’ 07,1”), Miradores (N 19° 27" 967;
096°46’20”) y Blanca Espuma (N 19° 34’ 50”; 0 96’ 41’ 12”). De acuerdo
a las observaciones realizadas en campo se determino que, tanto ninfas
como adultos, prefieren frutos cercanos a la madurez fisiologica. Estos
hemipteros atacan los frutos, insertando su aparato bucal perforador-
chupador usando su saliva para disolver la pulpa, la cual forma una
mezcla que posteriormente es succionada y digerida. De dicha perfo-
racion se genera un aro necrotico, alrededor del orificio, que impide el
desarrollo del fruto en la parte afectada. Es asi que el tejido sano sigue
creciendo en torno a esta area alterando su forma natural y por conse-
cuencia disminuyendo su valor comercial.

En lo que respecta a E. leucographa se encontro su incidencia en fru-
tos de las comunidades de La Bandera (N 19° 27° 32,27, O 96° 64" 15,17,
Miradores (N 19° 27 96”; O 96° 46’ 20”) y Blanca Espuma (19° 34’ 50”;
096’ 41'127). Se observo que los adultos de E. leucographa danan el fruto,
cuando éstos raspan su cascara para alimentarse de la pulpa, dejandola
expuesta y susceptible al ataque de otros insectos secundarios y diver-
sos patogenos, por lo que su valor comercial decrece.

Por el momento estos insectos no representan un problema grave
debido a que sus indices poblacionales son relativamente bajos. Sin
embargo, en conjunto con el gran complejo de fitofagos asociados a la
guanabana dentro de la zona de estudio, llegan a contribuir en la gran
problematica fitosanitaria existente en relacion con este cultivo.

En este caso la incidencia de A. femorata es de importancia debi-
do a que éste se alimenta del fruto en todos sus estadios. Asimismo,
existen reportes de otro Coreido, del género Leptoglossus, como plaga
importante de guanabana en el Estado de Nayarit (Hernandez et al,
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2005), por lo que el seguimiento de las poblaciones de estos insectos
es requerido.

Por otro lado, los dafios causados por E. leucographa son directos y
se deben principalmente a su modo de alimentacion, ya que expone la
pulpa al medio lo que permite la proliferacion de patogenos o la entrada
de insectos oportunistas o secundarios. Su presencia en las zonas de
estudio pueden deberse a la relacion con hormigas del género Atta, ya
que como lo reportan Deloya y Moron (1997) los estados larvarios del
Melolontido se alimentan de sus depositos de detritos.

Conclusion
La presencia de A. femorata y E. leucographa en los sistemas de cultivo
de guanabano puede representar una limitante mas en el control del

complejo de plagas y sobre todo coadyuvar en la disminucion de la pro-
duccion del cultivo.
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Resumen

as moscas de la fruta MF (Diptera: Tephritidae), provocan dafios
directos al infestar los frutos e indirectos al limitar la comercia-
lizacion de éstos. El objetivo de este estudio fue determinar, en
condiciones naturales e inducidas, si A. muricata es hospedero de Anas-
trepha. Se realizaron muestreos de 15,130 frutos de A. muricata en huertos
y centros de acopio, no se observaron frutos con larvas de Anastrepha. Se
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colectaron larvas de Neosilba sp, Optatus palmaris y Bephratelloides cubensis.
En infestaciones inducidas A. obliqua y A. ludens no ovipositaron en fru-
tos de A. muricata, en cambio en mango emergieron 7 adultos, cinco de

A obliquay dos de A. ludens.
Palabras clave: Anastrepha, Annona muricata, no-preferencia
Introduccion

Las moscas de la fruta pertenecen al orden Diptera y a la familia Tephri-
tidae, destacan por suimportancia economica y cuarentenaria los géne-
ros Anastrepha, Rhagoletis, Dacus, Toxotripana y Ceratitis (Aluja, 1993). Son
una plaga que afecta casi todos los frutales que se cultivan en el mundo,
provocan danos directos ya que las larvas se alimentan en el interior
de frutos de un gran namero de plantas, muchas de ellas son especies
cultivadas, ademas de ello, provocan dafios indirectos al limitar la co-
mercializacion de frutas provenientes de areas con presencia de esta
plaga hacia zonas libres. Esta familia se puede encontrar en regiones
templadas, tropicales y subtropicales de todo el mundo (Hernandez
et al, 2010), su gran capacidad de adaptacion, les permite proliferar en
casi cualquier ambiente (Aluja, 1993). El género Anastrepha se relaciona
con 270 especies de plantas hospederas, las cuales en su gran mayoria
requieren confirmacion ya que éstas provienen de registros dudosos
(Norrbom y Kim, 1998); al respecto, Hernandez y Aluja (1993) publi-
can un listado de especies en las cuales se consideraron solo registros
de infestaciones naturales y concluyen que solo 39.8% presenta esta
condicion; afirman, ademas, que numerosos registros de hospederos no
son confiables. Hernandez (2007) después de realizar una revision de-
tallada del género Anastrepha en algunas colecciones entomologicas de
Meéxico, consigna 37 especies en 30 de los 32 estados del pais, mencio-
na también una compleja relacion con sus hospedantes registrados. La
norma internacional NRMF 30 “Directrices para determinar y designar
el estatus de una fruta o verdura como hospedante de moscas de la fruta
(Diptera: Tephritidae)” de la Organizacion Norteamericana de Protec-
cion a las Plantas (NAPPO, 2008) define a un fruto como:
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Hospedante condicional: Fruta o verdura que es hospedante o no
hospedante bajo condiciones permisivas o restrictivas definidas, res-
pectivamente (por ejemplo, estado de madurez, otras condiciones fi-
siologicas o condiciones fisicas),

Hospedante natural: Infestacion de una fruta o verdura por una
plaga de plantas en la naturaleza (por ejemplo, plantas naturales, culti-
vadas y/0 no manejadas) y la poblacion de la plaga de la planta se man-
tiene en la fruta o verdura,

No hospedante natural: No hay una infestacion de la fruta o ver-
dura por una plaga de plantas en la naturaleza (por ejemplo, plantas
naturales, cultivadas y/o no manejadas) y la poblacion de la plaga de la
planta no se mantiene en la fruta o verdura.

Un fruto u hortaliza se considera hospedero de moscas de la fruta
si la hembra deposita los huevos, estos eclosionan y emerge la larva, la
cual a su vez se alimenta y desarrolla para pasar al estado de pupa de
la cual emerge finalmente el adulto (Amstrong, 1994); si el insecto no
completa su desarrollo hasta el estado adulto o silo hace y éste no es ca-
paz de reproducirse, entonces un fruto no puede considerarse hospede-
ro (Follet y Hennessey, 2007). La captura de un adulto de Anastrepha en
un huerto de un determinado frutal no indica que éste sea hospedante
(Aluja et al, 1987); se deben realizar estudios que demuestren tal hecho,
identificacion del hospedante y del insecto por especialistas en el tema.
Las plantas hospederas son aquellas en las cuales el insecto comple-
ta su desarrollo normal en condiciones naturales (Hanson, 1983). En
estudios tendientes a definir la preferencia de moscas de la fruta, es
importante mencionar el estado biologico del insecto observado y la
forma de colecta. Algunos estudios se han realizado con el objetivo de
determinar el estatus hospedante de diversos frutales, por ejemplo en
Citrus sinensis cultivar Valencia y C. paradisi cultivar Ruby Red al realizar
infestaciones controladas con A. fraterculus en laboratorio y en campo,
no se observaron danos en C. sinensis, en C. paradisi emergieron dos adul-
tos, sin embargo su periodo de vida fue desde 1 hasta 3 dias, tiempo
limitado para llegar a la madurez sexual (Aluja et al,, 2003); en otro es-
tudio al evaluar la susceptibilidad del aguacate cultivar Hass a A. lu-
dens, A. serpentinay A. striata en condiciones de laboratorio, infestaciones
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forzadas en campo y condiciones naturales, no se detectaron danos en
estas dos ultimas condiciones, en laboratorio, en cambio, el aguacate
cultivar Hass si fue hospedero de estas especies con una relacion direc-
ta de infestacion al tiempo transcurrido después del corte (Enkerlin et
al., 1993); posteriormente, Aluja et al. (2004) observaron danos por A. [u-
dens en aguacate Hass bajo condiciones de infestacion forzada en jaulas
de campo; sin embargo, no hubo emergencia de adultos.

La familia de las anonaceas incluye alrededor de 2,300 especies, de
éstas el género Annona representa cerca de 110 y es el que mas impor-
tancia econdmica tiene, las especies comercialmente mas conocidas
son A. muricata, A. cherimola, A. squamosay A. reticulata (Granadino y Cave,
1997; Pena et al, 2002) y cuyo centro de origen es el Neotropico (Leon,
1968). En México, la guanabana (A. muricata) se ha convertido en un
frutal tropical con gran potencial comercial, llegando a figurar, en al-
gunos estados, entre los cinco frutales mas importantes en superficie
cultivada (Hernandez et al., 2008; SIAP, 2009). Actualmente, México
ocupa el primer lugar a nivel mundial y Nayarit figura como el prin-
cipal productor a nivel nacional de guanabana (Cruz et al, 2002); se
reportan 2,719 ha, de las cuales 2,029 ha se ubican en Nayarit (SIAP,
2007); otros autores reportan 5,916 ha (Vidal y Nieto, 1997, modificado
por Cruz et al, 2002). Cualquiera que sea la superficie, la guanabana se
ha convertido en el cuarto frutal mas importante en Nayarit en cuanto
a superficie cultivada se refiere. La produccion de este cultivo se ve li-
mitada por la falta de variedades mejoradas (Granadino y Cave, 1997)
y conocimiento de plagas y enfermedades asociadas (Hernandez et dl.,
2006, 2008; Pena et al., 2002, 2003; Coto y Saunders, 2001). Al realizar
colectas de insectos, revision de literatura y mediante la obtencion de
informacion de colecciones entomologicas en distintos paises Pena y
Bennet (1995) consignan 296 especies asociadas a Annona spp, de estas
96 se reportan para A. muricata y entre ellas se mencionan a A. striata en
México, Pert y Venezuelay Ceratitis capitata en México y Brasil, no obs-
tante, los autores no indican si estas especies fueron capturadas en su
estado adulto dentro del huerto o en su estado larval en frutos. Por otro
lado, Hernandez et al. (2006), realizaron colectas de insectos asociados
a A.muricata en algunos estados de México y no observaron frutos con
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danos por Anastrepha spp. Por su parte, en México, Aluja (1993) mencio-
na que el dano de A. ludens hacia frutos de guanabana se presenta como
“casos muy raros” sin indicar indices de infestacion (mosca / trampa /
dia) y menos atn consignar frutos infestados. Se presentan registros
historicos de Anastrepha para 23 especies de plantas hospederas, entre
las cuales se encuentran especies de la familia Annonaceae, sin embar-
go no se confirma el ataque a frutos (Aluja et al., 1987), coincide con lo
anterior Hernandez (2007), el cual al consultar diversas publicaciones,
concluye que existen algunas fuentes con registros dudosos del ataque
de A. ludens en Annona cherimola, A. reticulata, A. squamosa y A. serpentina en
A.glabra, las cuales requieren estudios de confirmacion. Zucchi (2007),
por su parte, presenta una revision de las especies de Anastrepha, su
distribucion y hospederos en Brasil, entre los hospedantes reportados
incluye Annona crassiflora, no obstante, no menciona sin ésta fue colec-
tada en estado adulto o en larva dafiando frutos. De la misma manera,
Morales y Gonzalez (2007), presentan una relacion de 55 especies de
Anastrepha en Venezuela, entre los hospedantes senalados no se incluye
a alguno de la familia Annonaceae.

En una investigacion que Aluja et al. (1987) realizaron en Chiapas,
Meéxico, al colocar trampas Mcphail cebadas con proteina hidrolizada
en hospedantes naturales y arboles de A. muricata, a diferencia de los
primeros en esta tltima no observaron capturas de Anastrepha; otro es-
tudio realizado por Aluja et al. (1998) para determinar los parasitoides
y hospederos de moscas de la fruta en algunas zonas de México, no
reporta danos por Anastrepha en frutos de A. muricata; asimismo, Aluja
etal, (2000) en investigaciones realizadas durante nueve afios para de-
terminar la distribucion y hospederos de Diptera: Tephritidae en Ve-
racruz, México, no observaron frutos de A. muricata atacados por estos
Insectos.

Jiménez (2004) realizo observaciones en infestacion forzada en la-
boratorio y muestreo de 8,455 frutos de guanabana con el objetivo de
observar si ésta era atacada por Anastrepha spp en Nayarit, México; al
respecto no encontro frutos con larvas de este insecto y concluyo que
la guanabana era infestada por A. ludens solo en condiciones forzadas,
sin determinar la sobrevivencia y reproduccion del adulto. De la mis-
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ma manera, en muestreos de frutos de A. muricata durante mas de 15
anos por personal técnico de la campafia contra moscas de la fruta del
Comité Estatal de Sanidad Vegetal en Nayarit, México no se han ob-
servado danos por Anastrepha spp. La comercializacion de este frutal en
Meéxico para consumo en fresco hacia zonas de baja prevalencia y libres
de moscas de la fruta del género Anastrepha presenta restricciones esta-
blecidas en la NOM-023-FITO-1995, NOM-075-FITO-1997 y Circular
091. Dada la falta de informacion categorica que indique la situacion de
A.muricata como hospedero de Anastrepha, se realizo el presente estudio
con el tinico objetivo de determinar, mediante muestreo de frutos e in-
festacion inducida en campo, si A. muricata es atacado por Anastrepha.

Método

Las observaciones fueron realizadas con base en lo sugerido por Cowley
etal. (1992), Aluja et al. (2008) y la NMRF 30 (NAPPO, 2008), se consi-
der6 también lo realizado por Aluja et al. (2003,2004) y Jiménez (2003).

Material biolégico y camaras de emergencia de adultos

Las especies utilizadas fueron A. ludens y A. obliqua, el material biologico
fue proporcionado por La Direccion General de Sanidad Vegetal a tra-
vés de la planta productora de moscas de la fruta (Moscafrut) ubicada
en Metapa de Dominguez, Chiapas, México; éstas fueron enviadas en
estado de pupa proximas a emerger. Las pupas fueron colocadas en una
jaula de emergencia de 40 cm por lado, con las paredes de acrilico y tapa
de tela organza, se utiliz6 una jaula para cada especie. A los tres dias
de recibido el material emergi6 92% de A. ludens y 87% de A. obliqua. Los
adultos hembras y machos fueron mantenidos en estas jaulas durante
13 dias a temperatura y humedad relativa de 27.94°C y 84.1 %, respec-
tivamente. Para alimentarlos, se colocaron tres pedazos de algodon en
la parte superior de la jaula, uno de ellos humedecido con una solucion
de 5 g aztcar, 2 mL de miel de abeja, 2 mL de jugo de mango, 1 mL de
proteina hidrolizada y 10 mL de agua; otro con proteina hidrolizada y
el tercero solo con agua embotellada. Al octavo dia de emergidos se in-
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trodujo un fruto de mango de la variedad Ataulfo en la jaula de A. obliqua
y un fruto de naranja en A. ludens. Lo anterior con el fin de estimular la
actividad sexual y oviposicion.

Infestacién natural

Se muestrearon frutos cada ocho dias durante dos ciclos de produccion.
Los muestreos se hicieron en huertos de la principal zona productora
de guanabana en Nayarit ubicados en el municipio de Compostela en
los terrenos ejidales de Altavista, El Capomo, El Tonino y El Divisadero,
también se muestrearon frutos con la misma periodicidad en centros de
acopio ubicados en las localidades de Las Varas y Puerta de la Lima del
mismo municipio. En campo, se seleccionaron frutos sanos proximos
a cosecha y frutos con sintomas de pudricion atn adheridos al arbol.
De acuerdo con Follet y Henessey (2007), el tamafio de muestra (n) de
frutos con base en un nivel aceptable de sobrevivencia de insectos (p,)
y 95% de confianza, se estima con la ecuacion:

n-[log(1-0.95)/log(1-p,)]

Si consideramos p,70.0001, se requieren muestrear 29,955.82 frutos,
cantidad dificil de lograr si tomamos en cuenta el tamano de frutos de
guanibana, por lo anterior, en este ensayo se considero p =0.0002, lo
cual nos indico 14,977.16 frutos a muestrear.

Paralelo al muestreo de frutos de guanabana y en la misma zona,
se colectaron frutos de hobos (Spondia spp) y mango de diferentes va-
riedades, éstos fueron disectados cuidadosamente y aquéllos donde
se observaron larvas de Diptera se colocaron en cajas de poliuretano a
temperatura y humedad relativa ambiental, se utiliz6 arena mezclada
con aserrin en relacion 1:1 como sustrato de pupacion. Diariamente se
revisaron las cajas para observar y colectar los adultos emergidos. Las
observaciones se realizaron de junio desde 2009 hasta marzo de 2010
(graficas lay 1b).
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Graficas lay 1b. Variacion de 1a temperatura (K) y humedad relativa (%)(1b) ocurridos
durante las observaciones desde junio de 2009 hasta marzo de 2010. Datos tomados de
la estacion climatica El Capomo perteneciente a la red de estaciones agroclimaticas
del INIFAP

Infestacion inducida

El estudio se realizo en un huerto comercial, ubicado en los terrenos
del ejido de Altavista, cuyas coordenadas geograficas son: 21° 05’ 54.95”
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Ny 105°0959.92” O a 118 msnm. Se seleccionaron cuatro arboles de A.
muricata en los cuales se observaron frutos proximos a cosecha y fru-
tos de menor desarrollo, los arboles se cubrieron totalmente con jaulas
de tela organza. Se utilizaron 20 hembras y 20 machos de cada especie
contenidas en las camaras de emergencia 13 dias después de emergidos.
Previo a ello se disectaron 10 hembras bajo microscopio estereoscopico
para observar la presencia de huevos. En cada jaula se introdujeron cin-
co pares de cada especie. Dentro, los insectos permanecieron 54 horas,
los frutos de guanabana en los cuales se observo alguna actividad de las
hembras se identificaron para cosecharlos posteriormente. Los trata-
mientos fueron dos, 1) arboles solo con frutos de guanabana y 2) arbo-
les con frutos de guanabana en los cuales se colocaron sobre las ramas
ocho mangos de la variedad Tommy Atkins como hospedero natural
en cada arbol. Estos fueron cosechados de un huerto certificado como
temporalmente libre de moscas de la fruta. Cada arbol se consider6 una
repeticion. Se tomaron datos de humedad relativa y temperatura ocu-
rridos durante las observaciones. Al final se cosecharon los frutos de
guanabana proximos a maduracion y se colocaron en jaulas para obser-
var la posible emergencia de larvas y adultos de A. ludens y A. obliqua. Lo
mismo se realizo con los frutos de mango. Las observaciones se hicieron
durante el mes de octubre de 2009.

Resultados y discusion
Infestacién natural

En total, se muestrearon 6,712 frutos (5.23 t) de guanabana en huer-
tos comerciales y 8,418 frutos (7.18 t) en centros de acopio, dando un
total de 15,130 frutos. Los frutos muestreados presentaron en prome-
dio 12.3°Brix y 25.77% de materia seca. En los frutos muestreados se
observaron 118 larvas del orden Coleoptera, las cuales se colocaron en
camaras de pupacion, de estas emergieron 92 adultos del picudo de las
anonaceas (Optatus palmaris), insecto reportado anteriormente por Cas-
taneda et al. (2009), también se observaron larvas del barrenador de las
semillas (Bephratelloides cubensis Ashmead), en este caso, el insecto pupa
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dentro de la semilla, posteriormente emerge en busca de frutos para
ovipositar (Pefia et al., 2002; Herndndez et al., 2008).

Se colectaron 16 frutos de guandbana con larvas de Diptera, éstas se
colocaron en cdmaras de pupacion a temperatura ambiental con sustra-
to formado por arena y aserrin en mezcla de 1.1, en total emergieron 21
adultos de Neosilba sp. (Diptera: Lonchaeidae), de éstas se depositaron
cinco ejemplares en la Coleccién Entomoldgica del Colegio de Post-
graduados Campus Montecillo. No se observaron frutos de A. muricata
danados por alguna especie de Anastrepha; resultados similares obtuvo
Jiménez (2003) al realizar muestreo en campo de 8,455 frutos (7.9 t) en
Nayarit, México. De otros frutos se muestrearon 240 mangos y 318 ho-
bos (Spondias spp). En estos tltimos se encontraron larvas de Anastrepha
spp, las cuales se colocaron en cdmaras de emergencia para obtener los
adultos, emergieron 35 adultos de A. obliqua (cuadro 1).

Cuadro 1. Muestreo de frutos hospedantes de Anastrepha spp. y emergencia de adultos

Especies colectadas
Hospedante Frutos disectados
A. ludens A. obliqua
Hobo 318 4] 35
Mango 240 ] 0
Total ] 35

Infestacion inducida

Se cosecharon en total 43 frutos de guandbana, en seis de los cuales
ocurrio6 alguna actividad de las hembras de ambas especies. Después de
41 dias de observacion no emergieron larvas 6 adultos de Anastrepha, Ji-
ménez (2003) obtuvo resultados similares en jaulas de campo, en jaulas
de laboratorio, en cambio, observo emergencia de adultos de A. ludens.
Por su parte, Stone (1942) enlista una serie de hospederos de Anastrepha,
incluye s6lo aquellos frutos en los cuales se observo infestacion en cam-
poy en los puntos de venta, en total menciona 90 especies en las cuales
no incluye a A. muricata. De los frutos de mango, emergieron 7 adultos,
cinco de A. obliquay dos de A. ludens (especies identificadas y deposita-
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das en el Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria de la Direccion
General de Sanidad Vegetal)(cuadro 2). En diversas revisiones de lite-
ratura que consignan gran variedad de especies de plantas hospederas
de moscas de la fruta (Stone, 1942; Norrbom y Kim, 1988; Pefia y Ben-
nett, 1995; Pefia etal., 2002; Zucchi, 2007), se observa que estos reportes
han sido mediante citas de articulos anteriores los cuales a su vez citan
autores anteriores, lo mismo ocurre con revisiones de colecciones ento-
mologicas, donde se consigna al adulto de Anastrepha sin determinar si
este fue encontrado danando en condiciones naturales a la planta en
cuestion.

Cuadro 2. Emergencia de adultos de A. obliqua y A. ludens en frutos de mango y guana-
bana con infestacion inducida

Adultos emergidos
Frutos Frutos observad
A. ludens A. obliqua
Guanabana 43 (0] 0
Mango 32 2 5
Total 2 5
Conclusién

Con base en los resultados obtenidos, y a la definicion de hospedero
natural, podemos concluir que A. muricata no es hospedero de A. ludens
y A obliqua.
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Resumen

as acetogeninas se reportan como potentes inhibidores del Com-

plejo I de la cadena respiratoria mitocondrial (Gonzalez-Coloma

t al, 2001). Habiendo demostrado que su toxicidad se presen-

ta por simple contacto con los organismos blanco (Martinez Navarro,
2008) se ha ensayado su efecto frente a levaduras mutantes. Tenemos
evidencia de que las acetogeninas presentes en un extracto metanoli-
co de semillas de Annona muricata afectan la morfogénesis y estructuras
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externas de insectos como Blatella periplaneta (Martinez Navarro, 2008)
y Anastrepha ludens (Dominguez Martinez et al, 2009). Nos proponemos
analizar el dano causado por extractos ricos en acetogeninas, a cepas
de levadura mutadas en los genes CHSI, CHS2, involucrados en la bio-
sintesis de quitina durante la formacion del septo entre células madre y
yemas de levadura, como un primer abordaje para demostrar la accion
“pleiotropica” de la anona. En los bioensayos utilizamos cepas “knock-
outs” de Saccharomyces cerevisiae (YKO MATa Strain Collection, Open
Biosystems), las cuales se cultivaron en medio liquido YPD con o sin
extracto rico en acetogeninas. Realizamos cinéticas de crecimiento
para evaluar el efecto de estas moléculas en el tiempo de duplicacion
de cada cepa. Mediante microscopia optica evaluamos cambios como
elongacion celular, formacion no apical de yemas y células hijas unidas
a la célula madre (con septos notables), se tomaron como anomalias
relacionadas con la morfogénesis. El crecimiento de las cepas chslA y
chs2A no se vio afectado por el extracto, aunque se observaron alteracio-
nes en la formacion de septos, lo que causo la formacion de agregados
y alta frecuencia de células madre unidas a la yema. Esta morfologia es
atribuible a alteraciones en la formacion de la pared celular. A diferen-
cia de las células yrrIA expuestas (Dominguez Martinez et al, 2009), las
células chslA y chs2A no forman pseudohifas, lo que sugiere que las vias
de afectacion son diferentes entre la cepa yrrlA y las mutantes chsIA y
chs2A. Las acetogeninas no solo afectan el transporte electronico mito-
condrial, sino también algunos genes de la sintesis de quitina, lo que se
demuestra por el impacto causado en la gemacion y morfogénesis de S.
cereviside, principalmente en mutantes CHS y CHD. Esto explica el dano
previamente observado a pupas de Aedes aegypti, y adultos de Blatella pe-
riplaneta 'y Anastrepha ludens.

Introduccion

Conocidas por su alta toxicidad, las acetogeninas son policétidos for-
mados a partir del acetil-CoA a través de la ruta del acetato-malonato
(Luna Cazares et al, 2003), y se han caracterizado solamente en el géne-
ro Persea y en la familia Annonaceae. Se han propuesto como productos
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bioactivos para multiples fines, pero es precisamente esa alta toxicidad
lo que limita su uso biomédico.

Las acetogeninas estan formados por una cadena alifatica de entre
32y 34 C, y se caracterizan por tener un anillo y-lactona (saturado o
insaturado,) producto de la modificacion del carboxilo terminal. La ca-
dena carbonada puede tener entre uno y tres anillos tetrahidrofuranos
(THF)(Alalietal, 1999) o tetrahidropirano (Bermejo et al, 2005), y radi-
cales oxigenados (hidroxilos, cetonas y epoxidos, figura 1) con dobles
o triples enlaces.

Figura 1. Estructura de una acetogenina (annonacina) mono THF

Por su bioactividad, destacan algunas acetogeninas como potentes
inhibidores de células cancerosas, a una dosis eficaz media (DE, ) me-
nor a 10 mg/mL (menor que la del taxol, un diterpeno de Taxus brevi-
folia) aun para células resistentes a adriamicina, cuya dosis letal es de
hasta 10° pg/mL (Alali et al, 1999), y en consecuencia, unas 1,000 veces
menos potente que la acetogenina.

Varias ACG como asimicina, parviflorina, silvaticina, bullatacina, ano-
montacina y gigantetrocina-A son notables agentes insecticidas, mejores
que el piretroide sipermetrina, o que el cloripirifos (compuesto fosfora-
do), la hidrametilnona (derivada de amidinohidrazaona), o los carbama-
tos proporxur y bendiocarb (Alali, op.cit.). Las ACG con dos anillos THE
y con grupos OH adyacentes son agentes toxicos por contacto (mas que
antialimentarios) para el mosquito de la fiebre amarilla (He et al, 1997).
La escuamocina es toxica para los coledpteros y homopteros (Leptinotarsa
decemlineata y Myzus persicae). Como antialimentarios de larvas de Spodop-
terd frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) se han reportado nueve ACG de
A cherimola, destacando entre ellas la escuamocina, que es letal para el
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1009 de las larvas a una dosis de 50 pg/g de dieta (Gonzalez Coloma et dl,
2002). Para larvas de Aedes aegypti, se reporta una mortalidad del 65% con
20 pg/mL de rolliniastatina (Londerhausen et al, 1991). La toxicidad de
las ACG se debe a su capacidad para inhibir el transporte de electrones
de la membrana interna mitocondrial, a nivel de la NADH deshidroge-
nasa (ubiquinona oxido reductasa, Complejo I o NADH deshidrogenasa
(figura 2) (Degli Esposti et al, 1994). Este es el punto de accion de la rote-
nona, la piericidina A y capsaicina (Londershausen op. cit.; Guadatio et al,
2000) y del 1-metil-4-fenil piridinium (MPP).

Figura 2. Sitios de accion propuestos para las acetogeninas y otros inhibidores de la
enzima NADH-ubiquinona oxidorreductasa

Por su alta toxicidad, la annonacina, se ha probado en diferentes
modelos biologicos, incluyendo el tumor de agallas de plantas, mito-
condria de rata, lineas celulares cancerosa y lineas murinas, neuronas
de embrion de rata, particulas sub mitocondriales (PSM) de bovino,
larvas de Spodopteraspy L. decemlineata (Luna Cazares etal, 2003), y en to-
dos ellos se corroboro que la accion es a nivel del Complejo I. Al inhibir
la NADH oxidasa mitocondrial de células cancerosas, las acetogeninas,
y en especial la annonacina inducen apoptosis por la via de caspasa 3 y
Bax- Bad, estancando tales células en la fase G1 (Yuan et al, 2003).
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Dado el amplio espectro de toxicidad las acetogeninas resultan de
gran importancia economica, tanto para el sector agricola, pecuario y
aun biomédico, ya que pueden danar insectos tales como los mosquitos
de los géneros Aedes y Anopheles, Pediculus humanus, Pulex irritans, Cimex lec-
tularius y Blattella germanica (Alali et al, 1998; Bobadilla et al, 2002), entre
otros. La toxicidad se atribuye a un efecto antialimentario, comparable
al mostrado por la rotenona, y superior al causado por extractos del
arbol del Nim (Azadirachta indica). Pero hay evidencias recientes (Do-
minguez-Martinez et al, 2003) de que basta el contacto externo para
afectar, por ejemplo, a las pupas de Aedes aegypti (figura 3), cuya morfo-
génesis resulta severamente alterada:

Figura 3. Pupas de A. aegypti. Se muestra la morfologia normal (izquierda): un cuerpo
curvado, los primordios de las alas (flecha superior), y debajo de ellas las patas. Com-
parando (en medio), una pupa expuesta a extractos de acetogeninas. Se observa el
cuerpo recto, paletas natatorias incompletas (flecha blanca), desarrollo defectuoso de
las patas (flecha superior) y alas, lo que es mas notable en el acercamiento ventral
(imagen a la derecha), en que se hacen evidente ademas, la exposicion anomala de la
futura trompa por separacion de las estructuras (tomado de Dominguez Martinez et
al., 2003)

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que los extractos de se-
milla de A. muricata, ricos en acetogeninas, causan la destruccion de
estructuras quitinosas de adultos de Blatella periplaneta (Martinez Na-
varro, 2008), como el protolabio, el exoesqueleto y las patas, cuando se
les mantiene en frascos impregnados con acetogeninas (figura 4).
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Figura 4. Dafos observados en un individuo adulto de Blatella sp. A la izquierda se
muestra el organismo intacto (la flecha sefala el protolabio, y las patas son claramen-
te visibles). A la derecha el mismo individuo, luego de exposicion al extracto. Ha per-
dido las patas y el protolabio ya no presenta su estructura original (flecha); tampoco
conserva las antenas (Tomado de Martinez Navarro et al, 2008)

Varios autores proponen una estrecha correlacion entre la toxicidad
de una acetognina y la longitud del espaciador entre la lactona y el (o
los) anillos THF, siendo el 6ptimo un total de 13 atomos de C entre
estos elementos (figura 1). La insercion de un anillo no afecta la activi-
dad mientras no reduzca la longitud del espaciador. Esto puede deber-
se a que la cadena principal de metilenos se pliega alrededor del THF,
principalmente en las ACG bis-THF, generandose una alta polaridad
alrededor del anillo THF (Takada et al, 2000). Se requiere la presencia
de la lactona para la accion conjunta con el THF sobre el Complejo I
(Hamada et al, 2004). En orden decreciente, las acetogeninas con ani-
llos bis-THF adyacentes son mas potentes que las que no los tienen,
pero éstas superan a las mono THF.

Segun el modelo propuesto por Abe et al. (2008), el anillo THF hi-
droxilado y la lactona se unen simultaneamente a dos sitios del Com-
plejo I, modelo que explica el requerimiento del espaciador de 13C para
que la ACG alcance tales sitios. Dado que los THF forman puentes de
hidrégeno, acttian como anclas hidrofilicas que sostienen el espaciador
sobre los lipidos del lado interno de la membrana, mientras la lactona
interactta con un sitio de la misma membrana interna. Esto explica la
bioactividad de las ACG, y que la exposicion de animales de laboratorio
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o seres humanos a dichas ACG puede causar enfermedades neurodege-
nerativas, como algunas formas del mal de Alzheimer y de Parkinson.

Si el mecanismo de dafo causado por acetogeninas consiste en la
inhibicion del Complejo I mitocondrial, resulta importante ensayar su
efecto en levaduras (Saccharomyces cereveisiae), pues sus mitocondrias
(como las de algunas plantas y hongos) carecen del Complejo I, pero
a cambio poseen enzimas NADH-deshidrogenasa alternas, llamadas
NADH-ubiquinona-6-oxidorreductasas de tipo II, 0 NADH deshidro-
genasas insensibles a rotenona (NDH-2). En las levaduras, el NADH re-
ducido en el citosol y dentro de la mitocondria se utiliza por dos NADH
deshidrogenasas externas (NDEl y NDE2) y una NADH deshidroge-
nasa interna (NDI1) (Rivera Pérez et al, 2005). Esta ultima reacciona
especificamente con el NADH, pero puede emplear in vitro diferentes
aceptores de electrones, como la ubiquinona-2, la ubiquinona-6 (que
es el aceptor de electrones endogeno o natural) el 2,6-diclorofenolindo-
fenol y el ferricianuro.

Aunque catalizan la misma reaccion que el Complejo I de la cadena
respiratoria clasica mitocondrial, las NADH oxidorreductasas tipo 11
no contribuyen a la generacion de gradientes protonicos transmembra-
nales.

En las levaduras también hay transhidrogenasas de NADH (Rivera
Pérez etal, 2005) y una lanzadera de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa,
por la cual el NADH es oxidado a NAD, y los electrones sirven para
reducir el fosfato de dihidroxicetona a glicerol-3-fosfato por la enzi-
ma Gpdlp del citosol. Tal es la eficacia de las NADH ubiquinona oxi-
dorreductasas de levadura, que se usan para recuperar la oxidacion de
NADH en células de mamifero cuyo Complejo I mitocondrial es de-
fectuoso (debido a mutacion en el gen mitocondrial que codifica para
NDH4 (Seo et al, 2000).

Estas enzimas alternas se encuentran en las cadenas respiratorias
de bacterias como Escherichia coli y arqueas (ej. Acidianus ambivalens), asi
como en organismos eucariontes (hongos) y plantas (Rivera Pérez, op.
cit.). Su funcion es crucial, ya que dan versatilidad al metabolismo celu-
lar y adaptabilidad a las condiciones ambientales del organismo al que
pertenecen.
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Al exponer cepas mutantes de levadura a extractos de semilla ricos
en acetogeninas hemos observado alteraciones en la morfologia celular,
notables principalmente durante la gemacion, proceso en el que es muy
importante la sintesis de quitina, de manera que esta via metabdlica
pudiera estar involucrada en un efecto pleiotropico de las acetogeninas.

Entre los genes involucrados en la sintesis de quitina, esta la familia
CHS, formada al menos por 7 miembros, cuyo producto es la enzima
quitin-sintetasa, de la cual hay al menos 3 miembros (sintetasas I, IT y
[IT), que catalizan la transferencia de N-acetilglucosamina (GlcNAc) a
la quitina, principalmente durante la reparacion (CHSI) o formacion
(CHS?2) del septo primario durante citocinesis. La enzima Chs3p cata-
lizala sintesis de la mayor parte de quitina de la pared celular, y une la
quitina al extremo no reductor de 1,3-b glucano formando los enlaces
B-1,4 (Ono et al, 2000).

La transcripcion del gen CHSI es activada por el factor de aparea-
miento (mating factor), y se sabe que el producto de Chslp se encarga de
reparar la quitina danada balanceando la actividad quitinasa. La enzi-
ma del gen CHS2 es regulada por Cdklp durante la mitosis. La enzima
IIT es requerida para la sintesis de la mayor parte de la quitina de la
pared celular y del anillo de quitina durante la emergencia de la yema,
asi como para la formacion de quitosanas de la pared de esporas. La
enzima IIT es reclutada hacia el cuello de las yemas por CHS4. Durante
el crecimiento vegetativo se ha reportado la participacion de varios ac-
tivadores de Chs3p, como Bni4p, Shelp y Skt5p.

El nivel de expresion de Chs2p esta regulado durante el ciclo celu-
lar, y la proteina producida se localiza en el cuello de la yema al final de
la mitosis, momento en que se degrada. La proteina de Chs3p es estable
y forma un anillo en la superficie de la yema emergente, acumulandose
entonces en la célula madre. Se requieren varios factores celulares, in-
cluyendo los productos de los genes CHS4, CHS5, CHS6, MYO2y TIGI
(Ono et al, 2000)

Relacionados con el metabolismo de quitina, estan los genes para la
enzima quitin-desacetilasa (CDAly CDA2,0 YLR308W). CDA2, junto
con Cda Ip esta involucrado en la biosintesis del quitosano (variante
desacetilada de la quitina), componente de la pared de la ascospora,
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mismo que le da rigidez a tal pared. La mutacion de ambos genes per-
mite la formacion de células viables, ya que su funcion es redundante.
El fenotipo distintivo es la falta de fluorescencia de las esporas, debido
a defectos en los residuos de di-tirosina en la pared externa de la ascos-
pora. Las esporas mutantes son sensibles a enzimas hidroliticas, éter y
choque térmico (Christodoulidou et al, 1996).

La levadura resulta asi un organismo de estudio excepcional para
evaluar el efecto de las acetogeninas, particularmente por las alteracio-
nes que estas causan en la metamorfosis de pupas de A. aegypti y en nin-
fas y adultos de B. periplancta, puesto que se involucran alteraciones en
el metabolismo de quitina, al igual que en levaduras. En el caso de los
insectos estudiados, los dafios observados corresponden a estados me-
tamorficos no susceptibles a los antialimentarios como el Abate (insec-
ticida organofosforado usado para el control por los Servicios de Salud
oficiales), y durante los cuales la sintesis de quitina es esencial, por lo
que consideramos posible que estén involucrados mecanismos diferen-
tes (aunque posiblemente relacionados) al bloqueo de transporte elec-
tronico. Para estudiar esta posibilidad, se seleccionaron mutantes en
los genes CDA (CDAI y CDA2, variantes que codifica la enzima quitin-
desacetilasa no funcional) y, simultaneamente con la cepa BY4741 Mat
a (“silvestre”), se expusieron a las acetogeninas, para analizar altera-
ciones durante el crecimiento de las cepas en medio de cultivo liquido.

Método

Los extractos de semilla ricos en acetogeninas se prepararon segin la
metodologia descrita en Dominguez-Martinez et al. (2003).

Las cepas “knock-outs” de S. cerevisiae (YKO MATa Strain Collec-
tion, Open Biosystems) y la cepa silvestre BY4741 Mat a se cultivaron
en medio YPD (extracto de levadura al 19, peptona al 2% y dextrosa
al 2%). Los cultivos se colocaron en matraces (o0 tubos de ensayo para
determinaciones de absorbancia), adicionando 50 pl/mL de extracto
rico en acetogeninas. Se incluyeron cultivos control sin tal extracto. En
cada matraz se inocularon volimenes adecuados (20-50 pL) de culti-
vos de 18 h, suficientes para alcanzar una absorbancia (540 nm) inicial
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de 0.05. Los matraces y tubos se incubaron en un bao a 32°C con agi-
tacion constante.

Para analizar posibles alteraciones en la replicacion, se siguio el in-
cremento de la poblacion a diferentes tiempos, usando dos parametros:
el registro de la absorbancia a 540 nm, y el peso seco celular, para lo
cual se tomaron alicuotas de 3 mL del mismo medio, a cada tiempo,
se centrifugacion a 4°C y 8,000 rpm, se elimino6 el sobrenadante, y los
tubos se secaron a 40°C luego de lo cual los tubos se pesaron en una
balanza analitica (hasta 1 décima de mg).

De cada tiempo de muestreo se prepararon frotis que se tifieron con
azul de metileno al 0.19% en agua, a fin de detectar células muertas, con-
siderando que solo aquellas levaduras cuya membrana estuviera dana-
da, son susceptibles de tincion. Los frotis se observaron al microscopio
compuesto (40X), en busca de alteraciones en la morfologia celular.
Los cambios como elongacion celular, formacion no apical de yemas,
células hijas unidas a la célula madre, células unidas por septo visible o
formacion de estructuras precursoras de formas invasivas (células ma-
dre con mas de una yema alargada que permanece unida a la madre, ver
figuras 6y 7), se tomaron como anomalias morfologicas. Se analizaron 5
campos por preparacion. Se muestran los mas representativos.

La confiabilidad de los resultados se evalué mediante determinacion
de la media y desviacion estandar para 3 repeticiones de cada cultivo
(tomando células originales, dado que la levadura tiene alta capacidad
de regeneracion y salteo de las mutaciones) de las correspondientes
mutantes y la cepa control, en referencia a cultivos idénticos sin ex-
tracto.

Resultados y discusiéon
En la figura 5 se muestra la morfologia normal (a) de la cepa silvestre
BY4741 Mat ay la mutante cdalA (b), luego de 3 h de incubacion a 32°C

en medio YPD. Hay células solas, ovoides, de tamano constante. La ma-
yoria presentan una yema apical, que es el fenotipo normal.
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Figura 5a. Morfologia de la cepa silvestre BY4741 Mat a no expuestas a acetogeninas.
Aladerecha (figura 5b) se muestra la mutante cdalA en medio YPD (mismo tiempo de
cultivo que BY4741). Es notable la menor densidad celular en esta altima. En circulos
se destacan células en gemacion

En presencia del extracto y a las 5 h de cultivo, la cepa BY4741 pre-
senta gemacion y aumento de la densidad poblacional, lo que indica
que la sustancia no impide la replicacion ni alteraciones al ciclo celular,
que se reflejan en el crecimiento del cultivo (figura 6).

Sin embargo se encuentran numerosas células madre con mas de
una yema unida, lo que demuestra alteraciones en la gemacion (figura
6, circulos oscuros). Esta anomalia confirma que los septos (notables
entre algunas yemas y su célula madre, destacados con flechas en la
figura 6) no se forman correctamente (lo que impide la liberacion), o
bien que hay deficiencias en la formacion de la pared. En ambas estruc-
turas se requiere la sintesis de quitina (Ono, op. cit.), para cuya sintesis
esta cepa no deberia tener dificultad alguna (ver mas adelante).

Hay varios agregados, que reiteran anomalias (cuadros). Algunas
células hijas emergen lejos del apice, y son ligeramente alargadas (cir-
culos blancos), como si se fuera a proseguir con desarrollo invasivo, que
no llega a formar pseudohifas (las que si se observaron en la cepa yrrlA;
Dominguez-Martinez et al, 2009) tipicas de etapas invasivas de levadu-
ras y hongos del ambiente.
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Figura 6. Cepa silvestre expuesta por 5 h al extracto

La cepa cdalA bajo las mismas condiciones, presenta una ligera dis-
minucién en la densidad celular (figura 7), aunque no hay células muer-
tas, pero si un ntmero mayor de células unidas en todos los tiempos de
observacién. Hay muchas células en gemacién, pero en mayor propor-
cidn las que tienen yemas multiples (2 0 3) unidas a la madre (circulos
oscuros). Se distinguen claramente alguinos septos entre madre y yema
(flecha). Algunas de las yemas son muy alargadas (circulos blancos) y/o
en posicién no apical, semejando nuevamente el inicio de procesos de
invasién. El tamano celular es muy variable.

Figura 7. Mutante cdalA expuesta por 5 h a la anonacina
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Conviene resaltar que si la exposicién es a mayor proporcion del
extracto respecto al medio de cultivo (75, y 150 ul/ml), o se mantie-
nen por tiempos mayores a 18 h, se observan dafios mds severos, aun
en la cepa silvestre (figura 8): las madres con mads de una hija, (circulos
obscuros) y con yemas no apicales (cuadro) son frecuentes, asi como
los agregados. Las hijas son alargadas (circulos claros). También hay
células en gemacién de gran tamafio (flecha), pero si bien las alteracio-
nes morfol6gicas se acentian, no se detecta ningun incremento en la
mortandad (la densidad celular es grande y no hay células azules), lo
que habla de la capacidad de adaptacion de las células, aun a costa de

impacto en la morfologia.

Figura 8. Células silvestres expuestas por 18 h a 75 pL (izquierda) y 150 L (derecha)
de anonacina por mililitro de cultivo

Todos los fenotipos encontrados, son clara confirmacién de altera-
ciones de la gemacion, en la cual participan tarito los genes de formacion
de pared, como los que codifican para la quitina sintetasa y quitina des-
acetilasa. Los defectos en la formacién y resolucion del septo (observa-
ble como células madre con mds de una hija, y los agregados) involucran
a la enzima quitina sintetasa, principalmente la producida por Chsp2 y
su regulador, Chsp3 (Ono op. cit)) asi como los productos de los genes de
quitina desacetilasa (Christodoulidou ap. cit), cuya funcion es relevante
en la libracion de la yema, la cual requiere tanto la formacion de septos
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funcionales, como de la sintesis de la nueva pared, cuyo componente
principal es la quitina. Sin embargo, la regulacion involucra a genes
como FLO8, lo que explica la formacion de células madre con multiples
yemas unidas, aun en la cepa no mutada (figuras 6y 8). Este fenotipo es
inesperado en las cepas YKO Mat a, las cuales son isogénicas de la cepa
BY4741-Mat-a. Esta reportado que esta cepa no puede formar pseudohi-
fas y que no presenta crecimiento invasivo debido, precisamente, a una
mutacion en el gene FLO8 (Liu H. et al.,1996), de modo que las anomalias
son evidencia de que las acetogeninas tienen efectos pleiotropicos, no
necesariamente causados por déficit de ATP.

Tras el mecanismo de adaptacion descrito (alteraciones morfolo-
gicas y de gemacion, mas que muerte celular) subyacen procesos mo-
leculares a estudiar, como la regulacion transcripcional de los genes
mencionados, y cascadas de transduccion de sefiales involucradas al
menos, en el ciclo celular (como MAPK, via a la que pertenece FLOS).

Las alteraciones morfologicas observadas de ninguna manera se
pueden atribuir a dafios relacionados con la presencia de deshidroge-
nasas alternativas, puesto que las levaduras no deben ser sensibles a
las acetogeninas. Esto constituye un argumento mas a favor de que las
acetogeninas no son tnicamente agentes desacoplantes.

Conclusiones

Los extractos de acetogeninas provenientes de guanabana danan las
vias de diferenciacion y metamorfosis, no solo en culicidos y otros in-
sectos (cucaracha doméstica), sino en organismos como la levadura,
que requieren la biosintesis de quitina para su desarrollo.

Las acetogeninas alteran la morfogénesis de S. cerevisiae de la cepa de
levadura BY4741 MAT a, afectando genes de la sintesis de quitina, lo que
constituye una evidencia de que el dano previamente observado a Aedes
aegypti, Blatella periplaneta y Anastrepha ludens no solo se debe a bloqueo del
transporte de electrones y al consecuente déficit en los niveles de ATP.

El uso de cepas mutantes de levadura (BY4741 MAT a) como “or-
ganismos modelo” es adecuado, ya que en este trabajo resulto util para
demostrar que las acetogeninas:
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L

2.

No solamente bloquean el transporte electronico mitocondrial
(anivel del Complejo I, como la rotenona), sino que

Afectan vias relacionadas con la biosintesis de quitina, dado que
mutantes relacionadas con esta via desarrollan fenotipos anor-
males, lo que demuestra que el gen alterado esta afectado por las
acetogeninas.

Dado que las cepas usadas son haploides y no deben formar
pseudohifas ni hacer crecimiento invasivo, las alteraciones mor-
fologicas mostradas sugieren que estan implicados genes como
FLOS, que a su vez es miembro de la cascada de transduccion
de MAPK, relacionada con el ciclo celular (y con la gemacion
normal).
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Resumen

nonaceae y es la especie mas importante, ampliamente distribui-

da en el tropico. La formacion de la union del injerto involucra
procesos que incluyen muerte de células en la interseccion, adhesion
de los componentes del injertos, formacion de callo, puente cambial,
diferenciacion de callo y el establecimiento y continuidad del cambium
vascular. La deshidratacion de los tejidos se realizo a través de enjua-
gues con etanol al 509%, 70%, 96%. Para la infiltracion e inclusion las
muestras se cubrieron con glicolmetacrilato y etanol absoluto (50:50
v/v); (70: 30 v/v) y glicolmetacrilato (100%). Las primeras divisiones
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celulares fueron observadas entre los 3 y 6 dias después de la injerta-
cion, estas divisiones se iniciaron en el portainjerto. Todas las divisio-
nes sucesivas ocurren entre 6 y 15 dias después del injertado. A los 60
dias se observo la formacion de una union de callo. La actividad de las
cé¢lulas cambiales fue restaurada y la unién aparece como una cicatriz
a los 90 dias. Estas nuevas células cambiales producen nuevos tejidos
vasculares, xilema hacia el interior y floema hacia el exterior, estable-
ciendo asi una conexion vascular entre la ptia y el portainjerto requisito
fundamental para el éxito de la union del injerto.

Palabras claves: Union del injerto, puente cambial, cambium vascular y cicatri-
zdcion

Introduccion

El guanabano (Annona muricata L.), pertenece a la familia de las Anno-
ndcede y es la especie mas importante, ampliamente distribuida en el
tropico. Regularmente se propaga por la via sexual, esto conduce a
poblaciones muy heterogéneas, por lo que hay necesidad de conservar
ciertas caracteristicas genéticas y solo se logra a través del método de
injerto. La formacion de la union del injerto involucra la fusion de dos
unidades inicialmente independientes dentro de un sistema coheren-
te. Los estudios anatomicos en la formacion de la union del injerto en
plantas perennes han demostrado que los procesos involucrados son
similares en las diferentes especies de arboles frutales. Esos procesos
ha sido investigado durazno (Scaramuzzi, 1952), en manzano (Robi-
taille y Carlson, 1970; Soumelidou et al., 1994). Los procesos incluyen
muerte de células en la interseccion, adhesion de los componentes del
injertos, formacion de callo, puente cambial, diferenciacion de callo y
el establecimiento y continuidad del cambium vascular. Soule (1971),
describe los procesos de la formacion de la union del injerto en mango
y esta ocurre en cuatro etapas: Precallo, callo, puente cambial y la cica-
trizacion de la union. El grado de compatibilidad en combinaciones de
injerto fue determinado de acuerdo a Mosse y Herrero (1951) por inves-
tigaciones de estructura anatomica en la union del injerto en 4 grupos:
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Unio6n perfecta: La linea entre los tejidos del injerto puede apenas
ser vista en ambas corteza y tejidos de madera y en la union del injerto
esta libre de una capa necrotica

Uni6n buena: La linea entre el sector injertado puede ser visto pero
la cortezay tejidos de madera son continuos.

Union de injerto con corteza no continua: Los tejidos de madera y la
union del injerto, es como en el segundo grupo, sin embargo los tejidos
de la corteza y la union del injerto no es continua, presentando una
capa de corcho de color oscuro en la interseccion del injerto.

Union del injerto con tejidos de corteza y madera no continuo: La
madera es como en el grupo 2. Células del parénquima vital no lignifi-
cado es hallado en tejidos de madera que pueden también ser vistas en
un anillo con un ano de edad.

Cuando se realizan experimentos para probar la eficiencia de un de-
terminado tipo de injerto, normalmente no se consideran las caracte-
risticas morfologicas y anatomicas de la especie a pesar de que diversos
autores han demostrado que es comtn encontrar plantas cuyo cam-
bium vascular posee irregularidades morfologicas, falla sectoriales o
que presentan un periodo de letargo en la cual la actividad meristema-
tica es practicamente nula. El tejido mas importante que participa en
la union del injerto y la regeneracion de tejido vascular es el cambium,
tejido meristematico que debe ser estudiado para conocer su actividad
morfologica y anatomica. En guanabano, se ha observado un bajo pren-
dimiento de los injertos, esto a pesar de las habilidades y experiencia
del injertador. Se desconoce que factor (es), son los responsables de
este comportamiento.

Objetivo

El objetivo principal fue estudiar la secuencia de eventos en la cicatri-
zacion de la union de injerto en guanabano.
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Meétodo
Localizacién del experimento

Este trabajo se realiz6 en condiciones de vivero en el Campo Experimen-
tal “La Bandera” perteneciente a la Facultad de Ciencias Agricolas, Uni-
versidad Veracruzana, ubicado en Actopan, Veracruz. Su localizacion
geografica es: 19° 31" de Latitud Norte y 96° 36’ de Longitud Oeste y 400
msnm. De acuerdo con la clasificacion de Koppen modificada por Garcia
(1988) el clima es del tipo Aw”o(w)(i'), corresponde a un clima caliente
subhtimedo, con régimen de lluvias en verano. La temperatura promedio
es de 24.5 °C y un promedio de precipitacion anual de 1026 mm.

Injerto

Las plantulas fueron obtenidas de semillas de frutos de arboles criollos
de laregion. Las semillas fueron depositadas en semilleros y después de
60 dias fueron ubicadas en un vivero para su desarrollo. Ocho meses
después alcanzaron el diametro apropiado para su injertacion. El pro-
ceso del injertado se realizo el 7 de febrero de 2004. El método emplea-
do fue el enchapado lateral con ptias subterminal, descrito por Vidal

(1993).

Muestreo y microtecnia

La recoleccion de la muestra se realizé con base a un calendario de
muestreo (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Periodo de muestreos de la unién del injerto del guandbano en la fase de

campo

1° Muestreo 9 de febrero 2004
20 Muestreo 11 de febrero 2004
37 Muestreo 13 de febrero 2004
4= Muestreo 15 de febrero 2004
5" Muestreo 17 de febrero 2004
6° Muestreo 19 de febrero 2004
s Muestreo 21 de febrero 2004
8° Muestreo 24 de febrero 2004
9° Muestreo 9 de marzo 2004
10° Muestreo 16 de marzo 2004
11° Muestreo 25 de marzo 2004
12° Muestreo 2 de abril 2004
I37 Muestreo 9 de abril 2004
14° Muestreo 9 de mayo 2004

Se recolectaron dos muestras por cada fecha de muestreo. Las mues-
tras consistieron Gnicamente de la zona de unién de cada uno de los in-
jertos. Se tomaron 6 cm de longitud de la zona de unién de injerto. Cada
una de las secciones de unién se sumergié en una mezcla de glutaralde-
hido y Buffer de Fosfato, de esta manera las muestras se transportaron
al laboratorio. La deshidratacion de los tejidos se realiz6 a través de
enjuagues con etanol al 50%, 70%, 96% y finalmente con etanol abso-
luto al 100%. Cada una de estas fases tuvieron un intervalo de 24 h. La
infiltracion e inclusion se realizé de la siguiente manera: las muestras
se colocaron en pequenos viales de 6 ml de capacidad. Estos se cubrie-
ron con glicolmetacrilato y etanol absoluto (50:50 v/v); (70: 30 v/v) y
glicolmetacrilato (100%) por una semana respectivamente. I as mues-
tras ya infiltradas se depositaron en cdpsulas de gel # 00 a las que se le
agrego la mezcla de glicolmetacrilato y peréxido de benzoilo (99:1 v/v)
(Ruzin, 1999), éstas se dejaron reposar por dos dias. Posteriormente
se colocaron dentro de una estufa a 40°C por 48 horas. Para el proceso
de montado y corte, las muestras se colocaron sobre pequefos trozos
de madera con ayuda de ciano-crilato, luego se procedi6 a los cortes
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anatomicos. Con un microtomo rotatorio Marca Leica 2125RT las sec-
ciones de muestras fueron cortadas aun grosor de 10 um. Los cortes se
depositaron sobre portaobjetos y éstos se colocaron sobre una plancha
a40°C por 15 min, para el proceso de secado de las muestras. La tincion
de las muestras se realizo con azul de toloidine y posteriormente éstas
se montaron con resina sintética y xilol. Las observaciones se realiza-
ron en un fotomicroscopio y éstas se analizaron posteriormente.

Resultados y discusion

La afinidad entre el portainjerto y el injerto representa una serie de
reacciones bioquimicas, fisiologicas y morfologicas en plantas injer-
tadas. Cuando esta afinidad es con respecto a la compatibilidad, se
observa una interaccion positiva y un desarrollo armoénico entre el
portainjerto e injerto. Una vez realizado el injerto y en pleno contacto
el cambium vascular de la pta y del portainjerto, se inicia la division
celular del parénquima para formar callo en ambos componentes en la
region cambial. Por esta razon, es importante la presion hecha a través
del amarre con el plastico, esto permite la firme union de ambos cam-
bium de los componentes restaurando la actividad cambial de manera
normal. Sobre la sobrevivencia del injerto, la yema terminal inicio la
brotacion entre los 12 y 15 dias después de la injertacion. Se observo un
renuevo prematuro de la yema, esto ocurrio cuando la union cambial
no habia sido establecida. Esto podria ser un indicador confiable de la
union cambial, estableciéndose con ello un éxito en la injertacion. Las
primeras divisiones celulares fueron observadas entre los 3 y 6 dias des-
pués de la injertacion, estas divisiones se iniciaron principalmente en
el portainjerto. La formacion del callo después de la injertacion usual-
mente ocurre primero en el portainjerto y mas tarde en el injerto. Esto
quiza se atribuya a las diferencias en las condiciones fisiologicas que
prevalece en el injerto y portainjerto, como un resultado en donde el
injerto ha sido completamente aislado de fuentes nutrimentales y agua,
en tanto que el portainjerto permanece como una planta funcional. La
principal caracteristica anatdmica en una seccion transversal en tallo
de joven de guanabano esta ilustrado en la (figura 1).
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Figura 1. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 3 dias después de la
injertacion. M: Médula; X: Xilema; F: Floema; ZC: Zona de conexion; CV: Cambium
Vascular; I: Injerto; P: Portainjerto

La union del injerto en ambos componentes, estuvo bien ensambla-
das, un buen contacto se establecio entre el injerto y el portainjerto.
Todas las divisiones celulares sucesivas ocurren entre 6 y 15 dias des-
pués del injertado, esto condujo a la formacion de un callo entrecru-
zado entre los dos componentes. Los primeros 15 dias después de la
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injertacion se observo la formacion de una union de callo. Fragmentos
de células lesionadas durante la operacion dieron origen a la formacion
de una capa necrotica sobre la interseccion de la union. Los estudios en
la formacion de la union del injerto en guanabano han revelado algunas
observaciones interesantes sobre la division celular del callo en ambos
componentes. La exposicion de los tejidos vivientes de la plantas por
efecto de la remocion del material alrededor de la zona de afectacion
durante el proceso de la injertacion, estimula la formacion de callo.
Reemplazando el tejido que ha sido removido y asentando firmemente
el sitio de union, restaurando nuevamente la actividad normal. Las cé-
lulas de parénquima se entremezclan, luego se presenta una diferencia-
cion de las células del parénquima del callo en nuevas células cambiales
conectandose con el cambium original del portainjerto y de la ptia, para
finalmente producir tejidos vasculares por el nuevo cambium, permi-
tiendo asi el paso de nutrimentos y agua entre el portainjerto y la ptia
(Simons y Chu, 1985). Células diferenciadas e inmaduras presentes en
la zona de interseccion fueron distorsionadas, presumiblemente como
resultado de la presion durante el amarre del injerto. El dano celular
contribuyo a la formacion de la capa necrotica sobre el corte de la in-
terseccion. Al principio de la formacion del callo fragmentado la capa
necrotica fue gradualmente absorbida y con el tiempo esta desaparecio.
Stoddard y McCully (1979), refirieron a la muerte de células, material
entre los componentes del injerto como la “capa necrotica” y Copes
(1969) la llamo “capa de contacto™.

Es evidente que este tipo de estructura es de ocurrencia normal en
el desarrollo de la union del injerto. Se cree que esta formada de pared
celular y otros desechos segtin varios autores.

La presencia ocasional de las células del callo en la capa necrotica
indica que las condiciones en la capa no es detrimental sobre el desa-
rrollo del callo. De los diversos nombres atribuidos a la capa, la “capa
necrotica” parece mas apropiada, ademas la capa en guanabano con-
sisti6 de muerte de células y remanente de citoplasma, el término tam-
bién indica la poca participacion activa en la formacion de la union.
La capa necrotica desaparecio y fue absorbida presumiblemente por la
proliferacion de callo durante el proceso de la formacion de la union
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(Stoddard y McCully, 1979). Todos los tejidos vivientes fueron dana-
dos durante el proceso de la injertacion e involucrados en la formacion
del callo. La primera division celular en respuesta a las lesiones fue ob-
servada 6 dias después de la injertacion y se observo en ese mismo sitio
células del parénquima cortical y células de los radios del floema en el
portainjerto (figura 2).

Figura 2. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 6 dias después de la
injertacion. M: Médula; X: Xilema; F: Floema; ZC: Zona de conexion; CV: Cambium
Vascular; CP: Células del parénquima; I: Injerto; P: Portainjerto
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Los estimulos que causaron la reaccion en la superficie lesionada se
extendieron mas alla de la herida y las células de la médula también em-
pezaron a alargarse y a dividirse en respuesta a las heridas. Mas tarde
el callo fue formado por células inmaduras del xilema secundario cerca
del corte de la interseccion de los componentes del injerto, asi como de
los radios celulares. Mas callo fue producido y el tejido necrotico fue
desapareciendo hacia dentro de la interseccion del injerto/portainjerto
hasta hacer contacto con el tejido necrotico opuesto o tejido de callo.
La fusion de callo del portainjerto e injerto fue obstruida en areas loca-
lizadas por esos fragmentos de tejidos necroticos. Después de 37 dias
se observo un buen establecimiento de filas de células de callo, este se
presento perpendicular al corte original. Ese puente en la union de la
corteza se extendio hacia la zona de la médula (figura 3). El injerto fue
realmente expandido a los 37 dias después de la injertacion y mucho
tiempo después con la continuidad vascular una vez prendido. Estas
observaciones concuerdan con Herrero (1951) quién observo una capa
de tejido no diferenciado en la union del injerto entre ciruelo (Prunus
spp) y pera (Pyrus spp) aun asi los arboles fueron normales por muchos
anos.

506



Anondceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Figura 3. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 37 dias después de la
injertacion. M: Médula; X: Xilema; F: Floema; ZC: Zona de conexion; CV: Cambium
Vascular; CP: Células del parénquima; I: Injerto y P: Portainjerto

Repetidas divisiones periclinales acompanadas con la expansion
celular resultaron en la formacion de un abanico en la region del callo
consistente en diversas columnas de células a menudo originado en la
médula debajo de la superficie de la herida. Como la proliferacion del
callo procedio, el espacio entre el cambium vascular del injerto y del
portainjerto fue rellenado con mezcla de callo. La extension del cam-
bium vascular permaneci6 desde el borde hacia el final de la separacion
del viejo cambium vascular de ambos componentes, y este fue continuo
hasta restaurase 60 dias después. El cambium vascular demostro haber
contribuido muy escasamente en la produccion del callo en este estu-
dio. Estas observaciones estan de acuerdo con Mergen (1954), quien
observo que la mayor parte del callo fue producido por tejidos fuera
de la zona del cambium vascular. Buck (1954), sugirio que el cambium
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vascular no contribuyo en el proceso de cicatrizacion del callo. La for-
macion de callo en células de radios del xilema ha sido reportada en
Pinuselliotii (Mergen, 1954) y P. ponderosa (Harris y Barnett, 1975). Copes
(1969), observo que el desarrollo del callo en Pseodotsuga menziesii estu-
vo asociado principalmente a los radios y las células del parénquima
del floema localizados en la zona de entrecruzamiento y a las células
cribosas no funcionales. Barnett y Weatherhead (1988) observaron
en injertos de coniferas que el callo se origino de las células de radios
del parénquima, asi como del cambium vascular. En contraste Braun
(1958) y Fuji y Nito (1972) observaron que el callo fue producido prin-
cipalmente por el cambium vascular.

El establecimiento de la union cambial a través del callo entre el por-
tainjerto e injerto estuvo acompanado por la formacion de una perider-
mis cubriendo el corte de la interseccion. La peridermis es importante
durante la formacion del injerto, ademas protege a la union contra para-
sitos invasores y otros efectos externos (Copes, 1969). Ademas la conti-
nuidad vascular entre el injerto y portainjerto asegura un sistema mas
eficiente para el transporte de agua y nutrimentos entre ambas partes;
60 dias después la capa necrotica fue totalmente eliminada y la linea del
injerto fue borrada por el callo en la interseccion (figura 4).
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Figura 4. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 60 dias después de la
injertacion. M: Médula; X: Xilema; F: Floema; ZC: Zona de conexion; CV: Cambium
Vascular; CP: Células del parénquima; I: Injerto y P: Portainjerto

Laactividad de las células cambiales fue restaurada y la union apare-
ce como una cicatriz a los 90 dias. Estas nuevas células cambiales pro-
ducen nuevos tejidos vasculares, xilema hacia el interior y floema hacia
el exterior, estableciendo asi una conexion vascular (figuras 5y 6).
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Figura 5. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 90 dias después de
la injertacion. M: Médula; CV: Cambium Vascular; X: Xilema; I: Injerto; P: Portainjer-
to; ZC: Zona de conexion; CP: Células del parénquima y Re: Radios expandidos

510



Anondceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Figura 6. Corte transversal de la union del injerto del guanabano 90 dias después de la
injertacion. M: Médula; X: Xilema; F: Floema; ZC: Zona de conexion; CV: Cambium
Vascular; CP: Células del parénquima; I: Injerto; P: Portainjerto y Re: Radios expandi-
dos

Conclusiones

1. Inicialmente se observo una capa necrotica en la zona de intersec-
cion, presumiblemente ocasionada por la operacion durante los
corte en ambos componentes, esta capa con el tiempo fue absorbi-
da por la formacion del callo en esa zona, quedando aislada dentro
del nuevo tejido.
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Se observo una division celular activa y continua de las células
del parénquima, esto dio origen a una proliferacion de callo que
cubrio6 los espacios entre el cambium vascular del injerto y del
portainjerto.

Se observo que la formacion del callo no fue limitada por algtin
tejido en particular. La médula fue un sitio de formacion de ca-
llo, asi como los radios y las células del parénquima del floema
localizadas en la zona de conexion. Este resultado confirma la
totipotencia de las células parenquimatosas.

La formacion de callo después de la injertacion usualmente ocu-
rrio primero en el portainjerto y mas tarde en el injerto.
Posterior a la formacion del callo, producto de las divisiones ce-
lulares se presento la diferenciacion celular, para formar el tejido
vascular que comprende al xilema y floema.

El cambium vascular demostro haber contribuido muy escasa-
mente en la produccion de callo en este estudio.
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Resumen

as plantas del género Annona se emplean como recursos herbola-
rios por diversas culturas. En México, la Annona purpurea se em-
plea con fines curativos; el jugo del fruto en ayunas sirve para
la lepra, la semilla es insecticida y la raiz vermifuga (Martinez, 1982,
citado por Gonzalez 1996); el jugo del fruto se usa contra fiebres y res-
friados (Del Amo, 1979; Mendieta y Del Amo, 1981). Se estudio la acti-
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vidad farmacologica de los extractos alcaloidal total y hexanico de raiz
de Annona purpurea mediante las pruebas de laberinto elevado en forma
de +, hipnosis inducida por pentobarbital, campo abierto y rotarod, asi-
mismo se evaluo su toxicidad. En el laberinto elevado en forma de +
ambos extractos no incrementaron la entrada de los animales a los bra-
zos abiertos del laberinto ni el tiempo de permanencia en ellos. En con-
traste, inyectados intraperitonialmente tuvieron efecto en la conducta
de los animales en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital, el
extracto hexanico extendio sus efectos en la actividad locomotriz y la
coordinacion motora y demostro tener su DL_ con la dosis de 50 mg/
Kg. El extracto alcaloidal no modifico estas dos pruebas, tampoco fue
toxico.

En conclusion, los resultados anteriores sugieren que los extractos
alcaloidal y hexanico carecen de actividad ansiolitica, no obstante po-
seen efectos depresores en el SNC y que probablemente dichos efectos
estén mediados a nivel del sitio de union de las benzodiacepinas en el
receptor GABA , ya que la annomontina, presente en el extracto alca-
loidal tiene efectos a este nivel.

Palabras clave: Annona purpurea, extractos, efecto ansiolitico
Introduccion

Los extractos de anonas de diferentes 6rganos son usados en la medi-
cina tradicional, algunos de ellos por sus efectos en el sistema nervioso
central (SNC). Los frutos y las infusiones obtenidas de las semillas, las
hojas y la corteza se les atribuyen propiedades sedativas, hipnoticas y
ansioliticas (Bourne y Egbe, 1979; Gupta, 1995; Hasrat et al., 1997; Ca-
parros-Lefebvre y Elbaz, 1999). Entre las actividades biologicas de este
género sobre el SNC se documenta su efecto sobre sistemas de recepto-
res GABAérgicos, serotonérgicos y dopaminérgicos. De estos trabajos,
se sabe que la administracion de los extractos etanolicos de hojas de la
Annona diversifolia y Annona muricata a ratones reduce significativamente
la incidencia de las convulsiones y la mortalidad inducidas por pentile-
netetrazol (PTZ) (Gonzalez-Trujano et al, 1998; N'Gouemo et al., 1998);
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en otras pruebas los resultados obtenidos con extractos de A. diversifo-
lia, demuestran que el tiempo de suefio se prolonga cuando se realiza la
prueba de hipnosis inducida por pentobarbital y afecta la coordinacion
motriz en las pruebas del rodillo rodante y nado forzado, indicando un
efecto depresor en el SNC (Morais et al., 1998), estos hallazgos llevaron
al aislamiento de una cetona alifatica, la palmitona, obtenida del ex-
tracto de las hojas de esta planta, que demostro ser la responsable de al
menos uno de sus efectos, el anticonvulsivo, aunque el mecanismo de
accion de la palmitona no esta esclarecido, se sugiere que podria estar
involucrado al receptor GABA, (Gonzalez-Trujano, 2001).

También se demostro que el extracto hexanico (EH) de las hojas de
Annona cherimola tiene efectos ansioliticos en dos modelos no condicio-
nados para estudiar la ansiedad en ratones; en la prueba de la caja luz /
oscuridad y en la de enterramiento defensivo, este efecto fue bloqueado
en ambas pruebas por la administracion de picrotoxina, un antagonista
especifico de los receptores GABA, y fue sinergizado en la prueba de ente-
rramiento defensivo por la administracion de mucinol, un agonista de los
receptores GABA , concluyendo que el efecto ansiolitico del EH de las ho-
jas de Annona cherimola esta mediado por una interaccion con el sistema de
receptores GABA  (Lopez-Rubalcava, 2006). Estas referencias aunadas a
las etnobotanicas generaron el interés para estudiar los posibles efectos
ansioliticos de la Annona purpurea, conocer sus moléculas bioactivas y tra-
tar de esclarecer el 0 los mecanismos neuronales que explicarian su efecto.

Método

La raiz de la A. purpurea fue recolectada en septiembre de 2005, en
Hermenegildo Galeana, municipio de Ocozocoautla, estado de Chia-
pas, México y depositada con el no. 26580 en el herbario Eizi Matuda
(HEM) de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas.

Extracto alcaloidal total

La extraccion de alcaloides totales se realizo de acuerdo al procedimien-
to reportado por Gonzalez-Esquinca (2001). Para este proposito se se-
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caron y molieron finamente 2,500 g de raices a temperatura ambiente. El
material obtenido se impregno6 con una solucion saturada de Na,CO,, y
se le dejo secar a temperatura ambiente. Los alcaloides fueron extraidos
agitando este material por una hora con 900 mL de CHCL,, el proceso de
extraccion fue repetido una vez mas y al final ambas extracciones combi-
nadas fueron filtradas y concentradas a un volumen de 500 mL. El extrac-
to cloroférmico concentrado fue lavado con agua destilada (500 mL/3
veces) y extraido dos veces con 2,000 mL de HCI IN en cada ocasion. La
fase acida resultante de ambas extracciones fue alcalinizada (pH 9.5) con
una solucion saturada de Na,CO, y extraida nuevamente con 1,500 mL
de CHCI, Finalmente, el extracto cloroformico obtenido en esta tltima
extraccion fue secado con Na,SO, anhidro y concentrado por evapora-
cion a 45°C. El rendimiento obtenido fue de 11 g de alcaloides totales.
Todos los pasos fueron monitoreados con el reactivo de Dragendorff.

Extracto hexdnico

100 g de raiz molida de A. purpurea se empacaron en cartuchos de pa-
pel filtro que se colocaron en un soxhlet y se extrajeron a reflujo con
hexano durante 8 h continuas. Posteriormente se filtro y el extracto
hexanico obtenido se sec con Na,SO, anhidro y se concentro por eva-
poracion a 45°C.

Animales

Se trabajo con ratones machos BALB/c de entre 25 hasta 30 g de peso.
Los animales fueron criados en el Bioterio de la Facultad de Medicina
de la UNAM, se hospedaron en grupos de 6 animales en cajas de poli-
carbonato (44x21x21) y fueron mantenidos a temperatura de 21°C, con
ciclos luz-oscuridad de 12:12 h, agua y comida a libre disposicion.

Evaluacion conductual

Los extractos fueron suspendidos en polietilenglicol 400 + acido citrico
(4 g/5 mg) en 10 mL de H20. Todos los compuestos utilizados en este
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estudio fueron inyectados por la via intraperitoneal (i.p.) a un volumen
por dosis de 10 mL/Kg. Los animales del grupo control recibieron una
cantidad igual del vehiculo. Se utilizaron grupos desde 5 hasta 7 rato-
nes en todos los experimentos.

Los experimentos conductuales fueron llevados a cabo en ausencia
del experimentador en un cuarto sonoamortiguado, con la luz y la tem-
peratura controlada, con facilidades para la videograbacion. En todos
los casos la camara de video fue colocada por encima de los aparatos de
evaluacion conductual, con excepcion de la prueba de caja luz / oscu-
ridad y la plataforma agujereada donde fue colocada en un plano hori-
zontal. Todas las evaluaciones fueron realizadas entre las 10:00-14:00 h.
Todos los aparatos de las pruebas fueron lavados con detergente des-
pués de cada prueba. La constitucion de los grupos de experimentacion
y de evaluacion de conducta fue hecha al azar por un observador quien
no conocia las condiciones experimentales.

Toxicidad

Diferentes dosis de los extractos fueron administrados por la via i.p.;
para los alcaloides totales fueron de 3.2,12.5, 25 y 50 mg/Kg y para los
hexanicos de 0.39, 1.56, 3.6, 12.5, 25, 50 y 100 mg/Kg. La mortalidad de
los ratones fue registrada por 48 h (Morais et al., 1998).

Pruebas conductuales
Prueba de campo abierto

Este método es usado para evaluar la actividad exploratoria del raton
(Archer, 1973), es posible determinar la disminucion o incremento en
la actividad locomotriz. Se realiza en una caja de vidrio (con paredes y
piso transparente de 48 x 48 x 30 cm) cuyo piso esta dividido con lineas
pintadas de color negro formando cuadros de 12 x 12 cm, el raton fue co-
locado en el centro de la caja y su actividad se registro por un periodo de
5 min. Un observador ciego a los tratamientos registro el ntimero veces
que las lineas fueron cruzadas (actividad locomotriz horizontal) y los
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alzamientos (ntmero de veces que el raton permanecio erecto sobre sus
patas traseras, actividad locomotriz vertical) (Silvania et al, 2004). Para
descartar una posible influencia de los tratamientos sobre la actividad
locomotriz, una disminucion en el namero de lineas cruzadas o de alza-
mientos, se considerd como una disminucion en la actividad locomotriz.

Prueba del rodillo rodante

La integridad de la coordinacion motriz fue valorada con el aparato del
rodillo rodante. Los ratones fueron previamente entrenados a perma-
necer en el rodillo rodante (3 cm de diametro), rotando a una velocidad
de 8 rpm, durante 3 min. Para la prueba los animales se colocaron en el
rodillo rodante y se contaron las caidas que el raton experimento du-
rante la prueba (3 min) (Sugimoto et al., 2008).

Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital

El potencial efecto sedativo de las sustancias en estudio fue evaluado
estudiando sus efectos sobre las acciones hipnoticas del pentobarbital.
El pentobarbital fue administrado (42 mg/Kg, i.p.) 30 min después de
la inyeccion de las sustancias en estudio. Fue estudiada tanto la laten-
cia, considerada como el tiempo transcurrido desde la administracion
del pentobarbital a la pérdida del reflejo de enderezamiento, asi como
la duracion del sueno, evaluado como el tiempo que trascurre desde la
perdida hasta la recuperacion del reflejo de enderezamiento (Gonza-
lez-Trujano, 2001).

Prueba del laberinto elevado en forma de +

El laberinto utilizado en este trabajo es similar al utilizado por Lister
(1987) para medir la actividad ansiolitica en el raton. El laberinto con-
sistio de dos brazos abiertos (30 cm x 5 cm) y dos cerrados (30 cm x
5 cm x 15 cm), que se interceptan en una plataforma central (5 cm x 5
cm). El laberinto se construyo con acrilico blanco opaco y elevado del
piso a una altura de 40 cm. Los brazos abiertos contaron con un peque-
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no borde (2 mm) que se extendio a lo largo de su periferia. Al inicio de
la prueba el raton se coloco en la plataforma central viendo hacia un
brazo abierto, y se registro durante cinco minutos el ntimero de entra-
das y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos. Una entrada
dentro de un brazo del laberinto fue considerada tnicamente cuando
las cuatro patas del raton fueron colocadas dentro del brazo respectivo
(Pellow et al., 1985). Se calcul6 el porcentaje del tiempo de permanencia
en los brazos abiertos (Tiempo en brazos abiertos/tiempo en brazos
abiertos + cerrados x100). Se ha demostrado que la disminucion de la
actividad exploratoria a los brazos abiertos es causada por un miedo
innato de los roedores a los espacios abiertos debido a la ausencia de es-
timulos tigmotacticos (Grundmann et al.,, 2008; Treit et al,, 1993) y que
el uso de compuestos ansioliticos incrementa la actividad exploratoria
y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos.

Analisis estadistico

Los resultados fueron evaluados usando la prueba de ANOVA de una
via, seguida de la prueba poshoc de Newman-Keuls para comparacio-
nes maltiples cuando fue requerido. Los resultados son expresados
como la media + SEM de 5-7 ratones por grupo. Un valor de alfa de
P<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Los parametros
fueron procesados usando el software GraphPad Prism statistical.
Resultados

Extracto alcaloidal total
Toxicidad

Con dosis de 3.2,12.5, 25y 50 mg/Kg i.p. no se registré ninguna morta-
lidad a las 48 h de administradas.
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Prueba de campo abierto

Con el extracto alcaloidal total no se observaron diferencias significa-
tivas tanto en el nimero de lineas cruzadas (F, ,.-1.314; P> 0.05) como
en el nimero de alzamientos (rearings) (F, ,-1017; P > 0.05) entre los
ratones tratados (3.2,12.5, 25 y 50 mg/K) y aquéllos a los que sélo se les
administro el vehiculo (cuadro 1).

Cuadro 1. Efectos de la administracion (ip.) del extracto alcaloidal total sobre la lo-
comocion del raton en la prueba de campo abierto

Stamisti Numero lineas cruzadas Numero de alzamientos
mg/Kg
Vehiculo 928+113 171+54
312 1291+ 181 266+58
125 811+212 175638
250 731+ 175 111+ 44
50.0 828+ 250 11876

Los resultados son expresados como la media + SME; IN= 5-7 para cada grupo
Prueba del rodillo rodante

Ninguna dosis del extracto alcaloidal total (3.2, 12.5, 25 y 50 mg/Kg)
indujo cambios (F,,.=0.4167; P> 0.05) en el nimero de caidas de los ani-
males del rodillo utilizado en esta prueba cuando los resultados fueron

comparados con el grupo control (cuadro 2).

Cuadro 2. Efectos de la administracion (i.p.) del extracto alcaloidal total sobre la

coordinacién motora de el raton en la prueba del rodillo rodante

Tratamientos Niimero de caidas
mg/Kg
Vehiculo QLD
312 06+03
120 10+10
250 10+06
50.0 10+06

Los resultados son expresados como la media + SME: N= 5-7 para cada grupo
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Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital

Con ladosis de 25 mg/Kg el extracto alcaloidal total prolongo el tiempo
de hipnosis inducida por pentobarbital (F;,-3.321; P <0.05)(grafica 1),
no tuvo efectos sobre el periodo de latencia (F, =0.4067; P> 0.05).

3,16

Grafica 1. Efectos del extracto alcaloidal total sobre el tiempo de suefio en la prueba
de hipnosis inducida por pentobarbital. Los resultados son expresados como la media
+ SEM. El extracto alcaloidal total incremento la duracion del suefio. *P<0.05 compa-
rado con el grupo del vehiculo. ANOVA de una via seguida de la prueba de Newman-
Keuls para comparaciones maltiples. N= 5 por cada grupo

Laberinto elevado en forma de +

Con todas las dosis administradas del extracto alcaloidal total (3.2,12.5,
25y 50 mg/Kg), no se observaron diferencias significativas en la conduc-
ta del raton, tanto en el nimero de entradas (F, ,;-0.4495; P> 0.05) como
en el tiempo de permanencia (%) en los brazos abiertos del laberinto)
(F,,5~0.5517; P> 0.05) y aquéllos a los que solo se les administro el vehi-
culo (cuadro 3).
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entre los ratones tratados (12.5 y 25 mg/kg) y aquéllos a los que sélo se
les administré el vehiculo.
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Grifica 3. Efectos del extracto hexanico sobre la actividad locomotriz horizontal en la
prueba de campo abierto. Se representa la media + SEM. El extracto hexanico dismi-
nuyé la actividad locomotriz en comparacion al grupo control. **P ¢ 0.0I. ANOVA de
una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para comparaciones miiltiples. N= 5-7
ratones por grupo
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Grifica 4. Efectos del extracto hexanico sobre la actividad locomotriz vertical en la
prueba de campo abierto. Se representa la media + SEM. El extracto hexdnico dis-
minuy6 el niimero de alzamientos, representando la actividad locomotriz vertical.
#*P ¢ 0.0I. ANOVA de una via seguida de la prueba de: Newman-Keuls para compa-
raciones miiltiples. N= 5-7 ratones por grupo
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Prueba del rodillo rodante

El extracto hexdnico (25 mg/Kg) indujo cambios (F_, = 4.293; P <0.05)
en el nimero de caidas de los animales del rodillo cuando los resultados
fueron comparados con el grupo control (grdfica 5).
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Grifica 5. Efectos del extracto hexdnico sobre la coordinacion motora de el raton en la
prueba del rodillo rodante. Se representa la media + SEM. El extracto hexanico aumen-
t6 el niimero de caidas, indicando pérdida de la coordinacion motriz. **P < 0.0L ANO-
VA de una via seguida de la prueba de Newman-Keuls para comparaciones muiltiples:
N=>5-7 ratones por grupo

Prueba de hipnosis inducida por pentobarbital
Con las dosis de 12.5 y 25 mg/Kg el extracto hexdnico prolongo el tiempo

de hipnosis inducida por pentobarbital (F,, - 7.636; P < 0.05) (grdfica 6),
no tuvo efectos sobre el periodo de latencia (F, ,-0.4067; P> 0.05).
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Grifica 6. Efectos del extracto hexdnico sobre el tiempo de suefio en la prueba de
hipnosis inducida por pentobarbital. Los resultados son expresados como la media
+ SEM. El extracto hexdnico incrementt la duracion del suefio.* P < 0.05, **P < 0.01
comparado con el grupo del vehiculo. ANOVA de una via seguida de la prueba de
Newman-Keuls para comparaciones multiples. N=5-6 por cada grupo

Laberinto elevado en forma de +

Con todas las dosis administradas del extracto hexdnico (0.39, 156, 3.6,
12.5, 25 mg/Kg), no se observaron diferencias significativas en la con-
ducta del raton, tanto en el namero de entradas (F_,=1629; P> 0.05)
como en el tiempo de permanencia (%) en los brazos ablertos del labe-
rinto (F, ;= 0.7963; P> 0.05) y aquellos a los cjue solo se les administro
el vehiculo (cuadro 4).

Cuadro 4. Efectos de la administracion (i.p.) del extracto hexdnico en la prueba del
laberinto elevado en forma de +

Tratainintos mig/Ke Ellll'ﬂdﬂse; ::ss{;r;zus abi- Perman:nh::t::(;:]s brazos
Vehiculo 433311476 2253+ 8578
0.39 10.20+ 4.042 53.30+ 14.02
156 8.000+ 2828 3480+11.39
36 3429+ 1288 3894+ 1473
125 3429+ 1716 4859+ 17.07
250 3571+ 1 360 4 69+ 2469

Los resultados son expresados como la media + SME: N=5-7 para cada grupo
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Discusion

Con el extracto alcaloidal total (EAT) y las dosis utilizadas, no se re-
gistr6 ninguna muerte de ratones, lo que sugiere que careci6 de efectos
toxicos a corto plazo (48 h), demostrando tener un margen de seguri-
dad amplio, estando la DL (dosis en la que se presenta la primer muer-
te) por arriba de 50 mg/Kg. Con la dosis de 25 mg/Kg se prolongo el
tiempo de sueno en la prueba de hipnosis inducida por pentobarbital,
cuantificado por el lapso entre la pérdida y recuperacion del reflejo de
enderezamiento (grafica 1), sin modificar el tiempo de latencia de esta
prueba. Estos resultados sugieren que el EAT puede tener propiedades
sedantes o depresoras del SNC (Morais et al., 1998). Sin embargo, no
se puede descartar que este efecto pudiera darse por el incremento de
la vida media del pentobarbital, ya que esta documentado que algu-
nos extractos de otras plantas (Helictta apiculata) tienen la capacidad de
inhibir al citocromo P-450 dependiente de monooxigenasas que esta
involucrado en el metabolismo del pentobarbital (Goloukova et al. 1998;
Jakovljevic et al., 2002a; Jakovljevic et al, 2002b). Ademas, el EAT, no
modifico las actividades exploratorias del raton (actividad locomotriz
horizontal y vertical), ni la coordinacion locomotriz, evaluadas en las
pruebas de campo abierto y rodillo rodante respectivamente (cuadros 1
y 2). Asimismo, fue incapaz de mostrar actividad ansiolitica en la prue-
ba del laberinto elevado en forma de + (LEFM) (cuadro 3).

Con el extracto hexanico (EH), la prueba de toxicidad (la cual se
evaluo, cuantificando el namero de ratones muertos en 48 h a partir
de la administracion) indica una toxicidad a parir de la dosis de 25
mg/Kg, donde se presento la muerte del primer raton. La DL, se re-
gistra aproximadamente con 50 mg/Kg (grafica 2), estos resultados
ponen de manifiesto que el EH es muy toxico comparado con el EAT,
el que no presentd ninguna muerte de ratones a igual dosis. La acti-
vidad motora espontanea del raton con las dosis de 12.5 y 25 mg/Kg
(evaluada en la prueba de campo abierto, cuantificada por el nimero
de lineas cruzadas en la superficie de la caja de la prueba, como por el
namero de veces que el raton se levanta apoyando sus patas traseras
al piso y las delanteras a una de las paredes) se encuentra significa-
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tivamente disminuida (graficas 3 y 4). Aunado a esto hay una pérdi-
da de la coordinacion locomotriz con la dosis de 25 mg/Kg (con la
prueba del rodillo rodante, medido por el incremento en el namero de
caidas que el raton experiment6 durante la prueba) (grafica 5). Ade-
mas se prolongo el tiempo de suefio, con las dosis 12.5 y 25 mg/K en la
prueba de hipnosis inducida por pentobarbital (considerada por un
incremento significativo en el tiempo que el raton tarda en recuperar
a partir de la pérdida, el reflejo de enderezamiento) (grafica 6). Estos
resultados juntos indican que el EH produce sedacion y un efecto de-
presor sobre el SNC. Sin embargo, aunque mostro6 una clara tenden-
cia con las dosis de 0.39 y 1.56 mg/Kg incrementando el namero de
entradas de los ratones a los brazos abiertos en la prueba del LEFM
no hubo diferencias significativas contra el grupo control, semejantes
resultados se observaron en el porcentaje de permanencia en estos
brazos (cuadro 4). A pesar de sus propiedades sedantes y depresoras
sobre el SNC, carece de actividad ansiolitica.

Conclusiones

Los resultados sugieren que ambos extractos el EAT y el EH, poseen
efectos depresores sobre el SNC. El EH evidenci6 un efecto depresor en
mayor magnitud. No obstante, el EAT, no presento datos de toxicidad
ala misma dosis en que el EH manifiesta su DL, . El margen de seguri-
dad del EAT evidentemente fue mayor que el EH.

En el EAT se detectaron dos alcaloides, uno de ellos se aislo, purifico
e identifico como annomontina el cual demostro propiedades ansioli-
ticas y el segundo alcaloide 1a liriodenina, se encuentra presente en la
mayoria de los EAT obtenidos de diferentes especies de anonas, el cual
posee efectos depresores en el SNC.
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Abstracts

ive known compounds of bark of Duguctia colombiana were ob-
tained. 2,4,5-trimethoxystyrene was most abundant compound
wich react by cross metathesis with others styrenes for obtein
several stilbenes, most of them were very active against axenics amas-
tigotes of Leishmania Vianna panamensis, (strain UA140 epirGFP) but too
citotoxic against human promonocitic celular line U937to be conside-
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red. CM2 and CM7 exhibited the highest leishmanicidal activity with
CE,,de10.3-25.7 (ug/ml) against intracelulars forms and low citotoxi-
city (CL,,82.6 - >200(pug/ml)) respectively. The dimere of the natural
compound has the best general antioxidant behavior with 83267 TEAC
- DPPH activity (pmol Trolox/mol of compound), TEAC - ABTS acti-
vity, 391677 (pmol Trolox/mol of compound) and a reducing capacity
of 12108 mg a.a/100 g compound (FRAP assay).

Palabras clave: Annonaceae, Duguetia, Cross metathesis, leishmaniasis, antioxi-
dantes

Introduccion

Dentro de la familia Annonaceae, el género Duguetia, esta formado por
93 especies, de las cuales 89 son neotropicales y cuatro de Africa (Maas,
2003). En Colombia, se encuentran reportadas 27 especies del género
Duguetia. En las diferentes especies de Duguetia, se han reportado diver-
sos compuestos como terpenoides en el caso de un sesquiterpenoide
bactericida de Duguetia grabriuscula (Maximo, 1997); estirenos bioacti-
vos de D. panamensis (Wang, 1988); aceites esenciales de D. furfuracea, D.
flagellaris, D. asterotricha y D. grabriuscula (Maximo, 1997; Jurgens, 2000;
Fechine, 2002; Carollo, 2005); flavonoides de D. bahiensis (Santos, 2000),
neolignanos (Aiba, 1975) y alcaloides, especialmente con nicleos isoqui-
nolinicos con diversas actividades entre ellas actividad como antioxi-
dantes (Pérez, 2004).

La especie evaluada, Duguetia colombiana solo se ha encontrado en el
canon del Rio Claro, municipio de San Luis (Antioquia) y en Carare, Va-
lle del Rio Magdalena en Santander a elevaciones entre 325-500 m. Fue
descrita por Maas. Se caracteriza por ser arboles desde 5 hasta 17 m de
alto, con un diametro entre 15 hasta 25 cm de hojas delgadas, flores ama-
rillas y frutos con semilla ovoide que se producen a través del afio (Maas,
1996). Esta planta no presenta reportes etnobotanicos, fitoquimicos ni
de actividad biologica, lo que despierta gran interés cientifico. Dado el
estireno mayoritario Dcl (2,4,5-trimetoxiestireno) obtenido de D. colom-
biana, se plantea una reaccion de Cross Metathesis con pérdida de una
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molécula de etileno, en donde en todos los casos exitosos, se obtuvo el
estilbeno (E) tanto del heterodimero como del homodimero del reactivo.
Los productos de reaccion se codifican con el prefijo de “CM por Cross
Metathesis”. Dado el interés biologico de los estilbenos, se han desarro-
llado diversas estrategias de sintesis pero la mas exitosa hasta ahora es
la cross metathesis utilizando un complejo de Rutenio desarrollado por
Grubbs (Chang, 1998; Dias, 1998; Sanford, 1998; Trnka, 2001; Lo, 2007).
En la actualidad, los mas usados son los catalizadores de Grubbs de pri-
mera y segunda generacion y mas recientemente Grubbs-Hoveyda. Por
esta metodologia se han obtenido estereoselectivamente diversos estil-
benos, entre los que se destacan trans-Resveratrol y derivados con muy
buena eficiencia en la mayoria de los casos, los mejores resultados se lo-
gran especialmente usando catalizador de Grubbs de segunda genera-
cion (Chang, 2002; Ferré-Filmon, 2004, 2005; Velder, 2006; Taber, 2003,
2006).

Método

Los puntos de fusion fueron medidos sin correccion en un Aparato Bir-
chi (Tottoli B-210). Para el analisis por cromatografia en capa delgada
(CCD) se usaron placas (Merck 60 F__, 0.2 mm); en cromatografia de
columna se uso silica gel 60 (Merck 0.063-0.200 mesh). Los compues-
tos en CCD fueron revelados con una mezcla de acido sulfarico en acido
aceético (1:9) y calentada a 100-105°C. Los espectros IR fueron medidos
en un espectrofotometro PERKIN ELMER con un sistema RX T FT-IR,
usando discos de KBr. Los espectros ultra violeta visible (UV-Vis) fue-
ron obtenidos disolviendo en metanol (MeOH) en un espectrofotome-
tro JENWAY 6405. Los espectros de RMN 'H (400 MHz y 600 MHz)
y RMN PC (100 MHz) se realizaron todos en CDCL,, y fueron grabados
en un equipo Bruker AMX 400 y Bruker AM 600, usando tetrametilsi-
lano (TMS) como estandar interno.
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Material vegetal

La corteza de Duguetia colombiana Maas, fue colectada en el canon del
Rio Claro, municipio de San Luis (Antioquia) e identificada por el bio-
logo Alvaro Cogollo Pacheco. Una muestra del espécimen con radicado
namero 008277 se encuentra depositada en el herbario del Jardin Bota-
nico Joaquin Antonio Uribe (JAUM) de Medellin (Colombia).

Ensayos de actividad

Actividad leishmanicida. A los compuestos hemisintéticos estilbenoi-
des al igual que Dcl se les evaluo in vitro la actividad leishmanicida en
amastigotes axénicos e intracelulares de L. (V.) panamensis (Cepa UA140
epirGFEP) (Robledo et al., 2005).

Citotoxicidad. Se determino la citotoxicidad de compuestos usan-
do células U937 con el colorante tetrazolium (MTT) (Mosmann, 1983;
Weniger et al., 2001).

Actividad atrapadora del radical libre DPPH*. (Brand-Williams,
1995; Sanchez et al., 1998; Choi, 2000).

Ensayo frap (ferric reducing/antioxidant power). (Benzie y Stra-
in, 1996).

Ensayo de decoloracion con el radical cationico ABTS**. Este en-
sayo es denominado también método TEAC (Trolox Equivalent Antio-
xidant Capacity Assay) (Re et al., 1999).

Extraccion y purificacion. 2,380 de corteza seca y molida de Dugue-
tia colombiana se extrajeron por percolacion con éter de petroleo. El sol-
vente se evaporo obteniéndose 51.99 g de extracto, el cual fue sometido
a diversas columnas cromatograficas (flash y por gravedad), eluyén-
dose con mezclas de hexano:CH,CL (95:5, 80:20, 70:30) y finalmente
recristalizando con hexano se obtuvieron 2.20 g de Decl (0.09%) como
mayoritario; 0.25 g de Dc2 (0.011%), obtenido como un aceite amarillo
rojizo; 10 mg de Asaraldehido Dc3 como minoritario (0.0004%) y el so-
lido amorfo Pachypofilina Dc4 con 99 mg (0.0042%).

Extraccion de alcaloides. El material de la corteza previamente
desengrasado, se humecta con hidroxido de amonio al 5% y se extrae
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repetidas veces obteniéndose, 12.2 g de alcaloides totales, lo que repre-
senta un 0.51% del material seco. Estos se fraccionaron por cromato-
grafia de columna flash sobre silica gel (350 g, 8 x 80 cm); eluyendo por
gradiente con CH,Cl, y metanol se obtuvieron 73 mg de la oxoaporfi-
na O-Metilmoschatolina Dc5 (0.00319%), los cuales cristalizaron como
agujas rojizas, identificado por diferentes técnicas espectroscopicas.

Estilbenos derivados del 2, 4,5-trimetoxiestireno (Dcl).

Reaccion de cross metathesis. Como metodologia general, se di-
suelven 0.2 mmol de 2,4,5-trimetoxiestireno (compuesto Dcl, cuadro
2) en tolueno seco con 2.0 mmol del estireno o compuesto a acoplar y 5
mol% de catalizador de Grubbs IT (Chang, 2002; Ferre-Filmon, 2005;
Velder, 2000).

Reaccion de demetilacion. Se realiza segtin la metodologia descri-
ta por Yang en 1996, (Yang, 1996). El compuesto Dihidroxilado (CM9:
(E)-3,3"-dihidroxiestilbeno) se obtuvo con un rendimiento del 90%.

Reaccion de hidrogenacion. Se disuelven 25 mg del compuesto
CM7 (3,3 -Dimetoxiestilbeno) en metanol y se le adicionan 13 mg de
carbono / paladio en atmosfera de H.,, durante 60 minutos a tempera-
tura ambiente, la reaccion procede con un rendimiento del 94% obte-
niéndose el compuesto (CMI0: 1,2-Di (3-Metoxifenil) Etano).

Resultados y discusion

Del extracto de éter de petroleo, usando la corteza de D. colombiana, se
aislaron cuatro compuestos, los cuales se identificaron como 2,4,5-tri-
metoxiestireno (Dcl) como mayoritario, 3,4,5-trimetoxiestireno (Dc2),
asaraldehido (Dc3) y el bisnorlignano pachypofilina (Dc4), reportado
por primera vez en este género. Después del proceso para la purifica-
cion de alcaloides de la misma corteza, se aislo un quinto compuesto
identificado como O-metilmoschatolina. Estos compuestos fueron ca-
racterizados por MS, RMN de 'H y BC y se ilustran en la figura 1.
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Figura 1. Compuestos de Duguetia colombiana

Hemisintesis de derivados del 2,4,5-trimetoxiestireno (Dcl).
Segtn la reaccion ilustrada en la fgura 2, se utilizaron los compuestos
ilustrados en la figura 3, para dimerizarlos con Dcl, formando los estil-
benos homodimeros y heterodimeros correspondientes, cuyos produc-
tos se muestran en la cuadro 1.

Figura 2. Reaccion esperada de Cross Metathesis con Dcl
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Figura 3. Compuestos utilizados para acoplar a Dcl
Cuadro 1. Estilbenos obtenidos en reaceion de Cross Metathesis
Producto 1 Producto 2
Reactivel | Rvo 2
Cpta R R Cpto R R
No
1 Mo RxN No RxN Mo RxN
(] (v ] o]
2 cmi 245 —{DMe}S H H H
3 cmz2 2.45-0Me), 4-F CcCM3 4-F 4F
= 4 No RxN No RxN NoRxN | O
:._ BxN
5 cma 2.45-0Me), 2F CMs 2-F 2-F
B cme 245 —{O'h-"Ie)S 3-0OMe CcCM7 3-0Me 3-OMe
Dcl | cM8 | 24540Me), | 2.4.5{0Me), =

A pesar que algunos autores sugieren que la sustitucién metoxilica
en la posicién orto produce un Complejo Intermediario quelato carbe-
no, que es inactivo (Velder, 2006), en este trabajo se muestra que a las
condiciones de concentracion de catalizador y temperatura usadas, se
pueden obtener los dimeros deseados.

En reacciones posteriores, el homodimero del compuesto 6, o sea el
compuesto CM7 se demetil6, obteniéndose el 3,3™-Dihidroxiestilbeno,
también se tomo este homodimero como objetivo de andlisis del efecto
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del doble enlace, por lo que se hidrogené el enlace trans, obteniéndose
el 1,2-Di-(3-Metoxifenil) etano.

Actividad biolégica de los compuestos hemisintéticos de Du-
guetia colombiana

Actividad leishmanicida de Dcl y estilbenos hemisintéticos
de Duguetia colombiana

A los compuestos se les realizaron evaluaciones in vitro de citotoxici-
dad sobre la linea celular promonocitica humana U937, asi como de
actividad leishmanicida en amastigotes axénicos e intracelulares de
Leishmania panamensis (cepa UAI40 epirGEP) utilizando el microméto-
do enzimdtico MTT para la citotoxicidad y efectividad en amastigotes
axénicos y citometria de flujo para los amastigotes intracelulares. Los
resultados ilustrados en la cuadro 2, son expresados como la concen-
tracion Letal 50 (CL, ) para citotoxicidad y como concentracion efec-
tiva 50 (CE, ). El indice de selectividad (IS) se calcul6 dividiendo la
actividad citotoxica entre la actividad leishmanicida (IS = CL, / CE,).
Se utilizaron Anfotericina y Glucantime como fdrmacos de control.

Cuadro 2. Actividad citotéxica y leishmanicida de Del y hemisintéticos de D. colombiana

oL, (ng/mi) CE_,(ug/mi) I
Compuesto =2 Amastigotas = Amastigotes Al'l'la'Sﬁ‘gﬂtE‘S
U937 e B axenicos
anénicos intracelulares
CM1 111+08 75+14 ND 15
CM2 826+58 >100.0 103+0.7 <03
CM3 398+24 175+ 35 13.4+3.7 23
CM4 42+03 100+24 ND 04
CMS >200.0 >100.0 729+112 <20
CM6 34118 77105 ND 04
CM7T > 2000 3531100 257+34 >57
cms 253+05 >100.0 ND 03
CM9 72110 165+10 ND 0.4
Dcl 271+38 >100.0 648+51 03
Anfotericina 388+22 0.05+001 0.04+001 776
Glucantime >1000.0 > 1000.0 68+05 <1

ND: No determinado
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Los compuestos CM3 y CM2 presentan muy buena actividad
contra amastigotes intracelulares y axénicos de L panamensis, aunque
muestran una toxicidad moderada. I os compuestos CM4, CM9, CM6
y CMI mostraron ser muy activos contra formas axénicas pero también
mostraron ser muy téxicos. Debido a la alta toxicidad mostrada, no se
pudieron evaluar contra formas intracelulares. Por otra parte el com-
puesto CM7 posee buena actividad contra formas intracelulares y la
mds baja toxicidad.

Actividad antioxidante de Dcl y estilbenos hemisintéticos de
Duguetia colombiana

En el cuadro 3, se observan los resultados de los ensayos antioxidantes
de los compuestos utilizados como antioxidantes primarios.

Cuadro 3. Actividad Antioxidante de compuestos y hemisintéticos de Duguetia colom-
biana

TEAC-DPPH TEAC-ABTS FRAP
COMPUES- pmol Trolox/mol cpto | pmeol Trolox/mol cpto mg a.a./100g cpto

TO tsD tsD isD
Dcl 2756138 169941850 6039+61
cM1 34724174 108241541 5807452
cMm2 91531458 168321842 13904+167
CM3 2996+150 3465173 ND
CcM4a 5390270 15776+789 53901270
CM5 2778139 2223+111 ND
CMé 4383+219 11817+591 5997+87
CM7 102551 24974125 ND
CcMs8 83267+4163 391677+19584 12108+234
CcCM9 4369+218 1309731+65487 ND
CcM10 3612+ 87541438 ND

De estos resultados se puede observar que el mejor comportamiento
antioxidante general se da para el dimero de Dcl (Compuesto CM8),
que por su alta metoxilacién, podria establecer hiperconjugaciones que
ayuden a su actividad como antioxidante primario.
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En el caso del compuesto CMI0, contrario a lo esperado la satura-
cion del puente etilénico increment6 mas de dos veces la actividad anti-
oxidante tanto en DPPH como en ABTS, lo que permite discutir que la
insaturacion, interfiere en el mecanismo como antioxidante, inhibien-
do la transferencia de electrones al sustrato oxidante.

Es claro que al demetilar el CM7, la actividad debe incrementarse,
lo que es natural al permitirse la transferencia de un proton fenolico, lo
que es importante notar es que en el medio ABTS, el incremento es de
tres ordenes de magnitud, lo que conlleva a probar que el mecanismo
antioxidante prevaleciente es de transferencia de protones.

Conclusiones

La especie Duguetia colombiana de la familia Annonaceae, posee diversos
metabolitos secundarios, en bajas cantidades, pero en donde se desta-
ca uno en especial. En el extracto etéreo de corteza se aislo el estireno
trimetoxilado mayoritario (2,4,5-trimetoxiestireno) con un 0.09% en
base seca; en este mismo extracto se encontraron ademas el isomero
3,4,5-Trimetoxiestireno con un 0.011%, el minoritario 2,4,5-Trimetoxi-
benzaldehido con un 0.0004% y el bisnorlignano pachypofilina con un
0.0042%. Ademas, encontramos después del proceso de purificacion
de alcaloides la oxoaporfina O-Metilmoschatolina con un 0.0031%.

Con el compuesto mayoritario (Dcl), dadas sus caracteristicas es-
tructurales y su cantidad, se prepararon derivados hemisintéticos tipo
estilbenoides mediados por una reaccion de Cross Metathesis con cata-
lizador de Grubbs de segunda generacion, en donde se obtuvo siempre
estereoselectivamente el isomero (E). Se obtuvieron 10 estilbenoides en
total, con buenos rendimientos.

Se registraron por primera vez los compuestos 4-Fluor-2,4,5-Tri-
metoxiestilbeno y el compuesto 2 -Fluor-2,4,5-trimetoxiestilbeno

Se tomo al compuesto estilbenoide CM6 como modelo al que se le
hizo una demetilacion y una hidrogenacion con el fin de evaluar estos
cambios en su actividad como antioxidante, es importante anotar que
el compuesto hidrogenado present6 mejor capacidad antioxidante que
su analogo insaturado.
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El mejor comportamiento antioxidante general, es decir, el que man-
tiene buena actividad en todos los métodos usados, se da para el dimero
de Dcl, que es un estilbeno hexametoxilado el cual podria establecer
hiperconjugaciones que ayuden a su actividad como antioxidante pri-
mario.

Lamejor actividad antioxidante en la metodologia ABTS la presento
el 2,2 -dihidroxiestilbeno, suponiendo un mecanismo de transferencia
protonica (HAT) en dicha actividad.

El compuesto CM1 presenta la mejor actividad leishmanicida sobre
amastigotes axénicos, al aumentar la sustituciones en el segundo anillo
baja esta actividad.

La posicion del Fltor en para (CM2) y orto CM4 afecta considera-
blemente la citotoxicidad, CM2 es un buen candidato a leishmanicida
dado que presenta la mejor actividad sobre amastigotes intracelulares y
baja citotoxicidad, aunque curiosamente presenta baja actividad sobre
amastigotes ax€nicos.
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